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Resumen

Con objeto de buscar nuevas técnicas analiticas que permitan la extrac-
cion y determinacion de pesticidas organoclorados a partir de muestras soli-
das, se han estudiado las variables que afectan al proceso de extraccion de
seis pesticidas organoclorados de diferentes muestras de suelos de agricul-
tura, utilizando mezclas de surfactantes como extractantes y posteriormente

determinados por cromatografia liquida de alta resolucion.

Se ha utilizado la extracciéon asistida por microondas, empleando cuatro
tipos de surfactantes no i6nicos para la determinacién de 6 pesticidas orga-
noclorados derivados del DDT, aldrin y dieldrin. Para la optimizacion de las
variables que afectan al proceso de extraccion se han aplicado dos tipos de

disenos factoriales.

Los resultados obtenidos tras la aplicacién del método muestran que el
uso de surfactantes como extractantes puede ser una alternativa viable a los

métodos convencionales.
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Introduccion

1.1. Pesticidas Organoclorados

Los pesticidas organoclorados han sido ampliamente usados durante mas
de tres décadas debido a su eficacia en el tratamiento de plagas. Estos com-
puestos quimicos se empezaron a utilizar en 1940 y a pesar de que se prohi-
bieron en los paises desarrollados entre 1970 y 1980, atin se puedan encontrar
en diferentes regiones altas concentraciones de los mismos, debido a su alta
permanencia en el medio ambiente. En los paises subdesarrollados todavia
esta permitido su uso para el control de enfermedades que se transmiten a
través de insectos, especialmente la malaria (1; 2).

Los pesticidas organoclorados son compuestos toxicos que afectan a la
salud humana y al medio ambiente. Debido a que estos compuestos pueden
transportarse por el viento y el agua, pueden afectar a personas y vida salvaje
en zonas muy alejadas del pais donde se estén produciendo y usando (3).

Estos pesticidas pertenecen al grupo de compuestos organicos persistentes
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(POPs) manteniendose por largos periodos de tiempo en el medioambiente.
Su naturaleza lipofilica, su hidrofobicidad, bajo peso molecular y bajas tasas
de degradacion favorecen la bioacumulacion de los mismos en los tejidos bio-
logicos, con la consiguiente biomagnificacion de las concentraciones en los
organismos a medida que pasan de unas especies a otras ascendiendo en la
cadena tréfica (4; 5). Este hecho tiene consecuencias perjudiciales para los hu-
manos al ingerir alimentos que pueden contener altas tasas de contaminacion
(6; 7).

Este fenémeno, unido a su alta permanencia, hace que el tiempo de vida
medio de estos compuestos en los diferentes tipos de matrices sea muy alto
y que a pesar de estar prohibidos en los paises desarrollados, ain se puedan
encontrar en altas concentraciones en organismos y en suelos (8; 9).

Los pesticidas organoclorados constituyen un tnico tipo de pesticidas
debido a su estructura ciclica, a su nimero de atomos de cloro y a su baja

volatilidad. Pueden clasificarse en cuatro categorias:
» diclorodifeniletanos (ej. DDTs)
= ciclodienos (ej. Aldrin y Dieldrin)
» bencenos clorados
= ciclohexanos

Los pesticidas objetos de este estudio representan algunos de los pesti-
cidas organoclorados mas ampliamente usados. Todos ellos forman parte de

la ‘docena sucia’, pertenecen a la lista de las 12 sustancias prioritarias para
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la Agencia de Proteccién Medioambiental (EPA) (10). Estos pesticidas son

derivados del DDT, aldrin y dieldrin (Tabla 1.1).

Compuesto Abreviatura

4,4’-Dichlorodiphenyldichloroethane 4,4’-DDD
Dieldrin Dieldrin
4,4’-Dichlorodiphenyltrichloroethane 4,4-DDT
2,4’-Dichlorodiphenyltrichloroethane 2,4-DDT
4,4’- Dichlorodiphenyldichloroethylene 4,4’-DDE
Aldrin Aldrin

Tabla 1.1: Lista de pesticidas organoclorados estudiados

La formula quimica y estructura de los pesticidas objeto de este estudio

se representa en la Figura 1.1.

Las propiedades fisicoquimicas de los compuestos quimicos son impor-
tantes para establecer la toxicidad de los mismos, en especial en aquellas
sustancias consideradas como posibles contaminantes ambientales. Algunas
sustancias estables y liposolubles pueden contaminar alimentos de consumo
humano y producir efectos nocivos cuando éstos son ingeridos. Propiedades
como la presion de vapor y la dimension y densidad de las particulas son va-
riables importantes para predecir el transporte atmosférico de las sustancias
quimicas. La adsorcion de una sustancia quimica en las particulas del suelo

puede aumentar la probabilidad de que dicha sustancia sea transportada por
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Figura 1.1: Férmula quimica de los pesticidas estudiados

el aire o por el agua y asi podria depositarse en lugares remotos de su sitio
de aplicacion; o bien, puede retardar el movimiento de la misma a través de
las aguas subterrdneas, reduciendo la probabilidad de contaminacién de las
fuentes de agua subterranea cerca del lugar de aplicacion. En la Tabla 1.2 se

relacionan algunas propiedades fisicas y quimicas de los pesticidas estudiados

(11; 12).
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Compuesto Masa Densidad Pto Ebull Pto Fusiéon

Molecular (g/cm3) (°C) (°C)
4,4-DDD 320.04 1.385 350 110.3
Dieldrin 380.91 1.75 - 177
4,4-DDT 354.49 0.99 260 109
2,4°-DDT 354.54 0.98 - 74.2
4,4-DDE 318.03 - 336 89
Aldrin 364.91 1.6 - 105.5

Tabla 1.2: Propiedades fisico-quimicas de los pesticidas estudiados

1.2. Surfactantes

Los surfactantes son sustancias cuya estructura molecular presenta dos
grupos con cardcter diferente: un grupo no polar (hidrofébico) y otro polar
o iénico (hidrofilico). Este tipo de estructura se denomina “anfipatica”. El
grupo no polar, que generalmente es una cadena hidrocarbonada, con un
nimero de atomos de carbono comprendido entre ocho y dieciocho, constituye
la ‘cola’de la molécula de surfactante, mientras que el grupo polar, que puede

ser de naturaleza iénica o no idnica, forma la ‘cabeza’de la misma.

Esta estructura “anfipatica” de las moléculas de surfactante le confiere
unas propiedades muy especiales al mismo. Entre ellas, la posibilidad de
reducir la tensién superficial del agua y la de adsorberse en las superficies

e interfases de un sistema formado por fases inmiscibles, fenémeno respon-
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sable de la mayoria de las aplicaciones industriales de los surfactantes como
detergentes, estabilizadores emulsionantes, etc. y de la formacién de micelas.

Cuando el surfactante se disuelve en agua, la presencia del grupo hidrofili-
co impide que el surfactante sea expulsado completamente del disolvente; la
estructura “anfipatica” del surfactante causa no sélo la concentracion del
mismo en la superficie, sino también la orientacion de la molécula con su
grupo hidrofilico en la fase acuosa y su grupo hidrofébico hacia el exterior
(13).

Dependiendo de la naturaleza del grupo polar, los surfactantes se clasifi-

can en cuatro grupos principales (14):

Cationicos: el grupo hidrofilico posee carga positiva, como por ejemplo,

las sales de amonio cuaternarias.

= Anidnicos: el grupo hidrofilico tiene carga negativa. Ejemplos de este

tipo de surfactantes son las sales de acidos alquil carboxilicos o sulfonicos.

= Zwitteridnicos: en el surfactante existen grupos con carga positiva y

negativa. Los aminoacidos son un ejemplo de este tipo de surfactantes.

= No i6nicos: el surfactante no posee grupos con carga, como por ejemplo,

los monoglicéridos.

En disoluciones muy diluidas, los surfactantes suelen encontrarse como
monomeros, dimeros, etc. Pero si la concentracién de la disolucién aumenta se
produce un proceso de agregacion que da lugar a cambios en las propiedades

fisicoquimicas de la disolucién. El agregado coloidal que se forma recibe el
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nombre de “micela” (cluster). El niimero de moléculas de surfactante que
pueden formar la micela se denomina nimero de agregacién (N) y se halla

en un rango de 50 a 100 (14; 15).

Hay una concentracion, caracteristica para cada surfactante, a partir de
la cual se forma la micela. A esta concentracion se le denomina concentracién
micelar critica (CMC). El proceso de agregacién se da en un pequeno interva-
lo de concentraciones y parece ser un proceso altamente cooperativo. Puede
considerarse que la formacién de micelas es un mecanismo alternativo a la ad-
sorcion en las interfases para evitar el contacto entre los grupos hidrofébicos

y el agua, y asi disminuir la energia libre del sistema (13).

La forma de la micela varia dependiendo del surfactante y del medio. Pre-
sentan el grupo hidrofébico, la cola, orientado hacia el interior de las mismas
(corazén), mientras que el grupo hidrofilico, la cabeza, hacia el exterior de
la micela. Es posible que se formen micelas en medios orgdnicos no polares.
En este caso la micela formada recibe el nombre de “micela inversa”. Aqui,
la disposicion de las moléculas de surfactante es contraria a la descrita ante-
riormente, es decir, los grupos hidrofébicos se extienden hacia la fase no polar

y los hidrofilicos hacia el interior de la micela (15).

1.2.1. Surfacatantes no idnicos

La mayoria de los surfactantes no iénicos son “aductos” de oxido de
etileno. Los grupos polioxietilén son la parte hidrofilica de la molécula de

surfactante. La parte lipofilica de la molécula puede ser una variedad de gru-
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pos apolares, incluidas cadenas alquilicas (alcoholes, cidos grasos o amidas),
alquilbencenos y sus derivados fluorados, derivados de la silicona o cadenas de
polioxipropileno (16). En la Figura 1.2 aparecen recogidos los diferentes tipos

de surfactantes no iénicos utilizados en este estudio asi como su estructura.

POLYOXYETHYLENE 10 LAURYL ETHER

CH3N N CHy — <O—CH2—CH2> — OH
10

POLYOXYETHYLENE 10 TRIDECYL ETHER

CH3IN L NN~~~ CHy — <O— CHy— CH2> — OH
10

POLYOXYETHYLENE 10 CETYL ETHER

CH3IN CHy — (O— CHy — CH2> — OH
20

POLYOXYETHYLENE 10 STEARYL ETHER

CH3IN S S S S S SN CHy — <O—CH2— CH2> — OH
20

Figura 1.2: Estructura quimica de los surfactantes estudiados

Los surfactantes no idnicos del tipo polioxietilen alquil éteres fueron sin-
tetizados por primera vez a principios de los anos 30. Su férmula general
es C,H2,,1 (OCH,CH,),,OH. Son conocidos como CnEm, donde n indica
el numero de dtomos de carbono en la cadena alquilica y m representa el
nimero de unidades de 6xido de etileno en la parte hidrofilica.

Una de las propiedades mas importantes de los surfactantes, directamente
relacionada con su capacidad de formar micelas, es la solubilizacion de solu-
tos. La mayoria de las aplicaciones de las micelas en medios acuosos se basan

en esta propiedad (17).
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La solubilizaciéon de un analito en una micela determinada es un proceso
de equilibrio dindmico y depende tanto de la naturaleza del soluto como del
medio micelar empleado. Una vez sobrepasada la CMC comienza la solubi-
lizacién, pudiendo el soluto unirse a la micela en diferentes regiones de la
misma dependiendo de la naturaleza del soluto y del surfactante. En la Figu-

ra 1.3 se muestra una representacion esquematica de estas solubilizaciones.

gegg%eg N
5

T IS e

~/8 Micela

Soluto

Figura 1.3: Representacién esquemadtica para la solubilizacién de solutos

en las micelas

Las interacciones entre ambos pueden ser electrostaticas, hidrofébicas o
mas normalmente, una combinacién de ambos efectos. Aunque el mecanismo
real de solubilizacion es complejo, se puede aceptar que los sustratos iénicos
con carga opuesta a los grupos de cabeza de las micelas se pueden enlazar
fuertemente a ellos; las especies no polares que poseen electrones polarizables,
como los compuestos aromaticos, residen cerca del grupo de cabeza, mientras
que los radicales alquilicos interaccionan con el core de la micela, de modo que
las interacciones hidrofébicas y electrostaticas micela-soluto sean maximas.

Los solutos apolares se localizan en el core de la micela.
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Las micelas no son sistemas estaticos sino que estan, junto con los solutos
que han sido solubilizados por ellas, en equilibrio dinamico con el medio
que las rodea. Las moléculas de surfactante entran y salen de la micela en
microsegundos.

Se ha destacado la importancia de los medios micelares en separaciones
analiticas debido a la capacidad que poseen las micelas para interaccionar
selectivamente con la moléculas, destacando su importancia en tres campos:
procesos de extraccion, cromatografia y separaciones electrocinéticas.

Sin embargo, también hay que mencionar su intervencién en otros pro-
cesos como pueden ser el desplazamiento de equilibrios, la modificacion de
cinéticas de reaccion, aumento de fluorescencia y fosforescencia, procesos de
extraccién y preconcentracion y separacién por cromatografia liquida o en

capa fina (18; 19).

1.3. Extraccién por Microondas

Los métodos tradicionales para la extraccién de compuestos organicos
contaminantes de muestras solidas han sido el Soxhlet, desarrollado por F.
Soxhlet en 1879, y el bano de ultrasonidos o sonicacién (20). Estos méto-
dos emplean grandes cantidades de disolventes organicos bajo condiciones de
temperatura y agitacion muy agresivas.

El Soxhlet es particularmente util porque muchos contaminantes suelen
estar muy fuertemente adsorbidos en las matrices sélidas (sedimentos, tierras,

tejidos de orgamismos y plantas, etc.,) pero requiere tiempos de extraccién
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demasiado largos y el uso de los mencionados disolventes organicos en grandes
cantidades. Este hecho aumenta la toxicidad y encarece el proceso. Como con-
secuencia de las condiciones utilizadas para la extraccion, puede producirse,
ademas, la degradaciéon de los analitos y pérdidas por volatilizacion de los
mismos.

La extraccion por sonicacién es méas rapida que la extraccion por Soxhlet
y permite la extraccién desde grandes cantidades de muestras, pero también
en esta técnica se utilizan grandes cantidades de disolventes orgédnicos.

En la ultima década se ha producido una demanda creciente de nuevas
técnicas de extraccién susceptibles de ser automatizadas, con tiempos de
extraccion cortos y un consumo reducido de disolventes orgénicos, a fin de
prevenir problemas de toxicidad en los laboratorios y reducir los costes de
preparacién de muestras. De esta forma, han surgido nuevas técnicas como la
extraccién con fluidos supercriticos, SFE (20), la extraccién acelerada, ASE
(21), la microextraccién en fase sélida, SPME (22) y la extraccién asistida
por microondas, MAE (23).

La extraccién asistida por microondas (MAE) ha tenido un gran desa-
rrollo en los ultimos anos debido a que permite la rapida extraccién de los
analitos de las matrices sélidas con una eficiencia en la extraccién comparable
a la que presentan los métodos clasicos (24). Ademds, ofrece claras ventajas
sobre éstos, ya que reduce considerablemente el tiempo de extraccién, (de
20 a 30 minutos por muestra) y lo que es mas importante, el consumo de
disolventes orgdnicos. Al mismo tiempo presenta la posibilidad de realizar la

extraccién de varias muestras, hasta doce, simultdneamente (25; 26).
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Otra ventaja adicional de la MAE sobre las otras nuevas técnicas de ex-
traccion, como son la SFE, es que es una técnica de menor coste instrumental
y mas facil de optimizar (20).

Actualmente, este tipo de extraccién es una técnica consolidada, y ya
han sido publicados algunos métodos estandards, fundamentalmente para
la extraccion de compuestos organicos en matrices sélidas. Desde entonces,
numerosas aplicaciones de la extraccién asistida por microondas han sido
publicadas para diferentes compuestos organicos en diversas matrices, con
especial énfasis en aplicaciones medioambientales.

La extraccién asistida por microondas (MAE) consiste en calentar el ex-
tractante (generalmente un disolvente orgdnico) en contacto con la muestra
mediante la energia de las microondas. La particion de los analitos de interés
de la muestra al extractante depende de la temperatura y de la naturaleza
del extractante.

Cuando se utiliza la energia de microondas, al contrario de lo que ocurre
en los procesos clasicos de calentamiento, toda la muestra se calienta si-
multidneamente, sin que se produzca el calentamiento del recipiente. Esto
hace que se alcance el punto de ebullicién del disolvente mas rapidamente,
y conduce a tiempos de extraccion mas cortos. En recipientes cerrados, el
disolvente puede ser calentado por encima de su punto de ebullicién, lo cual
aumenta su velocidad y la eficacia de la extraccion.

La optimizacion de la extraccion asistida por microondas implica el estu-
dio de los parametros que tienen influencia en la extraccion. Muchos investi-

gadores han utilizado disenos factoriales, de composicién central u ortogonal,
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Ademas, se puede realizar la extraccion
simultanea de varias muestras en un so-
lo proceso, reduciendo el tiempo total
de extraccién. Después de realizar la
extraccién, los vasos se deben enfriar

a temperatura ambiente antes de abrir-

los para evitar la pérdida de los com-

Figura 1.4: Vaso Cerrado

puestos mas volatiles.
de Microondas

para determinar las condiciones 6ptimas (27). Entre los pardmetros més es-
tudiados se encuentran la composicion y la naturaleza de los extractantes,
asi como el volumen del mismo; el tiempo y la temperatura de extraccién;

las caracteristicas de la matriz y el grado de humedad de la misma.

1.3.1. Naturaleza de los extractantes

La eleccion del extractante es fundamental para conseguir una extraccion
6ptima, puesto que la naturaleza del mismo es uno de los factores que influyen
en la eficacia del proceso.

Para la seleccion del disolvente, tenemos que tomar en consideracion al-
gunas de las propiedades del mismo, como son su capacidad para absorber la
radiacion de microondas, sus interacciones con la matriz, asi como su capaci-
dad para solubilizar el analito. Otro importante aspecto es la compatibilidad

del disolvente utilizado para la extraccion con el método analitico usado como
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paso final en la determinacién.

Es comtn utilizar como disolventes en la extraccion por microondas los
mismos que se utilizan en los métodos convencionales de extraccién. Sin
embargo, no siempre son los mas adecuados. Ya que ademas de absorber
la energia, el extractante debe ser capaz de convertirla en calor, ya que la
eficiencia de la extraccion depende del factor de pérdida dieléctrica.

Es posible combinar disolventes para mejorar la eficiencia del proceso.
Se ha encontrado que pequenas variaciones en la composicién del disolvente

producen una mejora en la eficacia de la extraccion.

1.3.2. Volumen de Extractante

En algunos casos el volumen del disolvente puede ser un parametro im-
portante para mejorar la eficacia de la extraccion. Dicho volumen debe ser
suficiente como para que toda la muestra se encuentre inmersa en el mismo.
La cantidad de disolvente necesaria para la extraccion esta comprendida,

generalmente, entre 10 y 30 mL.

1.3.3. Temperatura

La temperatura, probablemente el pardmetro mas estudiado, es un factor
fundamental en el proceso de extraccion por microondas. Valores elevados de
la misma generalmente aumentan la eficiencia de la extraccion, bien como
resultado de un aumento de la difusion del disolvente en el interior de la

matriz, bien debido a la desorciéon de los analitos de los sitios activos de la
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misma.

Cuando la extraccién por microondas es llevada a cabo en sistemas cerra-
dos, la temperatura puede superar la temperatura de ebullicién del disolvente,
lo que produce una mejora en la eficacia de la extracciéon. Ademads, al aumen-
tar la temperatura, el disolvente tiene mayor capacidad para solubilizar los
analitos, la tensiéon superficial y la viscosidad del disolvente disminuyen, lo
que mejora la penetracion del mismo en la matriz de la muestra.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que, a temperaturas elevadas, tam-
bién pueden ser extraidas sustancias no deseadas, por lo que se pierde selec-
tividad en la extraccion. Ademas, hay que considerar la posible degradacién

de los analitos a altas temperaturas.

1.3.4. Potencia

En los sistemas cerrados la potencia es también una variable importante,
pero ésta es funcién de la temperatura. Por lo general, es este el parametro
que se investiga.

La potencia elegida, en los sistemas de vasos cerrados, depende del niimero
de vasos utilizados durante el proceso. Hay que tener en cuenta que algunos
sistemas permiten realizar la extraccion de 12 muestras simultdneamente.
Para evitar la posible degradacién de algunos compuestos y una presién ele-
vada en el interior de los vasos, esta potencia debe ser elegida cuidadosa-
mente. La influencia de la potencia en la extraccion esta relacionada con el

tiempo de extraccién por microondas.
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1.3.5. Tiempo de Extraccion

Como en otras técnicas de extraccién, el tiempo es otro pardmetro que
influye en la misma y que necesita ser considerado. En MAE, los tiempos de
extraccion son mucho mas cortos que los necesarios en las técnicas conven-
cionales. A menudo 10 minutos son suficientes, como se ha demostrado para

la extraccién de contaminantes organicos.

1.3.6. Naturaleza de la Matriz

La naturaleza de la matriz en la que se encuentran enlazados los analitos
de interés tiene una profunda influencia sobre la extraccién de los mismos.
Las diferentes interacciones que los contaminantes orgdnicos presentan con
los componentes orgdnicos e inorganicos de la matriz pueden jugar un papel
importante en su solubilidad y en la difusién de los mismos en el disolvente.

El contenido en materia organica inhibe la extraccion debido a la fuerte
interaccién que se establece entre el analito y la matriz, lo que dificulta su
ruptura.

Por esta misma razon, bajo las mismas condiciones, resulta mas facil
la extraccion de los contaminantes en muestras enriquecidas que la de los
contaminantes nativos de las mismas.

En la mayoria de los casos, se obtienen mayores recuperaciones para mues-
tras enriquecidas que para los contaminantes nativos, demostrando el efecto
de la fuerte interaccién de la matriz con estos contaminantes nativos en fun-

cion del tiempo de contacto. Este hecho también explica la disminucién de
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la recuperacién en la extraccién en muestras envejecidas.

Esto puede ser explicado teniendo en cuenta el tiempo que el analito ha
estado en contacto con la muestra, y si éste es incorporado solo por adsorcion
superficial, donde la formacién de enlaces de hidrégeno y las interacciones por
fuerzas de Van der Waals son los procesos predominantes, o esta fuertemente
ligado a la materia organica de la matriz de la muestra debido a mecanismos
de transporte por difusion. En un estudio realizado por Lopez Avila et al.
(28) sobre muestras enriquecidas, los porcentajes de recuperacién de algunos
pesticidas organoclorados disminuian desde un 80-120 % hasta un 50-60 %
después de 24 horas, mientras que los porcentajes de recuperacion de pesti-
cidas organofosforados practicamente no variaban después de un periodo de

envejecimiento de tres semanas.

1.3.7. Aplicaciones de la extracciéon asistida por mi-

croondas

Las aplicaciones de la MAE se centran principalmente en la extraccién de
compuestos organicos en matrices solidas. Aunque las primeras aplicaciones
estuvieron relacionadas con la determinacion de PAHs y PCBs en suelos y
sedimentos, desde entonces, otros compuestos tales como pesticidas, fenoles
y compuestos organometalicos han sido extraidos eficazmente.

La extraccion asistida por microondas representa una alternativa viable
a las técnicas de extraccion convencionales, ya que la eficacia conseguida por

esta técnica es comparable a las obtenidas con otras (25; 26).
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1.3. Extracciéon por Microondas

Con respecto a las técnicas convencionales, la MAE presenta una gran re-

duccién del tiempo de andlisis y de consumo de disolvente, asi como la posibi-

lidad de realizar extracciones simultaneas con reproducibilidades aceptables

(ver Tabla 1.3).

Extraccién Sonicacion SFE MAE
Soxhlet
TIEMPO DE De 24 a De 30 a De 30 a De 20 a
EXTRACCION a 48 horas 60 min 60 min 30 min
EXTRACTANTE  Disolventes Disolventes Disolventes Disolventes
organicos organicos supercriticos organicos
COSTO Bajo Bajo Alto Moderado
DESVENTAJAS Se utilizan Se utilizan Cantidad limitada Se requiere

grandes

cantidades

de disolventes

y es necesario

evaporar el

extracto

grandes
cantidades
de disolventes
y se requiere

filtracién

de la
muestra
y dependencia
del tipo de
maftriz y

analito

tratamiento
previo
de la

muestra

Tabla 1.3: Caracteristicas de las principales técnicas de extraccion
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1.3.8. Extraccién asistida por microondas utilizando

surfactantes

Una nueva posibilidad de aplicacion de MAE es el uso de medios mice-
lares como extractantes, es decir, la extraccion asistida por microondas con
utilizaciéon de medios micelares, MAME.

Los medios micelares pueden ser aplicados para la solubilizacion, extrac-
cién y preconcentracion de diferentes compuestos presentes en diferentes
muestras medioambientales, tales como suelos y sedimentos, con los bene-
ficios que aporta la utilizacién de los mismos, como son bajo coste, facil ma-
nipulacion y reduccién de los efectos téxicos respecto al uso de disolventes
orgdnicos (29; 30).

Los surfactantes no iénicos pueden ser efectivos en la solubilizacién y ex-
traccién de compuestos organicos desde matrices sélidas. Ademds, la diso-
luciéon de surfactante es compatible con las fases mdéviles hidroorganicas
usualmente empleadas en cromatografia liquida de alta resolucién, que suele
utilizarse como técnica final de andlisis.

En la Figura 1.5 se representa esquematicamente el proceso de extraccion

por microondas utilizando surfactantes.

1.4. Objetivos del Trabajo

La busqueda de nuevos métodos de analisis, que permitan mejorar la sen-

sibilidad, selectividad, rapidez y coste de los ya existentes, ha sido siempre el
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Figura 1.5: Representacién del proceso de extraccién por microondas con

\

utilizacién de surfactantes

objetivo de todo nuevo proceso analitico. En este trabajo se ha planteado, co-
mo objetivo general, el desarrollo de nuevos métodos de extraccién y determi-
nacién de pesticidas organoclorados presentes en muestras medioambientales
de diferente naturaleza, utilizando medios micelares como extractantes.
Entre otras ventajas, respecto a los métodos convencionales, se pretende
conseguir una reduccion considerable en el tiempo empleado en el andlisis de
las muestras y la sustitucién de los disolventes organicos por otros extrac-
tantes, los surfactantes, menos agresivos con el medioambiente y de menor
coste. Para optimizar este método de extraccion se ha utilizado un diseno
experimental para 4 surfactantes diferentes (todos ellos de la familia de los
Polioxiethilen) y seis pesticidas distintos (cuatro derivados de DDT, aldrin y

dieldrin).
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Parte Experimental

2.1. Aparatos Utilizados

2.1.1. Cromatografo Liquido de Alta Resolucion

Para la determinacién cromatografica
se utilizé6 un cromatografo liquido de

alta resolucién Varian (Varian Ibérica,

S.L. Madrid, Espana).

Figura 2.1: Cromatografo

Este sistema estd compuestos por una bomba Varian 240 acoplada a un
automuestreador Varian 410 con selector de volumen de inyeccién, un médulo
Horno de Columna Varian (modelo 500) y un detector ultravioleta-visible de
diodos, también de Varian. La columna utilizada fue una Varian Microsorb-

MV Cig, 250 x 4.6 mm (con relleno de particulas de 8 um). El software
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utilizado para la obtencion de los cromatogramas y su posterior tratamiento

fue Star de Varian.

2.1.2. Microondas

El equipo de extraccién consistié en
un sistema de digestion por microon-

das modelo Multiwave B30MCO6A, de

la marce Anton Paar (Graz, Austria).

Este microondas permite el control de

Figura 2.2: Microondas

tiempo y potencia.

Esta equipado con rotor 6EVAP, con una frecuencia de 2450 MHz a po-
tencia total, con 6 vasos de PFA, modelo MF100, para un volumen méaximo

de 50 ml.

2.1.3. Tratamiento Estadistico

El diseno experimental utilizado en este estudio se realizd usando el Soft-
ware Statgraphics Plus, versién 5.1 (Manugistic, Rockville, MD, USA). Para
el tratamiento estadistico de los datos se hizo uso del SPSS 11.0 (SPSS Inc.,

[llinois, USA), con el que se calcularon las correlaciones parciales y bivariadas.
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2.2. Reactivos

Los pesticidas organoclorados utilizados en este trabajo, indicados en la
Tabla 1.1, son de la marca Cerrilliant Corporation y fueron adquiridos en
LGC Promochem (Barcelona, Espana). El metanol utilizado para preparar
las disoluciones, asi como la fase mévil, fue de la marca Panreac (Barcelona,
Espana). El agua utilizada (agua Milli-Q), tanto para la preparacién de las
disoluciones de surfactante como para la preparacion de fase movil, se obtiene

de un sistema de purificacién de la marca Millipore (MA, EEUU).

Los surfactantes polioxietilénicos, polioxietilen 10 lauril éter, polioxietilen
10 stearil éter, polioxietilen 10 cetil éter y polioxietilen 10 tridecil éter son de

la marca Sigma (suministrados por Sigma-Aldrich, Madrid, Espana).

La muestra de suelo certificada conteniendo pesticidas organoclorados
(CRM804-050), de la marca Resource Technology Corporation fue sumi-
nistrada por LGC Promochem. La concentracion de los pesticidas fue certifi-
cada mediante los métodos: USEPA SW846 (3rd edition), Método de Extrac-
cién 3540A /3541 (Soxhlet), 3550 (sonication) and Método de Anélisis 8081
(31).

Para la determinacién del contenido en materia orgénica de los suelos se
utilizé acido sulfirico del 96 % riqueza, dicromato potdsico y sal de Mohr
(sulfato de amonio de hierro IT hexahidratado), de calidad “pro-anélisis” de

la marca Panreac.
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2.3. Disoluciones

Las disoluciones patron de los pesticidas se prepararon disolviendo las
cantidades adecuadas de cada uno de ellos en metanol para conseguir una
concentracién de partida de 1g-L~! y, por dilucién de éstas, otras de menor
concentracion.

Las disoluciones de los surfactantes se obtuvieron por dilucion de éstos
en agua Milli-Q hasta conseguir una concentracién final de 10% (v/v). Las
disoluciones de concentracion inferior se preparaban por dilucién de las an-

teriores.

2.4. Procedimientos Analiticos

2.4.1. Analisis Cromatografico

El andlisis de los extractos de las muestras fue llevado a cabo usando
un cromatografo liquido de alta resolucion con detector ultravioleta-visible
(32). La separacién y determinacién de los compuestos bajo estudio se rea-
lizé inyectando 30 pl de extracto en el sistema cromatografico. Se midié la
absorbancia de cada analito a su longitud de onda maxima. Se determiné el
tiempo de retencién y la longitud de onda éptima de cada compuesto (aparta-
do 3.2.1, Tabla 3.5). El eluyente usado para la separacién de los seis pestici-

1

das organoclorados fue Metanol-Agua (85:15) a flujo isocratico Iml-min~".

Se obtuvo una relacién lineal entre las dreas de pico y la concentracién de
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analito en el rango comprendido entre 100-1000 pg-L~!, con altos coeficientes

de correlacién (> 0.995).

2.4.2. Mezclas de Surfactantes

Los surfactantes usados en este estudio fueron:

Polioxietilen 10 lauril ether (POLE)

Polioxietilen 10 stearil ether

Polioxietilen 10 cetil ether

Polioxietilen 10 tridecil ether

Debido a la baja solubilizacion en agua de algunos de ellos a temperatura
ambiente fue necesaria la realizacion de mezclas de surfactantes. La mezclas

que se utilizaron para la optimizacion del método fueron:

» 70% POLE + 30 % polioxietilen 10 stearil ether (mezcla stearil)

= 70% POLE + 30 % polioxietilen 10 cetil ether (mezcla cetil)

» 70% POLE + 30 % polioxietilen 10 tridecil ether (mezcla tridecil)

A su vez también se realizo la optimizacion de la extraccién para el POLE

solo, el cual si es soluble en agua a temperatura ambiente.
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2.4. Procedimientos Analiticos

2.4.3. Extraccién por Microondas

La muestra de 2 g de suelo, previamente acondicionada, se deposité en el

vaso de extraccién y se le anadié al volumen optimizado de la disolucion de

surfactante.

Figura 2.3:

Vaso Microon-

das

Después de cerrados, los tubos se introdu-
jeron en el microondas y se les aplico la
potencia y tiempo previamente establecidos
para realizar el proceso de extraccion. Una
vez fuera del microondas, y antes de abrir-
los, los vasos se dejan durante un tiempo
minimo de 10 minutos a temperatura am-
biente, para que se enfrien y evitar pérdidas
por evaporacion. Se recoge todo el liquido so-
brenadante que es filtrado mediante filtros de
jeringa marca Millipore de 0.45 um de poro
y 25 mm de didmetro, antes de ser inyectado

en el sistema cromatografico.

2.4.4. Acondicionamiento de las muestras de suelo

Las muestras de suelo procedentes de distintas zonas agricolas de la is-

la de Gran Canaria, una vez recogidas, se dejaron secar al aire durante al

menos dos semanas. Tras el secado se tamizaron, recogiéndose la fraccion de
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correspondiente a un tamano inferior a 0.30 mm.

Se pesaron 2 g de suelo y se llevaron a unos botes de cristal ambar, se
les anadid el volumen necesario de la disolucion que contenia la mezcla de
pesticidas y se dejaron al aire a temperatura ambiente. Estas muestras se

utilizaron 24 horas después del acondicionamiento.

Para muestras envejecidas realizamos el mismo proceso, pero se guardaron
en oscuridad y cerrados durante el tiempo necesario (2 semanas en un caso y 2
meses en otro). Después de este tiempo de acondicionamiento, se determind el

contenido de los analitos presentes en el suelo.

2.4.5. Caracteristicas de los suelos

Uso Contenido pH Cont. Conduct.
Suelo Agricola Arcilla (%) MO (%) (uS/cm)
TAFIRA Jardin 23.8 8.3 4.8 292
SaN Roque  Platanera 14.6 7.86 12.54 3266
STa Bricipa Pinar 12.8 5.9 3.9 483
VALLESECO I Papas 32.06 4.84 4.4 202
VALLES. 11 Papas 47.29 3.91 6.21 100

Tabla 2.1: Caracteristicas de los suelos estudiados
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Determinacion del contenido en Materia Organica

Los métodos que se utilizan en la actualidad para la determinacion de este
parametro se basan todos en la oxidacién de la materia organica del suelo
por via humeda con dicromato potasico y acido sulfiirico. Por su amplitud de
aplicacion en las condiciones més variadas, el método de Sauerlandt (33) fue
el método utilizado para determinar el contenido de carbono en las muestras

de suelo estudiadas.

Se tom¢ 1 gramo de cada una de las tierras, después de dejarlas secar a
temperatura ambiente. Tras tamizarla, la muestra de suelo tenia un tamano
de grano inferior a 0.3 mm. Se introdujeron en un vaso de precipitado de
250 mL y se anadieron 50 mL de 4cido sulfirico concentrado. LLa muestra se
dejo en contacto con el acido de 5 a 10 minutos, a temperatura ambiente.
Posteriormente, se anadié, lentamente, agitando y enfriando bajo el grifo,
25 mL de una disolucién 2 N de dicromato potasico. A continuacién se ca-
lenté durante hora y media la mezcla a una temperatura de 125°C. Después
de refrigerar la disolucién, se enrasé en un matraz a 250 mL con agua des-
tilada agitando convenientemente. Se tomaron 10 mL de esta disoluciéon y
se pasaron a un erlenmeyer; se anadieron 100 mL de agua destilada, 3 gotas
de acido fosférico y 5 gotas de disolucién de difenilamina. Posteriormente
se valor6 con sal de Mohr 0,2 N el exceso de dicromato potasico que no

reacciond con la materia organica.

Para determinar el contenido de carbono hay que tener en cuenta que

1 miliequivalente de dicromato potasico equivale a 3 miligramos de car-
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bono. Los resultados obtenidos para los tres tipos de suelo se muestran en la

Tabla 2.1.

Determinacion del pH

Debido a la naturaleza sélida de la matriz, el pH del suelo es el que
se obtiene potenciométricamente en la suspensién obtenida por agitacion
del suelo con agua. El tiempo de agitacién y de decantacién elegido debe
ser suficiente para asegurar que el suelo en suspensién haya alcanzado el
equilibrio quimico con la fase liquida cuando se realice la lectura del pH. Al
ser suelos orgdnicos se tomaron 5 g de tierra con 20 mL de agua destilada;
agitamos durante 1 minuto y dejamos decantar durante media hora (34). Los

pH medidos se muestran en la Tabla 2.1.

Granulometria — Determinacidén del Tamano de Grano

El conocimiento de la composicién granulométrica del suelo es fundamen-
tal en nuestro estudio, puesto que la distribucién de las particulas del suelo
en funcién de su tamano tiene una gran influencia en el comportamiento
fisico y quimico de los contaminantes. Para determinar el tamafio de grano
de las muestras de suelo se tamizaron cada una de ellas con tamices de alam-
bre de tamanos comprendidos entre 0.3 y 0.1 mm. Después de desechar las
fracciones superiores a 0.3 mm se obtuvo la distribuciéon granulométrica que

se recoge en la Tabla 2.2.
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2.4. Procedimientos Analiticos

Tamaino de Grano ( %)

Suelo 0.3 mm 0.2mm 0.15 mm <0.1lmm
TAFIRA 44.4 17.2 14.6 23.8
SAN ROQUE 52.1 20.0 13.2 14.6
STA BRIGIDA 56.5 17.8 12.8 12.8
VarLLeseco I 36.33 16.43 15.19 32.06

VALLES. II 25.16 13.17 14.38 47.29

Tabla 2.2: Composicién granulométrica de los suelos

Determinaciéon de la Conductimetria

El andlisis conductimétrico de las muestras se realizé de una manera

equivalente a las medidas de pH, siguiendo el mismo procedimiento que se

recoge en el apartado anterior. Los resultados obtenidos para cada una de

las tierras se recogen en la Tabla 2.1.
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Resultados y Discusion

En el desarrollo de nuevos métodos analiticos es importante establecer
aquellos valores de las variables experimentales que puedan influir en la senal
a medir. En este sentido, una parte importante de los estudios a desarro-
llar se han dirigido a la optimizacion de estos factores. Cuando se utiliza
la metodologia de extraccién asistida por microondas (MAE) los factores
principales que deben tenerse en cuenta a la hora de optimizar dicho método
son aquellos que pueden tener alguna influencia, no solo sobre los analitos
en estudio, sino también sobre la matriz en la que se encuentran y sobre el
extractante utilizado en el proceso.

La optimizacion de la metodologia MAME se ha realizado para una mez-

cla de seis pesticidas organoclorados con 4 tipos de surfactantes diferentes.

Se estudiaron los siguientes factores:

= Volumen de surfactante

» Concentracion de surfactante
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s Potencia de irradiacion
= Tiempo de irradiacion

En las estrategias tradicionales, para alcanzar las condiciones 6ptimas de
trabajo solo se cambia una variable cada vez, mientras permanecen cons-
tantes el resto de los factores. Esta aproximacion requiere un gran nimero
de experiencias, y no permite el andlisis de los cambios en algunas de las
respuestas que pueden tener lugar cuando dos o mas factores se modifican
simultaneamente. El diseno experimental constituye una alternativa a estas
estrategias, permitiendo que se puedan variar simultdneamente los factores

a la vez que se estudian sus efectos (35).

3.1. Optimizacion de la extraccion MAME

La optimizacion de los factores antes senalados se llevé a cabo con una
tierra agricola procedente de Valleseco (Gran Canaria) para el caso de la
mezcla cetil y stearil, y una tierra de Tafira (Gran Canaria) para el caso
de la mezcla tridecil y POLE. Se utilizaron 2 g de tierra con un tamafo de
grano inferior a 0.30 mm. Para la optimizacién de todas las variables se uti-
liz6 un diseno experimental de tipo factorial en varias fases (27). La primera
fase consistié en un diseio factorial 2% (siendo 4 el nimero de variables a
optimizar) el cual permite obtener la influencia que tiene cada variable en la

recuperacion y las posibles interacciones existentes entre las variables.
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Muestra Potencia Tiempo

Volumen

Concentraciéon

(W) (min)  Surfactante (ml) Surfactan. (%)
1 100 14 5 1
2 800 2 15 5
3 100 2 5 5
4 800 14 15 1
5 800 14 5 5
6 100 2 15 1
7 800 2 5 1
8 100 14 15 5
9 100 2 15 5
10 100 2 5 1
11 800 14 15 5
12 800 2 5 5
13 100 14 15 1
14 800 14 5 1
15 100 14 5 5
16 800 2 15 1

Tabla 3.1: Diseno Experimental Inicial
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Con este diseno se obtiene un total de 16 posibles ensayos. Los parametros
utilizados y sus valores se recogen en la Tabla 3.1.

El diseno se realizo de tal forma que las muestras se analizon de manera
aleatoria para evitar la influencia de variables ocultas. En todos los casos las
muestras se realizaron por duplicado.

Con este diseno lo que se obtiene es una tabla de correlaciones, donde se
observan las correlaciones de cada variable con la recuperacién (correlacion
parcial) y las correlaciones de las variables entre si (correlacion bivariada).

Para el caso de la mezcla cetil las correlaciones indicaron que la variable
que mas influye en la recuperacién para la mayoria de los compuestos, es la
concentracion de surfactante, que el volumen practicamente no influye en la
recuperacion y las variables més relacionadas entre si son la potencia y la con-
centracién (ver Tabla 3.2). Para el resto de los surfactantes las correlaciones

obtenidas en todos los casos indicaron lo mismo.

4,4-DDD Dieldrin 4,4-DDT 2,4-DDT 4,4-DDE Aldrin

POTENCIA 0.245 0.331 0.239 0.05 0.366 0.322
TIEMPO -0.008 0.403 -0.006 -0.055 0.249 0.201
VOL.SURF -0.091 -0.069 -0.246 -0.336 -0.090 -0.808
CON.SURF 0.587 0.197 0.599 0.595 0.538 0.248

Prx Con  -0.1832  -0.1474  -0.1838 -0.0371 -0.2504  -0.2429
Tp x Con  0.0056 -0.0088  -0.0048 0.0408 -0.1638  0.0980
Pt x Tp 0.0019 -0.0717 0.0016 0.0028 -0.1009  0.0842

Tabla 3.2: Correlaciones entre variables
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3.1.1. Efecto del Volumen de Surfactante

El volumen de surfactante, a pesar de haber sido incluido en el diseno
experimental inicial, obteniéndose que esta variable no afectaba a la recu-
peracién, hay que estudiarlo de manera independiente, ya que es un factor
influenciado a su vez por otras variables.

En un estudio posterior al diseno experimental se analizaron céomo dife-
rentes volimenes de surfactantes podian afectar a la recuperacion. Para este
estudio se tomaron: 5, 7, 8 y 10 ml de surfactante.

Los resultados indicaron que volimenes inferiores a 7 ml no son suficientes
para impregnar de manera homogénea la muestra (2 g de tierra) y que el
intercambio de analitos entre la matriz y el surfactante se produjese de una
manera eficiente, y volimenes superiores a 10 ml provocaban un indeseable
aumento de la temperatura cuando era sometido a la radiacién microondas.

Por ello, al tratarse de un intervalo de estudio muy estrecho (7-10 ml) se

fij6 un volumen intermedio para todo el proceso de optimizacién: 8 ml.

3.1.2. Efecto de la Concentracion de Surfactante

La eficiencia del surfactante para extraer los analitos presentes en las
muestras de suelo dependera, entre otros factores, del nimero de micelas
presentes en la disolucién del mismo, es decir, de la concentracion del surfac-
tante.

En el diseno experimental inicial se obtuvo que la variable que mas in-

fluencia tiene en la recuperacion es la concentracién de surfactante, y que
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a su vez, esta variable estd relacionada con la potencia del microondas (ver
Tabla 3.2), por tanto, para obtener el valor de concentracién 6ptima de sur-
factante serd necesario aplicar un disenio factorial 32 con duplicado en el
punto central, donde 2 es el numero de variables, en este caso representa la
concentracion y la potencia.

El diseno experimental estudiado para la mezcla de surfactante stearil
consistié en un diseno de 10 muestras, con el que se obtuvo una superficie de
respuesta con la cual poder calcular el maximo de la variable (ver Tabla 3.3).

Para el resto de los surfactantes el diseno factorial fue similar.

Muestra Potencia Concentracion

(W) Surfac. (%)
1 100 5
2 1000 5
3 100 1
4 1000 1
5 950 3
6 550 5t
7 1000 3
8 100 3
9 550 1
10 550 3

Tabla 3.3: Parametrs superficie de respuesta potencia-concentracién sur-

factante
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La Figura 3.1 muestra los porcentajes de recuperacién obtenidos para
concentraciones de surfactantes comprendidas entre 1y 5% (v/v) y potencias
entre 100 y 1000 vatios para todos los surfactantes estudiados. En las graficas

se ha representado en todos los casos el mismo analito (4,4’-DDT), pero todos

presentan una tendencia similar.
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Figura 3.1: Superficies de respuesta potencia-concentracién para los sur-

factantes estudiados

El resultado obtenido fue el mismo para todos los surfactantes, la con-

centraciéon 6ptima de surfactante es 5%(v/v) (ver Figura 3.1).
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3.1.3. Potencia y Tiempo de irradiacion

A pesar de que en el diseno experimental inicial no se observa una clara
relacién entre las variables potencia y tiempo, debido a la influencia que
producen ambos en la temperatura (variable secundaria no considerada en
el disenio pero que si ha sido controlada a lo largo de todo el estudio) se
consideré necesario incluirlas a ambas en un diseno factorial 32 de tal forma

que pudiesemos optimizar ambas variables conjuntamente.

Muestra Potencia Tiempo

(W) (min)

1 1000 8
2 1000 2
3 1000 14
4 500 2
Y 750 14
6 750 8
7 500 14
8 750 2
9 750 8
10 500 8

Tabla 3.4: Parametros superficie de respuesta potencia-tiempo

El diseno experimental estudiado para la mezcla de surfactante tridecil

viene representado en la Tabla 3.4. Para el resto de los surfactantes el diseno
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factorial fue similar.
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Figura 3.2: Superficies de respuesta potencia-tiempo para los surfac-

tantes estudiados

La Figura 3.2 muestra los valores éptimos de potencia y tiempo para cada
surfactante. En las graficas se ha representado en todos los casos el mismo
analito (4,4’-DDT), pero todos presentan una tendencia similar.

Estos valores 6ptimos para cada surfactante son:
» Mezcla Cetil: 750 W - 14 minutos

s Mezela Stearil: 775 W - 8 minutos
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s Mezcla Tridecil: 1000 W - 8 minutos

s POLE: 1000 W - 14 minutos

3.2. Parametros analiticos y validacion

3.2.1. Anadlisis Cromatografico

El analisis de las muestras extraidas se realizé usando un cromatografo
liquido de alta resolucién con deteccién ultravioleta-visible (32).

La separacion y determinaciéon de los compuestos bajo estudio se llevd a
cabo inyectando 30 ul de extracto en el cromatégrafo liquido y se midié la
absorbancia de cada analito, correspondiente a la maxima absorbancia. El
tiempo de retencién y la longitud de onda para cada compuesto se enumeran
en la Tabla 3.5.

El cromatograma obtenido para la mezcla de seis pesticidas utilizando la
mezcla cetil como extractante, se muestra en la Figura 3.3. Se puede obser-
var que la fase movil usada permite una buena separacion de los analitos con
cortos tiempo de andlisis. Los cromatogramas obtenidos para el resto de sur-
factantes fueron similares. En el cromatograma se observa que la separacion
entre picos es suficiente para cuantificar satisfactoriamente los diferentes ana-
litos. Ademas, la senal del surfactante aparece en los primeros 5 minutos de

cromatograma, por lo que no interfiere en los picos de interés.
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N° Compuesto A Tgr

(nm) (min)

1 4,4-DDD 238 8.4

2 Dieldrin 220 9.5
3 4,4-DDT 238 13.3
4 2,4’-DDT 238 14.7

Y 4,4-DDE 238 16.6
6 Aldrin 220 18.1

Tabla 3.5: Lista de pesticidas organoclorados, longitudes de onda y tiem-

pos de retencién

1.50 |

1.00"

7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0
Minutos

Figura 3.3: Cromatograma del extracto de muestras de suelo de Valleseco

utilizando mezcla cetil como surfactante
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3.2.2. Parametros Analiticos

Para determinar la precisién del método de extraccién propuesto se rea-
liz6 un estudio estadistico del mismo con seis muestras de suelo de Valleseco
para el caso de la mezcla cetil y stearil y de Tafira para el caso de la mezcla
tridecil y POLE. Las muestras se acondicionaron con la mezcla de seis pes-
ticidas organoclorados, de manera que la concentracion final de cada uno de
ellos fuese la misma que la utilizada en el proceso de optimizacion.

Estas muestras fueron sometidas al proceso completo de extraccion asis-
tida por microondas, con los cuatro surfactantes estudiados, y a la posterior

separacién y determinacion por HPLC con deteccién UV.

Desviacién Estdndard Relativa ( %)

Analito Mezcla Cetil Mez. Stearil Mez. Tridecil POLE

4,4-DDD 8.43 9.66 6.07 7.43
Dieldrin 7.09 9.73 4.10 5.51
4,4-DDT 6.53 5.22 7.22 7.28
2,4-DDT 5.18 7.5 8.78 8.42
4,4-DDE 7.45 8.25 6.41 7.94
Aldrin 5.38 9.08 8.55 9.18

Tabla 3.6: Valores de desviacién estdndard relativa (%) obtenida para la

mezcla de seis pesticidas tras aplicar MAME

A estas muestras se les calcularon las desviaciones estandares relati-

vas obtenidas para todos los compuestos con cada uno de los surfactantes
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(Tabla 3.6) y los limites de deteccién (Tabla 3.7). Los limites de deteccién
se calcularon como 3 veces la concentracion correspondiente a la senal del
ruido para cada pesticida (36), y varfa entre 20 y 200 pg-L~! para todos los

compuestos estudiados.

Limites de Deteccién (ug-L™")

Analito Mezcla Cetil Mez. Stearil Mez. Tridecil POLE

4,4-DDD 27 67 25 16
Dieldrin 198 183 173 62
4,4-DDT 41 43 51 42
2,4-DDT 21 71 54 20
4,4-DDE 33 37 23 17
Aldrin 201 148 149 128

Tabla 3.7: Limites de deteccién obtenidos para la mezcla de seis pesticidas

tras aplicar MAME

3.2.3. Validacion del método con una muestra de suelo

certificada

Algunos autores consideran que las recuperaciones obtenidas con mues-
tras enriquecidas no son comparables a las obtenidas con muestras reales
debido a los procesos e interacciones que tienen lugar en este tipo de mues-
tras (37).

Los analitos anadidos son ligeramente retenidos en la superficie de la ma-
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triz, mientras que los contaminantes nativos son mas fuertemente retenidos
en el interior de los poros de la matriz. Por ello, los resultados obtenidos
en la eficiencia de la extraccién en muestras acondicionadas pueden ser so-
breestimados. Esta es la razén por la que es importante validar el proceso de

extraccion desarrollado aplicandolo a un material certificado.

Con este fin, se adquiri6 un material de referencia certificado contenien-
do cuatro de los pesticidas estudiados (CRM804-050). La muestra de suelo
procede de una region agricola al Oeste de los Estados Unidos. Las concentra-
ciones de cada uno de los pesticidas fue certificada mediante USEPA SW846
(3rd edicién), método de extraccién 3540A /3541 (soxhlet), 3550 (sonicacién)
y método de andlisis 8041 (31).

La Tabla 3.8 muestra los pesticidas presentes en la muestra, los valores
de concentracién medios certificados, la desviacién estandar relativa de estas
concentraciones, los intervalos de confianza para cada uno de los compuestos

y los intervalos de prediccién.

Valor Refer. SD Int.Confianza Int.Prediccién

Compuesto (18/8) (18/8) (ng/8) (ng/8)

4,4-DDD 1.531 0.476  1.294-1.767 0.499-2.562
Dieldrin 1.863 0.655  1.539-2.186 0.437-3.288
4,4-DDT 1.060 0.275  0.926-1.195 0.465-1.655
4,4-DDE 1.520 0.410  1.325-1.715 0.633-2.407

Tabla 3.8: Datos del material certificado CRM&804-050
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En la Figura 3.4 se muestra el cromatograma obtenido a partir de un
extracto de este material certificado después de aplicar la extraccion asistida
por microondas a una muestra del mismo, utilizando POLE como extrac-
tante.
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Figura 3.4: Cromatograma del extracto obtenido del material certificado

En la Tabla 3.9 se muestran las concentraciones obtenidas de los pestici-
das al aplicar MAME al material certificado con cada uno de los surfactantes
estudiados junto con el valor de desviacion estandar de cada valor. Se uti-
lizaron dos gramos de muestra y se les aplicé las condiciones optimizadas
de potencia y tiempo para cada surfactante. Como se puede observar, las
concentraciones obtenidas estan, para todos los surfactantes, dentro del in-
tervalo de confianza esperado, salvo para la mezcla tridecil en la que las
concentracione obtenidas se encuentran dentro del intervalo de predicciéon
dado, indicando que el procedimiento de extraccion propuesto es valido para

este tipo de matriz.
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Concentracién Encontrada (ug/g)

Comp. Mezcla Cetil Mez. Stearil Mez. Tridecil POLE

44-DDD  1.582+0.163  1.733+0.009  1.275+0.010  1.363%£0.040
Dieldrin 1.862+£0.092  2.24240.084  1.7924+0.040  1.546+0.112
4,4-DDT  0.917+0.067  1.0794+0.015  0.794£0.019  0.840+0.010
44-DDE  1.099+£0.118 1.5024+0.022  1.114+0.040  1.323%£0.059

Tabla 3.9: Extraccién de pesticidas usando MAME del material certifi-
cado CRM804-050

3.3. Aplicacion de MAME a diferentes mues-

tras de suelos

Tras optimizar los factores de los que depende el método de extraccion
por microondas y validar el método con una muestra certificada, diferentes
muestras de suelos fueron sometidas a las condiciones 6ptimas para cada
surfactante. Estos suelos proceden de diferentes zonas de la isla de Gran Ca-
naria y presentan caracteristicas diferentes: tamano de grano, porcentaje de
materia orgdnica, conductividad y pH, descritas previamente en la Tabla 2.1
en el apartado 2.4.5. Las muestras fueron previamente acondicionadas, tal y
como se explica en el apartado 2.4.4, con la mezcla de seis pesticidas orga-
noclorados. En la Figura 3.5 se muestran los cromatogramas de los extractos
de muestras de suelo de Tafira sin acondicionar y acondicionada con la mez-

cla de pesticidas usando POLE como extractante. En la Figura 3.5.a puede
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observarse la intensa senal que producen los componentes polares de la tie-
rra, a pesar de su intensidad, al aparecer al principio del cromatograma no
interfiere con los picos de interés. A su vez en esta misma figura aparece
un pico poco intenso a los 11.7 min, pero no interfiere con ninguno de los
compuestos estudiados. En la Figura 3.5.b se ha cortado la senal inicial para
poder observar mejor los picos.
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Figura 3.5: Cromatogramas de los extractos sin acondicionar (a) y

acondicionada (b) con pesticidas

Las recuperaciones obtenidas utilizando la tierra de Sta Brigida para los
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cuatro surfactantes se muestran en la Figura 3.6. En dicha tabla se puede

observar que, en general, las recuperaciones son buenas para todos los sur-

factantes.
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Figura 3.6: Recuperacién obtenida con la tierra de Sta Brigida para los

cuatro surfactantes

3.3.1. Influencia de las caracteristicas de la matriz

Con el fin de estudiar la influencia de las caracteristicas del suelo en el
proceso de extraccion se aplicé el procedimiento MAME a distintas tierras
con diferente contenido en materia organica, pH, granulometria y conduc-
tividad (ver Tabla 2.1). El método optimizado fue usado para determinar
la extraccion de los pesticidas organoclorados desde cinco tipos distintos de

suelos agricolas acondicionados previamente con la mezcla de pesticidas. La
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concentracion anadida para el acondicionamiento se escogio entre los niveles
tipicos de pesticidas que pueden ocurrir en suelos contaminados (6; 38). El
suelo fue acondicionado y dejado en oscuridad a temperatura ambiente du-
rante 24 horas antes del analisis. Los resultados obtenidos para el surfactante
mezcla stearil se muestran en la Figura 3.7, donde puede observarse que las

recuperaciones varian en funcién del tipo de suelo.
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Figura 3.7: Recuperaciones obtenidas con las distintas tierras usando

mezcla stearil como extractante

Las tierras con alto contenido en materia orgénica (San Roque) tiene bue-
nas recuperaciones (ver Figura 3.7) debido a que el surfactante puede también
extraer sustancias himicas, las cuales pueden estar asociadas quimicamente
a los pesticidas (39). Estas recuperaciones pueden disminuir cuando las tem-

peraturas son muy altas debido a la degradacion de la materia organica, este
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fenémeno se observo en las condiciones mas extremas del diseno experimen-

tal.

La granulometria del suelo es un factor muy importante en los procesos de
absorcién y adsorcién de los pesticidas en el suelo (40). El material arcilloso
es la fraccién, con diferencia, que més influye en los procesos de absorcién
de las cuatro fracciones que componen principalmente un suelo: arcilla, limo,
arena y grava; en este estudio las gravas se han retirado al tamizar la muestra.
La arcilla produce la mayor absorcion al ser el material mas fino, con mayor
relacién superficie/volumen y con alta carga superficial (41). Este hecho tiene
un efecto relevante en la recuperacion, entre mayor es la cantidad de material
arcilloso menor es la recuperacion. En la Figura 3.7 se observa que los suelos
con los que menor recuperacion se obtiene es con Valleseco I y Valleseco II,

siendo ambos los que mayor porcentaje de material arcilloso tienen.

La conductividad de los suelos es un factor que afecta directamente a la
temperatura que se obtiene en el interior de los vasos al aplicar MAME. La
temperatura es una variable que a pesar de no haber sido incluida en el diseno
experimental se controlé en todo momento, y se observd que la temperatura
6ptima de extraccién variaba de un surfactante a otro entre un rango de
130°C a 160°C. Pero el hecho mas notable relacionado con la temperatura
se observé en las aplicaciones. Las tierras con alta conductividad (como San
Roque) alcanzaban esta temperatura de extraccién con potencias menores
a las optimizadas; de hecho, si se aplicaba la potencia 6ptima aumentaba
excesivamente la temperatura y disminuia la recuperacién. Se observé que

la conductividad y la temperatura eran variables que tenian una correlacion
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logaritmica, para el caso del surfactante mezcla stearil por ejemplo esta co-
rrelacién venia dada por la ecuacion y = 9.2032[lnz + 93.7 donde y es la
temperatura y = la conductividad, con un coeficiente de correlacién R? =
0.980. Como consecuencia de este hecho, para realizar las aplicaciones con la
tierra San Roque fue necesario disminuir para cada surfactante la potencia
un 30 % con respecto a la optimizada (calculado a partir de las ecuaciones

de correlacién).

3.3.2. Influencia del envejecimiento de las muestras de

suelo

Cuando se realiza la extraccion de contaminantes de muestras de suelos,
los porcentajes de extraccion disminuyen con el tiempo de envejecimiento
(42; 43). Esto es debido a que a medida que aumenta el tiempo de contacto
entre los analitos y las particulas del suelo las fuerzas que se establecen entre
ambos son diferentes. En la primeras etapas los analitos son incorporados
mediante adsorcién, es decir, quedan retenidos en la superficie externa de
las particulas del suelo, prevaleciendo las fuerzas de van der Waals. Estas
fuerzas, las mas débiles entre las interacciones moleculares, aumentan su
intensidad con el tamano de la particula, por lo que este factor tiene cierta
influencia en la adsorcién de los analitos. A medida que transcurre el tiempo,
las moléculas de los contaminantes se incorporan a la estructura interna de
las particulas del suelo. A este fendmeno de le denomina absorciéon. A veces

se utiliza también el término “secuestracion” para referirse a este mecanismo
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(44; 45).

La influencia del tiempo de envejecimiento en la extraccion de los pestici-
das organoclorados en suelos fue estudiada analizando muestras de los cinco
tipos de suelos en diferentes periodos de tiempo, hasta nueve semanas después
de ser acondicionadas. El acondicionamiento de las muestras se realiz6 de la
misma forma que para las muestras frescas.

En la Figura 3.8 se muestran las recuperaciones obtenidas para la tierra
Valleseco I con surfactante mezcla cetil a las 24 horas (muestra fresca), 2

semanas y 2 meses después de su acondicionamiento.
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Figura 3.8: Recuperaciones obtenidas con Valleseco I a distintos tiempos

de envejecimiento

Los resultados obtenidos con el estudio de envejecimiento de las muestras
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indican que, tal y como se esperaba, las recuperaciones disminuyen con el
tiempo para todos los compuestos, lo cual se puede explicar por procesos de
absorcién. En algunos casos se observé que la disminucién en la recuperacién
practicamente se estabilizaba a las 2 semanas, pudiendo deberse a que estos
procesos ocurriensen en dicho periodo. Ademas, ninguno de los metabolitos
del DDT incrementd con el tiempo, lo que permite asegurar que no estan
ocurriendo procesos de degradacién en las 9 semanas que dur6 el estudio.
Los resultados obtenidos al aplicar MAME al resto de las tierras con los
cuatro surfactantes fueron similares a los que se muestran en el Figura 3.8.
Estos resultados indican que el método desarrollado permite determinar
la presencia de pesticidas en muestras reales y muestran la viabilidad del

método como alternativa a los métodos convencionales.
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Conclusiones

De los estudios realizados en el presente trabajo se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

1. Se desarrolla un método de extraccion de pesticidas contenidos en mues-
tras solidas, basado en combinar el poder de solubilizacién de los sur-
factantes y la accion de la radiacion de microondas en un recipiente
cerrado. Para cada surfactante se optimizaron los parametros de los
que depende el proceso, es decir, la concentracién y el volumen de
surfactante y las condiciones de irradiacion del microondas, tiempo y
potencia. La optimizacion de las variables se llevo a cabo utilizando un

diseno factorial debido a la interaccién entre las mismas.

2. Los valores obtenidos en optimizaciéon de condiciones muestran que el
volumen de la disolucién de surfactante debe ser suficiente como para
que toda la muestra quede humedecida, un valor de 8 ml es suficiente
para que el proceso ocurra de manera eficiente. Aumentar el volumen

de la disolucién de surfactante, por encima de los valores indicados,
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no mejora la eficiencia de la extraccién, pero si supone un aumento

indeseable de la temperatura en el interior de los vasos del microondas.

Para la extraccion de pesticidas en muestras de suelos es necesario
tener en cuenta las caracteristicas de la matriz, fundamentalmente el
contenido en materia organica y la textura de la misma. Dentro de
los valores elegidos para nuestro estudio, la granulometria de la matriz
se mostrdé como el factor que mas influencia tenia sobre el proceso de

extraccion.

Los resultados obtenidos en la extraccion de pesticidas en muestras de
suelos son bastante satisfactorios con los cuatro surfactantes utiliza-
dos, si bien, la mezcla tridecil presenta valores mas bajos que los otros

surfactantes.

Para validar el método de extraccion de pesticidas en muestras de sue-
lo mediante la extraccion micelar asistida por microondas, se aplico el
método desarrollado a una muestra certificada que contenia los pestici-
das objeto de estudio. Para todos los surfactantes los resultados fueron

satisfactorios.

Los porcentajes de recuperacion obtenidos con muestras envejecidas,
previamente enriquecidas con la mezcla de pesticidas, disminuyen con
el tiempo de acondicionamiento. En algunos casos la recuperacion no
disminuye notablemente pasadas las 2 primeras semanas, y en ningin

caso aumentan los metabolitos de degradacién; lo que indica que el
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proceso que esta ocurriendo es la absorcion y adsorcion de los analitos

en el suelo, pero no su degradacion.

7. La utilizacion de MAME en la extraccion de pesticidas organoclorados
en suelos pone de manifiesto que dicha técnica es una buena alternativa
a los métodos convencionales. Las principales ventajas del proceso son
la reduccién de la cantidad de muestra necesaria para el analisis, la
sustituciéon de disolventes organicos por otros extractantes menos téxi-
cos y mas baratos, la compatibilidad entre el extracto y la fase movil
en cromatografia liquida, la posibilidad de realizar de forma simultanea
un numero elevado de extracciones y, especialmente, una considerable

reduccion en el tiempo de analisis.
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Abstract

A mixture of two non ionic surfactant solutions has been used for microwave-
assisted extraction of six organochlorine pesticides from an agricultural soil prior to
being determined by HPLC-UV. An experimental design was applied for the
determination of variables which affect to recovery and to optimize the extraction
parameters, surfactant concentration, microwave time and power. The results obtained
indicate that most of these compounds can be recovered in good yields with RSD lower
than 10% and detection limit ranged between 20-180 ug-L™" for the pesticides studied.
Under the optimized conditions, the method was applied to a reference soil in order to
validate the method.

Keywords: organochlorine pesticides; micellar medium; extraction methods; microwave;
soils; high performance liquid chromatography.

INTRODUCTION

Organochlorine pesticides have been used during decades in agricultural as
insecticide and for the control of vector-borne diseases. Although these pesticides have
banned in developed countries since 1970s and 1980s, some of them have continued to
use DDT, especially for public health applications such as malaria control [1,2]. Despite
not being used by many countries for some years they are present in the environment;
in this way the long-term persistence of DDT and its metabolites in soil has been
reported [3-6].

The lipophilic nature, hydrophobicity and low chemical and biological degradation
rates of organochlorine pesticides have led their accumulation in biological tissues and
subsequent magnification of concentrations in organisms progressing up the food chain
with consequences for the humans [7,8]; for these reasons are listed as US
Environmental Protection Agency (EPA) priority pollutants [9].

The most frequently used methods for the extraction of organochlorine pesticides
from solid samples are Soxhlet extraction [10] which required high amounts or organic
solvents and long analysis time. Other analysis methods have been developed as
ultrasonic extraction, supercritical fluid extraction (SPE) [10] and solid phase
microextraction (SPME) [11], and more recently two new techniques have been
introduced: accelerated solvent extraction (ASE) and microwave assisted solvent
extraction (MAE) [12].

In the last few years, MAE has became a viable alternative to the conventional
techniques and exhibits many substantial improvements in analytical sample
preparations, as it requires much lower volume of organic solvent, reduces extraction
time and lets prepared multiple samples in one step [13-15]. However, organic solvents
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are used as extractant in most of them. An alternative to these types of extractants
would be the use of micellar systems. The extraction of organic compounds from solid
samples using micellar medium, so called microwave assisted micellar extraction
(MAME), offers advantages such as safety, low cost, compatibility with aqueous-organic
mobile phase in HPLC, etc. The micellar media have been applied to the extraction of
several compounds present in different environmental samples such as water, marine
sediments and soils [16-18].

In this paper we have studied the microwave assisted micellar extraction of six
organochlorine pesticides, which are considered as the most priority for the EPA, using
a mixture of two non-ionic surfactant solutions (POLE and Polyoxyethylene 10 Tridecyl
Ether, Tridecyl mixture) as extractant and HPLC-UV determination. For optimize the
MAME process the variables studied have been: solvent concentration, extraction
power and time.

EXPERIMENTAL
Reagents

Organochlorine pesticides were obtained from Cerilliant Corporation (provided by
LGC Promochem, Barcelona, Spain) and prepared by dissolving appropriate amounts
of the commercial products in methanol to obtain a concentration of 1g-L™" and stored in
amber bottles at 4°C. Working solutions were prepared by further diluting these
concentrations. The organochlorine pesticides are listed in Table 1 (numbers and
abbreviations identify the compounds in figures). The non-ionic surfactants used in this
study, Polyoxyethylene 10 lauryl ether (POLE) and Polyoxyethylene 10 tridecyl ether
were obtained from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain) and prepared in bidistilled water.
Methanol HPLC-grade was obtained from Panreac Quimica S.A. (Barcelona, Spain).

All solvents and analytes were filtered through a 0.45 pm cellulose acetate
membrane filter and ultra-high-quality water obtained by a Milli-Q water purification
system (Millipore, USA) was used throughout.

Table 1.- List of organoclorine pesticides, wavelenghts and retention times.

N° Compound Abbreviation 2 (nm) tg (min)
1 4.4’ -Dichlorodiphenyldichloroethane 4,4-DDD 238 8.4
2 Dieldrin Dieldrin 220 9.5
3 4.4’ -Dichlorodiphenyltrichloroethane 4,4-DDT 238 13.3
4 2,4’-Dichlorodiphenyltrichloroethane 2,4-DDT 238 14.7
5
6

4,4’- Dichlorodiphenyldichloroethylene 4,4'-DDE 238 16.6
Aldrin Aldrin 220 18.1

Apparatus

The chromatograph system consists of a Varian pump fitted with a Varian
Autosampler 410 with a volume selector, a Column Valve Module with an internal oven
and a Varian PDA Detector. The system and the data management were controlled by
Star software from Varian (Varian Inc., Madrid, Spain). The stationary-phase column



was a Varian Microsorb-MV 100 C4g, 250X4.6 mm, 8 pm particle diameter. The
analytical column was inserted in the column module and thermostated at 30 + 0.2 ° C.

The microwave oven used in this study was a Multiwave (Anton Paar, Graz,
Austria) with a 6 EVAP rotor and 6 MF100 vessels (Anton Paar, Graz, Austria).

Procedures
Soil characteristics

Pesticides-free soil sample was collected from an agricultural location in the
Northeast of Gran Canaria (Canary Island). The physical-chemical characteristics of the
soil sample is given in Table 2. To determine the soil pH and conductivity, 5 g of each
soil was mixed with 20 mL of bidistilled water; the slurry was stirred and then allowed to
separate the supernatant, pH and conductivity was measured potentiometrically [19].
The organic matter (O.M.) content was determined by the Sauerlandt method (organic
matter oxidation by potassium dichromate and sulphuric acid) [20].

Table 2. Soil characteristics

. Particle size (%) Organic & . qctivity
Soil pH matter S/
0.3mm 02mm 0.15mm <0.1 mm (%) (HS/cm)
Tafira 444 172 14.6 238 8.3 4.8 292

Preparation of spiked soil

The soil sample was air-dried at room temperature for more than 2 weeks and
sifted to a particle size of less than 0.3 mm. This sample was spiked as follows: 2 g of
soil was spiked with a solution of 4,4’-DDD; 4,4’-DDT; 2,4’-DDT and 4,4’-DDE to obtain
a final concentration of 1.2 yg/g and with a volume of Aldrin and Dieldrin solutions to
obtain a concentration of each analytes of 2 ug/g. The sample was then stored in amber
bottles at room temperature for 24 hours before analysis.

Surfactant Mixture

In this study have been used a surfactant mixture with 30% of Polyoxyethylene 10
Tridecyl ether plus 70% POLE (Tridecyl mixture).

Microwave assisted micellar extraction

Once the soil sample was transferred to the vessel, the optimum volume and
concentration of surfactant were added and the soil was subjected to the MAME
process. The vessels were then allowed to cool first 10 minutes with the microwave fan
and after another 5 minutes at room temperature before being opened. The extract
solution was filtered with a 0.45 um syringe-driven filter and transferred to a glass tube
and then to a vial for the injection.

Liquid chromatography analysis with UV detection

The analysis of the extracted samples was carried out using high performance
liquid chromatography with UV detection [21]. The separation and determination of the
compounds under study were performed by injecting 30 ul of extract into the liquid



chromatograph and the absorbance for each analyte, corresponding to the maximum
wavelength, was then measured. The retention time and the wavelength for each
compound are listed in Table 1. The eluent used for the separation of the six
organochlorine pesticides mixture was methanol-water (85:15) isocratic with a flow-rate
of 1 ml.min™. A linear relationship was obtained between peak areas and the analyte
concentrations in the range of 100-1000 pg-L”, with high correlation coefficients
(20.995).

Statistical analysis

The experimental design was performed using Statgraphics Plus software, version 5.1
(Manugistic, Rockville, MD, USA). The studies of partial and bivariate correlations were
done using SPSS 11.0.

RESULTS AND DISCUSSION

Optimization of MAME methodology

Optimization experiments were performed using a soil sample from Tafira with
4.8% of organic matter for the six organochlorine pesticides under study.

Parameters that can influence the MAME process are amount of soil, extractant
volume and concentration, irradiation time and power. Optimisation of MAE conditions
has been reported in several applications and different studies have used multivariable
factorial design [22,23] or central composite design to find optimal conditions [12].

In this study, 2 g of sample was taken to carry out the optimization. The variables
were studied with a 2° factorial design in order to obtain the influence of each variable
on the recovery and the variables correlations each other. The experimental design
parameters in the screening design are shown in Table 3.

Table 3.- Design matrix in the screening design (23)

Run Power Time Surfactant
(W) (min) Concentration (% v/v)
1 1000 14 1
2 1000 2 5
3 1000 14 5
4 100 14 5
5 100 14 1
6 1000 1
7 100 5
8 100 1

The analysis of the obtained results for each run (Table 4) shows the different
correlations between variables and their influence on the recovery, where it can be
observed that all parameters show the same sign for all pesticides.

The volume of surfactant wasn’t included in experiment design, because previous
studies indicated that volumes lower than 7 ml aren’t enough for the correct interaction



between the surfactant and the analytes; and on the other hand, volumes higher than
10 ml increased the temperature of the vessels significantly doing the recoveries

decreased. Because of this tight range between 7 and 10 ml, we decided to choose an
intermediate value, 8 ml.

Table 4.- Relavant variables and correlation* between variables

Correlation 4,4’-DDD Dieldrin 4,4’-DDT 2,4'-DDT 4,4’-DDE Aldrin
Power 0.755 0.742 0.71 0.71 0.637 0.532
Time 0.225 0.247 0.222 0.251 0.285 0.504
Conc. Surf. 0.363 0.331 0.476 0.397 0.509 -0.433
Power*Conc. -0.4477 -0.1253  -0.546 -0.4369  -0.4887 -0.3666
Time*Conc.  -0.0901 -0.2717 -0.1229 -0.1125 -0.1757 -0.2798
Power*Time  -0.2663 -0.0257 -0.2294 -0.2623 -0.2456 -0.3019

* The maxima correlations are +1 and -1

The results of the experiment design and the correlation between variables with
the recovery and each other show that the microwave power is the variable which more
affect to the recovery and is correlated with the surfactant concentration. The surfactant
concentration has been optimized using a response surface with 32 factorial design with
duplicate of central points where is represented surfactant concentration, microwave
power and recovery. The results obtained for the case of 4,4-DDT are shown in

Figure 1. This representation shows that the optimum surfactant concentration is 5 %
(V/v).

Recovery (%)
5 8 & 8

o

o

400

Concentration (%) Power (W)

Figure 1. Response surface for the effect of surfactant concentration and power on the extraction of 4,4’-DDT.

The power and the microwave time were optimized together using another 32
factorial design with duplicate of central points, where the recovery is the dependent
variable. The experiment involves 10 run by duplicate and other variables involved in
the extraction process were kept constant in their optimized values: surfactant volume



(8 ml), surfactant concentration (5%, v/v) and soil amount (2 g). The concentration of
pesticides spiked was also kept constant as were indicated.
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Figure 2. Response surface for the effect of power and time on the extraction of 4,4-DDT

The figure 2 shows the response surface for 4,4’-DDT using Tridecyl mixture as
extractant. The optimum conditions for microwave power and time were 1000W during 8
minutes obtaining a medium temperature of 147°C.

Liquid chromatographic analysis

The analysis of the extracted samples was carried out using high performance
liquid chromatography with UV detection. The chromatogram obtained for the mixture of

pesticides extracted of spiked Tafira soil using Tridecyl Mixture as extractant in shown
in Figure 3.

Abs

1

1.5 4

0.5 -

7.5 10.0 12,5 15.0 17.5
Time (m)

Figure 3. Chromatogram of an extract of a spiked Tafira soil after MAME procedure.
Chromatographic conditions as described in the text, =238 nm. The numbering refers to table 1.



It can be observed that this mobile phase allows a good separation of analytes
and a short analysis time.
The corresponding calibration curve was done with a surfactant concentration of 5%
(v/v) and the corresponding analyte concentrations ranged between 100 and
1000 pg-L”. A linear relationship was obtained between peak areas and the analyte
concentrations, with high correlation coefficients (20.995). The relative standards
deviations were calculated in six samples to which the MAME process was applied and
are shown in Table 5. These results indicate standard deviation values lower than 10%.
The detection limits [23] were calculated as three times the noise for each pesticide and
vary between 20-180 pg-L™" for all compounds studied.

Table 5. Average recoveries and relative standard
deviations for studied pesticides from Tafira*
Compound  Recovery (%) RSD (%) LOD (ug-L”)

4,4-DDD 71.52 6.07 25
Dieldrin 67.71 4.10 173
4,4-DDT 66.02 7.22 51
2,4-DDT 55.57 8.78 54
4,4-DDE 64.37 6.41 23

Aldrin 49.88 8.55 149

* Mean of six extractions.

Validation with a certified soil

Recoveries obtained with spiked compounds may not be representative of those
found with native compounds. Spiked analytes are generally lightly coated on the
surface of the matrix whereas native ones can be strongly adsorbed inside the porous
matrix. This can be explained by the diffusional and the kinetic limitations of the sorption
process, and the several interactions which may have been simultaneously established
between native analyte and the matrix [25]. This is the reason why it is necessary to
validate the extraction procedure with certified reference matrices. For this purpose, we
used a certified reference soil contaminated with organochlorine pesticides from an
agricultural region of the Western United States (CRM804-050). The proposed
extraction procedure was applied to 2 g of this soil using the optimal conditions. Table 6
reports the pesticides present in the certified soil and gives the corresponding
certificated values, the confidence intervals and the concentrations of each analyte that
we obtained using the MAME procedure. The concentrations obtained, with the
proposed method, falling within the certified range for all compounds analyzed, indicate
that the proposed extraction procedure is suitable for this kind of matrix.



Table 6. Extraction of pesticides compounds using MAME with Tridecyl mixture in
a certified reference material®.

Compound Reference Value® R.S.D Prediction Amount found
Interval

4,4-DDD 1.531 0.476  0.499 — 2.562 1.275+0.010

Dieldrin 1.863 0.655 0.437-3.288 1.792 + 0.040

4,4-DDT 1.060 0.275 0.633-2.407 0.794 £ 0.019

4,4'-DDE 1.520 0.410 0.465-1.655 1.114 + 0.040

@Al values are expresed in pg/g
®The pesticides values in the sample were certified by USEPA SW846 (3rd edition).
Extraction Methods 3540A/3541 (soxhlet), 3550 (sonication) and Analysis Method 8081

CONCLUSIONS

In this work, organochlorine pesticides have been extracted from soils by MAME
procedure using a mixture of two non-ionic surfactant solutions, Polyoxyethylene 10
Lauryl ether and Polyoxyethylene 10 Tridecyl ether, with HPLC and UV detection after
the establishment of the optimum conditions. The main advantages of MAME are
shorter extraction times, free organic solvents, which reduces cost and toxicity. The
methodology developed allows the simple, fast and selective determination of
organochlorine pesticides in soils from and agricultural origin and provides a promicing
and viable alternative to other extraction techniques.
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JUSTIFICATION LETTER

It is well known that the extraction and separation of organic compounds from
solid samples, principally environmental samples, require methods that use strong
experimental conditions (high temperatures and long times) to obtain satisfactory
results. In this way we can indicate the Soxhlet extraction and ultrasonic bath.
Moreover, these techniques use organic solvent as extractant (normally in a
considerable volume) which is a subsequent source of contamination due to organic
wastes.

In the las years, the use of Microwave Assisted Extraction (MAE) has helped to
improve the extraction procedures in these kind of samples, above all with regard to
time consuming and amount of organic solvent required to the extraction. However the
procedures based in this technique use organic solvents as extractant, with the
subsequent possibility of contamination of the environment, as well as the high
economic cost of the same.

In our paper, we present a procedure in which we combine the use of MAE with
a micellar medium (a mixture of two surfactants) as extractant of organochlorine
pesticides in agricultural soils. With this combination we achieve important advantages
respect to the methods above mentioned:

- Reduction of the time necessary to the extraction

- Use of an aqueous and biodegradable extractant, which avoid a later contamination
due to organic wastes

- Reduction of economic cost of the procedure

- Simplicity and rapidity in the handling and treatment of the samples.

Moreover, the micellar systems used are perfectly compatible with the current
mobile phases used in the separation of this kind of compounds.

According to these considerations, the authors consider that the paper provide
very interesting and novelty results to be considered for publication in Journal of
Chromatography A.

This work was presented in 29™ High Performace Liquid Phase Separations and
Related Techniques (HPLC 2005) held in Stockholm in June 2005.
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ABSTRACT

Two non-ionic surfactant mixtures (POLE and Polyoxyethylene 10 Cetyl ether, POLE and
Polyoxyethylene 10 Stearyl ether) have been used for microwave-assisted extraction of six organochlorine
pesticides from agricultural soils prior to being determined by HPLC-UV. An experimental design was applied
for the determination of variables which affect to recovery and to optimize the extraction parameters,
surfactant concentration and volume, microwave time and power. Under the optimized conditions, the method
was applied to different soil samples in order to analyze the influence of soil characteristics on the pesticides
extraction. The results obtained indicate that most of these compounds can be recovered in good yields with
RSD lower than 10% and detection limit ranged between 20-200 pgL-' for the pesticides studied. The
proposed method was applied to a reference soil sample and to aged soils.

Keywords: organochlorine pesticides; micellar medium; exftraction methods; microwave; soils; high
performance liquid chromatography.



INTRODUCTION

Organochlorine pesticides have been used during decades in agricultural as insecticide and for the
control of vector-borne diseases. Although these pesticides have banned in developed countries since 1970s
and 1980s, some of them have continued to use DDT, especially for public health applications such as malaria
control [1,2]. Despite not being used by many countries for some years they are present in the environment; in
this way, the long-term persistence of DDT and its metabolites in soil have been reported [3-6].

The lipophilic nature, hydrophobicity and low chemical and biological degradation rates of
organochlorine pesticides have led their accumulation in biological tissues and subsequent magnification of
concentrations in organisms progressing up the food chain with consequences for the humans [7,8]; for these
reasons are listed as US Environmental Protection Agency (EPA) priority pollutants [9].

The most frequently used methods for the extraction of organochlorine pesticides from solid samples
are Soxhlet extraction [10] which required high amounts or organic solvents and long analysis time. Other
analysis methods have been developed as ultrasonic extraction, supercritical fluid extraction (SPE) [10] and
solid phase microextraction (SPME) [11], and more recently two new techniques have been introduced:
accelerated solvent extraction (ASE) and microwave assisted solvent extraction (MAE) [12].

In the last few years, MAE has became a viable alternative to the conventional techniques and exhibits
many substantial improvements in analytical sample preparations, as it requires much lower volume of organic
solvent, reduces extraction time and lets prepared multiple samples in one step [13-15]. However, organic
solvents are used as extractant in most of them. An alternative to these types of extractants would be the use
of micellar systems. The extraction of organic compounds from solid samples using micellar medium, so called
microwave assisted micellar extraction (MAME), offers advantages such as safety, low cost, compatibility with
aqueous-organic mobile phase in HPLC, etc. The micellar media have been applied to the extraction of
several compounds present in different environmental samples such as water, marine sediments and soils [16-
18].

In this paper we have studied the microwave assisted micellar extraction of six organochlorine
pesticides, which are considered as the most priority for the EPA, using two different mixtures of non-ionic
surfactant solutions (POLE and Polyoxyethylene 10 Cetyl Ether (Cetyl mixture), and Pole and Polyoxyethylene
10 Stearyl ether, Stearyl mixture) as extractant and HPLC-UV determination. For optimize the MAME process
the variables studied have been: solvent volume and concentration, extraction power and time.

The method optimized was applied to the extraction of organochlorine pesticides from various types of
agricultural soils with a view to analyzing the influence of soil characteristics on the desorption of compounds.



EXPERIMENTAL
Reagents

Organochlorine pesticides were obtained from Cerilliant Corporation (provided by LGC Promochem,
Barcelona, Spain) and prepared by dissolving appropriate amounts of the commercial products in methanol to
obtain a concentration of 1g L' and stored in amber bottles at 4°C. Working solutions were prepared by further
diluting these concentrations. The organochlorine pesticides are listed in Table 1 (numbers and abbreviations
identify the compounds in figures). The certified reference soil with pesticides compounds (CRM804-050) was
obtained from Resource Technology Corporation (provided by LGC Promochem, Barcelona, Spain). The non-
ionic surfactants used in this study, Polyoxyethylene 10 lauryl ether (POLE), Polyoxyethylene 10 Cetyl ether
and Polyoxyethylene 10 Stearyl ether, were obtained from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain) and prepared in
bidistilled water. Methanol HPLC-grade was obtained from Panreac Quimica S.A. (Barcelona, Spain).

All solvents and analytes were filtered through a 0.45 um cellulose acetate membrane filter and ultra-
high-quality water obtained by a Milli-Q water purification system (Millipore, USA) was used throughout.

Apparatus

The chromatograph system consists of a Varian pump fitted with a Varian Autosampler 410 with a
volume selector, a Column Valve Module with an internal oven and a Varian PDA Detector. The system and
the data management were controlled by Star software from Varan (Varian Inc., Madrid, Spain). The
stationary-phase column was a Varian Microsorb-MV 100 C18, 250X4.6 mm, 8 um particle diameter. The
analytical column was inserted in the column module and themmostated at 30 + 0.2 °C.

The microwave oven used in this study was a Multiwave (Anton Paar, Graz, Austria) with a 6 EVAP
rotor and 6 MF100 vessels (Anton Paar, Graz, Austria).

Procedures
Soil characteristics

Pesticides-free soils samples were collected from different agricultural locations of Gran Canaria
(Canary Island); Tafira, Santa Brigida and San Roque soils from the Northeast of the island and Valleseco
soils from the centre. The physical-chemical characteristics of the soils samples are given in Table 2. To
determine the soil pH and conductivity, 5 g of each soil was mixed with 20 mL of bidistilled water; the slurry
was stired and then allowed to separate the supernatant, pH and conductivity was measured
potentiometrically [19]. The organic matter (O.M.) content was determined by the Sauerlandt method (organic
matter oxidation by potassium dichromate and sulphuric acid) [20].

Preparation of spiked soils

The soil samples were air-dried at room temperature for more than 2 weeks and sifted to a particle
size of less than 0.3 mm. These samples were spiked as follows: 2 g of each soil was spiked with a solution of
4,4-DDD; 4,4-DDT; 24-DDT and 4,4"-DDE to obtain a final concentration of 1.2 ug/g and with a volume of
Aldrin and Dieldrin solutions to obtain a concentration of each analytes of 2 ug/g. The samples were then
stored in amber bottles at room temperature for 24 hours before analysis.

The samples identified as “aged” samples were spiked with the mixture of pesticides at the same
concentration and were stored at room temperature for 2 and 9 weeks.
The results reported are the average of triplicate measurements.

Surfactant Mixtures

In this study have been used two surfactant mixtures: a mixture of 30% of Polyoxyethylene 10 Cetyl ether and
70% POLE (Cetyl mixture) and a mixture of 30% of Polyoxyethylene 10 Stearyl ether and 70% POLE (Stearyl
mixture).



Microwave assisted micellar extraction

Once the soil sample was transfemred to the vessel, the optimized volume and concentration of
surfactant were added and the soil was subjected to the MAME process. The vessels were then allowed to
cool first 10 minutes with the microwave fan and after another 5 minutes at room temperature before being
opened. The extract solution was filtered with a 0.45 pm syringe-driven filter and transferred to a glass tube
and then to a vial for the injection.

Liquid chromatography analysis with UV detection

The analysis of the extracted samples was carried out using high performance liquid chromatography
with UV detection [21]. The separation and determination of the compounds under study were performed by
injecting 30 ul of extract into the liquid chromatograph and the absorbance for each analyte, corresponding to
the maximum wavelength, was then measured. The retention time and the wavelength for each compound are
listed in Table 1. The eluent used for the separation of the six organochlorine pesticides mixture was
methanol-water (85:15) isocratic with a flow-rate of 1 ml.min-'. A linear relationship was obtained between
peak areas and the analyte concentrations in the range of 100-1000 ugL-!, with high comelation coefficients
(=0.995).

Statistical analysis

The experimental design was performed using Statgraphics Plus software, version 5.1 (Manugistic, Rockville,
MD, USA). The studies of partial and bivariate correlations were done using SPSS 11.0.



RESULTS AND DISCUSSION

Optimization of MAME methodology

Optimization experiments were performed using a soil sample from Valleseco | with 4.4% organic
matter for Cetyl surfactant mixture and a sample from Tafira with 4.8% of organic matter for Stearyl surfactant
mixture for the six organochlorine pesticides under study.

Parameters that can influence the MAME process are amount of soil, extractant volume and
concentration, irradiation time and power. Optimisation of MAE conditions has been reported in several
applications and different studies have used multivariable factorial design [22,23] or central composite design
to find optimal conditions [12].

In this study, 2 g of sample was taken to camry out the optimization. The variables were studied with a
24 factorial design in order to obtain the influence of each variable on the recovery and the variables
correlations each other. The experimental design parameters in the screening design are shown in Table 3.
The analysis of the obtained results for each run (Table 4 for Cetyl mixture) shows the different correlations
between variables and their influence on the recovery, where it can be observed that all parameters show the
same sign for all pesticides. For Stearyl mixture the results were similar.

The volume of surfactant was included in experiment design, but in spite of the results show that the
volume doesn’t have significant influence in the recovery, different studies done after the experiment design
due low reproducibility of the results, indicated that volumes lower than 7 ml aren’'t enough for the correct
interaction between the surfactant and the analytes; and on the other hand, volumes higher than 10 ml
increased the temperature of the vessels significantly doing the recoveries decreased. Because of this tight
range between 7 and 10 ml, we decided to choose an intermediate value, 8 ml.

The results of the experiment design and the correlation between variables with the recovery and each
other show that the surfactant concentration is the variable which more affect to the recovery and is correlated
with the microwave power. The surfactant concentration has been optimized using a response surface with 32
factorial design with duplicate of central points where is represented surfactant concentration, microwave
power and recovery. The results obtained for the case of 4,4-DDT using Stearyl mixture are shown in Figure
1. For the case of Cetyl mixture the results are similar, obtaining an optimum surfactant concentration of 5%
(VIV).

The power is the second variable which more affects to the recovery and is correlated too with the

microwave time. These two variables were going to optimized together using another 32 factorial design with
duplicate of central points, where the recovery is the dependent variable. The experiment involves 10 run by
duplicate and other variables involved in the extraction process were kept constant in their optimized values:
surfactant volume (8 ml), surfactant concentration (5%, v/v) and soil amount (2 g). The concentration of
pesticides spiked was also kept constant as were indicated.
In this case the results are different for both surfactant mixtures. Figure 2a shows the response surface for
4,4-DDT using Cetyl mixture as extractant, where we can observe that from 750 W for microwave power
during 14 minutes are the optimum conditions, obtaining a medium temperature of 145°C; for Stearyl mixture
(Figure 2b) the optimum conditions are 775 W during 8 minutes with a temperature of 130°C.

Liquid chromatographic analysis

The analysis of the extracted samples was carried out using high performance liquid chromatography
with UV detection. The chromatogram obtained for the mixture of pesticides extracted of spiked Tafira soil
using Steary mixture as extractant in shown in Figure 3. It can be observed that the mobile phase used allows
a good separation of analytes, with both surfactants used, and a short analysis time.

The chromatogram obtained with Cetyl Mixture is similar.

The corresponding calibration curves in both surfactant mixes were done with a surfactant
concentration of 5% (v/v) and the corresponding analyte concentrations, ranged between 100 and 1000 pgL-'.
A linear relationship was obtained between peak areas and the analyte concentrations, with high correlation
coefficients (=0.995) in both cases. The relative standards deviations were calculated in six samples for both



surfactant mixtures, to which the MAME process was applied, obtaining the results show in Table 5. These
results indicate standard deviation values lower than 10% . The detection limits [24] were calculated as twice
the noise for each pesticide and vary between 20-200 pg-L-' (Table 5) for all compounds studied.

Validation with a certified soil

Recoveries obtained with spiked compounds may not be representative of those found with native
compounds. Spiked analytes are generally lightly coated on the surface of the matrix whereas native ones can
be strongly adsorbed inside the porous matrix. This can be explained by the diffusional and the kinetic
limitations of the sorption process, and the several interactions which may have been simultaneously
established between native analyte and the matrix [25]. This is the reason why it is necessary to validate the
extraction procedure with certified reference matrices. For this purpose, we used a certified reference soil
contaminated with organochlorine pesticides from an agricultural region of the Western United States
(CRM804-050). The proposed extraction procedure was applied to 2 g of this soil using the optimal conditions
for both surfactants. Table 6 reports the pesticides present in the certified soil, the corresponding certificated
values, the confidence intervals and the concentration of each analyte that were obtained using the MAME
procedure with Stearyl mixture. The concentrations obtained, with the proposed method, falling within the
certified range for all compounds analyzed, indicate that the proposed extraction procedure is suitable for this
kind of matrix. In the case of Cetyl mixture the results were similar.

Applications
Influence of matrix nature

In order to study the influence of soil characteristics on the extraction, we applied the MAME
procedure to soils with different levels of organic matter, pH, texture and conductivity. The optimized method
was used to determine the extraction of the pesticides from five different types of agricultural soils spiked with
the mixture of organochlorine pesticides. The selected concentration level for spiking was the one typical of
acute pollution events that may occur in this kind of soil. The soil was spiked and stored in the dark at room
temperature for 24 hours before analysis. The results obtained are shown in Tables 7a and 7b and can be
observed that recoveries vary depending of the surfactant mixture used as extractant and of the soil
characteristics.

The soils with high organic matter (San Roque) have good recoveries because the surfactant can also
extract humic substances which are linked to the pesticides [26]. These recoveries decreases when the
temperature is too high (observed in the most extremely conditions in the experimental design).

The texture of a soil is quite important in the sorption process [27]. Clay is by far the most adsorbent of
the three main soil textures (clay, silt and sand) due to its small particle size, high surface area, and high
surface charge [28]. This has a relevant effect on the recovery; the higher clay percent a soil has, the lower the
recovery is so, in this case, the Valleseco Il soil has a higher amount of particles with smaller size and
therefore, lower recoveries are obtained.

The conductivity of the soils is related with the microwave temperature obtained in the same
conditions. There are a logaritimic correlation between these parameters. For Cetyl mixture the equation is
y =9.2032 In x + 93.7 (R2 = 0.980) where y is temperature and x conductivity and for Stearyl mix is
y = 11728 In x + 56.186 (R2 = 0.969). This effect had as a consequence that for San Roque soil was
necessary decrease the power intensity to obtain optimum temperature.

Influence of aging time

Decreasing recoveries resulting from aging of matrices is a well-known phenomenon [29,30]. The
analytes present in recent soil samples are more easily extracted than those that have had a longer contant



time. This can be explained according to whether the analytes are incorporated by adsorption (short periods)
[31]. The former phenomenon occurs at the early stages of somption, where H-bonding and Van der Waals
forces prevail. On the other hand, sequestration involves sorption at remote microsites within the soil matrix
[32].

In order to study the aging effect, we applied the MAME procedure to four soils for different time
periods after conditioning. The soil samples were spiked with the pesticides mixtures and stored at room
temperature in dark before extraction. Figure 4a shows the recoveries obtained for the different pesticides in
the case of Valleseco | soil using Cetyl mixture with the time aging and Figure 4.b shows the results obtained
in the case of San Roque soil using Stearyl mixture with the same aging time.

It can be seen that the recoveries decrease with the aging time for all compounds which could be
explained for the somption process. Only in the case of dieldrin using Stearyl mixture, the recovery remains
practically constant with the time. Moreover, none of the metabolites of DDT increases with the time then we
can assert that degrading processes were not happen in these aging time. These results indicate that the
developed method leads determine the presence of pesticides in real samples after a contact time and show
the viability of the method as alternative to the conventional ones.

CONCLUSIONS

In this work, organochlorine pesticides have been extracted from soils by MAME procedure with HPLC
and UV detection after the establishment of the optimum conditions. The main advantages of MAME are
shorter extraction times, free organic solvents, which reduces cost and toxicity. The methodology developed
allows the simple, fast and selective determination of organochlorine pesticides in soils from and agricultural
origin and provides a promicing and viable altemative to other extraction techniques.
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Tables

Table 1.- Listoforganoclorine pesticides, wavelenghts and reention times.

N° Compound Abbrevation A (nm) tr(min)
1 4 4'-Dichbrodiphenyldichloroethane 44-DDD 238 84
2 Dieldrin Dieldrin 220 95
3 4,4-Dichbrodiphenyitrichloroethane 44-DDT 238 13.3
4  24-Dichbrodiphenyitrichloroethane 2,4-DDT 238 14.7
5  44-Dichlorodiphenyldichloroehylene 4 4-DDE 238 16.6
6  Aldrin Aldrin 220 18.1




Table 2. Soil characteris ics.

. Agricultural Particle size (%) Organic  Conductivity
Soil pH 0
Uses  03mm 02mm 015mm <0.1mm matter (%) (uSlcm)
Tafira Garden 444 172 14.6 238 8.3 4.8 292
San Roque  Bananas 521 200 13.2 146 7.86 12.54 3266
Sta Brigida ~ Pine Forest 56.5 178 12.8 128 59 39 483
Valleseco|  Potatoes 36.33 16.43 15.19 32.06 4.84 44 202
Valleseco Il Potatoes 25.16 13.17 1438 47.29 39 6.21 100




Table 3.-Design matrix in the screening design (2¢)

. Surfactant
Run Power (W) ;Ir-:::le) Vsot:lrlf:g?:]tl) Concentr.
(%, viv)

1100 14 5 1
2 800 2 15 5
3 100 2 5 5
4 800 14 15 1
5 800 14 5 5
6 100 2 15 1
7 800 2 5 1
8 100 14 15 5
9 100 2 15 5
10 100 2 5 1
11 800 14 15 5
12 800 2 5 5
13 100 14 15 1
14 800 14 5 1
15 100 14 5 5
16 800 2 15 1




Table 4 - Relevant variables and correlation between variablesa
using Cetyl mixture as exfractant

Correlation 44-DDD Dieldrin  44-DDT 24-DDT 44-DDE  Aldrin
Power 0.245 0.331 0.239 0.05 0.366 0322
Time -0.008 0.403 0.006 -0.055 0.249 0.201
Volume -0.091 £0.069 0246 -0.336 -0.09 -0.808
Concentrat. 0.587 0.197 0.599 059 0.538 0.248
Powerx Conc. -0.1832 -0.1474 -0.1838 0.0371 -0.2504 02429
Time x Conc. 0.0056 -0.0088 0.0048 0.0408 -0.1638 0.098
Power x Time 0.0019 -0.0717 0.0016 0.0028 -0.1009 0.0842

aThe maxima comelafons are +1 and -1




Table 5. Analytical parameters for the determination ofpesicides under study using MAME procedure*

Cetyl mixture (fom Valleseco l) Steatyl mixture (from Tafira)

Compound RSD (%) LOD (ug 1) RSD (%) LOD (ug L)
44-DDD 8.43 27.2 9.66 67.4
Dieldrin 7.09 198.3 9.73 183.5
4,4DDT 6.53 41.8 5.22 429
24DDT 5.18 216 75 7.3
4,4-DDE 7.45 33.9 8.25 37.7
Aldrin 5.38 201.6 9.08 148.3

*Nn=6




Table 6. Extraction of pesficides compounds using MAME with Stearyl mixture in a certified reference
materiale.

Compound R‘\’,fael'::fe RSD(%)  Confidence Interval °°“§::;Laﬁ°"
44000 1531 0476 12941767 1733 £0.009
Dieldrin 1.863 0655 1539 -2.186 2242 +0.084
44DDT 1.060 0275 0.9%6 —1.195 1.079 0015
44DDE 1520 0410 1325 -1.715 1502 +0.022

aAll values are expresed in pg/g
bThe pesticides values in he sample were certified by USEPA SW846 (3rd edition). Extraction
Methods 3540A/3541 (soxhlet), 3550 (sonication) and Analysis Method 8081




Table 7a. Recoveries obtained after MAME procedure for he pesticides in fve diferent soils
using Cetyl mixure*.

Soil 44DDD Dieldrin 44-DDT 24-DDT 4,4-DDE  Aldrin
Tafira 99.11 66.17 67.66 58.55 6499 62.98
San Roque 69.39 4469 78.01 59.43 67.13 52.56
Sta Brigida 96.81 80.74 84.00 75.08 73.09 63.80
Valleseco | 78.29 73.32 76.52 66.28 65.30 64.35
Valleseco Il 65.17 72.29 61.68 59.41 56.14 60.21

*Mean of three determinafons

Table 7b. Recoveries obtained after MAME procedure for he pesticides in fve diferent soils
using Stearyl mixture*.

Soll 44.DDD  Dieldrin  4,4-DDT 24-DDT 4,4-DDE  Aldrin
Tafira 103.56 78.62 101.81 628 7178 79.37
San Roque 101.28 46.05 94.37 86.22 75.96 79.96
Sta Brigida 84.72 80.81 78.84 62.43 66.02 65.64
Valleseco | 55.21 56.33 100.65 83.51 44 82 57.45
Valleseco Il 54.32 50.2 98.29 68.38 4915 72.84

* Mean of three determinafons
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figure captions

FIGURE CAPTIONS

Figure 1. Response surface for the effect of surfactant concentration and power on the extraction
of4,4’-DDT using Stearyl mixture.

Figure 2. Response surface for the effect of power and time on the extraction of 4,4-DDT using
Cetyl mixture (a) and Stearyl mixture (b)

Figure 3. Chromatogram of an extract of a spiked Tafira soil after MAME procedure.
Chromatographic conditions as described in the text. The numbering refers to table 1.

Figure 4.Recoveries obtained after MAME procedure for the pesticides for three different aging
times for Valleseco | soil using Cetyl mixture (a) and San Roque soil using Stearyl mixture (b).
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