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Resumen
Con objeto de bus
ar nuevas t�e
ni
as anal��ti
as que permitan la extra
-
i�on y determina
i�on de pesti
idas organo
lorados a partir de muestras s�oli-das, se han estudiado las variables que afe
tan al pro
eso de extra

i�on deseis pesti
idas organo
lorados de diferentes muestras de suelos de agri
ul-tura, utilizando mez
las de surfa
tantes 
omo extra
tantes y posteriormentedeterminados por 
romatograf��a l��quida de alta resolu
i�on.Se ha utilizado la extra

i�on asistida por mi
roondas, empleando 
uatrotipos de surfa
tantes no i�oni
os para la determina
i�on de 6 pesti
idas orga-no
lorados derivados del DDT, aldr��n y dieldr��n. Para la optimiza
i�on de lasvariables que afe
tan al pro
eso de extra

i�on se han apli
ado dos tipos dedise~nos fa
toriales.Los resultados obtenidos tras la apli
a
i�on del m�etodo muestran que eluso de surfa
tantes 
omo extra
tantes puede ser una alternativa viable a losm�etodos 
onven
ionales.
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1Introdu

i�on
1.1. Pesti
idas Organo
loradosLos pesti
idas organo
lorados han sido ampliamente usados durante m�asde tres d�e
adas debido a su e�
a
ia en el tratamiento de plagas. Estos 
om-puestos qu��mi
os se empezaron a utilizar en 1940 y a pesar de que se prohi-bieron en los paises desarrollados entre 1970 y 1980, a�un se puedan en
ontraren diferentes regiones altas 
on
entra
iones de los mismos, debido a su altapermanen
ia en el medio ambiente. En los paises subdesarrollados todav��aest�a permitido su uso para el 
ontrol de enfermedades que se transmiten atrav�es de inse
tos, espe
ialmente la malaria (1; 2).Los pesti
idas organo
lorados son 
ompuestos t�oxi
os que afe
tan a lasalud humana y al medio ambiente. Debido a que estos 
ompuestos puedentransportarse por el viento y el agua, pueden afe
tar a personas y vida salvajeen zonas muy alejadas del pa��s donde se est�en produ
iendo y usando (3).Estos pesti
idas pertene
en al grupo de 
ompuestos org�ani
os persistentes



2 1.1. Pesti
idas Organo
lorados(POPs) manten��endose por largos per��odos de tiempo en el medioambiente.Su naturaleza lipof��li
a, su hidrofobi
idad, bajo peso mole
ular y bajas tasasde degrada
i�on favore
en la bioa
umula
i�on de los mismos en los tejidos bio-l�ogi
os, 
on la 
onsiguiente biomagni�
a
i�on de las 
on
entra
iones en losorganismos a medida que pasan de unas espe
ies a otras as
endiendo en la
adena tr�o�
a (4; 5). Este he
ho tiene 
onse
uen
ias perjudi
iales para los hu-manos al ingerir alimentos que pueden 
ontener altas tasas de 
ontamina
i�on(6; 7).Este fen�omeno, unido a su alta permanen
ia, ha
e que el tiempo de vidamedio de estos 
ompuestos en los diferentes tipos de matri
es sea muy altoy que a pesar de estar prohibidos en los paises desarrollados, a�un se puedanen
ontrar en altas 
on
entra
iones en organismos y en suelos (8; 9).Los pesti
idas organo
lorados 
onstituyen un �uni
o tipo de pesti
idasdebido a su estru
tura 
��
li
a, a su n�umero de �atomos de 
loro y a su bajavolatilidad. Pueden 
lasi�
arse en 
uatro 
ategor��as:di
lorodifeniletanos (ej. DDTs)
i
lodienos (ej. Aldrin y Dieldrin)ben
enos 
lorados
i
lohexanosLos pesti
idas objetos de este estudio representan algunos de los pesti-
idas organo
lorados m�as ampliamente usados. Todos ellos forman parte dela `do
ena su
ia', pertene
en a la lista de las 12 sustan
ias prioritarias para



1. Introdu

i�on 3la Agen
ia de Prote

i�on Medioambiental (EPA) (10). Estos pesti
idas sonderivados del DDT, aldr��n y dieldr��n (Tabla 1.1).Compuesto Abreviatura4,4'-Di
hlorodiphenyldi
hloroethane 4,4'-DDDDieldrin Dieldrin4,4'-Di
hlorodiphenyltri
hloroethane 4,4'-DDT2,4'-Di
hlorodiphenyltri
hloroethane 2,4'-DDT4,4'- Di
hlorodiphenyldi
hloroethylene 4,4'-DDEAldrin AldrinTabla 1.1: Lista de pesti
idas organo
lorados estudiadosLa f�ormula qu��mi
a y estru
tura de los pesti
idas objeto de este estudiose representa en la Figura 1.1.Las propiedades �si
oqu��mi
as de los 
ompuestos qu��mi
os son impor-tantes para estable
er la toxi
idad de los mismos, en espe
ial en aquellassustan
ias 
onsideradas 
omo posibles 
ontaminantes ambientales. Algunassustan
ias estables y liposolubles pueden 
ontaminar alimentos de 
onsumohumano y produ
ir efe
tos no
ivos 
uando �estos son ingeridos. Propiedades
omo la presi�on de vapor y la dimensi�on y densidad de las part��
ulas son va-riables importantes para prede
ir el transporte atmosf�eri
o de las sustan
iasqu��mi
as. La adsor
i�on de una sustan
ia qu��mi
a en las part��
ulas del suelopuede aumentar la probabilidad de que di
ha sustan
ia sea transportada por



4 1.1. Pesti
idas Organo
lorados
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AldrinFigura 1.1: F�ormula qu��mi
a de los pesti
idas estudiadosel aire o por el agua y as�� podr��a depositarse en lugares remotos de su sitiode apli
a
i�on; o bien, puede retardar el movimiento de la misma a trav�es delas aguas subterr�aneas, redu
iendo la probabilidad de 
ontamina
i�on de lasfuentes de agua subterr�anea 
er
a del lugar de apli
a
i�on. En la Tabla 1.2 serela
ionan algunas propiedades f��si
as y qu��mi
as de los pesti
idas estudiados(11; 12).



1. Introdu

i�on 5Compuesto Masa Densidad Pto Ebull Pto Fusi�onMole
ular (g/
m3) (oC) (oC)4,4'-DDD 320.04 1.385 350 110.3Dieldrin 380.91 1.75 - 1774,4'-DDT 354.49 0.99 260 1092,4'-DDT 354.54 0.98 - 74.24,4'-DDE 318.03 - 336 89Aldrin 364.91 1.6 - 105.5Tabla 1.2: Propiedades f��si
o-qu��mi
as de los pesti
idas estudiados
1.2. Surfa
tantesLos surfa
tantes son sustan
ias 
uya estru
tura mole
ular presenta dosgrupos 
on 
ar�a
ter diferente: un grupo no polar (hidrof�obi
o) y otro polaro i�oni
o (hidrof��li
o). Este tipo de estru
tura se denomina \an�p�ati
a". Elgrupo no polar, que generalmente es una 
adena hidro
arbonada, 
on unn�umero de �atomos de 
arbono 
omprendido entre o
ho y die
io
ho, 
onstituyela `
ola'de la mol�e
ula de surfa
tante, mientras que el grupo polar, que puedeser de naturaleza i�oni
a o no i�oni
a, forma la `
abeza'de la misma.Esta estru
tura \an�p�ati
a" de las mol�e
ulas de surfa
tante le 
on�ereunas propiedades muy espe
iales al mismo. Entre ellas, la posibilidad deredu
ir la tensi�on super�
ial del agua y la de adsorberse en las super�
iese interfases de un sistema formado por fases inmis
ibles, fen�omeno respon-



6 1.2. Surfa
tantessable de la mayor��a de las apli
a
iones industriales de los surfa
tantes 
omodetergentes, estabilizadores emulsionantes, et
. y de la forma
i�on de mi
elas.Cuando el surfa
tante se disuelve en agua, la presen
ia del grupo hidrof��li-
o impide que el surfa
tante sea expulsado 
ompletamente del disolvente; laestru
tura \an�p�ati
a" del surfa
tante 
ausa no s�olo la 
on
entra
i�on delmismo en la super�
ie, sino tambi�en la orienta
i�on de la mol�e
ula 
on sugrupo hidrof��li
o en la fase a
uosa y su grupo hidrof�obi
o ha
ia el exterior(13).Dependiendo de la naturaleza del grupo polar, los surfa
tantes se 
lasi�-
an en 
uatro grupos prin
ipales (14):Cati�oni
os: el grupo hidrof��li
o posee 
arga positiva, 
omo por ejemplo,las sales de amonio 
uaternarias.Ani�oni
os: el grupo hidrof��li
o tiene 
arga negativa. Ejemplos de estetipo de surfa
tantes son las sales de �a
idos alquil 
arbox��li
os o sulf�oni
os.Zwitteri�oni
os: en el surfa
tante existen grupos 
on 
arga positiva ynegativa. Los amino�a
idos son un ejemplo de este tipo de surfa
tantes.No i�oni
os: el surfa
tante no posee grupos 
on 
arga, 
omo por ejemplo,los monogli
�eridos.En disolu
iones muy diluidas, los surfa
tantes suelen en
ontrarse 
omomon�omeros, d��meros, et
. Pero si la 
on
entra
i�on de la disolu
i�on aumenta seprodu
e un pro
eso de agrega
i�on que da lugar a 
ambios en las propiedadesf��si
oqu��mi
as de la disolu
i�on. El agregado 
oloidal que se forma re
ibe el



1. Introdu

i�on 7nombre de \mi
ela"(
luster). El n�umero de mol�e
ulas de surfa
tante quepueden formar la mi
ela se denomina n�umero de agrega
i�on (N) y se hallaen un rango de 50 a 100 (14; 15).Hay una 
on
entra
i�on, 
ara
ter��sti
a para 
ada surfa
tante, a partir dela 
ual se forma la mi
ela. A esta 
on
entra
i�on se le denomina 
on
entra
i�onmi
elar 
r��ti
a (CMC). El pro
eso de agrega
i�on se da en un peque~no interva-lo de 
on
entra
iones y pare
e ser un pro
eso altamente 
ooperativo. Puede
onsiderarse que la forma
i�on de mi
elas es un me
anismo alternativo a la ad-sor
i�on en las interfases para evitar el 
onta
to entre los grupos hidrof�obi
osy el agua, y as�� disminuir la energ��a libre del sistema (13).La forma de la mi
ela var��a dependiendo del surfa
tante y del medio. Pre-sentan el grupo hidrof�obi
o, la 
ola, orientado ha
ia el interior de las mismas(
oraz�on), mientras que el grupo hidrof��li
o, la 
abeza, ha
ia el exterior dela mi
ela. Es posible que se formen mi
elas en medios org�ani
os no polares.En este 
aso la mi
ela formada re
ibe el nombre de \mi
ela inversa". Aqu��,la disposi
i�on de las mol�e
ulas de surfa
tante es 
ontraria a la des
rita ante-riormente, es de
ir, los grupos hidrof�obi
os se extienden ha
ia la fase no polary los hidrof��li
os ha
ia el interior de la mi
ela (15).1.2.1. Surfa
atantes no i�oni
osLa mayor��a de los surfa
tantes no i�oni
os son \adu
tos" de �oxido deetileno. Los grupos polioxietil�en son la parte hidrof��li
a de la mol�e
ula desurfa
tante. La parte lipof��li
a de la mol�e
ula puede ser una variedad de gru-



8 1.2. Surfa
tantespos apolares, in
luidas 
adenas alqu��li
as (al
oholes, �a
idos grasos o amidas),alquilben
enos y sus derivados 
uorados, derivados de la sili
ona o 
adenas depolioxipropileno (16). En la Figura 1.2 apare
en re
ogidos los diferentes tiposde surfa
tantes no i�oni
os utilizados en este estudio as�� 
omo su estru
tura.

CH3 CH2 OHO CH2 CH2

20

POLYOXYETHYLENE 10 STEARYL ETHER

CH3 CH2 OHO CH2 CH2

20

POLYOXYETHYLENE 10 CETYL ETHER

CH3 CH2 O CH2 CH2

10

OH

POLYOXYETHYLENE 10 LAURYL ETHER

POLYOXYETHYLENE 10 TRIDECYL ETHER

CH3 CH2 O CH2 CH2

10

OH

Figura 1.2: Estru
tura qu��mi
a de los surfa
tantes estudiadosLos surfa
tantes no i�oni
os del tipo polioxietilen alquil �eteres fueron sin-tetizados por primera vez a prin
ipios de los a~nos 30. Su f�ormula generales CnH2n+1 (OCH2CH2)mOH. Son 
ono
idos 
omo CnEm, donde n indi
ael n�umero de �atomos de 
arbono en la 
adena alqu��li
a y m representa eln�umero de unidades de �oxido de etileno en la parte hidrof��li
a.Una de las propiedades m�as importantes de los surfa
tantes, dire
tamenterela
ionada 
on su 
apa
idad de formar mi
elas, es la solubiliza
i�on de solu-tos. La mayor��a de las apli
a
iones de las mi
elas en medios a
uosos se basanen esta propiedad (17).



1. Introdu

i�on 9La solubiliza
i�on de un analito en una mi
ela determinada es un pro
esode equilibrio din�ami
o y depende tanto de la naturaleza del soluto 
omo delmedio mi
elar empleado. Una vez sobrepasada la CMC 
omienza la solubi-liza
i�on, pudiendo el soluto unirse a la mi
ela en diferentes regiones de lamisma dependiendo de la naturaleza del soluto y del surfa
tante. En la Figu-ra 1.3 se muestra una representa
i�on esquem�ati
a de estas solubiliza
iones.
SolutoMicelaFigura 1.3: Representa
i�on esquem�ati
a para la solubiliza
i�on de solutosen las mi
elasLas intera

iones entre ambos pueden ser ele
trost�ati
as, hidrof�obi
as om�as normalmente, una 
ombina
i�on de ambos efe
tos. Aunque el me
anismoreal de solubiliza
i�on es 
omplejo, se puede a
eptar que los sustratos i�oni
os
on 
arga opuesta a los grupos de 
abeza de las mi
elas se pueden enlazarfuertemente a ellos; las espe
ies no polares que poseen ele
trones polarizables,
omo los 
ompuestos arom�ati
os, residen 
er
a del grupo de 
abeza, mientrasque los radi
ales alqu��li
os intera

ionan 
on el 
ore de la mi
ela, de modo quelas intera

iones hidrof�obi
as y ele
trost�ati
as mi
ela-soluto sean m�aximas.Los solutos apolares se lo
alizan en el 
ore de la mi
ela.



10 1.3. Extra

i�on por Mi
roondasLas mi
elas no son sistemas est�ati
os sino que est�an, junto 
on los solutosque han sido solubilizados por ellas, en equilibrio din�ami
o 
on el medioque las rodea. Las mol�e
ulas de surfa
tante entran y salen de la mi
ela enmi
rosegundos.Se ha desta
ado la importan
ia de los medios mi
elares en separa
ionesanal��ti
as debido a la 
apa
idad que poseen las mi
elas para intera

ionarsele
tivamente 
on la mol�e
ulas, desta
ando su importan
ia en tres 
ampos:pro
esos de extra

i�on, 
romatograf��a y separa
iones ele
tro
in�eti
as.Sin embargo, tambi�en hay que men
ionar su interven
i�on en otros pro-
esos 
omo pueden ser el desplazamiento de equilibrios, la modi�
a
i�on de
in�eti
as de rea

i�on, aumento de 
uores
en
ia y fosfores
en
ia, pro
esos deextra

i�on y pre
on
entra
i�on y separa
i�on por 
romatograf��a l��quida o en
apa �na (18; 19).1.3. Extra

i�on por Mi
roondasLos m�etodos tradi
ionales para la extra

i�on de 
ompuestos org�ani
os
ontaminantes de muestras s�olidas han sido el Soxhlet, desarrollado por F.Soxhlet en 1879, y el ba~no de ultrasonidos o soni
a
i�on (20). Estos m�eto-dos emplean grandes 
antidades de disolventes org�ani
os bajo 
ondi
iones detemperatura y agita
i�on muy agresivas.El Soxhlet es parti
ularmente �util porque mu
hos 
ontaminantes suelenestar muy fuertemente adsorbidos en las matri
es s�olidas (sedimentos, tierras,tejidos de orgamismos y plantas, et
.,) pero requiere tiempos de extra

i�on



1. Introdu

i�on 11demasiado largos y el uso de los men
ionados disolventes org�ani
os en grandes
antidades. Este he
ho aumenta la toxi
idad y en
are
e el pro
eso. Como 
on-se
uen
ia de las 
ondi
iones utilizadas para la extra

i�on, puede produ
irse,adem�as, la degrada
i�on de los analitos y p�erdidas por volatiliza
i�on de losmismos.La extra

i�on por soni
a
i�on es m�as r�apida que la extra

i�on por Soxhlety permite la extra

i�on desde grandes 
antidades de muestras, pero tambi�enen esta t�e
ni
a se utilizan grandes 
antidades de disolventes org�ani
os.En la �ultima d�e
ada se ha produ
ido una demanda 
re
iente de nuevast�e
ni
as de extra

i�on sus
eptibles de ser automatizadas, 
on tiempos deextra

i�on 
ortos y un 
onsumo redu
ido de disolventes org�ani
os, a �n deprevenir problemas de toxi
idad en los laboratorios y redu
ir los 
ostes deprepara
i�on de muestras. De esta forma, han surgido nuevas t�e
ni
as 
omo laextra

i�on 
on 
uidos super
r��ti
os, SFE (20), la extra

i�on a
elerada, ASE(21), la mi
roextra

i�on en fase s�olida, SPME (22) y la extra

i�on asistidapor mi
roondas, MAE (23).La extra

i�on asistida por mi
roondas (MAE) ha tenido un gran desa-rrollo en los �ultimos a~nos debido a que permite la r�apida extra

i�on de losanalitos de las matri
es s�olidas 
on una e�
ien
ia en la extra

i�on 
omparablea la que presentan los m�etodos 
l�asi
os (24). Adem�as, ofre
e 
laras ventajassobre �estos, ya que redu
e 
onsiderablemente el tiempo de extra

i�on, (de20 a 30 minutos por muestra) y lo que es m�as importante, el 
onsumo dedisolventes org�ani
os. Al mismo tiempo presenta la posibilidad de realizar laextra

i�on de varias muestras, hasta do
e, simult�aneamente (25; 26).



12 1.3. Extra

i�on por Mi
roondasOtra ventaja adi
ional de la MAE sobre las otras nuevas t�e
ni
as de ex-tra

i�on, 
omo son la SFE, es que es una t�e
ni
a de menor 
oste instrumentaly m�as f�a
il de optimizar (20).A
tualmente, este tipo de extra

i�on es una t�e
ni
a 
onsolidada, y yahan sido publi
ados algunos m�etodos estandards, fundamentalmente parala extra

i�on de 
ompuestos org�ani
os en matri
es s�olidas. Desde enton
es,numerosas apli
a
iones de la extra

i�on asistida por mi
roondas han sidopubli
adas para diferentes 
ompuestos org�ani
os en diversas matri
es, 
onespe
ial �enfasis en apli
a
iones medioambientales.La extra

i�on asistida por mi
roondas (MAE) 
onsiste en 
alentar el ex-tra
tante (generalmente un disolvente org�ani
o) en 
onta
to 
on la muestramediante la energ��a de las mi
roondas. La parti
i�on de los analitos de inter�esde la muestra al extra
tante depende de la temperatura y de la naturalezadel extra
tante.Cuando se utiliza la energ��a de mi
roondas, al 
ontrario de lo que o
urreen los pro
esos 
l�asi
os de 
alentamiento, toda la muestra se 
alienta si-mult�aneamente, sin que se produz
a el 
alentamiento del re
ipiente. Estoha
e que se al
an
e el punto de ebulli
i�on del disolvente m�as r�apidamente,y 
ondu
e a tiempos de extra

i�on m�as 
ortos. En re
ipientes 
errados, eldisolvente puede ser 
alentado por en
ima de su punto de ebulli
i�on, lo 
ualaumenta su velo
idad y la e�
a
ia de la extra

i�on.La optimiza
i�on de la extra

i�on asistida por mi
roondas impli
a el estu-dio de los par�ametros que tienen in
uen
ia en la extra

i�on. Mu
hos investi-gadores han utilizado dise~nos fa
toriales, de 
omposi
i�on 
entral u ortogonal,
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Figura 1.4: Vaso Cerradode Mi
roondas

Adem�as, se puede realizar la extra

i�onsimult�anea de varias muestras en un so-lo pro
eso, redu
iendo el tiempo totalde extra

i�on. Despu�es de realizar laextra

i�on, los vasos se deben enfriara temperatura ambiente antes de abrir-los para evitar la p�erdida de los 
om-puestos m�as vol�atiles.para determinar las 
ondi
iones �optimas (27). Entre los par�ametros m�as es-tudiados se en
uentran la 
omposi
i�on y la naturaleza de los extra
tantes,as�� 
omo el volumen del mismo; el tiempo y la temperatura de extra

i�on;las 
ara
ter��sti
as de la matriz y el grado de humedad de la misma.1.3.1. Naturaleza de los extra
tantesLa ele

i�on del extra
tante es fundamental para 
onseguir una extra

i�on�optima, puesto que la naturaleza del mismo es uno de los fa
tores que in
uyenen la e�
a
ia del pro
eso.Para la sele

i�on del disolvente, tenemos que tomar en 
onsidera
i�on al-gunas de las propiedades del mismo, 
omo son su 
apa
idad para absorber laradia
i�on de mi
roondas, sus intera

iones 
on la matriz, as�� 
omo su 
apa
i-dad para solubilizar el analito. Otro importante aspe
to es la 
ompatibilidaddel disolvente utilizado para la extra

i�on 
on el m�etodo anal��ti
o usado 
omo



14 1.3. Extra

i�on por Mi
roondaspaso �nal en la determina
i�on.Es 
om�un utilizar 
omo disolventes en la extra

i�on por mi
roondas losmismos que se utilizan en los m�etodos 
onven
ionales de extra

i�on. Sinembargo, no siempre son los m�as ade
uados. Ya que adem�as de absorberla energ��a, el extra
tante debe ser 
apaz de 
onvertirla en 
alor, ya que lae�
ien
ia de la extra

i�on depende del fa
tor de p�erdida diel�e
tri
a.Es posible 
ombinar disolventes para mejorar la e�
ien
ia del pro
eso.Se ha en
ontrado que peque~nas varia
iones en la 
omposi
i�on del disolventeprodu
en una mejora en la e�
a
ia de la extra

i�on.1.3.2. Volumen de Extra
tanteEn algunos 
asos el volumen del disolvente puede ser un par�ametro im-portante para mejorar la e�
a
ia de la extra

i�on. Di
ho volumen debe sersu�
iente 
omo para que toda la muestra se en
uentre inmersa en el mismo.La 
antidad de disolvente ne
esaria para la extra

i�on est�a 
omprendida,generalmente, entre 10 y 30 mL.1.3.3. TemperaturaLa temperatura, probablemente el par�ametro m�as estudiado, es un fa
torfundamental en el pro
eso de extra

i�on por mi
roondas. Valores elevados dela misma generalmente aumentan la e�
ien
ia de la extra

i�on, bien 
omoresultado de un aumento de la difusi�on del disolvente en el interior de lamatriz, bien debido a la desor
i�on de los analitos de los sitios a
tivos de la
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i�on 15misma.Cuando la extra

i�on por mi
roondas es llevada a 
abo en sistemas 
erra-dos, la temperatura puede superar la temperatura de ebulli
i�on del disolvente,lo que produ
e una mejora en la e�
a
ia de la extra

i�on. Adem�as, al aumen-tar la temperatura, el disolvente tiene mayor 
apa
idad para solubilizar losanalitos, la tensi�on super�
ial y la vis
osidad del disolvente disminuyen, loque mejora la penetra
i�on del mismo en la matriz de la muestra.Sin embargo, hay que tener en 
uenta que, a temperaturas elevadas, tam-bi�en pueden ser extra��das sustan
ias no deseadas, por lo que se pierde sele
-tividad en la extra

i�on. Adem�as, hay que 
onsiderar la posible degrada
i�onde los analitos a altas temperaturas.1.3.4. Poten
iaEn los sistemas 
errados la poten
ia es tambi�en una variable importante,pero �esta es fun
i�on de la temperatura. Por lo general, es este el par�ametroque se investiga.La poten
ia elegida, en los sistemas de vasos 
errados, depende del n�umerode vasos utilizados durante el pro
eso. Hay que tener en 
uenta que algunossistemas permiten realizar la extra

i�on de 12 muestras simult�aneamente.Para evitar la posible degrada
i�on de algunos 
ompuestos y una presi�on ele-vada en el interior de los vasos, esta poten
ia debe ser elegida 
uidadosa-mente. La in
uen
ia de la poten
ia en la extra

i�on est�a rela
ionada 
on eltiempo de extra

i�on por mi
roondas.



16 1.3. Extra

i�on por Mi
roondas1.3.5. Tiempo de Extra

i�onComo en otras t�e
ni
as de extra

i�on, el tiempo es otro par�ametro quein
uye en la misma y que ne
esita ser 
onsiderado. En MAE, los tiempos deextra

i�on son mu
ho m�as 
ortos que los ne
esarios en las t�e
ni
as 
onven-
ionales. A menudo 10 minutos son su�
ientes, 
omo se ha demostrado parala extra

i�on de 
ontaminantes org�ani
os.1.3.6. Naturaleza de la MatrizLa naturaleza de la matriz en la que se en
uentran enlazados los analitosde inter�es tiene una profunda in
uen
ia sobre la extra

i�on de los mismos.Las diferentes intera

iones que los 
ontaminantes org�ani
os presentan 
onlos 
omponentes org�ani
os e inorg�ani
os de la matriz pueden jugar un papelimportante en su solubilidad y en la difusi�on de los mismos en el disolvente.El 
ontenido en materia org�ani
a inhibe la extra

i�on debido a la fuerteintera

i�on que se estable
e entre el analito y la matriz, lo que di�
ulta suruptura.Por esta misma raz�on, bajo las mismas 
ondi
iones, resulta mas f�a
illa extra

i�on de los 
ontaminantes en muestras enrique
idas que la de los
ontaminantes nativos de las mismas.En la mayor��a de los 
asos, se obtienen mayores re
upera
iones para mues-tras enrique
idas que para los 
ontaminantes nativos, demostrando el efe
tode la fuerte intera

i�on de la matriz 
on estos 
ontaminantes nativos en fun-
i�on del tiempo de 
onta
to. Este he
ho tambi�en expli
a la disminu
i�on de
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upera
i�on en la extra

i�on en muestras enveje
idas.Esto puede ser expli
ado teniendo en 
uenta el tiempo que el analito haestado en 
onta
to 
on la muestra, y si �este es in
orporado solo por adsor
i�onsuper�
ial, donde la forma
i�on de enla
es de hidr�ogeno y las intera

iones porfuerzas de Van der Waals son los pro
esos predominantes, o est�a fuertementeligado a la materia org�ani
a de la matriz de la muestra debido a me
anismosde transporte por difusi�on. En un estudio realizado por L�opez �Avila et al.(28) sobre muestras enrique
idas, los por
entajes de re
upera
i�on de algunospesti
idas organo
lorados disminu��an desde un 80-120% hasta un 50-60%despu�es de 24 horas, mientras que los por
entajes de re
upera
i�on de pesti-
idas organofosforados pr�a
ti
amente no variaban despu�es de un periodo deenveje
imiento de tres semanas.1.3.7. Apli
a
iones de la extra

i�on asistida por mi-
roondasLas apli
a
iones de la MAE se 
entran prin
ipalmente en la extra

i�on de
ompuestos org�ani
os en matri
es s�olidas. Aunque las primeras apli
a
ionesestuvieron rela
ionadas 
on la determina
i�on de PAHs y PCBs en suelos ysedimentos, desde enton
es, otros 
ompuestos tales 
omo pesti
idas, fenolesy 
ompuestos organomet�ali
os han sido extra��dos e�
azmente.La extra

i�on asistida por mi
roondas representa una alternativa viablea las t�e
ni
as de extra

i�on 
onven
ionales, ya que la e�
a
ia 
onseguida poresta t�e
ni
a es 
omparable a las obtenidas 
on otras (25; 26).



18 1.3. Extra

i�on por Mi
roondasCon respe
to a las t�e
ni
as 
onven
ionales, la MAE presenta una gran re-du

i�on del tiempo de an�alisis y de 
onsumo de disolvente, as�� 
omo la posibi-lidad de realizar extra

iones simult�aneas 
on reprodu
ibilidades a
eptables(ver Tabla 1.3).
Extra

i�on Soni
a
i�on SFE MAESoxhlettiempo de De 24 a De 30 a De 30 a De 20 aextra

i�on a 48 horas 60 min 60 min 30 minextra
tante Disolventes Disolventes Disolventes Disolventesorg�ani
os org�ani
os super
r��ti
os org�ani
os
osto Bajo Bajo Alto Moderadodesventajas Se utilizan Se utilizan Cantidad limitada Se requieregrandes grandes de la tratamiento
antidades 
antidades muestra previode disolventes de disolventes y dependen
ia de lay es ne
esario y se requiere del tipo de muestraevaporar el �ltra
i�on matriz yextra
to analitoTabla 1.3: Cara
ter��sti
as de las prin
ipales t�e
ni
as de extra

i�on
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i�on 191.3.8. Extra

i�on asistida por mi
roondas utilizandosurfa
tantesUna nueva posibilidad de apli
a
i�on de MAE es el uso de medios mi
e-lares 
omo extra
tantes, es de
ir, la extra

i�on asistida por mi
roondas 
onutiliza
i�on de medios mi
elares, MAME.Los medios mi
elares pueden ser apli
ados para la solubiliza
i�on, extra
-
i�on y pre
on
entra
i�on de diferentes 
ompuestos presentes en diferentesmuestras medioambientales, tales 
omo suelos y sedimentos, 
on los bene-�
ios que aporta la utiliza
i�on de los mismos, 
omo son bajo 
oste, f�a
il ma-nipula
i�on y redu

i�on de los efe
tos t�oxi
os respe
to al uso de disolventesorg�ani
os (29; 30).Los surfa
tantes no i�oni
os pueden ser efe
tivos en la solubiliza
i�on y ex-tra

i�on de 
ompuestos org�ani
os desde matri
es s�olidas. Adem�as, la diso-lu
i�on de surfa
tante es 
ompatible 
on las fases m�oviles hidroorg�ani
asusualmente empleadas en 
romatograf��a l��quida de alta resolu
i�on, que sueleutilizarse 
omo t�e
ni
a �nal de an�alisis.En la Figura 1.5 se representa esquem�ati
amente el pro
eso de extra

i�onpor mi
roondas utilizando surfa
tantes.1.4. Objetivos del TrabajoLa b�usqueda de nuevos m�etodos de an�alisis, que permitan mejorar la sen-sibilidad, sele
tividad, rapidez y 
oste de los ya existentes, ha sido siempre el
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Figura 1.5: Representa
i�on del pro
eso de extra

i�on por mi
roondas 
onutiliza
i�on de surfa
tantesobjetivo de todo nuevo pro
eso anal��ti
o. En este trabajo se ha planteado, 
o-mo objetivo general, el desarrollo de nuevos m�etodos de extra

i�on y determi-na
i�on de pesti
idas organo
lorados presentes en muestras medioambientalesde diferente naturaleza, utilizando medios mi
elares 
omo extra
tantes.Entre otras ventajas, respe
to a los m�etodos 
onven
ionales, se pretende
onseguir una redu

i�on 
onsiderable en el tiempo empleado en el an�alisis delas muestras y la sustitu
i�on de los disolventes org�ani
os por otros extra
-tantes, los surfa
tantes, menos agresivos 
on el medioambiente y de menor
oste. Para optimizar este m�etodo de extra

i�on se ha utilizado un dise~noexperimental para 4 surfa
tantes diferentes (todos ellos de la familia de losPolioxiethilen) y seis pesti
idas distintos (
uatro derivados de DDT, aldr��n ydieldr��n).



2Parte Experimental
2.1. Aparatos Utilizados2.1.1. Cromatografo L��quido de Alta Resolu
i�on

Figura 2.1: Cromatografo
Para la determina
i�on 
romatogr�a�
ase utiliz�o un 
romat�ografo l��quido dealta resolu
i�on Varian (Varian Ib�eri
a,S.L. Madrid, Espa~na).Este sistema est�a 
ompuestos por una bomba Varian 240 a
oplada a unautomuestreador Varian 410 
on sele
tor de volumen de inye

i�on, un m�oduloHorno de Columna Varian (modelo 500) y un dete
tor ultravioleta-visible dediodos, tambi�en de Varian. La 
olumna utilizada fue una Varian Mi
rosorb-MV C18, 250 x 4.6 mm (
on relleno de part��
ulas de 8 �m). El software



22 2.1. Aparatos Utilizadosutilizado para la obten
i�on de los 
romatogramas y su posterior tratamientofue Star de Varian.
2.1.2. Mi
roondas

Figura 2.2: Mi
roondas
El equipo de extra

i�on 
onsisti�o enun sistema de digesti�on por mi
roon-das modelo Multiwave B30MC06A, dela mar
e Anton Paar (Graz, Austria).Este mi
roondas permite el 
ontrol detiempo y poten
ia.Est�a equipado 
on rotor 6EVAP, 
on una fre
uen
ia de 2450 MHz a po-ten
ia total, 
on 6 vasos de PFA, modelo MF100, para un volumen m�aximode 50 ml.

2.1.3. Tratamiento Estad��sti
oEl dise~no experimental utilizado en este estudio se realiz�o usando el Soft-ware Statgraphi
s Plus, versi�on 5.1 (Manugisti
, Ro
kville, MD, USA). Parael tratamiento estad��sti
o de los datos se hizo uso del SPSS 11.0 (SPSS In
.,Illinois, USA), 
on el que se 
al
ularon las 
orrela
iones par
iales y bivariadas.



2. Parte Experimental 232.2. Rea
tivosLos pesti
idas organo
lorados utilizados en este trabajo, indi
ados en laTabla 1.1, son de la mar
a Cerrilliant Corporation y fueron adquiridos enLGC Promo
hem (Bar
elona, Espa~na). El metanol utilizado para prepararlas disolu
iones, as�� 
omo la fase m�ovil, fue de la mar
a Panrea
 (Bar
elona,Espa~na). El agua utilizada (agua Milli-Q), tanto para la prepara
i�on de lasdisolu
iones de surfa
tante 
omo para la prepara
i�on de fase m�ovil, se obtienede un sistema de puri�
a
i�on de la mar
a Millipore (MA, EEUU).Los surfa
tantes polioxietil�eni
os, polioxietilen 10 lauril �eter, polioxietilen10 stearil �eter, polioxietilen 10 
etil �eter y polioxietilen 10 tride
il �eter son dela mar
a Sigma (suministrados por Sigma-Aldri
h, Madrid, Espa~na).La muestra de suelo 
erti�
ada 
onteniendo pesti
idas organo
lorados(CRM804-050), de la mar
a Resour
e Te
hnology Corporation fue sumi-nistrada por LGC Promo
hem. La 
on
entra
i�on de los pesti
idas fue 
erti�-
ada mediante los m�etodos: USEPA SW846 (3rd edition), M�etodo de Extra
-
i�on 3540A/3541 (Soxhlet), 3550 (soni
ation) and M�etodo de An�alisis 8081(31).Para la determina
i�on del 
ontenido en materia org�ani
a de los suelos seutiliz�o �a
ido sulf�uri
o del 96% riqueza, di
romato pot�asi
o y sal de Mohr(sulfato de amonio de hierro II hexahidratado), de 
alidad \pro-an�alisis" dela mar
a Panrea
.



24 2.3. Disolu
iones2.3. Disolu
ionesLas disolu
iones patr�on de los pesti
idas se prepararon disolviendo las
antidades ade
uadas de 
ada uno de ellos en metanol para 
onseguir una
on
entra
i�on de partida de 1g�L�1 y, por dilu
i�on de �estas, otras de menor
on
entra
i�on.Las disolu
iones de los surfa
tantes se obtuvieron por dilu
i�on de �estosen agua Milli-Q hasta 
onseguir una 
on
entra
i�on �nal de 10% (v/v). Lasdisolu
iones de 
on
entra
i�on inferior se preparaban por dilu
i�on de las an-teriores.2.4. Pro
edimientos Anal��ti
os2.4.1. An�alisis Cromatogr�a�
oEl an�alisis de los extra
tos de las muestras fue llevado a 
abo usandoun 
romat�ografo l��quido de alta resolu
i�on 
on dete
tor ultravioleta-visible(32). La separa
i�on y determina
i�on de los 
ompuestos bajo estudio se rea-liz�o inye
tando 30 �l de extra
to en el sistema 
romatogr�a�
o. Se midi�o laabsorban
ia de 
ada analito a su longitud de onda m�axima. Se determin�o eltiempo de reten
i�on y la longitud de onda �optima de 
ada 
ompuesto (aparta-do 3.2.1, Tabla 3.5). El eluyente usado para la separa
i�on de los seis pesti
i-das organo
lorados fue Metanol{Agua (85:15) a 
ujo iso
r�ati
o 1ml�min�1.Se obtuvo una rela
i�on lineal entre las �areas de pi
o y la 
on
entra
i�on de
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omprendido entre 100-1000 �g�L�1, 
on altos 
oe�
ientesde 
orrela
i�on (� 0:995).2.4.2. Mez
las de Surfa
tantesLos surfa
tantes usados en este estudio fueron:Polioxietilen 10 lauril ether (POLE)Polioxietilen 10 stearil etherPolioxietilen 10 
etil etherPolioxietilen 10 tride
il etherDebido a la baja solubiliza
i�on en agua de algunos de ellos a temperaturaambiente fue ne
esaria la realiza
i�on de mez
las de surfa
tantes. La mez
lasque se utilizaron para la optimiza
i�on del m�etodo fueron:70% POLE + 30% polioxietilen 10 stearil ether (mez
la stearil)70% POLE + 30% polioxietilen 10 
etil ether (mez
la 
etil)70% POLE + 30% polioxietilen 10 tride
il ether (mez
la tride
il)A su vez tambi�en se realiz�o la optimiza
ion de la extra

i�on para el POLEsolo, el 
ual si es soluble en agua a temperatura ambiente.



26 2.4. Pro
edimientos Anal��ti
os2.4.3. Extra

i�on por Mi
roondasLa muestra de 2 g de suelo, previamente a
ondi
ionada, se deposit�o en elvaso de extra

i�on y se le a~nadi�o al volumen optimizado de la disolu
i�on desurfa
tante.

Figura 2.3:Vaso Mi
roon-das

Despu�es de 
errados, los tubos se introdu-jeron en el mi
roondas y se les apli
�o lapoten
ia y tiempo previamente estable
idospara realizar el pro
eso de extra

i�on. Unavez fuera del mi
roondas, y antes de abrir-los, los vasos se dejan durante un tiempom��nimo de 10 minutos a temperatura am-biente, para que se enfr��en y evitar p�erdidaspor evapora
i�on. Se re
oge todo el l��quido so-brenadante que es �ltrado mediante �ltros dejeringa mar
a Millipore de 0.45 �m de poroy 25 mm de di�ametro, antes de ser inye
tadoen el sistema 
romatogr�a�
o.
2.4.4. A
ondi
ionamiento de las muestras de sueloLas muestras de suelo pro
edentes de distintas zonas agr��
olas de la is-la de Gran Canaria, una vez re
ogidas, se dejaron se
ar al aire durante almenos dos semanas. Tras el se
ado se tamizaron, re
ogi�endose la fra

i�on de
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orrespondiente a un tama~no inferior a 0.30 mm.Se pesaron 2 g de suelo y se llevaron a unos botes de 
ristal ambar, seles a~nadi�o el volumen ne
esario de la disolu
i�on que 
onten��a la mez
la depesti
idas y se dejaron al aire a temperatura ambiente. Estas muestras seutilizaron 24 horas despu�es del a
ondi
ionamiento.Para muestras enveje
idas realizamos el mismo pro
eso, pero se guardaronen os
uridad y 
errados durante el tiempo ne
esario (2 semanas en un 
aso y 2meses en otro). Despu�es de este tiempo de a
ondi
ionamiento, se determin�o el
ontenido de los analitos presentes en el suelo.
2.4.5. Cara
ter��sti
as de los suelos

Uso Contenido pH Cont. Condu
t.Suelo Agr��
ola Ar
illa (%) MO (%) (�S/
m)Tafira Jard��n 23.8 8.3 4.8 292San Roque Platanera 14.6 7.86 12.54 3266Sta Br��gida Pinar 12.8 5.9 3.9 483Vallese
o I Papas 32.06 4.84 4.4 202Valles. II Papas 47.29 3.91 6.21 100Tabla 2.1: Cara
ter��sti
as de los suelos estudiados



28 2.4. Pro
edimientos Anal��ti
osDetermina
i�on del 
ontenido en Materia Org�ani
aLos m�etodos que se utilizan en la a
tualidad para la determina
i�on de estepar�ametro se basan todos en la oxida
i�on de la materia org�ani
a del suelopor v��a h�umeda 
on di
romato pot�asi
o y �a
ido sulf�uri
o. Por su amplitud deapli
a
i�on en las 
ondi
iones m�as variadas, el m�etodo de Sauerlandt (33) fueel m�etodo utilizado para determinar el 
ontenido de 
arbono en las muestrasde suelo estudiadas.Se tom�o 1 gramo de 
ada una de las tierras, despu�es de dejarlas se
ar atemperatura ambiente. Tras tamizarla, la muestra de suelo ten��a un tama~node grano inferior a 0.3 mm. Se introdujeron en un vaso de pre
ipitado de250 mL y se a~nadieron 50 mL de �a
ido sulf�uri
o 
on
entrado. La muestra sedej�o en 
onta
to 
on el �a
ido de 5 a 10 minutos, a temperatura ambiente.Posteriormente, se a~nadi�o, lentamente, agitando y enfriando bajo el grifo,25 mL de una disolu
i�on 2 N de di
rom�ato pot�asi
o. A 
ontinua
i�on se 
a-lent�o durante hora y media la mez
la a una temperatura de 125oC. Despu�esde refrigerar la disolu
i�on, se enras�o en un matraz a 250 mL 
on agua des-tilada agitando 
onvenientemente. Se tomaron 10 mL de esta disolu
i�on yse pasaron a un erlenmeyer; se a~nadieron 100 mL de agua destilada, 3 gotasde �a
ido fosf�ori
o y 5 gotas de disolu
i�on de difenilamina. Posteriormentese valor�o 
on sal de Mohr 0,2 N el ex
eso de di
romato pot�asi
o que norea

ion�o 
on la materia org�ani
a.Para determinar el 
ontenido de 
arbono hay que tener en 
uenta que1 miliequivalente de di
romato pot�asi
o equivale a 3 miligramos de 
ar-



2. Parte Experimental 29bono. Los resultados obtenidos para los tres tipos de suelo se muestran en laTabla 2.1.Determina
i�on del pHDebido a la naturaleza s�olida de la matriz, el pH del suelo es el quese obtiene poten
iom�etri
amente en la suspensi�on obtenida por agita
i�ondel suelo 
on agua. El tiempo de agita
i�on y de de
anta
i�on elegido debeser su�
iente para asegurar que el suelo en suspensi�on haya al
anzado elequilibrio qu��mi
o 
on la fase l��quida 
uando se reali
e la le
tura del pH. Alser suelos org�ani
os se tomaron 5 g de tierra 
on 20 mL de agua destilada;agitamos durante 1 minuto y dejamos de
antar durante media hora (34). LospH medidos se muestran en la Tabla 2.1.Granulometr��a { Determina
i�on del Tama~no de GranoEl 
ono
imiento de la 
omposi
i�on granulom�etri
a del suelo es fundamen-tal en nuestro estudio, puesto que la distribu
i�on de las part��
ulas del sueloen fun
i�on de su tama~no tiene una gran in
uen
ia en el 
omportamientof��si
o y qu��mi
o de los 
ontaminantes. Para determinar el tama~no de granode las muestras de suelo se tamizaron 
ada una de ellas 
on tami
es de alam-bre de tama~nos 
omprendidos entre 0.3 y 0.1 mm. Despu�es de dese
har lasfra

iones superiores a 0.3 mm se obtuvo la distribu
i�on granulom�etri
a quese re
oge en la Tabla 2.2.



30 2.4. Pro
edimientos Anal��ti
osTama~no de Grano (%)Suelo 0.3 mm 0.2 mm 0.15 mm �0.1mmTafira 44.4 17.2 14.6 23.8San Roque 52.1 20.0 13.2 14.6Sta Br��gida 56.5 17.8 12.8 12.8Vallese
o I 36.33 16.43 15.19 32.06Valles. II 25.16 13.17 14.38 47.29Tabla 2.2: Composi
i�on granulom�etri
a de los suelosDetermina
i�on de la Condu
timetr��aEl an�alisis 
ondu
tim�etri
o de las muestras se realiz�o de una maneraequivalente a las medidas de pH, siguiendo el mismo pro
edimiento que sere
oge en el apartado anterior. Los resultados obtenidos para 
ada una delas tierras se re
ogen en la Tabla 2.1.



3Resultados y Dis
usi�on
En el desarrollo de nuevos m�etodos anal��ti
os es importante estable
eraquellos valores de las variables experimentales que puedan in
uir en la se~nala medir. En este sentido, una parte importante de los estudios a desarro-llar se han dirigido a la optimiza
i�on de estos fa
tores. Cuando se utilizala metodolog��a de extra

i�on asistida por mi
roondas (MAE) los fa
toresprin
ipales que deben tenerse en 
uenta a la hora de optimizar di
ho m�etodoson aquellos que pueden tener alguna in
uen
ia, no solo sobre los analitosen estudio, sino tambi�en sobre la matriz en la que se en
uentran y sobre elextra
tante utilizado en el pro
eso.La optimiza
i�on de la metodolog��a MAME se ha realizado para una mez-
la de seis pesti
idas organo
lorados 
on 4 tipos de surfa
tantes diferentes.Se estudiaron los siguientes fa
tores:Volumen de surfa
tanteCon
entra
i�on de surfa
tante



32 3.1. Optimiza
i�on de la extra

i�on MAMEPoten
ia de irradia
i�onTiempo de irradia
i�onEn las estrategias tradi
ionales, para al
anzar las 
ondi
iones �optimas detrabajo solo se 
ambia una variable 
ada vez, mientras permane
en 
ons-tantes el resto de los fa
tores. Esta aproxima
i�on requiere un gran n�umerode experien
ias, y no permite el an�alisis de los 
ambios en algunas de lasrespuestas que pueden tener lugar 
uando dos o m�as fa
tores se modi�
ansimult�aneamente. El dise~no experimental 
onstituye una alternativa a estasestrategias, permitiendo que se puedan variar simult�aneamente los fa
toresa la vez que se estudian sus efe
tos (35).3.1. Optimiza
i�on de la extra

i�on MAMELa optimiza
i�on de los fa
tores antes se~nalados se llev�o a 
abo 
on unatierra agr��
ola pro
edente de Vallese
o (Gran Canaria) para el 
aso de lamez
la 
etil y stearil, y una tierra de Ta�ra (Gran Canaria) para el 
asode la mez
la tride
il y POLE. Se utilizaron 2 g de tierra 
on un tama~no degrano inferior a 0.30 mm. Para la optimiza
i�on de todas las variables se uti-liz�o un dise~no experimental de tipo fa
torial en varias fases (27). La primerafase 
onsisti�o en un dise~no fa
torial 24 (siendo 4 el n�umero de variables aoptimizar) el 
ual permite obtener la in
uen
ia que tiene 
ada variable en lare
upera
i�on y las posibles intera

iones existentes entre las variables.
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usi�on 33
Muestra Poten
ia Tiempo Volumen Con
entra
i�on(W) (min) Surfa
tante (ml) Surfa
tan. (%)1 100 14 5 12 800 2 15 53 100 2 5 54 800 14 15 15 800 14 5 56 100 2 15 17 800 2 5 18 100 14 15 59 100 2 15 510 100 2 5 111 800 14 15 512 800 2 5 513 100 14 15 114 800 14 5 115 100 14 5 516 800 2 15 1Tabla 3.1: Dise~no Experimental Ini
ial



34 3.1. Optimiza
i�on de la extra

i�on MAMECon este dise~no se obtiene un total de 16 posibles ensayos. Los par�ametrosutilizados y sus valores se re
ogen en la Tabla 3.1.El dise~no se realiz�o de tal forma que las muestras se analizon de maneraaleatoria para evitar la in
uen
ia de variables o
ultas. En todos los 
asos lasmuestras se realizaron por dupli
ado.Con este dise~no lo que se obtiene es una tabla de 
orrela
iones, donde seobservan las 
orrela
iones de 
ada variable 
on la re
upera
i�on (
orrela
i�onpar
ial) y las 
orrela
iones de las variables entre s�� (
orrela
i�on bivariada).Para el 
aso de la mez
la 
etil las 
orrela
iones indi
aron que la variableque m�as in
uye en la re
upera
i�on para la mayor��a de los 
ompuestos, es la
on
entra
i�on de surfa
tante, que el volumen pr�a
ti
amente no in
uye en lare
upera
i�on y las variables m�as rela
ionadas entre s�� son la poten
ia y la 
on-
entra
i�on (ver Tabla 3.2). Para el resto de los surfa
tantes las 
orrela
ionesobtenidas en todos los 
asos indi
aron lo mismo.4,4'-DDD Dieldrin 4,4'-DDT 2,4'-DDT 4,4'-DDE AldrinPoten
ia 0.245 0.331 0.239 0.05 0.366 0.322Tiempo -0.008 0.403 -0.006 -0.055 0.249 0.201Vol.Surf -0.091 -0.069 -0.246 -0.336 -0.090 -0.808Con.Surf 0.587 0.197 0.599 0.595 0.538 0.248Pt x Con -0.1832 -0.1474 -0.1838 -0.0371 -0.2504 -0.2429Tp x Con 0.0056 -0.0088 -0.0048 0.0408 -0.1638 0.0980Pt x Tp 0.0019 -0.0717 0.0016 0.0028 -0.1009 0.0842Tabla 3.2: Correla
iones entre variables



3. Resultados y Dis
usi�on 353.1.1. Efe
to del Volumen de Surfa
tanteEl volumen de surfa
tante, a pesar de haber sido in
luido en el dise~noexperimental ini
ial, obteni�endose que esta variable no afe
taba a la re
u-pera
i�on, hay que estudiarlo de manera independiente, ya que es un fa
torin
uen
iado a su vez por otras variables.En un estudio posterior al dise~no experimental se analizaron 
�omo dife-rentes vol�umenes de surfa
tantes pod��an afe
tar a la re
upera
i�on. Para esteestudio se tomaron: 5, 7, 8 y 10 ml de surfa
tante.Los resultados indi
aron que vol�umenes inferiores a 7 ml no son su�
ientespara impregnar de manera homog�enea la muestra (2 g de tierra) y que elinter
ambio de analitos entre la matriz y el surfa
tante se produjese de unamanera e�
iente, y vol�umenes superiores a 10 ml provo
aban un indeseableaumento de la temperatura 
uando era sometido a la radia
i�on mi
roondas.Por ello, al tratarse de un intervalo de estudio muy estre
ho (7-10 ml) se�j�o un volumen intermedio para todo el pro
eso de optimiza
i�on: 8 ml.3.1.2. Efe
to de la Con
entra
i�on de Surfa
tanteLa e�
ien
ia del surfa
tante para extraer los analitos presentes en lasmuestras de suelo depender�a, entre otros fa
tores, del n�umero de mi
elaspresentes en la disolu
i�on del mismo, es de
ir, de la 
on
entra
i�on del surfa
-tante.En el dise~no experimental ini
ial se obtuvo que la variable que m�as in-
uen
ia tiene en la re
upera
i�on es la 
on
entra
i�on de surfa
tante, y que
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i�on de la extra

i�on MAMEa su vez, esta variable est�a rela
ionada 
on la poten
ia del mi
roondas (verTabla 3.2), por tanto, para obtener el valor de 
on
entra
i�on �optima de sur-fa
tante ser�a ne
esario apli
ar un dise~no fa
torial 32 
on dupli
ado en elpunto 
entral, donde 2 es el n�umero de variables, en este 
aso representa la
on
entra
i�on y la poten
ia.El dise~no experimental estudiado para la mez
la de surfa
tante stearil
onsisti�o en un dise~no de 10 muestras, 
on el que se obtuvo una super�
ie derespuesta 
on la 
ual poder 
al
ular el m�aximo de la variable (ver Tabla 3.3).Para el resto de los surfa
tantes el dise~no fa
torial fue similar.Muestra Poten
ia Con
entra
i�on(W) Surfa
. (%)1 100 52 1000 53 100 14 1000 15 550 36 550 57 1000 38 100 39 550 110 550 3Tabla 3.3: Par�ametrs super�
ie de respuesta poten
ia-
on
entra
i�on sur-fa
tante



3. Resultados y Dis
usi�on 37La Figura 3.1 muestra los por
entajes de re
upera
i�on obtenidos para
on
entra
iones de surfa
tantes 
omprendidas entre 1 y 5% (v/v) y poten
iasentre 100 y 1000 vatios para todos los surfa
tantes estudiados. En las gr�a�
asse ha representado en todos los 
asos el mismo analito (4,4'-DDT), pero todospresentan una tenden
ia similar.
Mezcla Cetil Mezcla Stearil

Mezcla Tridecil POLE

Figura 3.1: Super�
ies de respuesta poten
ia-
on
entra
i�on para los sur-fa
tantes estudiadosEl resultado obtenido fue el mismo para todos los surfa
tantes, la 
on-
entra
i�on �optima de surfa
tante es 5%(v/v) (ver Figura 3.1).



38 3.1. Optimiza
i�on de la extra

i�on MAME3.1.3. Poten
ia y Tiempo de irradia
i�onA pesar de que en el dise~no experimental ini
ial no se observa una 
lararela
i�on entre las variables poten
ia y tiempo, debido a la in
uen
ia queprodu
en ambos en la temperatura (variable se
undaria no 
onsiderada enel dise~no pero que s�� ha sido 
ontrolada a lo largo de todo el estudio) se
onsider�o ne
esario in
luirlas a ambas en un dise~no fa
torial 32 de tal formaque pudiesemos optimizar ambas variables 
onjuntamente.Muestra Poten
ia Tiempo(W) (min)1 1000 82 1000 23 1000 144 500 25 750 146 750 87 500 148 750 29 750 810 500 8Tabla 3.4: Par�ametros super�
ie de respuesta poten
ia-tiempoEl dise~no experimental estudiado para la mez
la de surfa
tante tride
ilviene representado en la Tabla 3.4. Para el resto de los surfa
tantes el dise~no
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usi�on 39fa
torial fue similar.
Mezcla Cetil

Mezcla Stearil

Mezcla Tridecil
POLE

Figura 3.2: Super�
ies de respuesta poten
ia-tiempo para los surfa
-tantes estudiadosLa Figura 3.2 muestra los valores �optimos de poten
ia y tiempo para 
adasurfa
tante. En las gr�a�
as se ha representado en todos los 
asos el mismoanalito (4,4'-DDT), pero todos presentan una tenden
ia similar.Estos valores �optimos para 
ada surfa
tante son:Mez
la Cetil : 750 W - 14 minutosMez
la Stearil : 775 W - 8 minutos
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os y valida
i�onMez
la Tride
il : 1000 W - 8 minutosPOLE : 1000 W - 14 minutos3.2. Par�ametros anal��ti
os y valida
i�on3.2.1. An�alisis Cromatogr�a�
oEl an�alisis de las muestras extra��das se realiz�o usando un 
romatografol��quido de alta resolu
i�on 
on dete

i�on ultravioleta-visible (32).La separa
i�on y determina
i�on de los 
ompuestos bajo estudio se llev�o a
abo inye
tando 30 �l de extra
to en el 
romat�ografo l��quido y se midi�o laabsorban
ia de 
ada analito, 
orrespondiente a la m�axima absorban
ia. Eltiempo de reten
i�on y la longitud de onda para 
ada 
ompuesto se enumeranen la Tabla 3.5.El 
romatograma obtenido para la mez
la de seis pesti
idas utilizando lamez
la 
etil 
omo extra
tante, se muestra en la Figura 3.3. Se puede obser-var que la fase movil usada permite una buena separa
i�on de los analitos 
on
ortos tiempo de an�alisis. Los 
romatogramas obtenidos para el resto de sur-fa
tantes fueron similares. En el 
romatograma se observa que la separa
i�onentre pi
os es su�
iente para 
uanti�
ar satisfa
toriamente los diferentes ana-litos. Adem�as, la se~nal del surfa
tante apare
e en los primeros 5 minutos de
romatograma, por lo que no inter�ere en los pi
os de inter�es.
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No Compuesto � TR(nm) (min)1 4,4'-DDD 238 8.42 Dieldr��n 220 9.53 4,4'-DDT 238 13.34 2,4'-DDT 238 14.75 4,4'-DDE 238 16.66 Aldr��n 220 18.1Tabla 3.5: Lista de pesti
idas organo
lorados, longitudes de onda y tiem-pos de reten
i�on
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Figura 3.3: Cromatograma del extra
to de muestras de suelo de Vallese
outilizando mez
la 
etil 
omo surfa
tante



42 3.2. Par�ametros anal��ti
os y valida
i�on3.2.2. Par�ametros Anal��ti
osPara determinar la pre
isi�on del m�etodo de extra

i�on propuesto se rea-liz�o un estudio estad��sti
o del mismo 
on seis muestras de suelo de Vallese
opara el 
aso de la mez
la 
etil y stearil y de Ta�ra para el 
aso de la mez
latride
il y POLE. Las muestras se a
ondi
ionaron 
on la mez
la de seis pes-ti
idas organo
lorados, de manera que la 
on
entra
i�on �nal de 
ada uno deellos fuese la misma que la utilizada en el pro
eso de optimiza
i�on.Estas muestras fueron sometidas al pro
eso 
ompleto de extra

i�on asis-tida por mi
roondas, 
on los 
uatro surfa
tantes estudiados, y a la posteriorsepara
i�on y determina
i�on por HPLC 
on dete

i�on UV.Desvia
i�on Est�andard Relativa (%)Analito Mez
la Cetil Mez. Stearil Mez. Tride
il POLE4,4'-DDD 8.43 9.66 6.07 7.43Dieldr��n 7.09 9.73 4.10 5.514,4'-DDT 6.53 5.22 7.22 7.282,4'-DDT 5.18 7.5 8.78 8.424,4'-DDE 7.45 8.25 6.41 7.94Aldr��n 5.38 9.08 8.55 9.18Tabla 3.6: Valores de desvia
i�on est�andard relativa (%) obtenida para lamez
la de seis pesti
idas tras apli
ar MAMEA estas muestras se les 
al
ularon las desvia
iones est�andares relati-vas obtenidas para todos los 
ompuestos 
on 
ada uno de los surfa
tantes
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usi�on 43(Tabla 3.6) y los l��mites de dete

i�on (Tabla 3.7). Los l��mites de dete

i�onse 
al
ularon 
omo 3 ve
es la 
on
entra
i�on 
orrespondiente a la se~nal delruido para 
ada pesti
ida (36), y var��a entre 20 y 200 �g�L�1 para todos los
ompuestos estudiados. L��mites de Dete

i�on (�g�L�1)Analito Mez
la Cetil Mez. Stearil Mez. Tride
il POLE4,4'-DDD 27 67 25 16Dieldr��n 198 183 173 624,4'-DDT 41 43 51 422,4'-DDT 21 71 54 204,4'-DDE 33 37 23 17Aldr��n 201 148 149 128Tabla 3.7: L��mites de dete

i�on obtenidos para la mez
la de seis pesti
idastras apli
ar MAME3.2.3. Valida
i�on del m�etodo 
on una muestra de suelo
erti�
adaAlgunos autores 
onsideran que las re
upera
iones obtenidas 
on mues-tras enrique
idas no son 
omparables a las obtenidas 
on muestras realesdebido a los pro
esos e intera

iones que tienen lugar en este tipo de mues-tras (37).Los analitos a~nadidos son ligeramente retenidos en la super�
ie de la ma-
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os y valida
i�ontriz, mientras que los 
ontaminantes nativos son m�as fuertemente retenidosen el interior de los poros de la matriz. Por ello, los resultados obtenidosen la e�
ien
ia de la extra

i�on en muestras a
ondi
ionadas pueden ser so-breestimados. Esta es la raz�on por la que es importante validar el pro
eso deextra

i�on desarrollado apli
�andolo a un material 
erti�
ado.Con este �n, se adquiri�o un material de referen
ia 
erti�
ado 
ontenien-do 
uatro de los pesti
idas estudiados (CRM804-050). La muestra de suelopro
ede de una regi�on agr��
ola al Oeste de los Estados Unidos. Las 
on
entra-
iones de 
ada uno de los pesti
idas fue 
erti�
ada mediante USEPA SW846(3rd edi
i�on), m�etodo de extra

i�on 3540A/3541 (soxhlet), 3550 (soni
a
i�on)y m�etodo de an�alisis 8041 (31).La Tabla 3.8 muestra los pesti
idas presentes en la muestra, los valoresde 
on
entra
i�on medios 
erti�
ados, la desvia
i�on est�andar relativa de estas
on
entra
iones, los intervalos de 
on�anza para 
ada uno de los 
ompuestosy los intervalos de predi

i�on.Valor Refer. SD Int.Con�anza Int.Predi

i�onCompuesto (�g/g) (�g/g) (�g/g) (�g/g)4,4'-DDD 1.531 0.476 1.294-1.767 0.499-2.562Dieldr��n 1.863 0.655 1.539-2.186 0.437-3.2884,4'-DDT 1.060 0.275 0.926-1.195 0.465-1.6554,4'-DDE 1.520 0.410 1.325-1.715 0.633-2.407Tabla 3.8: Datos del material 
erti�
ado CRM804-050



3. Resultados y Dis
usi�on 45En la Figura 3.4 se muestra el 
romatograma obtenido a partir de unextra
to de este material 
erti�
ado despu�es de apli
ar la extra

i�on asistidapor mi
roondas a una muestra del mismo, utilizando POLE 
omo extra
-tante.
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Figura 3.4: Cromatograma del extra
to obtenido del material 
erti�
adoEn la Tabla 3.9 se muestran las 
on
entra
iones obtenidas de los pesti
i-das al apli
ar MAME al material 
erti�
ado 
on 
ada uno de los surfa
tantesestudiados junto 
on el valor de desvia
i�on est�andar de 
ada valor. Se uti-lizaron dos gramos de muestra y se les apli
�o las 
ondi
iones optimizadasde poten
ia y tiempo para 
ada surfa
tante. Como se puede observar, las
on
entra
iones obtenidas est�an, para todos los surfa
tantes, dentro del in-tervalo de 
on�anza esperado, salvo para la mez
la tride
il en la que las
on
entra
ione obtenidas se en
uentran dentro del intervalo de predi

i�ondado, indi
ando que el pro
edimiento de extra

i�on propuesto es v�alido paraeste tipo de matriz.
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a
i�on de MAME a diferentes muestras de suelosCon
entra
i�on En
ontrada (�g/g)Comp. Mez
la Cetil Mez. Stearil Mez. Tride
il POLE4,4'-DDD 1.582�0.163 1.733�0.009 1.275�0.010 1.363�0.040Dieldr��n 1.862�0.092 2.242�0.084 1.792�0.040 1.546�0.1124,4'-DDT 0.917�0.067 1.079�0.015 0.794�0.019 0.840�0.0104,4'-DDE 1.099�0.118 1.502�0.022 1.114�0.040 1.323�0.059Tabla 3.9: Extra

i�on de pesti
idas usando MAME del material 
erti�-
ado CRM804-0503.3. Apli
a
i�on de MAME a diferentes mues-tras de suelosTras optimizar los fa
tores de los que depende el m�etodo de extra

i�onpor mi
roondas y validar el m�etodo 
on una muestra 
erti�
ada, diferentesmuestras de suelos fueron sometidas a las 
ondi
iones �optimas para 
adasurfa
tante. Estos suelos pro
eden de diferentes zonas de la isla de Gran Ca-naria y presentan 
ara
ter��sti
as diferentes: tama~no de grano, por
entaje demateria org�ani
a, 
ondu
tividad y pH, des
ritas previamente en la Tabla 2.1en el apartado 2.4.5. Las muestras fueron previamente a
ondi
ionadas, tal y
omo se expli
a en el apartado 2.4.4, 
on la mez
la de seis pesti
idas orga-no
lorados. En la Figura 3.5 se muestran los 
romatogramas de los extra
tosde muestras de suelo de Ta�ra sin a
ondi
ionar y a
ondi
ionada 
on la mez-
la de pesti
idas usando POLE 
omo extra
tante. En la Figura 3.5.a puede
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usi�on 47observarse la intensa se~nal que produ
en los 
omponentes polares de la tie-rra, a pesar de su intensidad, al apare
er al prin
ipio del 
romatograma nointer�ere 
on los pi
os de inter�es. A su vez en esta misma �gura apare
eun pi
o po
o intenso a los 11.7 min, pero no inter�ere 
on ninguno de los
ompuestos estudiados. En la Figura 3.5.b se ha 
ortado la se~nal ini
ial parapoder observar mejor los pi
os.
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Figura 3.5: Cromatogramas de los extra
tos sin a
ondi
ionar (a) ya
ondi
ionada (b) 
on pesti
idasLas re
upera
iones obtenidas utilizando la tierra de Sta Br��gida para los



48 3.3. Apli
a
i�on de MAME a diferentes muestras de suelos
uatro surfa
tantes se muestran en la Figura 3.6. En di
ha tabla se puedeobservar que, en general, las re
upera
iones son buenas para todos los sur-fa
tantes.
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Figura 3.6: Re
upera
i�on obtenida 
on la tierra de Sta Br��gida para los
uatro surfa
tantes
3.3.1. In
uen
ia de las 
ara
ter��sti
as de la matrizCon el �n de estudiar la in
uen
ia de las 
ara
ter��sti
as del suelo en elpro
eso de extra

i�on se apli
�o el pro
edimiento MAME a distintas tierras
on diferente 
ontenido en materia org�ani
a, pH, granulometr��a y 
ondu
-tividad (ver Tabla 2.1). El m�etodo optimizado fue usado para determinarla extra

i�on de los pesti
idas organo
lorados desde 
in
o tipos distintos desuelos agr��
olas a
ondi
ionados previamente 
on la mez
la de pesti
idas. La
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on
entra
i�on a~nadida para el a
ondi
ionamiento se es
ogi�o entre los nivelest��pi
os de pesti
idas que pueden o
urrir en suelos 
ontaminados (6; 38). Elsuelo fue a
ondi
ionado y dejado en os
uridad a temperatura ambiente du-rante 24 horas antes del an�alisis. Los resultados obtenidos para el surfa
tantemez
la stearil se muestran en la Figura 3.7, donde puede observarse que lasre
upera
iones var��an en fun
i�on del tipo de suelo.
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Figura 3.7: Re
upera
iones obtenidas 
on las distintas tierras usandomez
la stearil 
omo extra
tanteLas tierras 
on alto 
ontenido en materia org�ani
a (San Roque) tiene bue-nas re
upera
iones (ver Figura 3.7) debido a que el surfa
tante puede tambi�enextraer sustan
ias h�umi
as, las 
uales pueden estar aso
iadas qu��mi
amentea los pesti
idas (39). Estas re
upera
iones pueden disminuir 
uando las tem-peraturas son muy altas debido a la degrada
i�on de la materia org�ani
a, este



50 3.3. Apli
a
i�on de MAME a diferentes muestras de suelosfen�omeno se observ�o en las 
ondi
iones m�as extremas del dise~no experimen-tal.La granulometr��a del suelo es un fa
tor muy importante en los pro
esos deabsor
i�on y adsor
i�on de los pesti
idas en el suelo (40). El material ar
illosoes la fra

i�on, 
on diferen
ia, que m�as in
uye en los pro
esos de absor
i�onde las 
uatro fra

iones que 
omponen prin
ipalmente un suelo: ar
illa, limo,arena y grava; en este estudio las gravas se han retirado al tamizar la muestra.La ar
illa produ
e la mayor absor
i�on al ser el material m�as �no, 
on mayorrela
i�on super�
ie/volumen y 
on alta 
arga super�
ial (41). Este he
ho tieneun efe
to relevante en la re
upera
i�on, entre mayor es la 
antidad de materialar
illoso menor es la re
upera
i�on. En la Figura 3.7 se observa que los suelos
on los que menor re
upera
i�on se obtiene es 
on Vallese
o I y Vallese
o II,siendo ambos los que mayor por
entaje de material ar
illoso tienen.La 
ondu
tividad de los suelos es un fa
tor que afe
ta dire
tamente a latemperatura que se obtiene en el interior de los vasos al apli
ar MAME. Latemperatura es una variable que a pesar de no haber sido in
luida en el dise~noexperimental se 
ontrol�o en todo momento, y se observ�o que la temperatura�optima de extra

i�on variaba de un surfa
tante a otro entre un rango de130oC a 160oC. Pero el he
ho m�as notable rela
ionado 
on la temperaturase observ�o en las apli
a
iones. Las tierras 
on alta 
ondu
tividad (
omo SanRoque) al
anzaban esta temperatura de extra

i�on 
on poten
ias menoresa las optimizadas; de he
ho, si se apli
aba la poten
ia �optima aumentabaex
esivamente la temperatura y disminu��a la re
upera
i�on. Se observ�o quela 
ondu
tividad y la temperatura eran variables que ten��an una 
orrela
i�on
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usi�on 51logar��tmi
a, para el 
aso del surfa
tante mez
la stearil por ejemplo est�a 
o-rrela
i�on ven��a dada por la e
ua
i�on y = 9:2032lnx + 93:7 donde y es latemperatura y x la 
ondu
tividad, 
on un 
oe�
iente de 
orrela
i�on R2 =0:980. Como 
onse
uen
ia de este he
ho, para realizar las apli
a
iones 
on latierra San Roque fue ne
esario disminuir para 
ada surfa
tante la poten
iaun 30% 
on respe
to a la optimizada (
al
ulado a partir de las e
ua
ionesde 
orrela
i�on).3.3.2. In
uen
ia del enveje
imiento de las muestras desueloCuando se realiza la extra

i�on de 
ontaminantes de muestras de suelos,los por
entajes de extra

i�on disminuyen 
on el tiempo de enveje
imiento(42; 43). Esto es debido a que a medida que aumenta el tiempo de 
onta
toentre los analitos y las part��
ulas del suelo las fuerzas que se estable
en entreambos son diferentes. En la primeras etapas los analitos son in
orporadosmediante adsor
i�on, es de
ir, quedan retenidos en la super�
ie externa delas part��
ulas del suelo, prevale
iendo las fuerzas de van der Waals. Estasfuerzas, las m�as d�ebiles entre las intera

iones mole
ulares, aumentan suintensidad 
on el tama~no de la part��
ula, por lo que este fa
tor tiene 
iertain
uen
ia en la adsor
i�on de los analitos. A medida que trans
urre el tiempo,las mol�e
ulas de los 
ontaminantes se in
orporan a la estru
tura interna delas part��
ulas del suelo. A este fen�omeno de le denomina absor
i�on. A ve
esse utiliza tambi�en el t�ermino \se
uestra
i�on" para referirse a este me
anismo
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a
i�on de MAME a diferentes muestras de suelos(44; 45).La in
uen
ia del tiempo de enveje
imiento en la extra

i�on de los pesti
i-das organo
lorados en suelos fue estudiada analizando muestras de los 
in
otipos de suelos en diferentes per��odos de tiempo, hasta nueve semanas despu�esde ser a
ondi
ionadas. El a
ondi
ionamiento de las muestras se realiz�o de lamisma forma que para las muestras fres
as.En la Figura 3.8 se muestran las re
upera
iones obtenidas para la tierraVallese
o I 
on surfa
tante mez
la 
etil a las 24 horas (muestra fres
a), 2semanas y 2 meses despu�es de su a
ondi
ionamiento.
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iones obtenidas 
on Vallese
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imientoLos resultados obtenidos 
on el estudio de enveje
imiento de las muestras
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an que, tal y 
omo se esperaba, las re
upera
iones disminuyen 
on eltiempo para todos los 
ompuestos, lo 
ual se puede expli
ar por pro
esos deabsor
i�on. En algunos 
asos se observ�o que la disminu
i�on en la re
upera
i�onpr�a
ti
amente se estabilizaba a las 2 semanas, pudiendo deberse a que estospro
esos o
urriensen en di
ho per��odo. Adem�as, ninguno de los metabolitosdel DDT in
rement�o 
on el tiempo, lo que permite asegurar que no est�ano
urriendo pro
esos de degrada
i�on en las 9 semanas que dur�o el estudio.Los resultados obtenidos al apli
ar MAME al resto de las tierras 
on los
uatro surfa
tantes fueron similares a los que se muestran en el Figura 3.8.Estos resultados indi
an que el m�etodo desarrollado permite determinarla presen
ia de pesti
idas en muestras reales y muestran la viabilidad delm�etodo 
omo alternativa a los m�etodos 
onven
ionales.





4Con
lusiones
De los estudios realizados en el presente trabajo se pueden extraer lassiguientes 
on
lusiones:1. Se desarrolla un m�etodo de extra

i�on de pesti
idas 
ontenidos en mues-tras s�olidas, basado en 
ombinar el poder de solubiliza
i�on de los sur-fa
tantes y la a

i�on de la radia
i�on de mi
roondas en un re
ipiente
errado. Para 
ada surfa
tante se optimizaron los par�ametros de losque depende el pro
eso, es de
ir, la 
on
entra
i�on y el volumen desurfa
tante y las 
ondi
iones de irradia
i�on del mi
roondas, tiempo ypoten
ia. La optimiza
i�on de las variables se llev�o a 
abo utilizando undise~no fa
torial debido a la intera

i�on entre las mismas.2. Los valores obtenidos en optimiza
i�on de 
ondi
iones muestran que elvolumen de la disolu
i�on de surfa
tante debe ser su�
iente 
omo paraque toda la muestra quede humede
ida, un valor de 8 ml es su�
ientepara que el pro
eso o
urra de manera e�
iente. Aumentar el volumende la disolu
i�on de surfa
tante, por en
ima de los valores indi
ados,



56 no mejora la e�
ien
ia de la extra

i�on, pero s�� supone un aumentoindeseable de la temperatura en el interior de los vasos del mi
roondas.3. Para la extra

i�on de pesti
idas en muestras de suelos es ne
esariotener en 
uenta las 
ara
ter��sti
as de la matriz, fundamentalmente el
ontenido en materia org�ani
a y la textura de la misma. Dentro delos valores elegidos para nuestro estudio, la granulometr��a de la matrizse mostr�o 
omo el fa
tor que m�as in
uen
ia ten��a sobre el pro
eso deextra

i�on.4. Los resultados obtenidos en la extra

i�on de pesti
idas en muestras desuelos son bastante satisfa
torios 
on los 
uatro surfa
tantes utiliza-dos, si bien, la mez
la tride
il presenta valores m�as bajos que los otrossurfa
tantes.5. Para validar el m�etodo de extra

i�on de pesti
idas en muestras de sue-lo mediante la extra

i�on mi
elar asistida por mi
roondas, se apli
�o elm�etodo desarrollado a una muestra 
erti�
ada que 
onten��a los pesti
i-das objeto de estudio. Para todos los surfa
tantes los resultados fueronsatisfa
torios.6. Los por
entajes de re
upera
i�on obtenidos 
on muestras enveje
idas,previamente enrique
idas 
on la mez
la de pesti
idas, disminuyen 
onel tiempo de a
ondi
ionamiento. En algunos 
asos la re
upera
i�on nodisminuye notablemente pasadas las 2 primeras semanas, y en ning�un
aso aumentan los metabolitos de degrada
i�on; lo que indi
a que el



4. Con
lusiones 57pro
eso que est�a o
urriendo es la absor
i�on y adsor
i�on de los analitosen el suelo, pero no su degrada
i�on.7. La utiliza
i�on de MAME en la extra

i�on de pesti
idas organo
loradosen suelos pone de mani�esto que di
ha t�e
ni
a es una buena alternativaa los m�etodos 
onven
ionales. Las prin
ipales ventajas del pro
eso sonla redu

i�on de la 
antidad de muestra ne
esaria para el an�alisis, lasustitu
i�on de disolventes org�ani
os por otros extra
tantes menos t�oxi-
os y m�as baratos, la 
ompatibilidad entre el extra
to y la fase m�ovilen 
romatograf��a l��quida, la posibilidad de realizar de forma simult�aneaun n�umero elevado de extra

iones y, espe
ialmente, una 
onsiderableredu

i�on en el tiempo de an�alisis.
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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 µg·L-1 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 

 1

mailto:jsantana@dqui.ulpgc.es


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-1 and stored in 
amber bottles at 4ºC. 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 Química S.A. (Barcelona, Spain). 
 All solvents and analytes were filtered through a 0.45 µm 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. 

Nº Compound Abbreviation λ (nm) tR (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 4,4’- Dichlorodiphenyldichloroethylene 4,4’-DDE 238 16.6 

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 
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was a Varian Microsorb-MV 100 C18, 250X4.6 mm, 8 µm particle diameter. The 
analytical column was inserted in the column module and thermostated at 30 ± 0.2 º 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 (%) 
Soil 

0.3 mm  0.2 mm 0.15mm ≤0.1 mm 
pH 

Organic 
matter 

(%) 
Conductivity 

(µS/cm) 

Tafira 44.4 17.2 14.6 23.8 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 µg/g and with a volume of Aldrin and Dieldrin solutions to 
obtain a concentration of each analytes of 2 µg/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 µm 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 µl of extract into the liquid 
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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-1. A linear relationship was obtained between peak areas and the analyte 
concentrations in the range of 100-1000 µg·L-1, with high correlation 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 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 23 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 
(W) 

Time 
(min) 

Surfactant 
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 2 1 

7 100 2 5 

8 100 2 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 
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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). 

 

 
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 
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(8 ml), surfactant concentration (5%, v/v) and soil amount (2 g).  The concentration of 
pesticides spiked was also kept constant as were indicated. 
 
 

 
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 147ºC. 
 
 
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.  

 
Figure 3. Chromatogram of an extract of a spiked Tafira soil after MAME procedure.  

Chromatographic conditions as described in the text, λ=238 nm. The numbering refers to table 1. 
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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 µg·L-1. A linear relationship was obtained between peak areas and the analyte 
concentrations, with high correlation coefficients (≥0.995). 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 µg·L-1 for all compounds studied. 
 
 

Table 5.  Average recoveries and relative standard  
deviations for studied pesticides from Tafira* 
Compound Recovery (%) RSD (%) LOD (µg·L-1) 

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

Compound Reference Valueb R.S.D Prediction 
Interval 

Amount found 

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 

aAll values are expresed in µg/g 
bThe 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 29th 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 µg·L-1 for the pesticides studied. The 
proposed method was applied to a reference soil sample and to aged soils. 
Keywords: organochlorine pesticides; micellar medium; extraction methods; microwave; soils; high 
performance liquid chromatography. 
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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. 
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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-1 and stored in amber bottles at 4ºC. 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 Química S.A. (Barcelona, Spain). 
 All solvents and analytes were filtered through a 0.45 µm 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 Varian (Varian Inc., Madrid, Spain). The 
stationary-phase column was a Varian Microsorb-MV 100 C18, 250X4.6 mm, 8 µm particle diameter. The 
analytical column was inserted in the column module and thermostated at 30 ± 0.2 º 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 Brígida 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 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].  

 
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; 2,4’-DDT and 4,4’-DDE to obtain a final concentration of 1.2 µg/g and with a volume of 
Aldrin and Dieldrin solutions to obtain a concentration of each analytes of 2 µg/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). 
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Microwave assisted micellar extraction 
 Once the soil sample was transferred 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 µm 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 µl 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-1. A linear relationship was obtained between 
peak areas and the analyte concentrations in the range of 100-1000 µg·L-1, with high correlation 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. 
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RESULTS AND DISCUSSION 
Optimization of MAME methodology 
 Optimization experiments were performed using a soil sample from Valleseco I 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 carry 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% 
(v/v). 

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 145ºC; for Stearyl mixture 
(Figure 2b) the optimum conditions are 775 W during 8 minutes with a temperature of 130ºC. 
 
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 µgL-1. 
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 
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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 µg·L-1 (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 II 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 logarithmic correlation between these parameters. For Cetyl mixture the equation is      
y = 9.2032 ln x + 93.7 (R2 = 0.980) where y is temperature and x conductivity and for Stearyl mix is                  
y = 11.728 ln 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 
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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 sorption, 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 I 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 sorption 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 alternative to other extraction techniques. 
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Table 1.-  List o f organoclorine pesticides, wavelenghts and retention times. 

Nº Compound Abbrevation λλλλ  (nm) tR (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 4,4’- Dichlorodiphenyldichloroethylene 4,4’-DDE 238 16.6 

6 Aldrin Aldrin 220 18.1 
 
 

Tables



 

Table 2. Soil characteris tics. 

Particle size (%) 
Soil Agricultural 

Uses 0.3 mm  0.2 mm 0.15mm ≤0.1 mm 
pH Organic 

matter (%) 
Conductivity 

(µS/cm) 

Tafira Garden 44.4 17.2 14.6 23.8 8.3 4.8 292 

San Roque Bananas 52.1 20.0 13.2 14.6 7.86 12.54 3266 

Sta Brigida Pine Forest 56.5 17.8 12.8 12.8 5.9 3.9 483 

Valleseco I Potatoes 36.33 16.43 15.19 32.06 4.84 4.4 202 

Valleseco II Potatoes 25.16 13.17 14.38 47.29 3.91 6.21 100 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 3.- Design matrix in the screening design (24) 

Run Power (W) Time 
(min) 

Surfactant 
Volume (ml) 

Surfactant 
Concentr. 

(%, v/v) 
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 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

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

Power 0.245 0.331 0.239 0.05 0.366 0.322 
Time -0.008 0.403 -0.006 -0.055 0.249 0.201 

Volume -0.091 -0.069 -0.246 -0.336 -0.09 -0.808 
Concentrat. 0.587 0.197 0.599 0.595 0.538 0.248 

Power x Conc. -0.1832 -0.1474 -0.1838 -0.0371 -0.2504 -0.2429 
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 

      a The maxima correlations are +1 and -1 



 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

 Cetyl mixture (from Valleseco I) Stearyl mixture (from Tafira) 

Compound RSD (%) LOD (µg·L-1) RSD (%) LOD (µg·L-1) 

4,4’-DDD 8.43 27.2 9.66 67.4 
Dieldrin 7.09 198.3 9.73 183.5 

4,4’DDT 6.53 41.8 5.22 42.9 
2,4’DDT 5.18 21.6 7.5 71.3 
4,4’-DDE 7.45 33.9 8.25 37.7 

Aldrin 5.38 201.6 9.08 148.3 

  * n=6 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 6. Extraction of pesticides compounds using MAME with Stearyl mixture in a certified reference 
materiala. 

Compound Reference 
Valueb RSD (%) Confidence Interval Concentration 

found 
4,4’-DDD 1.531 0.476 1.294 – 1.767 1.733 ± 0.009 
Dieldrin 1.863 0.655 1.539 – 2.186 2.242 ± 0.084 
4,4’-DDT 1.060 0.275 0.926 – 1.195 1.079 ± 0.015 

4,4’-DDE 1.520 0.410 1.325 – 1.715 1.502 ± 0.022 

aAll values are expresed in µg/g 
bThe pesticides values in the 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 the pesticides in five different soils 
using Cetyl mix ture*.  

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

Tafira 99.11 66.17 67.66 58.55 64.99 62.98 
San Roque 69.39 44.69 78.01 59.43 67.13 52.56 
Sta Brigida 96.81 80.74 84.00 75.08 73.09 63.80 
Valleseco I 78.29 73.32 76.52 66.28 65.30 64.35 
Valleseco II 65.17 72.29 61.68 59.41 56.14 60.21 

       * Mean of three determinations 

Table 7b. Recoveries obtained after MAME procedure for the pesticides in five different soils 
using Stearyl mixture*.  

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

Tafira 103.56 78.62 101.81 62.8 71.78 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 I 55.21 56.33 100.65 83.51 44.82 57.45 
Valleseco II 54.32 50.2 98.29 68.38 49.15 72.84 

       * Mean of three determinations 
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FIGURE CAPTIONS 
 
Figure 1. Response surface for the effect of surfactant concentration and power on the extraction 
of 4,4’-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 I soil using Cetyl mixture (a) and San Roque soil using Stearyl mixture (b). 

figure captions
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