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Capitulo 1

Pesticidas

La produccién global de productos quimicos ha aumentado en las iltimas siete
décadas de un millén a 400 millones de toneladas al ano. Muchas de ellas han
permitido la elaboracién de productos y herramientas muy ttiles al hombre pero
no carentes de cierta toxicidad, por lo que actualmente su uso estd prohibido o
sujeto a cierta regulacion [1, 2].

Tal es el caso de sustancias como los bifenilos policlorados (PCBs) o pesti-
cidas como el DDT. Todos estos compuestos fueron sintetizados por el hombre
obteniendo grandes beneficios derivados de su aplicacién en industrias (como es
el caso de los PCBs), o en la agricultura (como el DDT). La relativa sencillez
requerida en el proceso de sintesis de estas sustancias y su posterior utilidad, hizo

que se empleasen de forma masiva.

Los pesticidas ayudan a combatir los danos causados por la propagacion de
plagas, muy frecuentes con las técnicas agricolas actuales, como el monocultivo. Se
calcula que al menos el 10 % de la cosecha mundial es destruida por estos organis-

mos mientras estd almacenada. Durante el crecimiento de las cosechas se producen
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también grandes pérdidas. Se estima que entre el 30 y el 40 % de las cosechas y la

ganaderia se pierde por las plagas [3].

Sin los pesticidas no se podria haber dado el gran aumento de produccién de
alimentos de la llamada “revolucién verde”, que ha permitido alimentar, cada vez
mejor, a una poblacién mundial que ha ido creciendo continuamente. Su uso se
multiplicé por 32 de 1950 a 1986. Los paises en vias de desarrollo también los
han ido empleando cada vez mas y, en la actualidad, consumen la cuarta parte
de este tipo de productos. Se calcula que por cada euro invertido en pesticidas el

agricultor se ahorra pérdidas por valor de unos 3 a 4 euros [4].

Otra importante utilidad de los pesticidas ha sido la lucha contra epidemias,
como el tifus o la malaria, transmitidas por insectos u otros pardsitos humanos
[5]. Son enfermedades que afectan a una elevada proporcién de la poblacién; se
calcula que unos 100 millones de personas sufren de malaria en el mundo y que,
gracias a los pesticidas, su propagacion ha disminuido de forma muy importante.

Sin embargo, estas sustancias son muy téxicas para los organismos, donde se
acumulan, poseen una alta persistencia en el medio, y pueden biomagnificarse en

la cadena tréfica [6, 7).

1.1. Insecticidas

Los insectos son los que mas plagas ocasionan. Escarabajos, orugas, moscas y
mosquitos, y muchos otros tipos de insectos causan grandes danos en las cosechas
y transmiten enfermedades. Mas de la mitad de los pesticidas son del grupo de

los insecticidas. Desde hace milenios los hombres utilizan sustancias como cenizas,
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azufre, compuestos arsenicales, tabaco molido, cianuro de hidrégeno, compuestos
de mercurio, zinc o plomo para luchar contra los insectos. Forman el grupo de los
llamados insecticidas de la 1% generacion. Son productos en general muy toxicos,
poco efectivos en la lucha contra la plaga y muy persistentes en el ambiente (hasta
50 anos). Hoy dia se usan muy poco y muchos de ellos estén prohibidos por su

excesiva toxicidad [8].

Los avances de la ciencia y de la industria quimica hicieron posible la apari-
cién de mejores insecticidas, que se suelen denominar de la 2% generacion. Son un
variado conjunto de compuestos que se clasifican en grupos segin su estructura
quimica. Las tres familias mds importantes son los organoclorados (clorocarbona-

dos), los organofosfatos y los carbamatos.

Los organoclorados (DDT, aldrin, endrin, lindano, etc.) son tdxicos, su per-
sistencia en el ambiente sin ser destruidos llega a ser de anos y se bioacumulan, es

decir, van aumentando su concentracién al ir ascendiendo en la cadena tréfica.

Los organofosfatos (malation, paration, etc.) son poco persistentes (dias) y se
eliminan en la orina. Muy téxicos para el hombre, tanto como los mas conoci-
dos venenos como son el arsénico, la estricnina o el cianuro. Se usan mucho en

agricultura.

Los carbamatos (por ejemplo el carbaril) son también poco persistentes (dias)
y se eliminan en la orina. Son poco toxicos para el hombre pero menos eficaces en
su accién como pesticidas que los organofosfatos. Se usan menos en agricultura y

mas en interiores, como insecticidas caseros.
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1.1.1. El caso del DDT

El caso del DDT resulta especialmente interesante de analizar por ser muy
representativo de los pros y contras de los insecticidas, especialmente de los més
antiguos. Algin autor ha llegado a titular su capitulo sobre este producto como

“Una historia de beneficios olvidados y de ingratitud social”.

Quimicamente el DDT es el 2,2-bis-(p-clorofenil)-1,1,1-tricloroetano y fue el
primero de los insecticidas sintetizados de la llamada 2% generacion. Habia sido
sintetizado en 1874 pero su uso como insecticida comenzé6 en 1939 cuando el quimi-
co suizo Miiller descubrié sus propiedades como veneno para los insectos y su baja
toxicidad para los humanos. Este cientifico recibié el Premio Nobel en 1948 en
reconocimiento al impresionante avance que este producto habia representado en
la lucha contra las enfermedades y las plagas. Se calcula que en los primeros anos
de uso del DDT se evitd la muerte de 5 millones de personas cada ano, ademéas
de la proteccién de cosechas y del aniquilamiento de insectos domésticos. Asi, por
ejemplo, en la India, en 1952 hubo 75 millones de casos de malaria y en 1964,

después de usar masivamente el DDT, 100.000 casos.

Pero conforme se fueron descubriendo algunos importantes problemas asocia-
dos a su aplicacién, empezo a ser cada vez menos usado. La maxima producciéon
de este insecticida se produjo en 1970 y a partir de entonces se fue prohibiendo
su uso, cada vez en mas paises, y descendiendo su produccién. El motivo de este
declinar del favor social del DDT fueron los graves problemas que se detectaron.
En primer lugar es un producto de lenta conversién a sustancias no toxicas en la

naturaleza, su persistencia media es de unos 3 anos. Ademads es muy poco soluble



1. Pesticidas 9

en agua, lo que hace que no se elimine en la orina, y es muy soluble en grasas,
por lo que se acumula en tejidos de los organismos [9]. Por estos motivos se va
acumulando a lo largo de la cadena tréfica [10, 11]. Asi, por ejemplo, el DDT
que se extendia sobre un cultivo, se encontraba en una concentracién bajisima en
las plantas; pero en los insectos que se alimentaban de estas plantas estaba ya
en concentraciones diez veces mayores. Si el insecto resiste al DDT serd comido
por ranas, por ejemplo, en las que el DDT alcanzard concentraciones 100 veces
mayores que las de las plantas; y las rapaces que comen a las ranas llegan a tener

concentraciones 1000 veces mayores.

boT boT o o0 bet

e &n algas ar e e peces L
agla y plartas hosirivoras caraivgies LREETY
000005 ppm 0,04 pjam 0,2-1.2 ppm 1-2 pgin aliviban
dur pieces’
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Figura 1.1: Bioacumulacién del DDT en la cadena tréfica

Uno de los principales efectos de estas altas concentraciones de DDT fue sobre
la reproduccion de las aves, porque sus huevos tenian unas cdscaras extraordinaria-
mente finas y fragiles, y muchos se rompian durante la incubacién. De esta forma,
las poblaciones de algunas especies de aves disminuyeron de forma alarmante.

Otro importante problema fue que muchos organismos desarrollaron resisten-

cia, y para luchar contra ellos habia que emplear cantidades cada vez mayores
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del producto y con menor eficacia. De ser beneficioso para la humanidad pasé a
ser perjudicial entre los anos 1970 a 1980 y con ello llegé su prohibicién. Aunque,
afortunadamente, su desuso coincidié con el desarrollo de nuevos insecticidas con

caracteristicas mucho menos peligrosas.

1.2. Pesticidas Organoclorados

Los pesticidas organoclorados son eficaces contra una gran variedad de insec-
tos. El hexaclorobenceno y el pentaclorofenol se han utilizado principalmente como
fungicidas, mientras que el diclorodifeniltricloroetano (DDT) es un insecticida que
inicialmente fue utilizado por los militares para protegerse contra los mosquitos

portadores de enfermedades [12].

Estos compuestos quimicos se empezaron a utilizar en 1940 y hoy en dia son ra-
ramente utilizados en los paises desarrollados debido a su tendencia a permanecer
en el medio ambiente, pero todavia se siguen utilizando en otros paises, especial-
mente para el control de la malaria [13]. La Agencia de Proteccién Ambiental de
los Estados Unidos (EPA) prohibié el uso de muchos de estos compuestos quimi-
cos durante 1970 y 1980 [14], pero ain se puedan encontrar en diferentes regiones
altas concentraciones de los mismos, debido a su alta permanencia en el medio

ambiente [15, 16].

Los pesticidas organoclorados son compuestos toxicos que afectan a la salud
humana y al medio ambiente. Debido a que estos compuestos pueden transportarse
por el viento y el agua, pueden afectar a personas y vida salvaje en zonas muy

alejadas del pais donde se estén produciendo y usando [17, 18].
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Los pesticidas organoclorados se dispersan en el medio ambiente a partir de la
acumulacién de desechos contaminados en los vertederos de basura, de la polucién
causada por los incineradores de basura y de la liberacién de gases en las fabricas
que producen estos compuestos quimicos. En los sistemas acudticos, los pesticidas
organoclorados se absorben en sedimentos, que luego se bioconcentran en los peces

[19] y en los mamiferos marinos [20, 21].

Estos pesticidas pertenecen al grupo de compuestos orgdnicos persistentes
(POPs), manteniéndose por largos periodos de tiempo en el medioambiente. Su
naturaleza lipofilica, su hidrofobicidad, bajo peso molecular y bajas tasas de degra-
dacién favorecen la bioacumulacién de los mismos en los tejidos biolégicos [22], con
la consiguiente biomagnificacién de las concentraciones en los organismos a medi-
da que pasan de unas especies a otras, ascendiendo en la cadena tréfica [23, 24].
Este hecho tiene consecuencias perjudiciales para los humanos al ingerir alimentos
que pueden contener altas tasas de contaminacion [25].

Este fenémeno, unido a su alta permanencia, hace que el tiempo de vida media
de estos compuestos en los diferentes tipos de matrices sea muy alto y que a pesar
de estar prohibidos en los paises desarrollados, aiin se puedan encontrar en altas

concentraciones en organismos y en el medioambiente [26, 27].

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

Pueden clasificarse en cuatro categorias:
» diclorodifeniletanos (ej. DDTSs)

» ciclodienos (ej. Aldrin y Dieldrin)



12 1.2. Pesticidas Organoclorados

» bencenos clorados (ej. Hexaclorobenceno [HCBJ)

» ciclohexanos (ej. hexaclorociclohexano [HCH])

Los pesticidas objeto de este estudio representan algunos de los pesticidas
organoclorados més ampliamente usados. Todos ellos pertenecen a la lista de las
12 sustancias prioritarias para la Agencia de Proteccién Medioambiental (EPA)
[28], denominada la ‘docena sucia’. Estos pesticidas son derivados del DDT, aldrin

y dieldrin (Tabla 1.1).

Compuesto Abreviatura

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

Aldrin Aldrin

Tabla 1.1: Lista de pesticidas organoclorados estudiados

La féormula quimica y estructura de los pesticidas objeto de este estudio se

representan en la Figura 1.2.

Los pesticidas organoclorados son sustancias estables y liposolubles que pue-
den contaminar alimentos de consumo humano y producir efectos nocivos cuando
éstos son ingeridos [29, 30]. Las propiedades fisicoquimicas de los compuestos son
importantes para establecer la toxicidad y alcance de los mismos, en especial en

aquellas sustancias consideradas como posibles contaminantes ambientales [31].
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Figura 1.2: Férmula quimica y estructura de los pesticidas estudiados

Propiedades como la presién de vapor, la dimension y densidad de las particu-
las, son variables importantes para predecir el transporte atmosférico de las sus-
tancias quimicas [32]. La adsorcién de una sustancia quimica en las particulas del
suelo puede aumentar la probabilidad de que dicha sustancia sea transportada
por el aire o por el agua y asi podria depositarse en lugares remotos de su sitio
de aplicacion; o bien, puede retardar el movimiento de la misma a través de las

aguas subterraneas, reduciendo la probabilidad de contaminacién de las fuentes de
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agua subterrdnea cerca del lugar de aplicacién [33]. En la Tabla 1.2 se relacionan

algunas propiedades fisicas y quimicas de los pesticidas estudiados [34, 35, 36].

Compuesto Masa Densidad Pto.Ebull Pto.Fusién

Molecular (g/cm?) (°C) (°C)
4,4-DDD 320.04 1.38 350 110
Dieldrin 380.91 1.75 330 177
4,4-DDT 354.49 0.99 260 109
2,4-DDT 354.54 0.98 409 74
4,4-DDE 318.03 1.40 336 89
Aldrin 364.91 1.6 145 105

Tabla 1.2: Propiedades fisico-quimicas de los pesticidas estudiados

Debido a que son solubles en grasa, estos compuestos quimicos se encuentran
en mayores concentraciones en los alimentos con un alto contenido en material
graso [37]. El consumo de alimentos con grasas que pueden estar contaminadas
con pesticidas organoclorados (p.e. leche y productos lacteos contaminados, pes-
cado y ballenas) causa una mayor exposicién a estos compuestos quimicos [38].
Los ninos se pueden ver expuestos mediante el consumo de leche materna y por

medio de la placenta en el ttero [39, 40].

El nimero de personas que mueren por pesticidas es bajo, pero decenas de
miles de personas se envenenan con ellos todos los anos padeciendo sintomas més
o menos graves [31]. La mayoria son agricultores u otras personas que trabajan en
contacto con los pesticidas [41, 42]. Sobre todo personas poco entrenadas para su

uso, en los paises en vias de desarrollo, son las que sufren estos percances.
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Se calcula que el consumo de alimentos contaminados con DDT en los paises
desarrollados ha disminuido desde la década de 1950, sin embargo, los alimentos
importados desde otros paises que todavia utilizan DDT pueden estar contamina-
dos [43]. Uno de los metabolitos mas importantes del DDT es el 1,1-(2,2-dicloro-
etilo)-bis[4-clorobenceno] (DDE), que puede producirse en las personas o en el
medio ambiente. E1 DDE permanece por mas tiempo en el medio ambiente y en
las personas que el DDT [26]. La presencia del DDT en el cuerpo refleja tanto
una exposicion relativamente reciente al compuesto quimico como una exposicion
acumulada ocurrida en el pasado. Una proporcion en la que hay una mayor con-
centraciéon de DDT frente a una concentracién menor de DDE puede indicar una

exposicién reciente [44, 45].

Como en el mundo actual todos estamos expuestos diariamente al contacto y
a la ingestion de pequenisimas cantidades de plaguicidas y otros productos artifi-
ciales, algunos autores sugieren que las consecuencias para la humanidad, a largo
plazo, pueden ser serias. Hablan de disminucién de la fertilidad, aumento en el
nimero de cdnceres, malformaciones congénitas, etc. Aunque no hay evidencia de
que esto sea asi, tampoco hay completa seguridad de que el efecto a largo pla-
zo de todo este conjunto de sustancias que estamos poniendo en el ambiente sea
totalmente inocuo [24]. La Administracién de Drogas y Alimentos de los Estados
Unidos (FDA) y la Administracién de Salud y Seguridad Ocupacionales (OSHA)
han establecido una serie de criterios para determinar cudles son los niveles per-
mitidos de esos compuestos quimicos en los alimentos, en el medio ambiente y en

el lugar de trabajo [8].






Capitulo 2

Surfactantes

A lo largo de los ltimos anos se ha desarrollado un gran nimero de técnicas
de andlisis que se han aplicado a la determinacion de pesticidas en una amplisima
cantidad y variedad de muestras [46, 47]. A menudo, dichas técnicas no persiguen
sblo evitar la manipulacién excesiva de las muestras con procedimientos cada vez
mas rapidos y sencillos, sino que a su vez, se pretende determinar el mayor niimero
de sustancias posibles en un solo andlisis, por lo que es frecuente hablar de técnicas

de andlisis multiresiduo [38, 48].

Como paso previo a las técnicas cromatograficas, se utilizan técnicas de ex-
traccion de dichas sustancias, que varian fundamentalmente en funcién del tipo de
matriz a analizar. Asi para matrices liquidas se emplean metodologias de extrac-
ci6n liquido-liquido (LLE) [46], extraccién en fase sélida (SPE) [49], microextrac-
ci6n en fase sélida (SPME) [50], etc. Mientras que para la extracciéon en matrices
sélidas se hace uso de metodologias como Soxhlet [51], sonicacién [52], extraccién
por fluidos supercriticos [53] o extraccién asistida por microondas [54]. A su vez se

puede realizar el acoplamiento de las técnicas SPE o SPME como paso posterior,

17
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de clean-up o lavado, a las técnicas de extraccién para matrices sélidas [55], p.e.

el acoplamiento MAE-SPE [56, 57] o MAE-SPME [58, 59].

En las distintas técnicas de extraccién anteriormente mencionadas destaca un
aspecto comun en todas ellas: la utilizacién de disolventes orgdnicos como extrac-
tantes. El principal problema que conlleva la utilizacién de dichos disolventes es su
toxicidad. Estos son perjudiciales tanto para los investigadores que trabajan con
ellos como para el medio ambiente. Por ello, se han de buscar y desarrollar nuevas
metodologias de extraccion que sean menos perjudiciales al ambiente y atmdsfera
de trabajo. En este sentido, en el presente trabajo se desarrolla la aplicacién de los
surfactantes como extractantes para evitar la utilizacién de disolventes organicos,

en el andlisis de pesticidas organoclorados en distintos tipos de matrices.

Los surfactantes, también conocidos como detergentes o tensoactivos son sus-
tancias cuya principal caracteristica es presentar una estructura anfipdtica; es
decir, la presencia en una misma molécula de dos 0 mas grupos con propiedades
antagénicas respecto a su solubilidad en un determinado disolvente [60]. De ma-
nera que un mondémero de surfactante o tensioactivo tiene una estructura R-X en
la que R, es una cadena hidrocarbonada de 8 a 18 4tomos de carbono denominada
‘cola’; de cardcter hidrofébico, y X es un grupo polar, de naturaleza iénica o no

iénica, denominada ‘cabeza’.

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

sistema formado por fases inmiscibles, fendmeno responsable de la mayoria de
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las aplicaciones industriales de los surfactantes como detergentes, estabilizadores

emulsionantes y de la formacién de micelas.

Cuando el surfactante se disuelve en agua, la presencia del grupo hidrofilico
impide que el surfactante sea expulsado completamente del disolvente; la estruc-
tura “anfipatica” del surfactante causa no sélo la concentracién del mismo en la
superficie, sino también la orientacién de la molécula con su grupo hidrofilico en
la fase acuosa y su grupo hidrofébico hacia el exterior [61].

Dependiendo de la naturaleza del grupo polar, los surfactantes se clasifican en

cuatro grupos principales [62]:

= Catiénicos: el grupo hidrofilico posee carga positiva, como por ejemplo, las

sales de amonio cuaternarias.

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

de surfactantes son las sales de acidos alquil carboxilicos o sulfénicos.

= Zwitteridénicos: en el surfactante existen grupos con carga positiva y negativa.

Los aminodcidos son un ejemplo de este tipo de surfactantes.

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

monoglicéridos.

En disoluciones muy diluidas, los surfactantes suelen encontrarse como monéme-
ros, dimeros, etc. Pero si la concentracién de la disolucién aumenta se produce un
proceso de agregacién que da lugar a cambios en las propiedades fisicoquimicas
de la disolucién. El agregado coloidal que se forma recibe el nombre de “micela”.
El niimero de moléculas de surfactante que pueden formar la micela se denomina

nimero de agregacién (N) y se halla en un rango de 50 a 100 [62, 63].
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Hay una concentracién, caracteristica para cada surfactante, a partir de la cual
se forma la micela. A esta concentracion se le denomina concentracién micelar
critica (CMC). Puede considerarse que la formacién de micelas es un mecanismo
alternativo a la adsorcién en las interfases para evitar el contacto entre los grupos

hidrofébicos y el agua, y asi disminuir la energia libre del sistema [61].

Las moléculas de surfactante no se asocian por enlaces covalentes sino por
interacciones mas débiles (Van der Waals, puentes de hidrégeno y electrostaticas).
Por ello, la entalpia de formacién de estos agregados es pequena y, por tanto, se
puede controlar la forma y el tamano de dichos agregados en funcién de pardmetros
tales como la concentracion de surfactante, la temperatura, el pH, la concentracién

de electrdlito y la presién [64].

2.1. Aplicaciones de los medios micelares

Una de las propiedades méas importantes de los surfactantes, relacionada con
su capacidad para formar micelas, es la solubilizaciéon de solutos, lo que permite
solubilizar, concentrar y compartimentalizar iones y moléculas, modificar equili-
brios 4cido-base y redox, influir en la velocidad de reaccién, las rutas quimicas
y modificar la estereoquimica, asi como las propiedades luminiscentes de algunos
compuestos [65].

Las micelas, al presentar una microestructura con dominios hidréfilos y lipéfilos
diferenciados, tienen la capacidad para solubilizar moléculas tanto polares como
no polares. En la Figura 2.1 se muestra la localizacion del solubilizado en un agre-

gado micelar en funcién de su naturaleza polar, semipolar o apolar.
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Figura 2.1: Esquema de localizacién de los analitos en el agregado micelar segin

su naturaleza

Como se aprecia en la figura, la solubilizacion se localiza en diferentes puntos
en funcion de la naturaleza de la especie solubilizada pero también del surfactante.

Esta capacidad de solubilizaciéon hace que los agregados micelares posean im-
portantes aplicaciones en campos como el quimico, farmacéutico, fitosanitario y
cosmético [66], donde los productos activos que se utilizan son generalmente poco
solubles en agua o tienen que coexistir en una misma formulacién componentes
con polaridades distintas. Ya que, en general, la aplicaciéon o administracién de un
principio activo no es efectiva si no se disuelve previamente.

Por otro lado, las propiedades dindmicas de las microemulsiones son muy im-
portantes para el entendimiento de la conductividad, reacciones quimicas y trans-
ferencia de masa en las microemulsiones. Esta dindmica de intercambio tan rapida
es precisamente lo que favorece su utilizacién en sistemas de separaciéon croma-
togréaficos. De hecho, estos sistemas moleculares organizados son compatibles con
HPLC - como fase mévil (cromatografia micelar) o como parte del extracto a
analizar — . Ademads, la utilizacion de sistemas micelares supone grandes ventajas
medioambientales, al permitir sustituir medios de reaccién o extraccién basados
en disolventes organicos por otros medios coloidales, mayoritariamente acuosos,

utilizando surfactantes biodegradables.
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Los surfactantes no iénicos del tipo polioxietilen alquil éteres fueron sintetiza-
dos por primera vez a principios de los anos 30. Desde entonces, su detergencia,
sus propiedades humectantes y esponjantes y los usos generales como surfactantes
no iénicos, los han hecho ampliamente utilizados en la industria y como productos
domésticos.

En la Figura 2.2 se representan los diferentes tipos de surfactantes no iénicos
utilizados en este estudio asi como su estructura.

Su férmula general es C,,Ho,, 11 (O CHyCHs),, OH. Son conocidos como CnEm,
donde n indica el nimero de dtomos de carbono en la cadena alquilica y m repre-

senta el niimero de unidades de 6xido de etileno en la parte hidrofilica.
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Figura 2.2: Estructura quimica de los surfactantes estudiados

Las micelas no son sistemas estaticos sino que estan, junto con los solutos que
han sido solubilizados por ellas, en equilibrio dindmico con el medio que las rodea.

Las moléculas de surfactante entran y salen de la micela en microsegundos.
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Se ha destacado la importancia de los medios micelares en separaciones analiti-
cas debido a la capacidad que poseen las micelas para interaccionar selectivamente
con la moléculas, destacando su importancia en tres campos: procesos de extrac-
cién, cromatografia y separaciones electrocinéticas.

Sin embargo, también hay que mencionar su intervenciéon en otros procesos
como pueden ser el desplazamiento de equilibrios, la modificacién de cinéticas de

reaccién, aumento de fluorescencia y fosforescencia [67, 68].






Capitulo 3

Técnicas de Extraccion

3.1. Extraccion por Microondas

Los métodos tradicionales para la extraccion de compuestos organicos conta-
minantes de muestras sélidas han sido el Soxhlet, desarrollado por F. Soxhlet en
1879, y el bano de ultrasonidos o sonicacién [69]. Estos métodos emplean grandes
cantidades de disolventes organicos bajo condiciones de temperatura y agitacion

muy agresivas.

El Soxhlet es particularmente 1itil porque muchos contaminantes suelen estar
muy fuertemente adsorbidos en las matrices sélidas (sedimentos, tierras, tejidos
de organismos y plantas, etc.,) pero requiere tiempos de extraccién demasiado
largos y el uso de disolventes orgénicos en grandes cantidades [51, 53]. Este hecho
aumenta la toxicidad y encarece el proceso. Como consecuencia de las condiciones
utilizadas para la extraccién, puede producirse, ademdas, la degradaciéon de los

analitos y pérdidas por volatilizaciéon de los mismos.

25
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La extraccién por sonicacién es mas rapida que la extraccién por Soxhlet y
permite la extraccién desde grandes cantidades de muestras, pero también en esta

técnica se utilizan grandes volimenes de disolventes orgdnicos [70, 71].

En la dltima década se ha producido una demanda creciente de nuevas técnicas
de extraccién susceptibles de ser automatizadas, con tiempos de extraccién més
cortos y un consumo reducido de disolventes organicos, a fin de prevenir problemas
de toxicidad en los laboratorios y reducir los costes de preparacién de muestras.
De esta forma, han surgido nuevas técnicas como la extraccién con fluidos super-
criticos, SFE [69], la extraccién acelerada, ASE [72], la microextraccién en fase

sélida, SPME [73] y la extraccién asistida por microondas, MAE [54].

La extraccién asistida por microondas (MAE) ha tenido un gran desarrollo
en los tltimos anos debido a que permite la rapida extraccién de los analitos de
las matrices sélidas con una eficiencia en la extraccién comparable a la que pre-
sentan los métodos cldsicos [74]. Ademads, ofrece claras ventajas sobre éstos, ya
que reduce considerablemente el tiempo de extraccién, (de 20 a 30 minutos por
muestra) y lo que es mas importante, el consumo de disolventes orgédnicos [75]. Al
mismo tiempo presenta la posibilidad de realizar la extraccién de varias muestras

simultdneamente [76, 77].

Con respecto a las técnicas convencionales, MAE presenta una gran reducciéon
del tiempo de analisis y de consumo de disolvente, asi como la posibilidad de rea-

lizar extracciones simultdneas con reproducibilidades aceptables (ver Tabla 3.1).



3. Técnicas de Extracciéon

27

Extraccién Sonicacién SFE MAE
Soxhlet
TIEMPO DE De 24 a De 30 a De 30 a De 20 a
EXTRACCION a 48 horas 60 min 60 min 30 min
EXTRACTANTE Disolventes Disolventes Disolventes  Disolventes
organicos organicos supercriticos ~ organicos
COSTO Bajo Bajo Alto Moderado
DESVENTAJAS Grandes Grandes Dependencia  Se requiere
cantidades cantidades del tipo de  evaporacién
de disolventes de disolventes matriz y y
y es necesario y es necesario analito filtracién

evaporar evaporar

Tabla 3.1: Caracteristicas de las principales técnicas de extraccién

Otra ventaja adicional de la MAE sobre las otras nuevas técnicas de extrac-
cién, como son la SFE o la técnica ASE, es que es una técnica de menor coste

instrumental y mds facil de optimizar [69].

Actualmente, este tipo de extraccién es una técnica consolidada, fundamental-
mente para la extraccion de compuestos organicos en matrices sélidas. Numerosas
aplicaciones de la extraccién asistida por microondas han sido publicadas para
diferentes compuestos orgdnicos en diversas matrices, con especial énfasis en apli-

caciones medioambientales [78, 79].

La extraccién asistida por microondas (MAE) consiste en calentar el extractan-

te (generalmente en un disolvente organico) en contacto con la muestra mediante
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la energia de las microondas. La particién de los analitos de interés de la muestra

al extractante depende de la temperatura y de la naturaleza del extractante.

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

extraccion.

La aplicacion de la energia de las microondas para la extraccién de compuestos
de una muestra puede llevarse a cabo mediante dos técnicas diferentes: con vasos
cerrados (controlando la presién y la temperatura) y con vasos abiertos (a presién

atmosférica).

En los sistemas de vasos cerrados, el extractante puede ser calentado por en-
cima de su punto de ebullicién a presién atmosférica. Asi se consigue aumentar la
velocidad y la eficiencia de la extraccién. Estos sistemas permiten el control de la
temperatura en el proceso de extraccién. Ademds, se puede realizar la extraccion
simultanea de varias muestras en un solo proceso, reduciendo el tiempo total de
extraccion. Todos los vasos de las muestras son colocados en un carrusel en el
interior de la cavidad del horno microondas, y giran 360° durante el proceso. La
principal desventaja en los sistemas de vasos cerrados es que un aumento muy
rapido de la temperatura en el interior de los vasos puede provocar la pérdida de

los compuestos més volatiles. Por ello, después de realizar la extraccién, los vasos
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se deben enfriar a temperatura ambiente antes de abrirlos para evitar la pérdida

de este tipo de compuestos.

En los sistemas de vasos abiertos, el proceso se realiza a presion atmosférica
por lo que la temperatura maxima a la que se puede realizar la extraccién viene
dada por el punto de ebullicién del extractante a esa presién. En estos sistemas
la extraccion de diferentes muestras hay que llevarla a cabo de manera secuencial,
ademds, el tiempo de operacién requerido para obtener resultados similares a los

que se obtienen con vasos cerrados es mayor.

La optimizacién de la extraccion asistida por microondas implica el estudio de
los parametros que tienen influencia en la extraccién. Muchos investigadores han
utilizado disenos factoriales, de composicién central u ortogonal, para determinar
las condiciones éptimas [80]. Entre los pardmetros més estudiados se encuentran la
composicién y la naturaleza de los extractantes, asi como el volumen del mismo; el
tiempo y la temperatura de extraccién; las caracteristicas de la matriz y el grado

de humedad de la misma.

Naturaleza de los extractantes

La eleccién del extractante es fundamental para conseguir una extraccién épti-
ma, puesto que la naturaleza del mismo es uno de los factores que influyen en la
eficacia del proceso.

Para la seleccién del disolvente, tenemos que tomar en consideraciéon algunas
de las propiedades del mismo, como son su capacidad para absorber la radiacién de

microondas, sus interacciones con la matriz, asi como su capacidad para solubilizar
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el analito [81, 82]. Otro importante aspecto es la compatibilidad del disolvente
utilizado para la extraccién con el método analitico usado como paso final en la
determinacion.

Es comin utilizar como disolventes en la extraccién por microondas los mismos
que se utilizan en los métodos convencionales de extracciéon. Sin embargo, no
siempre son los mds adecuados. Es posible combinar disolventes para mejorar la
eficiencia del proceso. Se ha encontrado que pequenas variaciones en la composicion

del disolvente producen una mejora en la eficacia de la extraccién.

Volumen de Extractante

En algunos casos el volumen del disolvente puede ser un parametro importante
para mejorar la eficacia de la extraccién. Dicho volumen debe ser suficiente como
para que toda la muestra se encuentre inmersa en el mismo. La cantidad de disol-
vente necesaria para la extraccién estd comprendida, generalmente, entre 10 y 30
mL [83]. La proporcién entre la cantidad de muestra y de disolvente no deberia

exceder de un 30-34 % (m/v).

Temperatura

La temperatura, probablemente el pardmetro méas estudiado, es un factor fun-
damental en el proceso de extraccién por microondas [83]. Valores elevados de la
misma generalmente aumentan la eficiencia de la extraccién, bien como resultado
de un aumento de la difusién del disolvente en el interior de la matriz, bien debido
a la desorcion de los analitos de los sitios activos de la misma.

Cuando la extraccién por microondas es llevada a cabo en sistemas cerrados,

la temperatura puede superar la temperatura de ebullicién del disolvente, lo que
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produce una mejora en la eficacia de la extraccién. Ademads, al aumentar la tempe-
ratura, el disolvente tiene mayor capacidad para solubilizar los analitos, la tensiéon
superficial y la viscosidad del disolvente disminuyen, lo que mejora la penetracién

del mismo en la matriz de la muestra.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que, a temperaturas elevadas, también
pueden ser extraidas sustancias no deseadas, por lo que se pierde selectividad en
la extraccién. Ademds, hay que considerar la posible degradacién de los analitos
a altas temperaturas.

La temperatura optima de la extraccién depende también del tipo de matriz.
Esto se comprobé en la extraccién de pesticidas en diferentes tipos de cultivos:
mientras que 100°C era una temperatura éptima para lechugas, para tomates era

necesario elevar la temperatura hasta 120°C [84].

Potencia

Por lo general, la potencia es el pardmetro a optimizar en la mayor parte de
los microondas, pero en los sistemas cerrados la presién es también una variable
importante, que es funcién de la potencia y la temperatura que se alcanza en el

interior de los vasos.

La potencia elegida, en los sistemas de vasos cerrados, depende del niimero de
vasos utilizados durante el proceso. Hay que tener en cuenta que algunos sistemas
permiten realizar la extraccién de varias muestras simultdneamente (6, 12 6 24
muestras). Para evitar la posible degradaciéon de algunos compuestos y una presion
elevada en el interior de los vasos, esta potencia debe ser elegida cuidadosamente.
La influencia de la potencia en la extraccién estd relacionada con el tiempo de

extracciéon por microondas.
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Tiempo de Extraccién

Como en otras técnicas de extraccién, el tiempo es otro pardmetro que influye
en la misma y que necesita ser considerado. En MAE, los tiempos de extraccién
son mucho mé&s cortos que los necesarios en las técnicas convencionales. A menudo
5 6 10 minutos son suficientes, como se ha demostrado para la extracciéon de

contaminantes organicos [75].

Naturaleza de la Matriz

La naturaleza de la matriz en la que se encuentran enlazados los analitos
de interés tiene una profunda influencia sobre la extracciéon de los mismos. Las
diferentes interacciones que los contaminantes organicos presentan con los compo-
nentes organicos e inorgdnicos de la matriz pueden jugar un papel importante en

su solubilidad y en la difusién de los mismos en el disolvente.

El contenido en materia orgdnica inhibe la extraccién debido a la fuerte inter-
accion que se establece entre el analito y la matriz, lo que dificulta su ruptura. Por
esta misma razon, bajo las mismas condiciones, resulta mas facil la extraccién de
los contaminantes en muestras enriquecidas que la de los contaminantes nativos
de las mismas.

Esto puede ser explicado teniendo en cuenta el tiempo que el analito ha estado
en contacto con la muestra, y si éste es incorporado solo por adsorcién superficial,
donde la formacién de enlaces de hidrégeno y las interacciones por fuerzas de
Van der Waals son los procesos predominantes; o estd fuertemente ligado a la
materia organica de la matriz de la muestra debido a mecanismos de transporte

por difusién. En un estudio realizado por Lépez Avila et al. [85] sobre muestras
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enriquecidas, los porcentajes de recuperacién de algunos pesticidas organoclorados
disminuian desde un 80-120 % hasta un 50-60 % después de 24 horas.

En la mayoria de los casos, se obtienen mayores recuperaciones para muestras
enriquecidas que para los contaminantes nativos, demostrando el efecto de la fuerte
interaccion de la matriz con estos contaminantes nativos en funcién del tiempo de
contacto. Este hecho explica la disminucién de la recuperacién en la extraccién en

muestras envejecidas.

3.1.1. Aplicaciones de la extraccién asistida por microondas

Las aplicaciones de MAE se centran principalmente en la extraccién de com-
puestos orgdnicos en matrices solidas. Aunque las primeras aplicaciones estuvieron
relacionadas con la determinacién de PAHs y PCBs en suelos y sedimentos, desde
entonces, otros compuestos tales como pesticidas, fenoles y compuestos organo-

metdlicos han sido extraidos eficazmente [86, 87].

3.1.2. Extraccion asistida por microondas utilizando surfactantes

Una nueva posibilidad de aplicacién de MAE es el uso de surfactantes como
extractantes, es decir, la extraccidn asistida por microondas con utilizaciéon de me-

dios micelares, MAME [88, 89].

Los medios micelares pueden ser aplicados para la solubilizacién, extraccién
y preconcentraciéon de distintos compuestos presentes en diferentes muestras me-
dioambientales, tales como suelos y sedimentos, con los beneficios que aporta la
utilizacién de los mismos; como son bajo coste, facil manipulacién y reduccién de

los efectos téxicos respecto al uso de disolventes organicos [90, 91].
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Los surfactantes no iénicos pueden ser efectivos en la solubilizacién y extraccién
de compuestos organicos desde matrices sélidas. Ademas, la disolucién de surfac-
tante es compatible con las fases méviles hidroorganicas usualmente empleadas en
cromatografia liquida de alta resolucién, que suele utilizarse como técnica final de

analisis.

En la Figura 3.1 se representa esqueméticamente el proceso de extraccién por

microondas utilizando surfactantes.

(XA (O

¥ e %
* %) gy =

/)
\

|
]

N [ T )

ﬂ')\ \.'__'.-/)
—

Figura 3.1: Representacién del proceso de extraccién por microondas con uti-

lizacién de surfactantes
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3.2. Microextraccién en Fase Sélida (SPME)

La Microextraccién en Fase Sélida (SPME) es una técnica que se basa en
la extracciéon de analitos de la muestra mediante una fibra de silice fundida que
estd recubierta de un sorbente, en la mayoria de los casos polimérico, seguida de
la desorcién de los analitos mediante temperatura o un disolvente organico [73].
El pequenio tamano de la fibra y su geometria cilindrica permiten incorporarla
en una jeringa. De esta forma, se facilita su manipulacién y al mismo tiempo se
protege la fibra cuando no se utiliza, ya que ésta permanece dentro de la aguja de
la jeringa.

Esta técnica presenta una serie de ventajas frente a otras técnicas de precon-
centracion, ya que es muy simple, presenta un bajo coste, puede ser automatizada
y requiere pequenos volimenes de muestra [73, 92]. Ademds, debido a su diseno, es
facilmente transportable por lo que la hace una técnica muy adecuada para reali-
zar analisis de campo. Otra ventaja que presenta es la posibilidad de utilizarse con
todos los tipos de muestras, ya sean gaseosas, liquidas como en agua [93] o bebidas
[94, 95, 96], o sdlidas como suelos [97, 98], sedimentos [99] y alimentos [100]. Como
inconveniente se puede mencionar que debido a la limitada capacidad de las fibras
(la cantidad de recubrimiento es muy pequena) en ocasiones no se obtienen unos
limites de deteccién tan bajos a los esperados, sobre todo si la SPME se utiliza

combinada con la cromatografia de liquidos [101].

3.2.1. Fundamentos tedricos de SPME

El principio en el que se basa la SPME es la particién de los analitos entre la

matriz de la muestra y el recubrimiento de fibra [102]. Asi, el transporte de los
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analitos comienza cuando la fibra entra en contacto con la muestra y la extraccion
se considera completa cuando la concentracién de analito ha alcanzado el equilibrio

de distribucién entre la muestra y la fibra [103].

Existen basicamente dos modos de extraccién posibles en SPME, introduciendo
la fibra directamente en la muestra o bien en el espacio de cabeza o ‘headspace’.
El modelo matematico que explica la dindmica del proceso de absorcién cuando
la fibra se introduce directamente en la muestra fue desarrollado por Louch et al.
[104] y en él se confirma la relacién lineal que existe entre la cantidad de analito
absorbida por la fibra en el estado de equilibrio y la concentracién de éste en la

muestra. Esta afirmacién se muestra reflejada en la siguiente ecuacién:

_ KysViCyVs

= 3.1
" KpsVy+ Vs (3:-1)

donde n son los moles de analito absorbidos por la fibra, V; y Vi son los
voliimenes de fibra y de muestra respectivamente, K s es el coeficiente de particién
del analito entre la fibra y la muestra y Cj es la concentracién inicial de analito en
la, muestra. En la ecuacién 3.1 se asume que la matriz de la muestra es una tinica

fase homogénea y no se considera el efecto del espacio de cabeza.

El modelo matemaético del proceso de SPME cuando los analitos se extraen del
espacio de cabeza fue desarrollado posteriormente y las ecuaciones y conclusiones
a las que se llega son similares a las de la extraccion por inmersién pero teniendo

en cuenta una tercera fase gaseosa [102].

En las condiciones de trabajo de la SPME, generalmente se cumple que Vg >>
K sV f ya que en la mayoria de los casos V; es mucho mas pequeno que V; por lo

que la ecuacion 3.1 se transforma en la siguiente:
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n = KsV;Cy (3.2)

En la ecuacién 3.2 se puede observar que la cantidad de analito extraida (n)
es directamente proporcional a la concentracién de analito en la muestra e inde-
pendiente del volumen de muestra. Esta aproximacion no es valida en el caso en
que los analitos a determinar tengan valores de Kys muy elevados (gran afinidad

por la fibra) y se estén utilizando voliimenes de muestra muy pequenos.

Otro factor que se debe tener en cuenta, es el hecho de que no en todos los tipos
de fibras existentes actualmente, la extracciéon de los analitos se realiza mediante
un proceso de absorcién, que es lo que se considera en este modelo matemaético.
Asi, existen fibras, que se mencionardn posteriormente, en las que la extraccién
de los analitos se produce mediante un proceso de adsorcién por lo que en estos
casos el modelo matematico que explica el proceso de extraccién es ligeramente
diferente [73]. La ecuacién que define el proceso de extraccién por adsorcién es la
siguiente:

_ K;sPViCoVy(Cpmaz — Cy)

"= K¢sVy + Vi(Crmaz — Cf) (3:3)

donde K st es el coeficiente de distribucién del analito entre la muestra y la
superficie de la fibra, Cy es la concentracién final de analito en la superficie de la
fibra y C'ymax es la concentracion maxima de analito en la superficie de la fibra.
Los demés pardmetros son los mismos que los que aparecen en la ecuacién 3.1.

En SPME también se debe tener en cuenta la cinética del proceso ya que los
analitos deben ser transportados desde la matriz de la muestra a la fibra en in-

mersién o desde la matriz de la muestra al espacio de cabeza y de alli hacia la
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fibra, en el caso de que la extraccién se realice mediante extraccién del espacio de
cabeza de la muestra (HS-SPME). Para aumentar la velocidad de la extraccion
es necesario utilizar un sistema de agitaciéon de manera que se facilite la difusién
de los analitos hacia la superficie de la fibra. Esto no es necesario con muestras
gaseosas ya que la propia conveccion del aire es suficiente para llegar al equilibrio
de forma rapida. En muestras liquidas, sin embargo, se han utilizado diferentes
modos de agitaciéon como por ejemplo barras magnéticas agitadoras, ultrasonidos
o movimientos de la fibra o del vial. Estos sistemas de agitacion sirven para dis-
minuir el efecto causado por la zona estatica que se forma alrededor de la fibra
y que disminuye la velocidad de extraccién, asi como para compensar los bajos
coeficientes de difusién de las matrices liquidas [102].

Como se puede observar en las ecuaciones 3.1, 3.2 y 3.3, la eficacia de la
extracciéon depende del coeficiente de particién, Kys, o de distribucién, K st ,
que es un parametro caracteristico de cada pareja analito-fibra y describe las

propiedades del recubrimiento de la fibra y su afinidad para cada analito.

3.2.2. Procedimiento de SPME

En el proceso de SPME se pueden diferenciar principalmente dos etapas. Una
primera etapa de extraccién, en la que la fibra recubierta del sorbente se pone
en contacto con la muestra durante un tiempo y temperatura determinadas, de
manera que se produce una migracion de los analitos desde la solucién a la fibra
hasta que se alcanza la situacion de equilibrio. Después de esta primera etapa, se

realiza la desorcién de los analitos retenidos por la fibra.

Existen dos formas bésicas de realizar la extracciéon en SPME: extraccién por

inmersién directa o bien del espacio de cabeza.
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El modo de extraccion HS-SPME permite proteger la fibra de compuestos de
elevado peso molecular u otras interferencias no volatiles [105]. Ademé&s permite
modificar la matriz de la muestra, como por ejemplo variando el pH, sin danar
la fibra. Este modo de extraccidon es muy 1til para el andlisis de muestras sélidas
como sedimentos o alimentos [99] o muestras bioldgicas [87, 106] donde la interfe-
rencia de la matriz es importante, pero estd restringido a compuestos volatiles o
semivolatiles.

En la Figura 3.2 se muestra una ilustracién del proceso de SPME por inmersién.

Muesira
con los analitos

Figura 3.2: Esquema del proceso SPME por inmersién directa

En lo que respecta a la etapa de desorcion, ésta se realiza térmicamente o bien
por adiciéon de un disolvente orgénico, dependiendo de la técnica analitica que se
utilice a continuacién. Asi, si la SPME se acopla a la cromatografia de gases (GC),

la desorcién se realiza térmicamente [107, 108], y si ésta se combina con la HPLC,
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se lleva a cabo mediante el uso de un disolvente orgdnico [109, 110], pudiéndose

utilizar una interfase SPME-HPLC [111, 112].

Tipos de fibras en SPME

Actualmente hay fibras con diferentes recubrimientos de manera que la SPME
puede usarse para determinar distintos tipos de compuestos de forma especifica
[113]. Los primeros recubrimientos comercializados fueron los de polidimetilsiloxa-
no (PDMS) y poliacrilato (PA) pero los tipos de recubrimientos han ido aumen-
tando y actualmente cubren un amplio conjunto de aplicaciones [73, 114]. En la

Tabla 3.2 se muestran las fibras comercializadas por Supelco.

Generalmente, la naturaleza del analito determina la fibra a utilizar en cada
caso. En general, se utilizan recubrimientos polares como PA o Carbowax (CW)
para analitos polares como fenoles y recubrimientos apolares como PDMS para
analitos apolares como PAHs o BTEX (benceno, tolueno, xileno y etilbenceno)

[115, 116].

La extraccién de los analitos de la muestra mediante las fibras de PDMS se debe
principalmente a un fenémeno de absorcién [117]. Las fibras de PA, en cambio,
son adecuadas para analitos polares y, aunque el recubrimiento es un polimero
solido, su baja densidad hace que los analitos sean absorbidos por la fibra al igual
que en las fibras de PDMS. Las fibras en las que se combina m&s de un polimero,
como por ejemplo las de PDMS/DVB o CW/DVB, son mdas adecuadas para la
determinacién de analitos volatiles ya que a diferencia de las fibras de PDMS y

PA, la principal interaccion entre la fibra y los analitos se produce por adsorcién,
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Fase estacionaria/espesor T Polaridad | Uso
maxima recomendado
de uso

Polidimetilsiloxano (PDMS)

100 um, fase no enlazada 280°C No polar GC/HPLC
30 pm, fase no enlazada 280°C No polar GC/HPLC
7 um, fase enlazada 340°C No polar GC/HPLC

Polidimetilsiloxano/Divinilbenceno (PDMS/DVB)

65 um, fase parcialmente entrecruzada 270°C Bipolar GC
60 um, fase parcialmente entrecruzada - Bipolar HPLC
65 um, fase muy entrecruzada (stableflex) 270°C Bipolar GC

Poliacrilato (PA)

85 um, fase parcialmente entrecruzada 320°C Polar GC/HPLC

Carboxen/Polidimetilsiloxano (CX/PDMS)

75 um, fase parcialmente entrecruzada 320°C Bipolar GC
85 um, fase muy entrecruzada (stableflex) 320°C Bipolar GC

Carbowax/Divinilbenceno (CW/DVB)

65 um, fase parcialmente entrecruzada 265°C Polar GC
70 um, fase muy entrecruzada (stableflex) 265°C Polar GC

Carbowax/Templated Resin (CW/TPR)

50 um, fase parcialmente entrecruzada - Polar HPLC

Divinilbenceno/Carboxen/Polidimetilsiloxano

(DVB/CX/PDMS)

50/30 um, fase muy entrecruzada (stableflex') 270°C Bipolar GC
50/30 um, fase muy entrecruzada (stableflex')2 | 270°C Bipolar GC
' Fibras Stableflex: el recubrimiento esta depositado sobre una fibra de silice fundida flexible
2 Longitud especial de 2 cm

Tabla 3.2: Tipos de fibra comercializados para su uso en SPME

ya que son polimeros sélidos [102, 73]. En general, en estas fibras los coeficientes

de distribucién de los analitos son mayores que los que presentan las de PDMS.

En la Figura 3.3 se clasifican las fibras comerciales segin si el proceso de

extraccion se produce mayoritariamente por absorcién o adsorcion.
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Figura 3.3: Clasificacion de las fibras de SPME segiin si la extraccion se produce

por absorcién o adsorcion

Variables que afectan al proceso de SPME

El proceso de SPME se puede ver afectado por una serie de variables expe-
rimentales que pueden ser modificadas para incrementar la eficacia del proceso
de extraccién. Como se ha mencionado anteriormente, entre estas variables se en-
cuentra la agitacion de la muestra, que incrementa la difusién de los analitos desde
la matriz de la muestra a la fibra, por lo que se disminuye el tiempo requerido

para llegar al equilibrio.

Otros pardmetros importantes son el tiempo y la temperatura de extraccion,
asi como la modificaciéon de las condiciones de la muestra, y los pardmetros que
afectan la etapa de desorcién. Estos tltimos dependen de la técnica analitica que
se utilice a continuacién para llevar a cabo la separaciéon y cuantificacion de los

analitos.
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Etapa de absorcién/adsorcién

Los pardmetros que pueden afectar de alguna u otra forma en el proceso de
absorcién/adsorcién son los siguientes: el tiempo y la temperatura de extraccion,
la agitacién de la muestra, el volumen de muestra, asi como las condiciones de la

muestra (pH, adicién de sales o disolventes organicos).

El tiempo de extraccién en SPME es un parametro muy importante a tener en
cuenta. Al desarrollar un método analitico basado en SPME se debe determinar
el tiempo necesario para llegar al estado de equilibrio, que es caracteristico de
cada analito-fibra e intentar trabajar en esas condiciones. El tiempo de equilibrio
es aquel a partir del cual la cantidad de analito extraida se mantiene constante
[102]. Sin embargo, para algunos compuestos el tiempo necesario para llegar a
esta situacién es muy elevado, por lo que generalmente se opta por trabajar en
condiciones de no equilibrio y se seleccionan tiempos de extraccion inferiores pa-
ra no alargar el tiempo de andlisis. En estos casos es muy importante controlar
estrictamente el tiempo de extraccién ya que pequenas oscilaciones en la medida

del tiempo pueden variar de forma considerable la cantidad de analito extraida.

La temperatura de extraccién contribuye de dos formas completamente opues-
tas en el proceso de SPME [102]. Por un lado, los coeficientes de difusién de los
analitos en la muestra aumentan al incrementar la temperatura, por lo que aumen-
ta la cantidad de analito extraida. Por otro lado, un aumento de la temperatura
disminuye los coeficientes de distribucién del analito entre la muestra y la fibra por
lo que la eficacia de la extraccion se ve afectada negativamente. Por ello, hay que

elegir la temperatura de extraccién mas adecuada para cada pareja matriz-fibra.
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La concentracién de sal en la muestra y la modificacién del pH también pueden
afectar al proceso de SPME. La presencia de sales, generalmente Na Cl, aunque en
algunos casos se han utilizado otras sales como NasSOy4 en la muestra, aumenta
el coeficiente de distribucién de los analitos que estdn presentes en forma no ioni-
zada, por lo que la cantidad de analito extraida generalmente aumenta [102]. Sin
embargo, si los analitos estan en forma ionizada, se observa una disminucién de la
eficacia de la extraccién. Esto se debe al aumento del coeficiente de actividad de
las especies idnicas al aumentar la fuerza iénica de la solucion. El pH de la mues-
tra es otro factor a tener en cuenta en la optimizacién del proceso. Los analitos

deben estar siempre presentes en la muestra en su forma neutra para su extraccion.

El volumen de muestra es otro pardmetro a tener en cuenta. Asi, éste se debe
seleccionar en funcién de los coeficientes de distribucién de los analitos, K s. Estos
pueden estimarse a partir de datos bibliograficos o bien calcularse a partir de una
serie de ecuaciones matematicas.

Como puede observarse en la ecuacion 3.1, al aumentar el volumen de la mues-
tra, Vs, la cantidad de analito extraida, n, también aumenta, pero si V; es signifi-
cativamente mds grande que el producto de Kys y el volumen de la fibra, Vy, la
cantidad de analito extraida es independiente del volumen de muestra (ver ecua-
cién 3.2). En la préctica, teniendo en cuenta un 5% de error se puede asumir

que:

V, = 20K ;sV; (3.4)

Esto implica que para compuestos con Kys superiores a 200 y una fibra de

100 pm es suficiente un vial de 2 ml para conseguir la maxima sensibilidad, mien-
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tras que viales de 40 ml pueden ser usados para compuestos con Kys hasta 4000
[102]. En consecuencia, el uso de volimenes de muestra mayores que el volumen
limitante, no afectard a la sensibilidad del método pero si puede mejorar la preci-
sién.

Aunque en general la presencia de disolventes orgdnicos en muestras acuosas
disminuye la cantidad de analito extraida, ya que aumenta la solubilidad de los
analitos en la muestra, en algunas ocasiones el proceso de extraccidén puede verse

favorecido debido a cambios en las interacciones entre la fibra y los analitos.

Etapa de desorcién

Los parametros que afectan a la etapa de desorcién dependen del tipo de pro-
ceso utilizado (térmica o por disolvente orgdnico). Si ésta se realiza térmicamente
en un cromatégrafo de gases, los pardmetros a optimizar son la temperatura y el
tiempo de desorcién [118, 119]. Cuando la desorcién se realiza mediante el uso de
un disolvente orgdnico y fuera de linea con el cromatégrafo de liquidos [109, 112],
los pardmetros a optimizar son el tipo de disolvente orgdnico (que debe ser com-
patible con la fibra y con la técnica analitica posterior) y el volumen de disolvente.
En general, debe utilizarse el menor volumen de disolvente orgdnico posible sin
que se produzca efecto memoria, de forma que el factor de preconcentracion sea
mayor [120].

Cuando la desorcién se realiza en la interfase de SPME para HPLC, ésta se
puede llevar a cabo en modo estético y dindmico [109]. La forma mas sencilla de
acoplar la SPME utilizando la interfase de SPME-HPLC es usar la fase movil
como disolvente de desorcién, aunque en algunos casos se debe introducir algin

disolvente organico en la interfase para ayudar a la desorcién [115]. Asi, en modo
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dindmico los parametros a optimizar son el flujo de la fase mévil y el disolvente de
desorcidn, si es necesario. En modo estatico, ademads, se debe optimizar el tiempo
de desorcién. Este debe ser suficiente para desorber completamente los compuestos

sin que se produzca efecto memoria, al igual que el tiempo de desorcién en GC.

3.3. Extraccién en fase sélida (SPE)

Es una técnica de preparacion y tratamiento de muestras que esta basada en la
retencién selectiva de analitos y posterior elucién [46]. Se puede aplicar a cualquier

tipo de técnica analitica [121, 122], siendo sus objetivos principales:

Enriquecimiento de trazas: concentracion o preconcentraciéon. Puede reali-

zarse una preconcentracién de hasta tres érdenes de magnitud.

» Limpieza de muestras: para eliminar interferencias, utilizando los disolventes

de lavado adecuados.

= Fraccionamiento de la muestra: en diferentes compuestos o grupos de com-

puestos, eluyendo cada fraccién con una fase liquida distinta.

s Almacenamiento de analitos: que son inestables en un medio liquido o que

tienen volatilidad elevada.

= Reacciones de derivatizacion: entre grupos reactivos del analito y los grupos

de la superficie del adsorbente.

3.3.1. Fundamentos de la SPE

La extraccién en fase sélida (SPE) es un proceso fisico-quimico en el que estan

implicadas una fase sélida y un liquido. La fase solida tiene mayor atraccién por
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los analitos que el disolvente en el que se encuentran. Cuando la disolucién de la
muestra pasa a través del lecho del adsorbente, segiin las caracteristicas del mismo,
los analitos se concentran en su superficie, mientras que otros componentes de la

muestra no retenidos pasan a través de él [123].

Se pueden conseguir extracciones muy selectivas eligiendo adecuadamente el

adsorbente [47, 124].

3.3.2. Etapas de una extraccion SPE

En la Figura 3.4 se indican las etapas a seguir para realizar una extraccion en

fase sélida [121].
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Figura 3.4: Etapas en la utilizacién de un procedimiento de SPE

= Ktapa 1: Corresponde al acondicionamiento del cartucho para que esté sol-

vatado. Prepara la fase sélida para que pueda interaccionar mejor con la

muestra.
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= Etapa 2: La muestra pasa a través del adsorbente.

= Etapa 3: El adsorbente retiene selectivamente a los analitos y alguna inter-

ferencia, el resto de compuestos pasan sin ser retenidos.

= Etapa 4: El adsorbente se lava con un disolvente selectivo, adecuado para
eluir las interferencias retenidas, mientras que los analitos permanecen en el

lecho adsorbente.

= Etapa 5: Los analitos concentrados y purificados son eluidos del adsorbente

con un disolvente adecuado.

Para hacer pasar los disolventes y la muestra a través de los cartuchos se ha
de aplicar presién o vacio. Para facilitar el manejo y poder realizar extracciones
simultdneas, los cartuchos se conectan a una estacién de vacio. Estos sistemas
llevan una véalvula que permite regular la intensidad de vacio y obtener resultados

mas reproducibles.
3.3.3. Retenciéon y Elucién

Retencion

Se produce porque existe una atraccién entre el adsorbente y las moléculas del
analito, quedando inmovilizado en la superficie del adsorbente cuando la disolucién
de la muestra pasa a través del lecho del adsorbente. En la retencién influyen tres

factores:

s La muestra
= La fase estacionaria

= El disolvente
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Elucién

Es el proceso en el que un analito es separado del lecho adsorbente en el
cual ha sido retenido. Ocurre cuando se introduce un disolvente que interacciona
més fuertemente con el analito que el adsorbente. Es importante distinguir entre

elucién de la matriz y elucién de los analitos:

= FElucion de la matriz: debe elegirse un disolvente que eluya a la matriz con
mas fuerza que la fase estacionaria. Es importante elegir la fase y el disolvente
de elucién de la matriz (lavado), de tal manera que los analitos no eluyan

con este disolvente de lavado.

» Flucion de los analitos: debe utilizarse la minima cantidad de disolvente

elegido para eluir los analitos.

Las condiciones de fuerte retencién y rapida eluciéon deben cumplirse en todo

proceso de SPE.

3.3.4. Capacidad y Selectividad

Capacidad

Es la cantidad méxima de un analito que puede ser retenido por una masa
determinada de adsorbente bajo condiciones éptimas.
Cuando se selecciona el tamano de cartucho éptimo para una aplicacién par-

ticular, los factores a considerar son:

= Capacidad para retener a todos los analitos de la muestra
= Volumen original de la muestra

= Volumen final de muestra purificada después de la elucién
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Cuando se calcula la cantidad de un determinado adsorbente requerido para un
procedimiento de extraccion, ademas de los analitos, también deben considerarse

otros compuestos no deseados que pueden retenerse junto con los analitos.

Selectividad

Es la capacidad del adsorbente para discriminar entre los analitos y los restan-
tes componentes de la matriz. Un adsorbente muy selectivo es aquel que retiene
solamente a los analitos de la matriz de muestra.

La selectividad de un proceso de SPE es funcién de tres parametros:

= La estructura quimica de los analitos

= Las propiedades del adsorbente

= La composicién de la matriz de la muestra

Volumen de Rotura

Un pardametro préactico importante en SPE es el denominado ‘volumen de ro-
tura’, que es el volumen de muestra a partir del cual el analito ya deja de ser
retenido por el adsorbente, y por tanto, se ha excedido la capacidad del mismo.

Este parametro limita el volumen de muestra maximo que puede ser usado en

SPE.

Flujo

Otro factor importante para optimizar un proceso de SPE es el flujo de la
muestra y de los disolventes que pasan a través del lecho adsorbente. El flujo

requerido es funcién de lo fuertemente que el analito esté retenido en la cantidad
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de adsorbente. Generalmente el flujo no debe exceder de 5-10 ml/minuto a través
de lechos de 100 mg de adsorbente. Este flujo es valido para todas las etapas
del proceso de extraccidén, tanto para la aplicacién de la muestra, como para los

lavados intermedios y elucién final de los analitos.

3.3.5. Tipos de fases

Las fases sélidas empleadas en SPE son similares a las empleadas en cromato-
grafia liquida en columna. Las mds utilizadas son: carbén activo, alimina, silica
gel, silicato de magnesio (Florisil) [125, 126], silices enlazadas y polimeros como

estireno-divinilbenceno [123, 127].






Capitulo 4

Objetivos del Trabajo

La busqueda de nuevos métodos de andlisis, que permitan mejorar la sensibili-
dad, selectividad, rapidez y coste de los ya existentes, ha sido siempre el objetivo
de todo nuevo proceso analitico. En la presente Tesis Doctoral se ha planteado,
como objetivo general, el desarrollo de nuevos métodos de extraccién y preconcen-
tracion de pesticidas organoclorados presentes en muestras medioambientales de
diferente naturaleza, utilizando medios micelares como extractantes y su posterior

determinacién por cromatografia liquida de alta resolucién.

Se ha elegido una mezcla de seis pesticidas organoclorados de interés priorita-
rio para la EPA. Con dicha mezcla se ha realizado la optimizacién, validacién y

aplicacién de los métodos de extraccién y determinacién desarrollados.

Los surfactantes utilizados fueron del tipo polioxietilen alquil éter:
» Polioxietilen 10 Lauril ether (POLE)

» Polioxietilen 10 Stearil ether

53
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» Polioxietilen 10 Cetil ether

» Polioxietilen 10 Tridecil ether

Entre otras ventajas, respecto a los métodos convencionales, se pretende con-
seguir una reduccién considerable en el tiempo de andlisis de las muestras y la
minimizacién en el consumo de disolventes orgdnicos, gracias al uso de otros ex-
tractantes, los surfactantes, menos agresivos con el medioambiente y de menor

coste.

En atencién a lo expuesto se han planteado los siguientes objetivos parciales:

= Establecer las condiciones de separacién adecuadas para la mezcla de pesti-
cidas organoclorados estudiada, utilizando la cromatografia liquida de alta

resolucién con detector UV-visible.

= Caracterizar las propiedades fisico-quimicas de los suelos y fangos estudiados.

= Optimizar las condiciones para la extraccién de pesticidas organoclorados
en muestras de suelos, fangos, algas y moluscos mediante la extraccién asis-
tida por microondas, con medios micelares como extractantes. Se utilizaran
diversos disenos factoriales para la optimizacién de la concentracién, volu-
men de surfactante, asi como las condiciones de irradiacién del microondas,

tiempo y potencia.

= Establecer la influencia de algunas de las caracteristicas de la matriz, como
el pH, el contenido en materia organica, la composicién granulométrica y la
conductividad, en el proceso de extraccion de los pesticidas organoclorados

en muestras de suelos y fangos.
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= Aplicar la extraccién asistida por microondas con medios micelares a distin-
tos tipos de muestras, previamente enriquecidas con los pesticidas organo-

clorados, después de diferentes periodos de envejecimiento.

» Optimizar las condiciones de la microextraccién en fase sélida (SPME) como
paso de limpieza y preconcentracién tras la extraccién micelar asistida por

microondas (MAME) para distintos surfactantes.

» Aplicar la extraccion MAME-SPME a distintos tipos de muestras (suelos,

fangos y algas), previamente enriquecidas con los pesticidas organoclorados.

» Optimizar las condiciones para la extraccién en fase sélida (SPE) como pa-
so de limpieza y preconcentracion tras la extraccién micelar asistida por

microondas (MAME).

» Aplicar la extraccion MAME-SPE a distintos tipos de muestras (algas y

moluscos), previamente enriquecidas con los pesticidas organoclorados.
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Capitulo 5

Aparatos y Reactivos

5.1. Aparatos Utilizados

5.1.1. Cromatografo Liquido de Alta Resolucién

Para la determinacién cromatografi-
ca se utilizé un cromatdgrafo liqui-

do de alta resolucién (HPLC) Va-

rian con detector UV-visible (Varian

Ibérica, S.L. Madrid, Espana).

Figura 5.1: Cromatografo

Este sistema estd compuestos por una bomba Varian 240 acoplada a un auto-
muestreador Varian 410 con selector de volumen de inyeccién, un médulo Horno
de Columna Varian (modelo 500) y un detector ultravioleta-visible de diodos,
también de Varian. Las columnas utilizadas fueron: Varian Microsorb-MV Cyg,

25024.6 mm (con relleno de particulas de 8 pym) y Varian Microsorb-MV Cyg,

99
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5.1. Aparatos Utilizados

15024.6 mm (con relleno de particulas de 4 pum). El software utilizado para la

obtencién de los cromatogramas y su posterior tratamiento fue Star de Varian.

5.1.2. Microondas

Figura 5.2: Microondas

El equipo de extraccién consistié en
un sistema de digestién por microon-
das modelo Multiwave B3OMCO06A, de
la marce Anton Paar (Graz, Austria).
Este microondas permite el control de
tiempo y potencia, asi como medir la

temperatura en cada vaso.

Estd equipado con rotor 6EVAP, con una frecuencia de 2450 MHz a potencia

total, con 6 vasos de PFA, modelo MF100, para un volumen maximo de 50 ml.

5.1.3. Extraccion en fase soélida

spe cartridge

stopcock

L EEEE]

vacuum
gauge

vacuum
manifold

Figura 5.3: Estaciéon SPE

La estacién de vacio utilizada pa-
ra hacer pasar los disolventes y
la muestra a través de los cartu-
chos fue una Vac Elut 20 Manifold
162100 mm (Varian, Espana). Per-
mite realizar hasta 20 extracciones

simultaneas.
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5.1.4. Sistema Soxhlet

Para la validacion de los métodos propuestos correspondientes a la extraccion de
pesticidas organoclorados en algas y moluscos, se empled un sistema de extraccion

Soxhlet [75, 128] de la marca Pobel (Madrid, Espana) y capacidad 250 ml.

En este procedimiento, la muestra sélida se co-
loca en un cartucho de material poroso que se
sitia en la cdmara del extractor de Soxhlet. Se
]
calienta el disolvente extractante, situado en el
1. matraz, se condensan sus vapores que caen, gota
a gota, sobre el cartucho que contiene la mues-
tra, extrayendo los analitos solubles. Cuando el

nivel del disolvente condensado en la cdmara al-

canza la parte superior del sifén lateral, el di-
solvente, con los analitos disueltos, asciende por
el sifén y retorna al matraz de ebullicién. Este
procedimiento se repite hasta que se completa
la extraccién de los analitos de la muestra y se

Figura 5.4: Soxhlet concentran en el disolvente.

5.1.5. Tratamiento Estadistico

El diseno experimental utilizado en este estudio se realizé usando el Software
Statgraphics Plus, versién 5.1 (Manugistic, Rockville, MD, USA). Este programa
permite obtener disefios experimentales de tipo factorial (23: en pantalla y 32

superficie de respuesta) de forma aleatoria para proteger los resultados de variables
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ocultas, factores ambientales u otros no controlados, que pudiesen estar influyendo
en el proceso de extraccion.

Para el tratamiento estadistico de los datos se hizo uso del programa SPSS
11.0 (SPSS Inc., Illinois, USA), con el que se calcularon las correlaciones parciales
y bivariadas entre las variables dependientes y la variable independiente (cantidad

obtenida de los analitos de interés, dado en recuperaciones o areas).

5.2. Reactivos y Disoluciones

5.2.1. Reactivos

Los pesticidas organoclorados utilizados en este trabajo, indicados en la Ta-
bla 1.1 del apartado 1.2, son de la marca Cerrilliant Corporation y fueron adqui-
ridos en LGC Promochem (Barcelona, Espana). El metanol utilizado para prepa-
rar las disoluciones, asi como la fase mévil, fue de la marca Panreac (Barcelona,
Espana). El agua utilizada (agua Milli-Q), tanto para la preparacién de las di-
soluciones de surfactante como para la preparacién de fase movil, se obtiene de
un sistema de purificacién de la marca Millipore (MA, EEUU). Los disolventes
empleados para la fase mévil (metanol y agua) se filtraron a través de filtros de
membrana de nylon de 0.22 pm; los demds se utilizaron directamente sin ningin
tratamiento.

El hexano utilizado para la extraccién Soxhlet de calidad “andlisis” fue sumi-
nistrado por Merck (Barcelona, Espana).

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

marca Sigma (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana).
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La fuerza iénica de las disoluciones en SPME se modificé anadiendo cloruro

sédico (NaCl) de la marca Panreac (Barcelona, Espana).

Para la determinacién del contenido en materia organica de los suelos se uti-
liz6 4cido sulfirico del 96 % riqueza, dicromato potasico y sal de Mohr (sulfato de

amonio de hierro IT hexahidratado), de calidad “pro-andlisis” de la marca Panreac.

Muestras certificadas

La muestra de suelo certificada conteniendo pesticidas organoclorados (CRM-
804-050), de la marca Resource Technology Corporation fue suministrada por LGC
Promochem (Barcelona, Espana). La concentracién de los pesticidas fue certifica-
da mediante los métodos: USEPA SW846 (3* Edicién), Método de Extraccién
3540A /3541 (Soxhlet), 3550 (sonicacién) y Método de Andlisis 8081 [129].

Para las algas y los moluscos, al no existir material de referencia certificado, se
utiliz6é una mezcla de referencia de pesticidas que contenia 5 de los 6 compuestos
de interés, a una concentracién certificada (Pesticide-Mix5: 4,4’-DDD, 4,4-DDE,
2,4'-DDT, 4,4-DDT y Dieldrin a 10 ng-ul~!), suministrada por Dr. Ehrenstorfer

Reference Material y distribuida por Cymit Quimica (Barcelona, Espana).

Microextraccion en fase sélida

Las fibras de microextraccién en fase sélida (SPME) fueron suministradas por
Supelco (Madrid, Espana). Las fibras utilizadas fueron: 50 ym Carbowax-TPR 100
(CW-TPR), 75 pm Carboxen-Polydimethylsiloxane (CX-PDMS), 100 pm Poly-
dimethylsiloxane (PDMS), 60 pm Polydimethylsiloxane-Divinilbenzene (PDMS-
DVB), 65 pm PDMS-DVB y 85 um Polyacrylate (PA).



64 5.2. Reactivos y Disoluciones

Extraccion en fase sélida

Los cartuchos usados para la extraccién en fase sélida (SPE) fueron: Envirelut-
Pesticide 500mg, Bond Elut-ENV 500 mg y Mega BE-FL 1 g de Varian (Madrid,
Espana) y Sep-Pak Vac Cig 500 mg y Oasis HLB 200 mg de Waters (Madrid,

Espana).

5.2.2. Disoluciones

Las disoluciones patrén de los pesticidas se prepararon disolviendo las canti-
dades adecuadas de cada uno de ellos en estado sélido en metanol, para conseguir
una concentracién de partida de 1g-L~!'. Se almacenaron a 4°C. Las restantes
disoluciones de menor concentracion se prepararon por dilucién de éstas.

Las disoluciones de los surfactantes se obtuvieron por dilucién de éstos en
agua Milli-Q hasta conseguir una concentracién final de 5% y 10% (v/v). Las

disoluciones de concentracién inferior se preparaban por dilucién de las anteriores.
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6.1. Analisis Cromatografico

El anédlisis de los extractos de las muestras fue llevado a cabo usando un cro-
matégrafo liquido de alta resolucién con detector ultravioleta-visible [130, 131]. La
separacion y determinacién de los compuestos bajo estudio se realizé inyectando
30 pl de extracto en el sistema cromatografico para MAME y 50 ul para los ex-
tractos MAME-SPME y MAME-SPE. Se determiné el tiempo de retencion y se

midié la absorbancia de cada analito a su longitud de onda de méxima absorcién.

Para la columna de 250mm los tiempos de retencion se muestran en la Ta-
bla A.1 (apartado A.2) y para la columna de 150mm se muestran en la Tabla A.4
(apartado A.3). El eluyente usado para la separacién de los seis pesticidas orga-
noclorados fue Metanol-Agua (85:15) a flujo isocratico Iml-min~!. Se obtuvo una
relacion lineal entre las dreas de pico y la concentracién de analito en el rango
comprendido entre 100-1000 pg-L~"' para MAME y 50-1000 pg-L~' para MAME-
SPME y MAME-SPE, con altos coeficientes de correlacion (> 0.995).

65
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6.2. Acondicionamiento de las muestras

Las muestras fueron acondicionadas, previo a la extraccion, con la mezcla de
los seis pesticidas organoclorados estudiados.

Las muestras de suelo y fango procedentes de distintas zonas de la isla de Gran
Canaria (ver mapa, Figura 6.1), una vez recogidas, se dejaron secar al aire duran-
te al menos dos semanas. Tras el secado se tamizaron, recogiéndose la fraccién

correspondiente a un tamano inferior a 0.30 mm.

Sardina; ¥

La Aldea !

Taurito

* Maspalomas

Figura 6.1: Zonas de recogida de muestras en la isla de Gran Canaria

Se pesaron 2 g de suelo, se les anadié el volumen necesario de la disolucién
que contenia la mezcla de pesticidas y se dejaron al aire a temperatura ambiente.

Estas muestras se utilizaron 24 horas después del acondicionamiento.

Para muestras envejecidas realizamos el mismo proceso, pero se guardaron en

oscuridad y cerradas durante el tiempo necesario (2 semanas en un caso y 2 meses
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en otro). Después de este tiempo de acondicionamiento, se determiné el contenido
de los analitos presentes en el suelo.

Para las muestras de fangos el acondicionamiento se realizé a través de una
fortificacién con acetona, que contenia la mezcla de pesticidas, de toda la muestra
a analizar (24 horas antes). Se pesé la cantidad necesaria (10 6 20 g) y se anadié un
volumen suficiente de acetona para cubrir toda la muestra conteniendo la cantidad
de analitos necesaria para obtener la concentracién deseada. Este procedimiento
permite obtener muestras mas homogéneas, y por tanto, mas reproducibles.

Las muestras de algas y moluscos se fortificaron igual que los fangos pero con
metanol y acetona, respectivamente. Las algas no se fortificaron con acetona para

evitar la extraccion de los pigmentos, solubles en este disolvente.

6.3. Extraccién micelar por microondas (MAME)

La muestra previamente acondicionada, se deposité en el vaso de extraccién y
se le anadié el volumen adecuado de la disolucién de surfactante.

La cantidad de muestra a extraer dependerd de la matriz utilizada:

= SUELOS Y FANGOS: 2 gramos
= ALGAS: 0.5 gramos
= MOLUSCOS: 1 gramo

Después de cerrados, los vasos se introdujeron en el microondas y se les aplicé la
potencia y tiempo previamente establecidos para realizar el proceso de extraccion.
Una vez fuera del microondas, y antes de abrirlos, los vasos se dejan durante un
tiempo minimo de 10 minutos a temperatura ambiente, para que se enfrien y evitar

pérdidas por evaporacion.
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Se recoge todo el liquido sobrenadante que es filtrado mediante filtros de jeringa
marca Millipore de 0.45 ym de poro y 25 mm de didmetro, antes de ser inyectado
en el sistema cromatografico o pasar a los siguientes pasos de preconcentracién y

limpieza (SPME y SPE).

6.4. Microextraccién en fase sélida (SPME)

Antes de su utilizacién las fibras fueron acondicionadas durante 30 min en
metanol (segun instrucciones del fabricante).

Tras el estudio de todas las variables que afectan al proceso MAME-SPME y
su optimizacion, se fijaron las siguientes condiciones:

Se tomaron 5 ml del extracto MAME y 7.5 ml de agua bidestilada y se in-
trodujeron en un vial SPME de 15 ml con inmersién directa bajo las condiciones
6ptimas. La desorcién de los compuestos se realizé en un vial cénico de 200 ul
con 55 pl de metanol. Se inyectaron en el sistema cromatogréafico 50 pl de dicho

extracto.

6.5. Extraccion en fase sélida (SPE)

Los cartuchos se acondicionaron con 5 ml de metanol y 5 ml de agua bidestilada
antes de cada extraccién. Se tomaron 5 ml de extracto MAME, se diluyeron con
20 ml de agua y el extracto diluido se pasé a través del cartucho SPE a un flujo
de 5 ml-min—'.

Tras el proceso de absorcidn, se realizé un paso de lavado del cartucho con

5 ml de agua ultra pura para eliminar el remanente de surfactante que pudiese

quedar, y diluir otros compuestos que hayan quedado retenidos para reducir las
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interferencias. Los analitos retenidos fueron eluidos con 2 ml de metanol a un flujo

de 1 ml-min—1!.

Se inyectaron en el sistema cromatografico 50 pl de dicho extracto.

SPE
7 Dl

I':> Agua (20 mi) :> An:

el SO

Figura 6.2: Representacién de MAME acoplado con SPE

Surfactante
con analitos

6.6. Extraccion Soxhlet

Las cantidades de muestra usadas para la extraccién fueron las mismas que
en MAME. Para la extraccién en el caso de algas se tomaron 0.5 g, y para la

extracciéon en moluscos 1g.

Las muestras, previamente acondicionadas, fue sometida al proceso de extrac-
ci6n Soxhlet con hexano durante 24 horas con 6-8 ciclos/hora como propone el
Método Oficial AOAC 970.52 para pesticidas organoclorados [132]. El extracto se
llevé a sequedad con un rotavapor, se redisolvié en metanol (10 ml) y finalmente

fue analizado en el cromatografo liquido donde se inyectaron 50 pl.
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6.7. Mezclas de Surfactantes

Los surfactantes usados en este estudio fueron:

Polioxietilen 10 Lauril ether (POLE)

Polioxietilen 10 Stearil ether

Polioxietilen 10 Cetil ether

Polioxietilen 10 Tridecil ether

Para intentar mejor la extracciéon y debido a la baja solubilizacién en agua
de algunos de ellos a temperatura ambiente, se probaron diferentes mezclas de

surfactantes:
» 70 % POLE + 30 % Polioxietilen 10 Stearil ether (Mezcla Stearil)
» 70 % POLE + 30 % Polioxietilen 10 Cetil ether (Mezcla Cetil)

» 70 % POLE + 30 % Polioxietilen 10 Tridecil ether (Mezcla Tridecil)

6.8. Caracteristicas de los suelos y fangos

Se recogieron diferentes muestras de suelo de distintas regiones agricolas de la
isla de Gran Canaria (Islas Canarias, Espana). Las caracteristicas fisico-quimicas
obtenidas de estas muestras se describen en la Tabla 6.1.

Los fangos estudiados pertenecen a muestras recogidas en diferentes zonas cos-

teras alrededor de la isla de Gran Canaria.
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Contenido Cont. Conduct.
Suelo Uso Arcilla (%) pH MO (%)* (uS/cm)
TAFIRA Jardin 23.8 8.3 4.8 292
SAN Roque  Agricola 14.6 7.9 12.5 3266
Sta Bricina  Agricola 12.8 5.9 3.9 483
VaLreseco I Agricola 32.1 4.8 4.4 202
VALLES. 1T Agricola 47.3 3.9 6.2 100

*MO: Materia Orgéanica

Tabla 6.1: Caracteristicas de los suelos estudiados

En la Tabla 6.2 se recogen las diferentes caracteristicas fisico-quimicas de estos

fangos asi como su orientacién geografica.

Orientacién Contenido Cont. Conduct.
Fango Geografica Arcilla (%) pH MO (%)* (1S/cm)
MASPALOMAS Sur 0.8 9.3 0.4 2390
CICER Noreste 6.3 8.8 0.6 304
LA ALDEA Oeste 32.6 8.6 3.4 1925
SARDINA Norte 0.1 9.1 0.6 1750
TAURITO Suroeste 5.9 9.3 0.7 883
Hova PozueLo Sureste 3.8 8.6 1.1 345

*MO: Materia Orgéanica

Tabla 6.2: Caracteristicas de los fangos estudiados
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6.8.1. Determinaciéon del pH

Debido a la naturaleza sélida de la matriz, el pH de un suelo o fango, es el que se
obtiene potenciométricamente en la suspensién obtenida por agitacion del mismo
con agua. El tiempo de agitacién y de decantacion elegidos deben ser suficientes
para asegurar que la muestra en suspension haya alcanzado el equilibrio quimico
con la fase liquida cuando se realice la lectura del pH. Al ser muestras organicas
se tomaron 5 g con 20 ml de agua destilada; agitamos durante 1 minuto y dejamos
decantar durante media hora [133]. Los pH medidos se muestran en la Tabla 6.1

y Tabla 6.2, para los suelos y fangos estudiados respectivamente.

6.8.2. Determinacién de la Conductimetria

El andlisis conductimétrico de las muestras se realizé de una manera equiva-
lente a las medidas de pH, siguiendo el mismo procedimiento que se recoge en el
apartado anterior. Los resultados obtenidos para cada una de las tierras se recogen

en la Tabla 6.1 y para los fangos en la Tabla 6.2.

6.8.3. Granulometria — Determinacién del Tamano de Grano

El conocimiento de la composicién granulométrica es fundamental en nuestro
estudio, puesto que la distribucién de las particulas del suelo o fango en funcién de
su tamano, tiene una gran influencia en el comportamiento fisico y quimico de los
contaminantes. Para determinar el tamano de grano de las muestras se tamizaron
cada una de ellas con tamices de alambre de tamanos comprendidos entre 0.3
y 0.1 mm. Después de desechar las fracciones superiores a 0.3 mm se obtuvo la
distribucién granulométrica que se recoge en la Tabla 6.3 y en la Tabla 6.4, para

los suelos y fangos respectivamente.
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Tamano de Grano ( %)

Suelo 0.3 mm 0.2mm 0.15 mm <0.1lmm
TAFIRA 44.4 17.2 14.6 23.8
SAN ROQUE 52.1 20.0 13.2 14.6
STA BRIGIDA 56.5 17.8 12.8 12.8
VALLESECO I 36.3 16.4 15.2 32.1
VALLES. II 25.2 13.2 14.4 47.3

Tabla 6.3: Composicién granulométrica de los suelos

Tamano de Grano (%)

Suelo 0.3mm 0.2mm 0.15 mm <0.lmm
MASPALOMAS 58.3 31.8 9.1 0.8
CICER 2.1 22.7 68.9 6.3
LA ALDEA 34.6 15.1 17.6 32.6
SARDINA 70.5 26.4 3.0 0.1
TAURITO 64.7 21.7 7.6 5.9
Hova PozuELO 67.0 23.7 5.5 3.8

Tabla 6.4: Composicién granulométrica de los fangos

6.8.4. Determinaciéon del contenido en Materia Organica

Los métodos que se utilizan en la actualidad para la determinacién de este

parametro se basan en la oxidacién de la materia organica de la muestra por via

himeda con dicromato potédsico y acido sulfurico. Por su amplitud de aplicacion

en las condiciones més variadas, el método de Sauerlandt [134, 135] fue el méto-
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do utilizado para determinar el contenido de carbono en las muestras de suelo
estudiadas.

Se tomd 1 gramo de cada una de las muestras, después de dejarlas secar a tem-
peratura ambiente. Tras tamizarla, la muestra tenia un tamano de grano inferior
a 0.3 mm. Se introdujeron en un vaso de precipitado de 250 ml y se anadieron
50 ml de acido sulfirico concentrado. La muestra se dejé en contacto con el dcido
de 5 a 10 minutos, a temperatura ambiente. Posteriormente, se anadid, lentamen-
te, agitando y enfriando bajo el grifo, 25 ml de una disolucién 2 N de dicromato
potdsico. A continuacién se calenté durante hora y media la mezcla a una tem-
peratura de 125°C. Después de refrigerar la disolucién, se enras$ en un matraz a
250 ml con agua destilada agitando convenientemente. Se tomaron 10 ml de esta
disolucién y se pasaron a un erlenmeyer; se anadieron 100 ml de agua destilada, 3
gotas de acido fosférico y 5 gotas de disolucién de difenilamina. Posteriormente se
valoré con sal de Mohr 0.2 N el exceso de dicromato potasico que no reaccioné con
la materia organica.

Para determinar el contenido de carbono hay que tener en cuenta que 1 milie-
quivalente de dicromato potédsico equivale a 3 miligramos de carbono. Los resul-
tados obtenidos para las muestras de suelo se muestran en la Tabla 6.1 y para las

muestras de fangos estudiadas, los resultados se presentan en la Tabla 6.2.
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Capitulo 7

Extraccion y Determinacion de

Pesticidas en Suelos y Fangos

Los pesticidas organoclorados han sido ampliamente usados en la agricultura
para el control de plagas a lo largo de todo el mundo. Debido a esto, y a su altisima
persistencia, estan presentes en mayor o menor concentraciéon en cualquier tipo de
suelos, especialmente en suelos agricolas [136]. A su vez, los pesticidas aplicados
en tierra pueden ser transportados hasta los sistemas acudticos por la lluvia, los
rios y escorrentias, llegando a los sedimentos y fangos, asocidndose con particulas

organicas e introduciéndose asi en la cadena tréfica [9, 137].

Por ello y por su alta toxicidad, hay un interés creciente en la optimizacién de
nuevas metodologias analiticas que permitan la determinacién de estos compues-
tos en distintas matrices, tales como los suelos y fangos, de una manera rapida,
econdémica y segura para el medioambiente, como puede ser la extracciéon micelar

asistida por microondas.
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7.1. Optimizacién y aplicacion de MAME en suelos

7.1.1. Optimizacién de variables en la extraccion MAME

En el desarrollo de nuevos métodos analiticos es importante establecer aquellos
valores de las variables experimentales que puedan influir en la senal a medir. En
este sentido, una parte importante de los estudios a desarrollar se han dirigido a
la optimizacién de estos factores. Cuando se utiliza la metodologia de extraccién
asistida por microondas, los factores principales que deben tenerse en cuenta a la
hora de optimizar dicho método son aquellos que pueden tener alguna influencia,
no sdlo sobre los analitos en estudio, sino también sobre la matriz en la que se

encuentran y sobre el extractante utilizado en el proceso.

La optimizacién de la metodologia MAME en suelos, se ha realizado para una
mezcla de seis pesticidas organoclorados con 4 tipos de surfactantes diferentes.

Se estudiaron los siguientes factores:

Volumen de surfactante

Concentraciéon de surfactante

Potencia de irradiacién

Tiempo de irradiaciéon

En las estrategias tradicionales, para alcanzar las condiciones éptimas de tra-
bajo, sélo se cambia una variable cada vez, mientras permanecen constantes el
resto de los factores. Esta aproximacion requiere un gran niimero de experiencias

y no permite el andlisis de los cambios en algunas de las respuestas que pueden
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tener lugar cuando dos o méas factores se modifican simultdneamente. El diseno
experimental constituye una alternativa a estas estrategias, permitiendo que se

puedan variar simultdneamente los factores, a la vez que se estudian sus efectos

138, 139).

La primera fase consistié en un disefio factorial 2* (siendo 4 el nimero de
variables a optimizar), el cual permite obtener la influencia que tiene cada variable

en la recuperacion y las posibles interacciones existentes entre las variables.

Con este diseno se toma el valor maximo y minimo de cada variable: Potencia-
100 y 800 W, Tiempo- 2 y 14 min, Volumen de Surfactante- 5 y 15 ml y Con-
centracién de Surfactante- 1 y 5% (v/v). Combinando los valores dados de dichos

parametros entre si, se obtiene un total de 16 posibles ensayos.

El diseno se realiz6 de tal forma que las muestras se analizaron de manera alea-
toria para evitar la influencia de variables ocultas. En todos los casos las muestras

se realizaron por duplicado.

Con este diseno lo que se obtiene es una tabla de correlaciones, donde se obser-
van las correlaciones de cada variable con la recuperacién (correlacién parcial) y
las correlaciones de las variables entre si (correlacién bivariada). Las correlaciones
se representan en valores que van desde -1 hasta 1. Siendo -1 y 1 las correlaciones

maximas, negativa y positiva respectivamente, y 0 la correlacién minima.

El estudio se realizé para cuatro surfactantes diferentes, POLE y mezclas de
POLE con otros surfactantes como el cetil, stearil y tridecil, para comprobar la

viabilidad de las mismas en la extraccion.
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La optimizacién de los factores antes senalados se llevé a cabo con una tierra
agricola procedente de Valleseco (Gran Canaria) para el caso de la mezcla cetil y
stearil, y una tierra de Tafira (Gran Canaria) para el caso de la mezcla tridecil y
POLE. Se utilizaron 2 g de tierra con un tamafno de grano inferior a 0.30 mm, y
para la optimizacién de todas las variables se utilizé6 un diseno experimental de

tipo factorial en varias fases [140, 80].

Para el caso de la mezcla POLE-cetil, las correlaciones indicaron que la va-
riable que mas influye en la recuperacién para la mayoria de los compuestos es
la concentracién de surfactante, que el volumen pricticamente no influye en la
recuperacion y las variables més relacionadas entre si son la potencia y la concen-
tracién (ver Tabla 7.1). Para el resto de los surfactantes las correlaciones obtenidas

en todos los casos indicaron el mismo resultado.

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

POTENCIA 0.245 0.331 0.239 0.050 0.366 0.322
TIEMPO -0.008 0.403 -0.006 -0.055 0.249 0.201
VOL.SURF -0.091 -0.069 -0.246 -0.336 -0.090 -0.808
CON.SURF 0.587 0.197 0.599 0.595 0.538 0.248

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

Tabla 7.1: Correlaciones entre variables
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Efecto del Volumen de Surfactante

El volumen de surfactante, a pesar de haber sido incluido en el diseno experi-
mental inicial, obteniéndose que esta variable no afectaba a la recuperacién, hay
que estudiarlo de manera independiente, ya que es un factor que influye sobre la
temperatura alcanzada en el interior del vaso.

En un estudio posterior al diseno experimental se analizaron cémo diferentes
voliimenes de surfactante si podian afectar a la recuperacion. Para este estudio se
tomaron: 5, 7, 8 y 10 ml de surfactante.

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

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

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

Efecto de la Concentracion de Surfactante

En el diseno experimental inicial se obtuvo que la variable que mas influencia
tiene en la recuperacion es la concentracidon de surfactante, y que a su vez, esta
variable esta relacionada con la potencia del microondas (ver Tabla 7.1). Por tanto,
para obtener el valor de concentracién 6ptima de surfactante serd necesario aplicar
un disefio factorial 3% con duplicado en el punto central, donde 2 es el niimero de
variables, en este caso representa la concentracién y la potencia [54]. Este diseno
experimental permite obtener una superficie de respuesta entre ambas variables,

combinando tres valores de la variable Potencia (100, 550 y 1000 W) con tres
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valores de la variable Concentracién de Surfactante (1, 3 y 5%, v/v). Teniendo en
cuenta que se realiza un duplicado del punto central, se trata de un diseno de 10

muestras. Con la superficie de respuesta obtenida se puede calcular el maximo de

la variable para cada compuesto estudiado.

La Figura 7.1 muestra las superficies de respuesta de los porcentajes de recupe-
racién obtenidos para concentraciones de surfactantes comprendidas entre 1y 5%
(v/v) y potencias entre 100 y 1000 vatios para todos los surfactantes estudiados.

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

y en todos se obtiene una tendencia similar.
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Figura 7.1: Superficies de respuesta potencia-concentracién para los surfactan-

tes estudiados
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El resultado obtenido fue el mismo para todos los surfactantes, tanto para
mezclas como para el POLE, la concentracién 6ptima de surfactante es 5 %/(v/v)
(ver Figura 7.1).

No se utilizaron concentraciones mayores de surfactante (>5 %, v/v), porque
se comprobd experimentalmente que por encima de este valor, la viscosidad del

extractante aumentaba y debido a esto, la eficiencia de extraccién disminuia.

Potencia y Tiempo de irradiacién

A pesar de que en el diseno experimental inicial no se observa una clara relacién
entre las variables potencia y tiempo, debido a la influencia que producen ambos
factores en la temperatura (variable secundaria no considerada en el diseno pero
que si ha sido controlada a lo largo de todo el estudio), se consideré necesario
incluirlas a ambas en un disefio factorial 3% de tal forma que pudiésemos optimizar
ambas variables conjuntamente.

Este diseno experimental permite obtener una superficie de respuesta entre
ambas variables, combinando tres valores de la variable Potencia (100, 550 y 1000
para mezcla cetil y stearil y 500, 750 y 1000 W para mezcla tridecil y POLE)
con tres valores de la variable Tiempo (2, 8 y 14 min). Teniendo en cuenta que se
realiza un duplicado del punto central, se trata de un disefio de 10 muestras. Con
la superficie de respuesta obtenida se puede calcular el maximo de ambas variables
para cada compuesto estudiado.

La Figura 7.2 muestra los valores éptimos de potencia y tiempo para cada
surfactante. En las graficas se ha representado en todos los casos el mismo analito

(4,4-DDT), pero todos presentan una tendencia similar.
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Figura 7.2: Superficies de respuesta potencia-tiempo para los surfactantes es-

tudiados

Los valores éptimos para cada surfactante son:

Mezcla POLE-Cetil: 750 W - 14 minutos

Mezcla POLE-Stearil: 775 W - 8 minutos

Mezcla POLE-Tridecil: 1000 W - 8 minutos

POLE: 1000 W - 14 minutos
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7.1.2. Parametros analiticos y validacién
Anailisis Cromatografico

El anilisis de las muestras extraidas se realizé usando un cromatégrafo liquido
de alta resolucién con deteccién ultravioleta-visible [130, 141].

La separacion y determinacion de los compuestos bajo estudio se llevé a cabo
inyectando 30 pl de extracto en el cromatégrafo liquido y se midié la absorbancia
de cada analito, correspondiente a la maxima absorbancia (Tabla A.1, aparta-
do A.2). El cromatograma obtenido para la mezcla de seis pesticidas, utilizando

la mezcla POLE-cetil como extractante, se muestra en la Figura 7.3.

1.50 |

1.00 T T T T T i
7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0

Minutos

Figura 7.3: Cromatograma del extracto de suelo de Valleseco (mezcla cetil)

Se puede observar que la fase moévil usada permite una buena separaciéon de
los analitos con cortos tiempo de andlisis. Los cromatogramas obtenidos para el
resto de surfactantes fueron similares. En el cromatograma se observa que la se-
paracion entre picos es suficiente para cuantificar satisfactoriamente los diferentes
analitos. Ademids, la senial del surfactante aparece en los primeros 5 minutos de

cromatograma, por lo que no interfiere en los picos de interés.
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Parametros Analiticos

Para determinar la precision del método de extraccién propuesto, se realizé un
estudio estadistico del mismo con seis muestras de suelo de Valleseco para el caso
de la mezcla POLE-cetil y POLE-stearil, y de Tafira para el caso de la mezcla
POLE-tridecil y para el POLE. Las muestras se acondicionaron con la mezcla de
seis pesticidas organoclorados, de manera que la concentracién final de cada uno
de ellos fuese la misma que la utilizada en el proceso de optimizacién y se dejaron
secar durante 24 horas.

Estas muestras fueron sometidas al proceso completo de extraccién asistida por
microondas con los cuatro surfactantes estudiados (las tres mezclas y el POLE) y

a la posterior separacién y determinacién por HPLC con detecciéon UV.

Desviacién Estandar Relativa ( %)

Analito M. Cetil M. Stearil M. Tridecil POLE

4,4-DDD 8.4 9.7 6.1 7.4
Dieldrin 7.1 9.7 4.1 5.5
4,4-DDT 6.5 5.2 7.2 7.3
2,4-DDT 5.2 7.5 8.8 8.4
4,4-DDE 7.4 8.2 6.4 7.9
Aldrin 5.4 9.1 8.5 9.2

Tabla 7.2: Valores de desviacién estandar relativa ( %) obtenida para la mezcla

de seis pesticidas tras aplicar MAME

A estas muestras se les calcularon las desviaciones estandares relativas para
todos los compuestos con cada uno de los surfactantes (Tabla 7.2). Los limites de

deteccion se calcularon como tres veces la concentracién correspondiente a la senal
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del ruido para cada pesticida [142], y varia entre 64 y 804 ng-g~! para todos los

compuestos estudiados (Tabla 7.3).

Limites de Deteccién (ng-g~!)

Analito M. Cetil M. Stearil M. Tridecil POLE

4,4-DDD 108 268 100 64
Dieldrin 792 732 692 248
4,4-DDT 164 172 204 168
2,4-DDT 84 284 216 80
4,4-DDE 132 148 92 68
Aldrin 804 592 596 512

Tabla 7.3: Limites de deteccién obtenidos para la mezcla de seis pesticidas tras

aplicar MAME

Validacion del método con una muestra de suelo certificada

Algunos autores consideran que las recuperaciones obtenidas con muestras en-
riquecidas no son comparables a las obtenidas con muestras reales debido a los

procesos e interacciones que tienen lugar en este tipo de muestras [143].

Los analitos anadidos son ligeramente retenidos en la superficie de la matriz,
mientras que los contaminantes nativos son méas fuertemente retenidos en el in-
terior de los poros de la matriz. Por ello, los resultados obtenidos en la eficiencia
de la extraccién en muestras acondicionadas pueden ser sobreestimados. Esta es
la razén por la que es importante validar el proceso de extraccién desarrollado

aplicdndolo a un material certificado [144].



88 7.1. Optimizacion y aplicacién de MAME en suelos

Con este fin, se adquirié un material de referencia certificado conteniendo cua-
tro de los pesticidas estudiados (CRM804-050). La muestra de suelo (de cardcter
arenoso) procede de una regién agricola al Oeste de los Estados Unidos. Las con-
centraciones de cada uno de los pesticidas fue certificada mediante USEPA SW846
(3rd edicién), método de extraccién 3540A /3541 (soxhlet), 3550 (sonicacién) y

método de analisis 8041 [129].

La Tabla 7.4 muestra los pesticidas presentes en la muestra, los valores de
concentracién medios certificados, la desviacién estdndar relativa de estas con-
centraciones, los intervalos de confianza para cada uno de los compuestos y los

intervalos de prediccion.

Valor Refer. SD“ Int.Confianza Int.Prediccién
Compuesto  (ug-g™")  (ugg™") (ng-g™") (ng-g™")
4,4-DDD 1.531 0.476 1.294-1.767 0.499-2.562
Dieldrin 1.863 0.655 1.539-2.186 0.437-3.288
4,4-DDT 1.060 0.275 0.926-1.195 0.465-1.655
4,4-DDE 1.520 0.410 1.325-1.715 0.633-2.407

a) SD: Desviacién estandar

Tabla 7.4: Datos del material certificado CRM804-050

En la Figura 7.4 se muestra el cromatograma obtenido a partir de un extracto
de este material certificado después de aplicar la extraccién asistida por microon-
das a una muestra del mismo, utilizando POLE como extractante.

En la Tabla 7.5 se muestran las concentraciones obtenidas de los pesticidas al

aplicar MAME al material certificado con cada uno de los surfactantes estudiados
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Figura 7.4: Cromatograma del extracto obtenido del material certificado

(las tres mezclas y el POLE) junto con el valor de desviacién estdndar de cada
resultado. Se utilizaron 2 gramos de muestra y se les aplicé las condiciones opti-
mizadas de potencia y tiempo para cada surfactante. Como se puede observar, las
concentraciones obtenidas estan, para todos los surfactantes, dentro del intervalo
de confianza esperado, salvo para la mezcla tridecil en la que las concentraciones
obtenidas se encuentran dentro del intervalo de prediccién dado, indicando que el

procedimiento de extraccidon propuesto es vdlido para este tipo de matriz.

Concentracién Encontrada (ug-g~')

Comp. Mezcla Cetil Mez. Stearil Mez. Tridecil POLE

4,4-DDD  1.58240.163  1.7334+0.009  1.275+0.010  1.363+0.040
Dieldrin 1.862+0.092  2.24240.084  1.792+0.040 1.546+0.112
4,4-DDT  0.917+0.067 1.079£0.015  0.794+£0.019  0.840+0.010
4,4-DDE  1.09940.118  1.50240.022  1.114+0.040  1.323+£0.059

Tabla 7.5: Extraccién de pesticidas usando MAME en el material certificado

CRM804-050
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7.1.3. Aplicaciéon de MAME a diferentes muestras de suelos

Tras optimizar los factores de los que depende el método de extraccién por
microondas y validar el método con una muestra certificada, diferentes muestras

de suelos fueron sometidas a las condiciones éptimas para cada surfactante.

Estos suelos proceden de diferentes zonas de la isla de Gran Canaria (ver ma-
pa: Figura 6.1, apartado 6.2) y presentan caracteristicas diferentes: tamano de
grano, porcentaje de materia orgdnica, conductividad y pH [145, 146], descritas

previamente en la Tabla 6.1 (apartado 6.8).

Las muestras fueron previamente acondicionadas, tal y como se explica en el
apartado 6.2, con la mezcla de seis pesticidas organoclorados. La concentracion
anadida para el acondicionamiento se escogié entre los niveles tipicos de pesticidas
que pueden ocurrir en suelos contaminados (1.2 pg-g~') [137, 147]. El suelo fue

acondicionado a temperatura ambiente durante 24 horas antes del andlisis.

En la Figura 7.5 se muestran los cromatogramas de los extractos de muestras
de suelo de Tafira sin acondicionar y acondicionada con la mezcla de pesticidas,

después de aplicar el método desarrollado usando POLE como extractante.

En la Figura 7.5.a puede observarse la intensa senal que producen los com-
ponentes polares de la tierra al principio del cromatograma, que a pesar de su
intensidad, no interfiere con los picos de interés. En la Figura 7.5.b se ha suprimi-

do la senal inicial para poder observar mejor los picos de los analitos de interés.
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Figura 7.5: Cromatogramas de los extractos sin acondicionar (A) y acondicio-

nada (B) con pesticidas (A = 238nm)

En la Figura 7.6 se muestran las recuperaciones obtenidas utilizando la tierra
de Sta Brigida para los cuatro surfactantes utilizados, las tres mezclas (POLE-cetil,
POLE-stearil y POLE-tridecil) y el POLE. En dicha figura se puede observar que,
en general, las recuperaciones son bastantes satisfactorias para todos los surfac-
tantes. Esto demuestra que el método es aplicable a la extraccion de pesticidas

organoclorados en suelos de diferentes caracteristicas.
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Figura 7.6: Recuperaciones obtenidas con la tierra de Sta Brigida para los

cuatro surfactantes, las tres mezclas y el POLE

Influencia de las caracteristicas de la matriz

Si comparamos la extraccién obtenida utilizando la mezcla POLE-stearil co-
mo extractante para los diferentes tipos de suelo (Figura 7.7), observamos que las

recuperaciones varian en funcion del tipo de suelo.

Las tierras con alto contenido en materia organica (San Roque) presentan
buenas recuperaciones (ver Figura 7.7) debido a que el surfactante puede también
extraer sustancias himicas, las cuales pueden estar asociadas quimicamente a los
pesticidas [148, 149]. Estas recuperaciones pueden disminuir cuando las tempera-
turas son muy altas debido a la degradacion de la materia orgdnica; este fendmeno
se observé en las condiciones mds extremas del diseno experimental (1000 W-14

min).
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Figura 7.7: Recuperaciones obtenidas con las distintas tierras usando la mezcla

stearil como extractante

La granulometria del suelo es un factor muy importante en los procesos de
absorcién y adsorcién de los pesticidas en el suelo [150]. El material arcilloso
es la fraccién, con diferencia, que mas influye en los procesos de absorcién de
las cuatro fracciones que componen principalmente un suelo: arcilla, limo, arena
y grava (en este estudio las gravas se han retirado al tamizar la muestra). La
arcilla produce la mayor absorcién al ser el material mas fino, con mayor relacién
superficie/volumen y con alta carga superficial [151]. Este hecho tiene un efecto
relevante en la recuperacién, cuanto mayor es la cantidad de material arcilloso
menor es la recuperacion. En la Figura 7.7 se observa que los suelos con los que se
obtiene menor recuperacién son Valleseco I y Valleseco 11, siendo ambos los que

contienen mayor porcentaje de material arcilloso tienen (ver Tabla 6.3).
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La conductividad de los suelos es un factor que afecta directamente a la tempe-
ratura que se obtiene en el interior de los vasos al aplicar MAME. La temperatura
es una variable que, a pesar de no haber sido incluida en el diseno experimental, se
controlé en todo momento y se observé que la temperatura éptima de extraccion
variaba de un surfactante a otro entre un rango de 130°C a 160°C. Pero el hecho
mas notable relacionado con la temperatura se observé en las aplicaciones. Las
tierras con alta conductividad (como San Roque) alcanzaban esta temperatura
de extraccién con potencias menores a las optimizadas; de hecho, si se aplicaba
la potencia éptima aumentaba excesivamente la temperatura y disminuia la re-
cuperacién. Se observé que la conductividad y la temperatura eran variables que
tenian una correlacién logaritmica; para el caso del surfactante mezcla stearil, por

ejemplo, estd correlaciéon venia dada por la ecuaciéon:
y = 9.2032inz + 93.7

donde y es la temperatura y z la conductividad, con un coeficiente de correlacion
R? = 0.980. Como consecuencia de este hecho, para realizar las aplicaciones con
la tierra San Roque fue necesario disminuir, para cada surfactante, la potencia
un 30 % con respecto a la optimizada (calculado a partir de las ecuaciones de

correlacién).

Influencia del envejecimiento de las muestras de suelo

Cuando se realiza la extraccién de contaminantes de muestras de suelos, los
porcentajes de extracciéon disminuyen con el tiempo de envejecimiento [152, 153].
Esto es debido a que a medida que aumenta el tiempo de contacto entre los analitos
y las particulas del suelo las fuerzas que se establecen entre ambos son diferentes.

En la primeras etapas los analitos son incorporados mediante adsorcién, es decir,
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quedan retenidos en la superficie externa de las particulas del suelo, prevaleciendo
las fuerzas de van der Waals. Estas fuerzas, las mas débiles entre las interacciones
moleculares, aumentan su intensidad con el tamano de la particula, por lo que este
factor tiene cierta influencia en la adsorcién de los analitos. A medida que trans-
curre el tiempo, las moléculas de los contaminantes se incorporan a la estructura
interna de las particulas del suelo. A este fenémeno de le denomina absorcién. A
veces se utiliza también el término “secuestracién” para referirse a este mecanismo

[154, 155).

La influencia del tiempo de envejecimiento en la extraccién de los pesticidas
organoclorados en suelos fue estudiada analizando muestras de los cinco tipos de
suelos en diferentes periodos de tiempo, hasta nueve semanas después de ser acon-
dicionadas. El acondicionamiento de las muestras se realizé de la misma forma

que para las muestras frescas.

En la Figura 7.8 se muestran las recuperaciones obtenidas para la tierra Valle-
seco I con la mezcla cetil, a las 24 horas (muestra fresca), 2 semanas y 9 semanas

después de su acondicionamiento.

Los resultados obtenidos con el estudio de envejecimiento de las muestras in-
dican que, tal y como se esperaba, las recuperaciones disminuyen con el tiempo

para todos los compuestos, lo cual se puede explicar por procesos de absorcion.

En algtn caso se observé que la disminucién en la recuperacion practicamente
se estabilizaba a las 2 semanas, pudiendo deberse a que estos procesos ocurriesen

en dicho periodo. Ademads, ninguno de los metabolitos del DDT incrementé con el
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Figura 7.8: Recuperaciones obtenidas con Valleseco I a distintos tiempos de

envejecimiento

tiempo, lo que permite asegurar que no estan ocurriendo procesos de degradacion

en las 9 semanas que duré el estudio.

Los resultados obtenidos al aplicar MAME al resto de las tierras a diferentes
tiempos de envejecimiento, con los cuatro surfactantes, fueron similares a los que

se muestran en el Figura 7.8.

Estos resultados indican que el método desarrollado permite determinar la
presencia de pesticidas en muestras reales y muestran la viabilidad del método

como alternativa a los métodos convencionales.
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7.2. Optimizacion de MAME-SPME en suelos

Se comprobé que el déficit obtenido en algunos casos en la recuperacién no era
debido al proceso de extraccion en si, sino a la determinacién. Los extractos de
suelo contienen gran cantidad de sustancias orgénicas que pueden interferir en la
senal cromatografica de los picos de interés, los componentes polares o semipolares
presentes en la tierra producen una intensa senal que puede llegar a enmascarar
la de los compuestos estudiados. Con ellos la linea base se vuelve irregular y es
dificil definir con exactitud la base de los picos, complicando la determinacién del
area de los mismos.

Debido a esto consideramos que podria ser adecuado introducir un paso de
limpieza o clean-up antes de la determinacién cromatografica. Lo realizamos uti-
lizando la microextraccion en fase sélida (SPME). Con la SPME realizamos una

limpieza y preconcentracién de la muestra en un solo paso [156].

Para el estudio del acoplamiento MAME-SPME y su optimizacién se utilizaron

dos de los surfactantes que mejor resultado dieron en la extraccién MAME:
= MEZCLA STEARIL
= POLE

El procedimiento SPME implica procesos de difusién en los cuales existe una
particién entre los analitos presentes en la muestra y la fase polimérica estaciona-
ria. La eficiencia de extraccién de analitos por SPME puede variar ampliamente
dependiendo de la naturaleza de la matriz, del tiempo de absorcién, desorcion,
temperatura, adicién de sal [97]; pero a su vez estas variables dependen del tipo

de fibra usada [119].
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7.2.1. Optimizacién de las variables en SPME

Estudio del tipo de fibra

El primer punto a tener en cuenta en la optimizacién SPME es la seleccién
de la fibra mas apropiada para la extraccion de los analitos. Para poder elegir la
mejor fibra para la extraccién de pesticidas organoclorados con el proceso MAME-
SPME, se estudiaron seis fibras comerciales diferentes: 50 pm Carbowax-TPR. 100
(CW-TPR), 75 pm Carboxen-Polydimethylsiloxane (CX-PDMS), 100 pm Poly-
dimethylsiloxane (PDMS), 60 pm Polydimethylsiloxane-Divinilbenzene (PDMS-
DVB), 65 pm PDMS-DVB y 85 um Polyacrylate (PA).

Con el objeto de comparar las eficiencias de extraccién de dichas fibras, se
seleccionaron condiciones de trabajo intermedias. Estas condiciones, en la mayor
parte de los casos, son suficientes para que se establezca el equilibrio entre la

disolucién y la fibra [116].

Las condiciones seleccionadas fueron: 60 min para el tiempo de absorcién a
temperatura ambiente y 10 min como tiempo de desorcién. La desorcién se rea-
lizé en 80 pl de metanol. El vial utilizado para la extraccion MAME-SPME fue
un vial de 4 ml que contenia 2 ml del extracto MAME y 2 ml de agua bidestilada,
esta dilucidn se realiz6 para disminuir el efecto de competencia por el analito entre

la fibra y el surfactante.

Los resultados obtenidos, como areas de pico obtenidas, para las seis fibras
se muestran en la Tabla 7.6 para todos los compuestos estudiados, utilizando el

surfactante mezcla stearil. Para el POLE los resultados fueron equivalentes.
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4,4-DDD Dieldrin 4,4-DDT 2,4-DDT 4,4-DDE Aldrin

PDMS-DVB60 43477 25858 42543 30029 48633 26836
PDMS-DVBG65 38799 24185 37371 25237 44576 22179

PDMS 4565 10424 7514 8657 15982 10813
PA 9456 1376 9910 1572 6712 3846
CX-PDMS 31409 12644 31039 19607 34895 15548
CW-TPR 18260 8068 16566 8910 18776 13710

Tabla 7.6: Areas de pico obtenidas en el estudio del tipo de fibra

Se puede observar en dicha tabla que la fibra con la que se obtiene mejo-
res resultados para la extracciéon MAME-SPME de estos pesticidas es la 60 pym
Polydimethylsiloxane-Divinilbenzene (PDMS-DVB), por lo que esta fibra sera la

utilizada para la optimizacién y analisis.

Estudio del tiempo de absorcién

Para optimizar el proceso de extraccién SPME, uno de los aspectos més im-
portantes es la determinacion del tiempo que es necesario hasta que se establece el
equilibrio entre la muestra y el revestimiento de la fibra. La Figura 7.9 muestra la
variacién de las dreas obtenidas con diferentes tiempos de extraccién (de 20 a 60
min) para tres de los pesticidas organoclorados estudiados (4,4’-DDT, 4,4’-DDD

y 4,4-DDE) utilizando mezcla stearil (A) y POLE (B) como surfactantes.

Como se puede observar en las figuras, para el surfactante mezcla stearil, la
cantidad extraida de los tres compuestos (presentadas como area de pico) aumenta

considerablemente con el tiempo de extraccién hasta los 50 minutos.
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Figura 7.9: Estudio del tiempo de absorcién para mez. stearil (A) y POLE (B)

Un incremento en el tiempo de extraccion a partir de este punto no refleja
un aumento proporcional en el drea de pico para estos pesticidas (para los demds
compuestos los resultados fueron similares). Con el POLE la mayor parte de los
analitos alcanzan el equilibrio a partir de 30-40 min.

Para obtener una buena sensibilidad en el andlisis de todos los compuestos,
se selecciond 50 min como tiempo 6ptimo de extraccién para el surfactante mez-
cla stearil y 40 min para el POLE, con los cuales, ademds, se obtienen buenas

reproducibilidades y aceptables tiempos de analisis.

Estudio del tiempo de desorcién

La desorcién de los analitos se realizé con modo estdtico por inmersién directa
de la fibra PDMS-DVB en un vial cénico de vidrio de 200 pl con 80 ul de metanol
antes de ser inyectado en el sistema HPLC-UV.

El tiempo de desorcién estudiado se varié entre 2 y 12 min, observando en el
caso de la mezcla stearil, que el area de pico de los analitos aumenta ligeramente
con el tiempo de desorcion hasta los 6 min (Figura 7.10.A); después de este tiempo,
las areas de pico se mantienen constantes, mostrando que la desorcién de los

analitos se ha producido.
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Figura 7.10: Estudio del tiempo de desorcion para mez.stearil (A) y POLE (B)

Para el POLE a partir de 4 min no se produce un incremento significativo
en el drea de pico (Figura 7.10.B), lo que muestra que a partir de este tiempo,
la desorcién de los analitos ya se ha producido, por lo que tiempos mayores no
provocan un aumento en la senal.

Por tanto, los tiempos de desorcién seleccionados fueron: para la mezcla stearil

6 min y para el POLE 4 min.

Estudio de la temperatura de extraccién

La temperatura de extraccién juega un papel importante en el proceso de ab-
sorcién de los analitos, porque ésta influye en los procesos de transferencia de
masa y en los coeficientes de particién de los analitos [116]. La influencia de la
temperatura de extraccion se estudié en el rango de 25-60°C para el tiempo de

extraccion optimizado en cada caso.

En la Figura 7.11 se puede observar para la mezcla stearil (A) y para el POLE
(B), que temperaturas de extraccién superiores a 40°C producen un descenso en el
area de pico, mientras que a temperaturas inferiores a 40°C la cantidad absorbida

(representada como drea de pico) es practicamente constante.
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Figura 7.11: Estudio de la temperatura de extraccién para la mezcla stearil (A)

y POLE (B)

Esto es debido a que la absorcién puede ser un proceso exotérmico (en funcién
del tipo de compuestos y fibra), y que la cantidad de analito absorbida disminuya
con el aumento de temperatura [92, 157]. Por ello, decidimos realizar todas las

medidas a temperatura ambiente (25°C).

Estudio de la fuerza idénica del medio

Otro pardmetro que puede afectar en el proceso de extraccién es la fuerza
i6nica de la muestra. La adicién de sal normalmente produce un incremento en
la extraccién con la fibra de SPME [157], pero también con el surfactante [89], y
como ambos efectos son opuestos, la eficiencia de la fibra puede verse reducida.

Para determinar el efecto que la adicién de NaCl tiene en la eficiencia de
extraccion para los pesticidas organoclorados, anadimos distintas concentraciones
de sal a la muestra (entre 0% y 30 %, m/v).

La Figura 7.12 muestra los resultados obtenidos para tres pesticidas repre-
sentativos, obteniendo resultados similares para el resto de compuestos. Como se
puede observar en dicha figura, la adicién de sal produce un descenso en el drea

de pico obtenida para todos los pesticidas en ambos surfactantes.
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Figura 7.12: Estudio de la fuerza i6nica del medio para la mezcla stearil (A) y

POLE (B)

Esto es debido a la competencia existente entre la fibra y el surfactante, por
lo que se eliminé la adicién de sal en la extraccion MAME-SPME.
También se estudié la adicion de otro tipo de sales, como el KN QO3 y NasS Oy,

con resultados similares.

7.2.2. Parametros analiticos y validacién

Anailisis Cromatografico

El andlisis de las muestras extraidas en MAME-SPME se realizé, de la misma
manera que para MAME, usando un sistema HPLC-UV.

La separacion y determinacion de los compuestos bajo estudio se llevé a cabo
inyectando 50 pl de extracto en el cromatégrafo liquido y se midié la absorbancia
de cada analito a la longitud de onda optimizada para cada uno de ellos (Tabla A.1,
apartado A.2).

El cromatograma obtenido para la mezcla de seis pesticidas, utilizando POLE

como extractante y la fibra de 60 ym PDMS-DVB, se muestra en la Figura 7.13.
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Se puede observar que aunque la senal de los compuestos no es tan intensa
comparada con la que se obtiene cuando se realiza la inyeccién del extracto MA-
ME directamente, la linea base en este caso si es bastante plana, y por tanto, se
han conseguido eliminar las interferencias producidas por el resto de sustancias

presentes en el suelo.

75 10.0 12.5 15.0 175

Tiempo (min)

Figura 7.13: Cromatograma del extracto de suelo de Valleseco I tras aplicar

MAME-SPME

Pardametros Analiticos

Para determinar la precisién del método de extraccién propuesto, se realizé el
estudio de los parametros analiticos del mismo con seis muestras de suelo de
Valleseco 1.

Las muestras se acondicionaron con la mezcla de pesticidas organoclorados,
de manera que la concentracién final de cada uno de ellos fuese la misma que la
utilizada en el proceso de optimizacién (0.8 pg-g~! para el 4,4-DDD, 4,4-DDT,
2,4-DDT y 4,4-DDE y 1.6 pg-g ! para el Aldrin y Dieldrin). Estas muestras
fueron sometidas al proceso completo MAME-SPME, con los dos surfactantes

estudiados, y a la posterior separacion y determinacién por HPLC-UV.
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A estas muestras se les calcularon las desviaciones estandar relativas para todos
los compuestos con cada uno de los surfactantes, asi como los limites de deteccion

(Tabla 7.7).

Los limites de deteccién se calcularon como tres veces la concentracion corres-
pondiente a la senal del ruido para cada pesticida [142], y varian entre 36 y 164
ng-g ! para todos los compuestos estudiados. Estos valores son muy inferiores a
los obtenidos al inyectar directamente el extracto MAME (hasta 800 ng-g ', ver
Tabla 7.3).

Esta disminucién en los limites de deteccidon permitird la determinacién de con-
centraciones de pesticidas organoclorados en suelos, menores que las que permite

la extraccion MAME aplicada directamente, con lo cual aumenta la aplicabilidad

del método MAME-SPME.

Mezcla Stearil POLE
Analito | RSD (%) | LOD (ng-g~') | RSD (%) | LOD (ng-g™!)
4,4-DDD 5.3 64 74 68
Dieldrin 9.5 124 5.9 96
4,4-DDT 9.7 44 7.3 72
2,4-DDT 9.6 100 8.4 84
4,4-DDE 6.4 36 7.9 o6
Aldrin 10.1 164 - -

Tabla 7.7: Valores de desviacién estandar relativa (RSD) y limites de deteccién

obtenidos (LOD) tras aplicar MAME-SPME
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Validacion del método con una muestra de suelo certificada

Tal y como se hizo para la extraccion MAME, el método fue validado con una
muestra certificada. La muestra utilizada fue la misma que en el caso anterior

(CRM804-050), conteniendo cuatro de los pesticidas estudiados.

En la Tabla 7.8 se muestran los pesticidas presentes en la muestra certifica-
da, los valores de concentracién medios certificados y los intervalos de confianza
para cada uno de los compuestos (las desviaciones estdndar relativas se muestran
en la Tabla 7.4), asi como las concentraciones obtenidas de los pesticidas al apli-
car MAME-SPME a dicho material certificado con cada uno de los surfactantes
estudiados, junto con la desviacién estandar de cada valor.

Se utilizaron 2 gramos de muestra y se les aplicé las condiciones optimizadas

de potencia y tiempo para cada surfactante.

Datos Certificados Conc. Encontrada (ug-g™')

Valor Refer. Int.Confianza | Mezcla
Compuesto  (ug-g~!) (ng-g?) Stearil POLE
4,4-DDD 1.531 1.294-1.767 | 1.576£0.101  1.637+0.046
Dieldrin 1.863 1.539-2.186 | 2.195+0.114  1.741+0.038
4,4-DDT 1.060 0.926-1.195 | 0.97240.095  1.082-0.051
4,4-DDE 1.520 1.325-1.715 | 1.410+0.171  1.774+0.044

Tabla 7.8: Validacion del método MAME-SPME usando un material certificado

Como se puede observar, las concentraciones obtenidas estan, para los dos surfac-
tantes, dentro del intervalo de confianza esperado, indicando que el procedimiento

de extraccién y determinacién propuesto es valido para este tipo de matriz.
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7.2.3. Aplicacion de MAME-SPME a muestras de suelos

Tras optimizar los factores de los que depende el método de extraccién MAME-
SPME y validar el método con una muestra certificada, diferentes muestras de sue-
los fueron sometidas a las condiciones éptimas para cada surfactante. Estos suelos
proceden de diferentes zonas de la isla de Gran Canaria y presentan caracteristicas
diferentes: tamano de grano, porcentaje de materia organica, conductividad y pH,
descritas previamente en la Tabla 6.1 (apartado 6.8). Las muestras fueron previa-
mente acondicionadas, tal y como se explica en el apartado 6.2, con la mezcla de
seis pesticidas organoclorados. El suelo procedente de San Roque utilizado en la

extraccion MAME no se incluyé por interferencias de la matriz con la fibra.

Las recuperaciones obtenidas para los suelos estudiados con los dos surfactan-
tes utilizados (mezcla stearil y POLE) se muestran en la Figura 7.14. En dicha
figura se puede observar que, en general, las recuperaciones utilizando el método

MAME-SPME, son buenas para los dos surfactantes.
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Figura 7.14: Recuperaciones obtenidas en los distintos suelos utilizando mezcla

stearil (A) y POLE (B)
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7.3. Optimizacion de la extraccion MAME en fangos

El amplio uso en el pasado de los pesticidas organoclorados y su altisima per-
sistencia, conlleva a que continden presentes en la mayor parte de las regiones
agricolas. Este hecho unido a la lixiviacién de los suelos por lluvias y escorrentias,
transportandolos a través de rios y barrancos, hace que los pesticidas organoclo-
rados lleguen a sedimentos y fangos, pudiéndose encontrar en zonas muy alejadas

a los lugares de aplicacién.

7.3.1. Optimizacién de las variables

Se realizé la extraccién de los seis pesticidas organoclorados de interés en fangos
de escorrentias, recogidos en diferentes desembocaduras de barrancos alrededor de
la isla de Gran Canaria (ver mapa: Figura 6.1, apartado 6.2). Se estudiaron los
fangos de seis zonas diferentes de la isla: Maspalomas, Cicer, La Aldea, Sardina,
Taurito, Hoya Pozuelo, con caracteristicas fisico-quimicas distintas (Tabla 6.2,
apartado 6.8).

El surfactante utilizado en este estudio fue el POLE, con el que se se obtuvie-
ron los mejores resultados en suelos, tanto para MAME como en el acoplamiento

MAME-SPME.

Los pardmetros a optimizar son la potencia y tiempo de irradiacién microon-
das. La concentracién y volumen de surfactante se fijaron como constantes y se
tomaron los valores optimizados para los suelos (5 %,v/v — 8 ml).

La optimizacién de los factores antes senalados se llevd a cabo con fango de

Hoya Pozuelo (Gran Canaria). Se utilizaron 2 g de fango con un tamano de grano
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inferior a 0.30 mm. Para la optimizacién de las variables se utilizé un diseno expe-
rimental de tipo factorial 32, siendo 3 el niimero de valores que toma cada variable
y 2 el nimero de variables [138]. El diseno experimental estudiado consistié en
un diseno de 10 muestras, tomando para la variable potencia los valores 500, 750
y 1000 W y para la variable tiempo los valores de 2, 8 y 14 min; con el que se
obtuvo una superficie de respuesta con la cual poder calcular el valor éptimo de

cada variable.

La Figura 7.15 muestra la superficie de respuesta para la potencia y tiempo
utilizando POLE para el analito 4,4’-DDT, aunque todos presentan una tendencia

similar.
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Figura 7.15: Superficie de respuesta potencia-tiempo para el 4,4’-DDT

Como se puede observar, de dicha figura se deduce que los valores 6ptimos son:

750 W y 8 minutos. Para el resto de los compuestos los resultados fueron similares.
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7.4. Optimizaciéon de MAME-SPME en fangos

La optimizacién de los parametros que afectan al proceso de extraccién MAME-
SPME en fangos, se realizé de manera similar al aplicado para suelos. Los parame-
tros a optimizar son: tiempo de absorcién y tiempo de desorcién. Las variables
temperatura y adicién de sal no fueron estudiadas, asi como el tipo de fibra, ya
que al utilizar el mismo surfactante para los mismos compuestos se pueden fijar
las condiciones optimizadas anteriormente (fibra SPME 60 ym PDMS-DVB, tem-

peratura ambiente y sin adicién de sal).

Para intentar mejorar el proceso, se incluyeron ademaés una serie de pardmetros
nuevos, como la composicién y el volumen del vial de SPME; se optimizé la dilucién
del extracto MAME y el volumen final del mismo. Ademés se estudié el efecto que
produce la vibracién en la desorcién y el volumen de desorciéon que produzcan una

mejor preconcentracién con resultados reproducibles.

7.4.1. Optimizacién de las variables en SPME

Estudio de la composicién del vial

En la extraccion MAME-SPME en suelos se utilizé un vial de SPME de 4 ml
con 2 ml de extracto MAME y 2 ml de agua bidestilada (50 % extracto MAME).
Pero se pueden utilizar viales de volimenes mayores que permitan una mayor
preconcentracién de los analitos en la fibra, y por tanto, obtener areas de pico

mayores y por tanto, menores limites de deteccién. Para estudiar este efecto se

utilizaron viales de SPME de 15 ml.
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Una alta concentracién de surfactante puede afectar negativamente a la ex-
traccion SPME por la competencia que se establece con la fibra, asi que se com-
probd cémo afectaban los distintos porcentajes de dilucién del extracto MAME
en el proceso de microextraccién. Se estudiaron los siguientes porcentajes en vo-
lumen de extracto MAME (el resto, hasta 100 % se diluy6é con agua bidestilada
en 15 ml): 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 75 %, 100 % (v/v) (extracto MAME puro).

Las condiciones de SPME seleccionadas inicialmente para este estudio fueron:
40 min de absorciéon y 6 min de tiempo de desorcién, volumen de desorcién de

80 ul de metanol de los cuales se inyectaron en el sistema cromatografico 50 ul.
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Figura 7.16: Influencia de los porcentajes de extracto MAME estudiados (v/v)

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 7.16. A partir de un porcen-
taje del 40 % de extracto MAME el drea de pico practicamente no varia, indicando
que a pesar de que la cantidad de analitos presentes sea mayor (mayor cantidad
de extracto MAME), la competencia entre la fibra y el surfactante hace que el

area de pico no aumente.
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Por tanto tomamos este valor como el éptimo: 40 % (v/v) extracto MAME
y fijamos el volumen de dicho extracto en 5 ml. Este valor ha sido seleccionado
experimentalmente, ya que el volumen anadido de surfactante es 8 ml y tras la
absorcion producida por la matriz, el surfactante extraido no suele superar los
6 ml. Por tanto para realizar la optimizacién del proceso MAME-SPME en fangos
tomaremos 5 ml de extracto MAME y 7.5 ml de agua bidestilada, correspondiente

al porcentaje seleccionado (40 %, v/v).

Optimizacién del tiempo de absorcién y desorcion

Al cambiar la composicion y el volumen del vial de SPME utilizado, a pesar de
que se analizan los mismos compuestos que en suelos (6 pesticidas organoclorados),
utilizando igualmente POLE como extractante, los valores 6ptimos de tiempo de
absorcion y tiempo de desorciéon pueden cambiar.

En la Figura 7.17 se representan los resultados obtenidos en la optimizacién

de dichas variables (tiempo de absorcién y tiempo de desorcién).
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Figura 7.17: Optimizacién del tiempo de absorcién (A) y desorcién (B)

Como se puede observar en dicha figura, y tal y como cabria esperar, el tiempo

de absorcién 6ptimo es de 60 min, algo superior al optimizado para suelos (40 min),
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debido al aumento en el volumen del vial, que provoca que el equilibrio tarde
mas tiempo en producirse. El tiempo de desorcién préicticamente no afecta a las
areas de pico obtenidas, indicando que la transferencia de analitos de la fibra al
metanol es practicamente inmediata hasta llegar a la condicién de equilibrio. Para
asegurarnos una buena reproducibilidad se eligié 8 min como tiempo 6ptimo de

desorcion.

Estudio de la agitacion en la desorcién y volumen de desorcion

Otros parametros que pueden afectar en el proceso SPME son la agitacién en
la desorcién y el volumen en el que se realiza la desorcién. Al agitar el vial de
desorcién incrementa la transferencia de masa entre la fibra y el metanol por con-
veccion, provocando que el equilibrio pueda llegar a ser mas eficiente al aumentar

la difusién de los analitos desde la fibra hacia la disolucién de metanol.

Para estudiar el efecto de la agitacién en la desorcién, la fibra metélica de
SPME se aplic6 sobre un agitador magnético a diferentes velocidades (700, 1100
y 1800 rpm). Se encontré que agitaciones intermedias (1100 rpm en el agitador
magnético) producen las mayores dreas de pico para los pesticidas organoclorados

estudiados.

La Figura 7.18.A muestra los resultados obtenidos para los seis pesticidas.
Elegimos 1100 rpm en el agitador magnético como valor 6ptimo para llevar a cabo
la desorcién.

Con estas nuevas condiciones se estudié el volumen de desorcion. A lo largo de
toda la optimizacién se utilizé un volumen de 80 ul para la desorcién de los anali-
tos. Sin embargo, voliimenes inferiores conducirian a una mayor preconcentracion,

y por tanto, un incremento en el drea de pico. Se estudiaron cuatro volimenes
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Figura 7.18: Optimizacién de la agitacién en la desorcién (A) y el volumen de

desorcién (B)

difererentes (ver Figura 7.18.B), donde se puede observar, como era de esperar,
que el drea de pico aumenta a medida que disminuye el volumen de desorcién para
todos los analitos estudiados. De acuerdo con los resultados, se eligié un volumen
de desorcién de 55 ul de metanol, de los cuales se inyectaron en el cromatégrafo

50 pl.

7.4.2. Parametros analiticos y validacién

Analisis Cromatografico

El andlisis de las muestras extraidas se realizé usando un cromatégrafo liquido
de alta resolucién con deteccién ultravioleta-visible [130].

El cromatograma obtenido para la mezcla de los seis pesticidas utilizando
POLE como extractante acoplado a una fibra de SPME 60 ym PDMS-DVB, se
muestra en la Figura 7.19. En éste se observa que la separacién entre picos es
suficiente para cuantificar satisfactoriamente los diferentes analitos. Con el método
de extraccion MAME-SPME optimizado se obtienen picos méas definidos e intensos
que si se inyectase directamente el extracto MAME. Ademads, se elimina la senal

producida por el surfactante, obteniendo una mejor linea base.
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Tiempo (min)

Figura 7.19: Cromatograma del extracto de fango de Hoya Pozuelo utilizando

MAME-SPME

Parametros Analiticos

Para determinar la precisién del método de extraccién y determinacién pro-
puesto, se realizé el estudio de los parametros analiticos del mismo con seis mues-
tras de fango de Hoya Pozuelo. Las muestras se acondicionaron con la mezcla de
pesticidas organoclorados, de manera que la concentracién final de cada uno de
ellos fuese la misma que la utilizada en el proceso de optimizacién (0.8 pug-g '

para el 4,4-DDD, 4,4-DDT, 2,4-DDT y 4,4-DDE y 1.6 pug-g~! para el Aldrin y
Dieldrin).

Estas muestras fueron sometidas al proceso completo MAME-SPME y a la
posterior separacion y determinacién por HPLC-UV. A estas muestras se les cal-
cularon las recuperaciones obtenidas, las desviaciones estdndar relativas y los limi-
tes de deteccién para todos los compuestos (Tabla 7.9). Los limites de deteccién

se calcularon como tres veces la concentracion correspondiente a la senal del ruido
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para cada pesticida [142], y varian entre 28 ng-g~' y 136 ng-g~' para todos los
compuestos estudiados, siendo las desviaciones inferiores al 5% excepto para el

Aldrin y Dieldrin.

Analito | Recuperacién (%) | RSD (%)% | LOD (ng-g ')’
4,4-DDD 104.5 2.4 44
Dieldrin 91.1 8.4 104
4,4-DDT 108.3 3.8 40
2,4-DDT 98.1 2.7 84
4,4’-DDE 105.7 4.3 28
Aldrin 98.9 10.1 136

a): Desviacién estandar relativa

b): Limite de Deteccién

Tabla 7.9: Valores de recuperacion), desviacién estdndar relativa y limites de

deteccién obtenidos tras aplicar MAME-SPME

Validacion del método con una muestra certificada

Tal y como se hizo para la extraccion MAME-SPME en suelos, el método fue
validado con una muestra certificada. La muestra utilizada fue la misma que en el
caso anterior, CRM804-050 (por su cardcter arenoso), conteniendo cuatro de los
pesticidas estudiados.

En la Tabla 7.10 se muestran los pesticidas presentes en la muestra, certificada,
los valores de concentracién medios certificados, las desviaciones estandar relati-
vas, los intervalos de confianza para cada uno de los compuestos, asi como las

concentraciones obtenidas de los pesticidas al aplicar MAME-SPME al material
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certificado, junto con el valor de desviacién estandar de cada valor. Se utilizaron
2 gramos de muestra y se les aplicé las condiciones optimizadas de potencia y
tiempo asi como las condiciones 6ptimas para la extraccion MAME-SPME. Co-
mo se puede observar, las concentraciones obtenidas estdn dentro del intervalo de
confianza esperado, indicando que el procedimiento de extraccion y determinacién

propuesto es valido para este tipo de matriz.

Valor Refer. ~ SD®  Int.Confianza Conc. Encontrada
Compuesto |  (ug'g™')  (ug'g™") (ngg™") (ngg™")
4,4-DDD 1.531 0.476 1.294-1.767 1.33340.052
Dieldrin 1.863 0.655 1.539-2.186 2.112+0.119
4,4-DDT 1.060 0.275 0.926-1.195 0.93340.028
4,4-DDE 1.520 0.410 1.325-1.715 1.396-0.167

a): Desviacién estdndar

Tabla 7.10: Extraccion de pesticidas usando MAME-SPME del material certi-
ficado CRM804-050

7.4.3. Aplicacion de MAME-SPME a muestras de fangos
Aplicacion de MAME-SPME a muestras frescas

Tras optimizar los factores de los que depende el método de extraccién MAME-
SPME y validar el método con una muestra certificada, diferentes muestras de
fangos fueron sometidas a las condiciones éptimas. Estos fangos proceden de las
escorrentias de diferentes desembocaduras de barrancos de la isla de Gran Cana-

ria y presentan caracteristicas diferentes: tamano de grano, porcentaje de materia
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orgédnica, conductividad y pH, descritas previamente en la Tabla 6.2 en el aparta-
do 6.8. Las muestras fueron previamente acondicionadas, tal y como se explica en

el apartado 6.2, con la mezcla de seis pesticidas organoclorados.

Las recuperaciones obtenidas para los fangos estudiados se muestran en la
Figura 7.20. En dicha figura se puede observar que las recuperaciones obtenidas
utilizando el método MAME-SPME son muy satisfactorias. Por lo que este método
puede ser utilizado para la determinacién de pesticidas organoclorados en muestras

de fangos.
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Figura 7.20: Recuperaciones obtenidas con MAME-SPME para distintos fangos

Aplicacion de MAME-SPME a muestras envejecidas

A medida que aumenta el tiempo en que los analitos estdn en contacto con la
muestra, se incrementan tanto los procesos de adsorcién, como los de absorcién o

secuestracion, dificultando su extraccién y por tanto su determinacion.
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Para estudiar la influencia del envejecimiento de las muestras en la extraccién,
se aplicé el método MAME-SPME optimizado a distintos periodos de tiempo,

hasta 1 mes después de ser acondicionadas.

En la Figura 7.21 se muestran las recuperaciones obtenidas para el fango de
Hoya Pozuelo a las 24 horas (muestra fresca), 1 semana, 2 semanas y 1 mes des-

pués de su acondicionamiento.
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Figura 7.21: Recuperacion obtenida para distinos tiempos de envejecimiento

Los resultados obtenidos con el estudio de envejecimiento de las muestras indi-
can que, tal y como se esperaba, las recuperaciones disminuyen con el tiempo para
todos los compuestos, lo cual se puede explicar por procesos de absorcién. En la
mayor parte de los casos estos procesos practicamente se estabilizan a la semana.
Ademsds, ninguno de los metabolitos del DDT incrementé con el tiempo, lo que
permite asegurar que no estdn ocurriendo procesos de degradacién en el mes que

durd el estudio.
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Estos resultados indican que el método desarrollado permite determinar la
presencia de pesticidas en muestras reales y muestran la viabilidad del método

como alternativa a los métodos convencionales.



Capitulo 8

Extraccion y Determinacién en

Muestras Bioldégicas

Los pesticidas utilizados para el control de plagas tienen como destino tltimo
los sistemas acudticos, debido al transporte atmosférico y a la lixiviaciéon de los
suelos por lluvias, que son arrastrados finalmente hasta el mar a través de los rios y
barrancos [158, 159]. Este hecho, unido a la altisima persistencia de los pesticidas
organoclorados y a su hidrofobicidad, facilita la absorcién de los mismos en la
materia orgdnica. Una vez en el mar los pesticidas tenderan a depositarse en el
sistema bentdnico, o a asociarse a la materia organica en suspension. En el primer
caso entrardn en la cadena alimentaria por su incorporacién al sustrato, pudiendo
ser asimilados por vegetales (incluidas las algas [160]) o animales. En el segundo
caso, lo mds probable es que sean asimilados por organismos filtradores (como los
moluscos [161]). Por ello y por su alta toxicidad, hay un interés creciente en la
optimizacion de nuevas metodologias analiticas que permitan la determinacién de
estos compuestos en distintas matrices, como algas y moluscos, de una manera

rapida, econémica y menos contaminante, como puede ser la extraccion MAME.
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8.1. Optimizacién y aplicacion de MAME en algas

8.1.1. Optimizacién de variables en la extraccion MAME

De la misma forma que para suelos y fangos, se optimizaron las variables para
la extraccién micelar asistida por microondas utilizando disenos factoriales, los
cuales permiten variar simultdneamente los factores a la vez que se estudian sus
efectos [138]. Las variables estudiadas fueron: concentracién de surfactante, po-

tencia y tiempo de microondas.

El volumen de surfactante se fijé en 10 ml. No se tomé el valor utilizado para
suelos y fangos (8 ml) debido a la alta absorcién de la disolucién de surfactante
producida por las matrices biolégicas. Al ser matrices llevadas a sequedad, tanto
las algas como los moluscos, al ponerlas en contacto con disoluciones acuosas se
hidratan, disminuyendo por tanto el volumen que puede ser recuperado en el ex-

tracto.

El estudio de los factores antes senalados se llevé a cabo con el alga Ulva rigi-
da. Se utilizaron 0.5 g de alga seca y troceada con un tamano (érea) de muestra
de aproximadamente 25 mm?. Para la optimizacién de todas las variables se uti-
liz6 un disenio experimental de tipo factorial en varias fases [80]. La primera fase
consistié en un diseno factorial 2% (siendo 3 el ntimero de variables a optimizar),
el cual permite obtener la influencia que tiene cada variable en la recuperacién y
las posibles interacciones existentes entre ellas.

Con este diseno se toma el valor mdximo y minimo de cada variable: Potencia-

100 y 800 W, Tiempo- 2 y 14 min y Concentracién de Surfactante- 1y 5% (v/v).
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Combinando los valores dados de dichos pardmetros entre si, se obtiene un total

de 8 posibles ensayos (Tabla 8.1).

El diseno se realizo de tal forma que las muestras se analizaron de manera alea-
toria para evitar la influencia de variables ocultas. En todos los casos las muestras

se estudiaron por duplicado.

Con este disenio lo que se obtiene es una tabla de correlaciones, que varian
entre -1 y 1, siendo ambas las correlaciones maximas negativa y positiva respecti-
vamente, y 0 la correlacién minima. En esta tabla se observan las correlaciones de
cada variable con la recuperacién (correlacién parcial) y las correlaciones de las

variables entre si (correlacién bivariada).

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

POTENCIA 0.172 -0.275 -0.502 -0.353 0.034 0.349
TIEMPO 0.258 0.065 -0.261 -0.216 0.299 0.393
CON.SURF 0.709 0.739 0.368 0.003 0.849 0.144
Pt x CoN -0.175 0.314 0.230 0.001 -0.055 -0.054
Tp x CoN -0.268 -0.071 0.107 0.001 -0.503 -0.062
Pt x TP -0.047 0.019 -0.157 -0.083 -0.011 -0.159

Tabla 8.1: Correlaciones entre variables

Los resultados indicaron que la variable que mas influye en la recuperacién para
la mayoria de los compuestos, es la concentracién de surfactante, y las variables
mas relacionadas entre si son la potencia y la concentracién en la mayor parte de

los casos (ver Tabla 8.1).
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Concentracion de Surfactante

La eficiencia del proceso MAME para extraer los analitos presentes en las
muestras de algas dependerd, entre otros factores, de la concentracién de surfac-

tante presente.

En el diseno experimental inicial se obtuvo que la variable que més influencia
tiene en la recuperacion es la concentracién de surfactante, y que a su vez, esta
variable estd relacionada con la potencia del microondas (ver Tabla 8.1). Por tan-
to, para obtener el valor de concentracién éptima de surfactante serd conveniente
aplicar un disefio factorial 32 con duplicado en el punto central [54], donde 2 es el

ntimero de variables; en este caso representa la concentracion y la potencia.

Este diseno experimental permite obtener una superficie de respuesta entre
ambas variables, combinando tres valores de la variable Potencia (100, 450 y 800
W) con tres valores de la Concentracién de Surfactante (1, 3 y 5%, v/v). Teniendo
en cuenta que se realiza un duplicado del punto central, se trata de un diseno de
10 muestras. Con la superficie de respuesta obtenida se puede calcular el maximo

de la variable para cada compuesto estudiado.

La Figura 8.1 muestra los porcentajes de recuperacion obtenidos para con-
centraciones de surfactantes comprendidas entre 1 y 5% (v/v) y potencias entre
100 y 800 W. En la grifica se ha representado el analito 4,4-DDT, pero todos
presentan una tendencia similar. De ella se deduce que la concentracién éptima,

de surfactante es 5 %(v/v).
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Figura 8.1: Superficie de respuesta potencia-concentracién para el 4,4’-DDT

No se utilizaron concentraciones mayores de surfactante (>5 %, v/v), porque
se comprobd experimentalmente que por encima de este valor, la viscosidad del

extractante aumenta y debido a esto, la eficiencia de extracciéon disminuye.

Potencia y Tiempo de irradiacién

A pesar de que en el diseno experimental inicial no se observa una alta relacién
entre las variables potencia y tiempo, debido a la influencia que producen ambos
factores en la temperatura (variable secundaria), se consideré adecuado incluirlas
a ambas en un disefno factorial 3% de tal forma que pudiésemos optimizar ambas

variables conjuntamente.

Este diseno experimental permite obtener una superficie de respuesta entre
ambas variables, combinando tres valores de la variable Potencia (100, 300 y 500

W) con tres valores de la variable Tiempo (2, 8 y 14 min).
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Figura 8.2: Superficie de respuesta potencia-tiempo para el 4,4’-DDT

Se tomaron potencias inferiores a las utilizadas con otras matrices porque se
observé experimentalmente que a potencias mayores se producia la degradacion del
alga, complicando las extracciones, y potencias inferiores a 500 W eran suficientes

para realizar una extraccién eficiente.

Teniendo en cuenta que se realiza un duplicado del punto central, se trata
de un diseno de 10 muestras. Con la superficie de respuesta obtenida se puede

calcular el maximo de ambas variables para cada compuesto estudiado.

La Figura 8.2 muestra los valores éptimos de potencia y tiempo para el 4,4’-

DDT, pero todos los analitos presentan una tendencia similar.

La potencia y tiempo éptimos obtenidos para la extracciéon MAME en muestras

de algas fue de 300 W y 14 minutos respectivamente.
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8.2. Optimizacion de MAME-SPME en algas

Con objeto de mejorar la determinacién de los analitos y conseguir una mayor
limpieza del extracto MAME, se acoplé un segundo paso en el proceso, median-
te la microextraccién en fase sélida. Para llevar a cabo la extraccién MAME-
SPME de los pesticidas organoclorados estudiados en algas, se utilizé el mismo
par surfactante-fibra optimizado para fangos en un estudio previo: POLE — fibra
PDMS-DVB 60 pm.

Muchos de los pardmetros de interés ya fueros optimizados previamente en
dicho estudio (apartado 7.4). La mejor eficiencia de extraccién se obtuvo usando un
40 % (v/v) de extracto MAME con 60 % (v/v) de agua bidestilada. Concretamente
se anadié en un vial de SPME de 15 ml, 5 ml de extracto MAME y 7.5 ml de
agua.

Respecto a la temperatura y la adicién de sal, se observé que un incremento
de estos pardmetros provocan una disminucién en la recuperacién de los analitos
de interés (ver Figuras 7.11 y 7.12, apartado 7.2.1) [162], por lo que se realizaron

las extracciones a temperatura ambiente y sin adicién de sal.

Asimismo, se mantuvieron constantes los pardmetros optimizados para el pro-
ceso de desorcién: agitacién en la desorcién, volumen de desorcién (ver Figura 7.18,
apartado 7.4.1) y volumen inyectado en el sistema HPLC. El tiempo de desor-
cion si serd optimizado nuevamente para estudiar de que manera le afectan estos
parametros.

Los valores fijados para el proceso de desorcién fueron:

» Agitacion en la desorcion: Agitacién media (1100 rpm, influencia indirecta)
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= Volumen de Desorcion: 55 pl
= Volumen inyectado en HPLC': 50 pl

La optimizacién del resto de parametros que afectan al proceso de extraccién
MAME-SPME en algas, se realizé de manera similar al aplicado en otras matri-
ces. Los pardmetros a optimizar son el tiempo de absorcién y tiempo de desorcion,

manteniendo el resto de variables fijas en su valor 6ptimo.

8.2.1. Optimizacién del tiempo de absorciéon y desorcién

Una vez optimizadas todas las condiciones que pueden afectar al proceso de
absorcién y desorcién en SPME (temperatura, sal, agitacién, volumen de desor-
cién, etc.), se hace necesario repetir el estudio del tiempo al cual se produce el
equilibrio entre la disolucién a extraer y la fibra (absorcién), y el tiempo de equi-
librio entre la fibra y el desorbente (desorcién), ya que estos equilibrios variardn

al cambiar dichos pardmetros.

En la Figura 8.3 se representan los resultados obtenidos en la optimizacién del
tiempo de absorcién (A) y tiempo de desorcién (B) para tres de los pesticidas
estudiados, a modo de ejemplo.

Como se puede observar la cantidad extraida de los tres compuestos (repre-
sentada como drea de pico) incrementa hasta los 60 minutos; la extraccién no
aumenta significativamente para tiempos mayores. El valor 6ptimo de absorcién,
tal y como cabria esperar, corresponde al obtenido para fangos, ya que los parame-
tros incluidos por ltimo en el estudio no afectan al proceso de absorcién, sino al

de desorcién.
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Figura 8.3: Optimizacién del tiempo de absorcién (A) y desorcién (B)

El tiempo de desorcién se estudié entre 6 y 12 minutos, en relacién al rango
de valores obtenidos anteriormente. En la Figura 8.3.B se observa que el tiempo
6ptimo de desorcién es de 10 minutos, algo superior al obtenidos para fangos (8

min).

Finalmente, teniendo en cuenta estos resultados, los parametros 6ptimos de
extraccion para los compuestos estudiados en POLE fueron: 60 min de tiempo de

absorcién a temperatura ambiente y 10 min de desorciéon con agitacién.

8.2.2. Parametros analiticos

Para determinar la precisién del método de extraccion MAME-SPME en algas,
se realiz6 el estudio de los pardmetros analiticos del mismo con seis muestras de
alga Ulva rigida.

Las muestras se acondicionaron con la mezcla de pesticidas organoclorados,
de manera que la concentracién final de cada uno de ellos fuese la misma que la
utilizada en el proceso de optimizacién (4 pg-g~' para el 4,4-DDD, 4,4-DDT,
2,4-DDT y 4,4-DDE y 8 ug-g~ ! para el Aldrin y Dieldrin).
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Estas muestras fueron sometidas al proceso completo MAME-SPME y a la

posterior separacion y determinacién por HPLC-UV.

A estas muestras se les calcularon las recuperaciones obtenidas, las desviaciones
estdndar relativas y los limites de deteccién para todos los compuestos (Tabla 8.2).
Los limites de deteccién se calcularon como tres veces la concentracion correspon-
diente a la senal del ruido para cada pesticida [142], y varfan entre 138 ng-g ! y 348
ng-g~! para todos los compuestos estudiados, estando las desviaciones estandar
por debajo del 10 % en todos los casos.

Los porcentajes de recuperacién fueron siempre superiores al 87 %, lo que indica,
la viabilidad de este método para la determinacién de los pesticidas organoclora-

dos en este tipo de muestras.

Analito | Recuperacién (%) | RSD (%) | LOD (ng-g!)"
4,4-DDD 89.6 8.4 148
Dieldrin 101.1 9.6 322
4,4-DDT 91.5 6.9 164
2,4-DDT 93.8 7.9 174
4,4-DDE 90.2 8.9 138
Aldrin 87.4 10.3 348

a): Desviacién estandar relativa

b): Limite de Deteccién

Tabla 8.2: Valores de recuperacién, desviacion estandar relativa y limites de

deteccién obtenidos tras aplicar MAME-SPME
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8.2.3. Aplicacién de MAME-SPME a muestras de algas

Tras optimizar los factores de los que depende el método de extraccion MAME-
SPME, diferentes tipos de algas fueron sometidas a las condiciones optimizadas

para determinar la mezcla de pesticidas estudiados en las mismas.

Las algas estudiadas fueron: Ulva rigida, Valonia utricularis, Coralina elongata,

Solieria filiformis y Gracilaria cornea.

Estas proceden de cultivos de algas de la isla de Gran Canaria. Las muestras

fueron previamente acondicionadas, tal y como se explica en el apartado 6.2.

Las recuperaciones obtenidas para las algas estudiadas se muestran en la Fi-
gura 8.4. En la misma se puede observar que las recuperaciones que se obtuvieron
utilizando el método MAME-SPME no varian significativamente dependiendo del
tipo de alga. En todos los casos las recuperaciones obtenidas son superiores al

80 %, lo que demuestra la aplicabilidad del método desarrollado.
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Figura 8.4: Recuperaciones obtenidas con MAME-SPME para distintas algas
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8.3. Optimizaciéon de MAME-SPE en algas

Junto con la microextraccién en fase sélida la extraccién en fase sélida (SPE)
es otro de los procesos que se utilizan como paso de limpieza y preconcentracion
en la cuantificacion de analitos.

La SPE se basa en la retencién selectiva de compuestos de interés en un ad-
sorbente sélido y posteriormente ser eluidos con un disolvente orgdnico [46].

Hay diferentes pardmetros que pueden influir en el proceso de SPE, como son:

Tipo de adsorbente sélido

Volumen de absorcién y dilucién de la muestra

Composicién y volumen de la disolucién de lavado

Tipo y volumen de disolucién desorbente

Por ello, estas variables hay que optimizarlas en funcién del analito y la matriz

en estudio.

8.3.1. Optimizacién de las variables en SPE

Tipo de adsorbente sélido

Al optimizar un método con SPE es necesario elegir aquel cartucho con el que
se obtengan las mejores eficiencias de extraccién [47]. Existen diferentes tipos de
adsorbentes s6lidos comerciales que varian en funcién de las caracteristicas fisico-
quimicas de los compuestos a extraer, incrementando con ello la selectividad del

método [123].
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Por ello, para optimizar el proceso MAME-SPE, comparamos los resultados
obtenidos al extraer los pesticidas organoclorados objeto de estudio con diferen-
tes cartuchos SPE, con el fin de elegir aquel con el que se obtengan las mayores

recuperaciones (dadas como dreas de pico).

Las condiciones seleccionadas para llevar a cabo este estudio fueron 5 ml de
extracto MAME diluido con agua bidestilada hasta un volumen de 25 ml para el

proceso de absorcién, y 5 ml de metanol para el proceso de desorcién.

Los cartuchos SPE estudiados fueron: Envirelut-Pesticide 500mg, Bond Elut-

ENV 500 mg, Mega BE-FL 1 g, Sep-Pak Vac Cqg 500 mg y Oasis HLB 200 mg.

Los resultados obtenidos para los diferentes cartuchos se muestran en la Fi-
gura 8.5, donde se puede observar que los mejores resultados se obtuvieron para
el adsorbente Cg y Envirelut-Pesticide. Sin embargo, se eligié este 1iltimo porque

era el que daba una mejor linea base en la determinacién cromatografica.

200000 1" =3 \
180000111 | i
160000 -
140000+
120000 -
100000+
80000 1
60000 |~
400001
20000 1
O_

Area de pico

Aldrin

Figura 8.5: Eleccién del tipo de cartucho SPE
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Optimizacién del volumen de absorcién

Para optimizar el proceso MAME-SPE es necesario estudiar la cantidad y
concentracién del extracto MAME que va a pasar a través del cartucho SPE, al
igual que se optimiza este pardmetro en el acoplamiento MAE-SPE, cuando se
utilizan disolventes orgdnicos como extractanes en lugar de surfactantes [57].

Por tanto, se evalué el efecto del volumen de muestra. Ademds, la muestra
debe ser diluida para facilitar el paso y absorcién de los analitos en el adsorbente
sélido, a la vez que se minimiza la competencia que pudiese existir por los analitos

entre el surfactante y el adsorbente.

La Figura 8.6 muestra una comparacién entre las areas de pico obtenidas usan-
do 5 ml de extracto MAME (5 %, v/v) sin dilucién (puro) y con dilucién con agua

bidestilada hasta diferentes voliimenes finales de muestra: 10 ml, 25 ml y 50 ml.

250000 ¢
200000 (3
1500001 |
10000041
50000{

0ld 2
44

Area de pico

Figura 8.6: Optimizacion del volumen de absorcion y dilucién de la muestra

En dicha figura se puede observar que el volumen de muestra no afecta practi-

camente al drea de pico obtenida, segiin los resultados obtenidos para cada analito.
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Sin embargo, a partir de 25 ml de volumen final de muestra la relacién sefial /ruido
obtenida en el cromatograma es mayor, y por ello este volumen fue seleccionado
como volumen mas adecuado de muestra para la optimizaciéon de MAME-SPE y

aplicaciones en muestras de algas.

Estudio del paso de lavado

Previo a la desorcién, puede ser importante introducir un paso de lavado que
permita realizar una limpieza del extracto de SPE [163], reduciendo las interfe-

rencias en la determinacién de los analitos de interés.

Para la optimizacién de este paso, se fij6 el volumen de la disolucién de lavado
en 5 ml para todos los casos. En la Figura 8.7 se puede observar la comparacion
de las dreas de pico obtenidas al lavar el cartucho tras la absorcién, con diferen-
tes soluciones de metanol-agua a diferentes proporciones (agua bidestilada pura,

metanol al 5% en agua bidestilada, al 10 %, 15% y 20 %).
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Figura 8.7: Optimizacién de la composicién de la disolucién de lavado
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Las areas obtenidas decrecen cuando se anade metanol en la disolucién de

lavado. Por ello elegimos como disolucién de lavado 5 ml de agua bidestilada pura.

Optimizacién del volumen de desorcién

Finalmente, para aumentar el factor de preconcentracién en el procedimiento
MAME-SPE, se probé a reducir el volumen de disolvente hasta un valor con el
cual obtener una buena senal y una aceptable reproducibilidad del método. En la
Figura 8.8 se pueden observar las dreas de pico obtenidas al reducir el volumen de

metanol en la desorcién.
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Figura 8.8: Optimizacién del volumen de desorcién de la muestra

Al reducir dicho volumen aumenta el rea de pico obtenida, aunque en algunos
casos no de forma proporcional. Fijamos como volumen de desorcién 2 ml porque
es el volumen al cual se obtienen las mayores areas de pico con resultados estables y
reproducibles. Se encontré también que voliimenes menores provocaban resultados

con baja reproducibilidad.
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Este valor fue usado para determinar los pardmetros analiticos del método y

realizar las aplicaciones del mismo.

8.3.2. Parametros analiticos y validacion
Analisis Cromatografico

El andlisis de las muestras extraidas se realizé de la misma forma que en
apartados anteriores, usando el sistema HPLC-UV con columna Cig de 150 mm e
inyeccién de 50 pl de extracto.

Se midio la absorbancia de cada analito, correspondiente a la longitud de onda
méxima. El tiempo de retencién y la longitud de onda éptima para cada compuesto
se enumeran en la Tabla A.4 (apartado A.3).

El cromatograma obtenido para la mezcla de seis pesticidas utilizando POLE
como extractante y el cartucho SPE Envirelut-Pesticide 500mg, se muestra en la

Figura 8.9.

mAU -

Tiempo (min)

Figura 8.9: Cromatograma del extracto de alga de Ulva rigida utilizando

MAME-SPE
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En él se observa que la separacion entre picos es suficiente para cuantificar

satisfactoriamente los diferentes analitos.

Con el método de extraccion MAME-SPE optimizado se obtienen picos mucho
mas definidos e intensos que si se inyectase directamente el extracto MAME, o
incluso que con el método MAME-SPME. Ademés, se elimina la senal producida
por el surfactante y por las interferencias de la matriz, obteniendo una mejor linea

base, lo que nos va a permitir mejorar los limites de deteccién.

Pardametros Analiticos

Para determinar la precision del método de extraccién propuesto, se realizé el
estudio de los pardmetros analiticos del mismo con seis muestras de alga Ulva ri-
gida. Las muestras se acondicionaron con la mezcla de pesticidas organoclorados,
de manera que la concentracién final de cada uno de ellos fuese la misma que la
utilizada en el proceso de optimizacién (4 pg-g~' para el 4,4-DDD, 4,4-DDT,
2,4'-DDT y 4,4-DDE y 8 ug-g~! para el Aldrin y Dieldrin).

Estas muestras fueron sometidas al proceso completo MAME-SPE y a la pos-

terior determinacién por HPLC-UV.

Se calcularon las recuperaciones, las desviaciones estandar relativas y los limi-
tes de deteccién para todos los compuestos (Tabla 8.3). Los limites de deteccién
se calcularon como tres veces la concentracion correspondiente a la senal del rui-
do para cada pesticida [142], y varfan entre 2 ng-g~! y 38 ng-g~! para todos los

compuestos estudiados.
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Analito | Recuperacién (%) | RSD (%) | LOD (ng-g~ ')’
4,4-DDD 92.9 3.5 12
Dieldrin 100.5 3.3 22
4,4-DDT 92.6 2.8 2
2,4-DDT 91.2 3.6 6
4,4-DDE 107.7 5.3 2
Aldrin 78.8 4.6 38

a): Desviacion estandar relativa

b): Limite de Deteccién

Tabla 8.3: Valores de recuperacién, desviacion estandar relativa y limites de

deteccidn obtenidos tras aplicar MAME-SPE

Las recuperaciones obtenidas estdn por encima del 90 % para todos los com-
puestos excepto para el Aldrin, con el que se obtuvieron recuperaciones ligeramente
menores, y las desviaciones estdndar relativas son inferiores al 5% en todos los

casos, expecto para el 4,4-DDE que presenta un 5.3 %.

Validacion del método con una mezcla certificada

Para poder determinar la aplicabilidad del método propuesto, éste se validé uti-
lizando una mezcla de referencia certificada (Pesticide-Mix 5) que contenia cinco de
los seis compuestos estudiados. Esta mezcla se utilizé para enriquecer las muestras
de algas y determinar posteriormente las recuperaciones obtenidas con el método
MAME-SPE y compararlas con las obtenidas utilizando el método de referencia

Soxhlet (apartado 6.6).
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Se utilizaron 0.5 gramos de muestra contaminada con 4 pg-g~' de cada com-
puesto y se aplicaron las condiciones optimizadas para la extraccion MAME-SPE.
De igual forma, se utilizaron 0.5 g de muestra y se aplicé el método Soxhlet utili-

zando hexano como extractante durante 24 horas y 6-8 ciclos/hora.

En la Tabla 8.4 se muestran los pesticidas presentes en la mezcla certificada,
las recuperaciones obtenidas usando el método MAME-SPE y Soxhlet, asi como

las desviaciones estandar relativas en ambos métodos.

Como se puede observar, las recuperaciones para ambos métodos son muy simi-
lares y satisfactorias en ambos casos, indicando que el procedimiento de extraccion

propuesto es valido para este tipo de matriz.

MAME-SPE Soxhlet
Recuperacién | RSD? | Recuperacién | RSD?
Analito (%) (%) (%) (%)
4,4-DDD 93.2 24 103.1 6.8
Dieldrin 101.4 3.5 98.3 7.5
4,4-DDT 95.7 2.6 101.7 4.9
24-DDT 88.9 4.8 86.2 5.7
4,4-DDE 94.5 3.7 94.8 3.8

a): Desviacion estandar relativa

Tabla 8.4: Validacién del método MAME-SPE con Soxhlet usando una mezcla
certificada (Pesticide-Mix 5)
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8.3.3. Aplicacién de MAME-SPE a muestras de algas

Tras optimizar los factores de los que depende el método de extraccién MAME-

SPE, diferentes tipos de algas fueron sometidas a las condiciones éptimas.

Las algas estudiadas fueron: Ulva rigida, Valonia utricularis, Coralina elonga-

ta, Solieria filiformis y Gracilaria cornea.

Estas proceden de cultivos de algas de la isla de Gran Canaria. Las muestras
fueron previamente acondicionadas, tal y como se explica en el apartado 6.2, con

la mezcla de seis pesticidas organoclorados.
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Figura 8.10: Recuperaciones obtenidas con MAME-SPE para distintas algas

Las recuperaciones obtenidas para dichas algas se muestran en la Figura 8.10.
En esta figura se puede observar que las recuperaciones obtenidas utilizando el

método MAME-SPE son muy satisfactorias, obteniéndose valores por encima del
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80 % en todos los casos salvo para el compuesto aldrin, con el que se obtuvie-
ron recuperaciones algo inferiores, probablemente debido a que el cartucho SPE
elegido no sea el mas acorde con sus caracteristicas fisico-quimicas. Ademsds, las

recuperaciones obtenidas no varian mucho en funcién del tipo de alga utilizada.
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8.4. Optimizacion de MAME-SPE en moluscos

Los pesticidas presentes en tierra tienen como destino final los sistemas acuati-
cos, debido al transporte atmosférico y a la lixiviacién de los suelos por lluvias, que
son arrastrados finalmente hasta el mar a través de los rios y barrancos [158, 159].
Este hecho, unido a la altisima persistencia de los pesticidas organoclorados y a
su hidrofobicidad, facilita de la absorcién de los mismos con la materia organica

pudiendo entonces ser incorporados por organismos filtradores como los moluscos.

Las variables que influyen en la extraccién micelar asistida por microondas fue-
ron optimizadas utilizando un diseno factorial, el cual permite variar simultdnea-
mente los factores a la vez que se estudian sus efectos [138]. Para la optimizacién
de las variables se acoplé el proceso MAME a un procedimiento de limpieza a

través de un cartucho de SPE.

A diferencia de los extractos MAME obtenidos para el resto de matrices es-
tudiadas (suelos, fangos y algas), el extracto MAME procedente de moluscos no
puede ser determinado directamente por HPLC-UV, debido a las altas interferen-
cias que producen distintos compuestos extraidos desde la matriz, como son las

proteinas.

La extraccion en fase sélida puede ser acoplada con técnicas de extraccién co-
mo MAME, como paso de limpieza para eliminar estas interferencias y a la vez

producir una preconcentracién de los analitos, previo a la determinacién.
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Se fijaron las variables cantidad de muestra, concentracién y volumen de sur-

factante en:
= Cantidad de muestra: 1 gramo
= Volumen de surfactante: 10 ml
» Concentracion de surfactante: 5% (v/v)

Para el acoplamiento MAME-SPE usamos un cartucho Envirelut-Pesticide 500

mg en las condiciones optimizadas previamente (apartado 8.3.1).

El volumen de extracto MAME utilizado fue de 5 ml, diluido con agua bides-
tilada hasta 25 ml. Previo a la desorcién, se realizé un paso de lavado con 5 ml de
agua bidestilada para eliminar el exceso de surfactante y reducir las interferencias.
Para incrementar la preconcentracién en la extraccion MAME-SPE, utilizamos el
minimo volumen de desorcién (2 ml de metanol) que permita obtener una buena
senal cromatografica y una aceptable reproducibilidad del método (desviaciones

estandar relativas menores al 10 %).

Las variables a estudiar son la potencia y tiempo de irradiacion.

8.4.1. Optimizacién de la potencia y tiempo de irradiaciéon

El estudio de estos factores se llevo a cabo con muestras de mejillones (Myti-
lus edulis). Se utiliz6 1 gramo de mejillén liofilizado y triturado con un tamano
(volumen) de muestra de entre 10 y 20 mm?.

Se utilizé un diseno factorial 3% para optimizar potencia y tiempo conjunta-

mente.
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Figura 8.11: Superficie de respuesta potencia-tiempo para el 4,4’-DDT

Este diseno experimental permite obtener una superficie de respuesta entre
ambas variables, combinando tres valores de la variable Potencia (100, 300 y 500
W) con tres valores de la variable Tiempo (2, 8 y 14 min). Teniendo en cuenta que
se realiza, un duplicado del punto central, se trata de un diseno de 10 muestras.
Con la superficie de respuesta obtenida se puede calcular el valor éptimo de ambas

variables para cada compuesto estudiado.

La Figura 8.11 muestra los valores 6ptimos de potencia y tiempo para el 4,4’-
DDT aplicando el método MAME-SPE. El resto de compuestos presentan una
tendencia similar. De estos resultados se deduce que la potencia y tiempo éptimos

son 300W y 14 minutos respectivamente.
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8.4.2. Parametros analiticos y validacion
Anailisis Cromatografico

El andlisis de las muestras extraidas se realizé de la misma forma que en
apartados anteriores, usando un sistema HPLC-UV con una columna Cig de 150
mm e inyectando 50 ul de extracto MAME-SPE.

Se midio la absorbancia de cada analito, correspondiente a la longitud de onda
méxima. El tiempo de retencién y la longitud de onda éptima para cada compues-

to se enumeran en la Tabla A.4 (apartado A.3).

El cromatograma obtenido para la extraccién de la mezcla de seis pesticidas
organoclorados de muestras de mejillén, utilizando POLE como extractante y el

cartucho SPE Envirelut-Pesticide 500 mg, se muestra en la Figura 8.12.
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Figura 8.12: Cromatograma del extracto de mejillén utilizando MAME-SPE

En el cromatograma, se observa que la separacién entre picos es suficiente para
determinar satisfactoriamente los diferentes analitos. Con el método de extraccion

MAME-SPE optimizado se obtienen picos mucho més definidos e intensos que si
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se inyectase directamente el extracto MAME, y ademaés se eliminan interferencias
y proteinas que causarian danos en la columna cromatografica. La cola producida
en el pico 4 (2,4’-DDT) es debido a interferencias con la matriz, pero no perjudica

en la cuantificacién del analito.

Pardametros Analiticos

Para determinar la precisiéon del método de extraccién y determinacién pro-
puesto, se realizé el estudio de los parametros analiticos del mismo con seis mues-
tras de mejilléon. Las muestras se acondicionaron con la mezcla de pesticidas or-
ganoclorados, de manera que la concentracion final de cada uno de ellos fuese la
misma que la utilizada en el proceso de optimizacién (2 pug-g~' para el 4,4’-DDD,
4,4-DDT, 2,4-DDT y 4,4-DDE y 4 pg-g~! para el Aldrin y Dieldrin).

Estas muestras fueron sometidas al proceso completo MAME-SPE y a la pos-

terior separacién y determinacién por HPLC-UV.

Se calcularon las recuperaciones, las desviaciones estandar relativas y los limi-
tes de deteccién para todos los compuestos (Tabla 8.5). Los limites de deteccién
se calcularon como tres veces la concentracion correspondiente a la senal del rui-
do para cada pesticida [142], y varian entre 6 ng-g~' y 38 ng-g~' para todos los

compuestos estudiados.

Las recuperaciones obtenidas son satisfactorias en todos los casos (por encima
del 84 %) salvo para el caso del Aldrin, igual que ocurrié con las algas, proba-
blemente debido a que el cartucho SPE elegido no es el mas idéneo para este
compuesto en concreto. Las desviaciones estdndar relativas varian en funcién del

tipo de compuesto analizado, pero en ningiin caso son superiores al 10 %.
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Analito | Recuperacién (%) | RSD (%) | LOD (ng-g~ ')’
4,4-DDD 84.5 7.1 19
Dieldrin 92.6 8.0 21
4,4-DDT 97.8 5.4 38
2,4-DDT 94.1 7.7 9
4,4-DDE 100.4 3.9 6
Aldrin 68.2 9.3 26

a): Desviacion estandar relativa

b): Limite de Deteccién

Tabla 8.5: Valores de recuperacién, desviacion estandar relativa y limites de

deteccidn obtenidos tras aplicar MAME-SPE

Validacion del método con una mezcla certificada

Para poder determinar la aplicabilidad del método propuesto, se validé utili-
zando una mezcla de referencia certificada (Pesticide-Mix 5) que contenia cinco de
los seis compuestos estudiados. Esta mezcla se utilizé para enriquecer las mues-
tras de moluscos y determinar posteriormente la recuperaciones con el método
MAME-SPE, asi como poder compararlas con las obtenidas utilizando el método
de referencia Soxhlet (apartado 6.6).

En la Tabla 8.6 se muestran los pesticidas presentes en la mezcla certificada,
las recuperaciones obtenidas usando el método MAME-SPE y Soxhlet, asi como
las desviaciones estdndar relativas de ambos métodos.

Se utilizé 1 gramo de muestra contaminada con 2 ug-g~' de cada compuesto, y
se aplicaron los valores optimizados de potencia y tiempo asi como el resto de las

condiciones Optimas para la extraccion MAME-SPE. Como se puede observar, las
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MAME-SPE Soxhlet
Recuperacién | RSD? | Recuperacién | RSD?
Analito (%) (%) (%) (%)
4,4-DDD 102.3 5.4 101.2 8.0
Dieldrin 92.8 7.8 89.6 8.4
4,4-DDT 98.6 4.1 91.7 5.9
24-DDT 87.8 6.8 84.9 9.2
4,4-DDE 94.3 5.3 96.7 6.1

a): Desviacion estandar relativa

Tabla 8.6: Validacién del método MAME-SPE con Soxhlet usando una mezcla
certificada (Pesticide-Mix 5)

recuperaciones para ambos métodos son muy similares y satisfactorias en ambos
casos, indicando que el procedimiento de extraccién y determinacién propuesto es

valido para este tipo de matriz.

8.4.3. Aplicacion de MAME-SPE a muestras de moluscos

Tras optimizar los factores de los que depende el método de extraccién MAME-
SPE, diferentes tipos de moluscos fueron sometidos a las condiciones éptimas. Los
moluscos estudiados fueron: Almejas (Ruditages decussatus), Berberechos (Rudi-
cardium tuberculatum), Mejillones (Mytilus edulis), Coquinas (Donax trunculus)
y Caracoles (Cochlicella barbara). Estas proceden de diferentes distribuciones co-
merciales de la isla de Gran Canaria y fueron previamente liofilizadas, trituradas
y acondicionadas, tal y como se explica en el apartado 6.2, con la mezcla de seis

pesticidas organoclorados.
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Las recuperaciones obtenidas para los moluscos estudiados se muestran en la
Figura 8.13.

En dicha figura se puede observar que las recuperaciones obtenidas utilizando
el método MAME-SPE son muy satisfactorias salvo para el Aldrin, probablemente
debido a interferencias con la matriz; para el resto de compuestos los porcentajes

de recuperacién obtenidos son superiores al 80 % para todos los tipos de moluscos.
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Figura 8.13: Recuperaciones obtenidas con MAME-SPE para distintos molus-
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Conclusiones

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

tes conclusiones:

1. Se desarrolla un método de extraccién de pesticidas contenidos en muestras
sdlidas, basado en combinar el poder de solubilizacién de los surfactantes
y la accién de la radiacién de microondas en un recipiente cerrado. Para
cada surfactante usado se optimizaron los pardmetros de los que depende el
proceso. La optimizacion de las variables se llevé a cabo utilizando un diseno

factorial debido a las posibles interacciones entre las mismas.

2. Los valores obtenidos en la optimizacién de condiciones muestran que el vo-
lumen de la disolucién de surfactante debe ser suficiente como para que toda
la muestra quede humedecida, un valor de 8 ml es suficiente para que el
proceso ocurra de manera eficiente. Al aumentar el volumen de la disolucién
de surfactante no mejora la eficiencia de la extraccién, pero si supone un
aumento indeseable de la temperatura en el interior de los vasos del micro-

ondas.

3. Para la extracciéon de pesticidas en muestras de suelos y fangos es necesario

153
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tener en cuenta las caracteristicas de la matriz, fundamentalmente el con-
tenido en materia organica y la textura de la misma. Dentro de los valores
elegidos para nuestro estudio, la granulometria de la matriz se mostré como

el factor que més influencia tenia sobre el proceso de extraccién.

Los resultados obtenidos en la extraccion de pesticidas en las distintas matri-
ces son bastante satisfactorios con los los diferentes surfactantes utilizados,
si bien, la mezcla POLE-tridecil presenta valores mas bajos que el resto de

surfactantes.

Para validar el método de extraccién de pesticidas en muestras de suelos y
fangos mediante la extraccién micelar asistida por microondas, se aplicé el
método desarrollado a una muestra certificada que contenia los pesticidas

objeto de estudio. En todos los casos los resultados fueron satisfactorios.

Los porcentajes de recuperacién obtenidos con muestras envejecidas, previa-
mente enriquecidas con la mezcla de pesticidas, disminuyen con el tiempo
de acondicionamiento. En algunos casos la recuperacién no disminuye nota-
blemente pasadas las dos primeras semanas, y en ningin caso aumentan los
metabolitos de degradacién; lo que indica que el proceso que esta ocurriendo

es la absorcién y adsorcién de los analitos en el suelo, pero no su degradacion.

La utilizacién de MAME en la extraccién de pesticidas organoclorados en
distintas matrices pone de manifiesto que dicha técnica es una buena alter-
nativa a los métodos convencionales. Las principales ventajas del proceso
son la reduccién de la cantidad de muestra necesaria para el andlisis, la sus-
titucién de disolventes orgdnicos por otros extractantes menos toxicos y més

baratos, la posibilidad de realizar de forma simultdnea un nimero elevado



155

10.

11.

12.

13.

de extracciones y una considerable reduccién en el tiempo de andlisis.

Para mejorar la determinacién de los pesticidas organoclorados en matrices
complejas, puede ser adecuado introducir un paso posterior a la extraccion,
de limpieza y preconcentracién, como puede ser la microextraccién en fase

sélida (SPME) y la extraccién en fase sélida (SPE).

El acoplamiento MAME-SPME supone una alternativa que incrementa la,
selectividad y sensibilidad del método, limpiando el extracto de interferencias

de la matriz y produciendo una preconcentracion de los analitos de interés.

El procedimiento MAME-SPME permite determinar los pesticidas organo-
clorados en suelos, fangos y algas con resultados muy satisfactorios, recupe-
raciones cercanas al 100 % y reproducibilidades (RSD) inferiores en la mayor

parte de los casos, al 10 %.

El acoplamiento MAME-SPE posee todas las ventajas del procedimiento
MAME-SPME, pero ademis es un método mds rapido, mas sensible, ya
que produce una mayor preconcentracién, y permite la extraccidon de varias

muestras simultdneamente sin incrementar el coste instrumental ni analitico.

El procedimiento MAME-SPE permite determinar los pesticidas organoclo-
rados en diferentes matrices, incluidas matrices bioldgicas, con resultados
muy satisfactorios, de una manera eficiente, con bajo coste y no perjudicial

para el medioambiente.

Para validar el método de extraccién de pesticidas en muestras de algas y
moluscos, mediante la extraccién micelar asistida por microondas acopladas

a SPE, se aplicé el método desarrollado a muestras enriquecidas con una
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14.

mezcla certificada que contenia los pesticidas objeto de estudio y se com-
paré con el método de referencia Soxhlet. En todos los casos los resultados
fueron satisfactorios, obteniéndose para ambos procedimientos recuperacio-

nes cercanas al 100 %.

Ambas metodologias MAME-SPME y MAME-SPE permitirian realizar la
determinacién de los analitos de interés en diferentes sistemas cromatografi-
cos incompatibles con el extracto MAME, por tratarse de una disolucién
acuosa. Tal seria el caso de la cromatografia de gases con detector de captu-
ra de electrones o detector de masas. Estos sistemas permitirian incrementar
notablemente la sensibilidad del método y disminuir los limites de deteccion

en la determinacién de pesticidas organoclorados.
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Anexo A

Cromatografia

A.1. Introduccion

La separacién y posterior determinacién de los analitos que se estudian en esta
tesis se ha llevado a cabo mediante la técnica de Cromatografia Liquida de Alta

Resolucién (HPLC) utilizando un detector de diodos.

Para optimizar la separacién de los compuestos en estudio de manera que
permita una correcta identificacién y su posterior cuantificacién es necesaria la
determinacién de los pardmetros exclusivamente cromatograficos: tipo de colum-
na cromatografica, composicién de la fase mévil, velocidad de flujo (ml-min~1),
aplicacién o no de gradientes de composicién y/o flujo y temperatura. En este
caso, puesto que la familia de compuestos con que se ha trabajo es principalmente
apolar, se opté por trabajar en cromatografia liquida en fase reversa, por lo que

se escogié una columna Cig como columna de trabajo.

177



178 A.2. Condiciones cromatograficas para suelos

La deteccién de los compuestos a analizar se realizé con un detector PDA a
la longitud de onda de absorcién de radiaciéon UV-VIS méas adecuada para cada
compuesto.

En cuanto a la fase mévil empleada, se utilizé6 una proporcién isocratica de

Metanol-Agua, (85:15) con un flujo de 1 ml-min 1.

A continuacién se muestran las condiciones més adecuadas para la separacién

y deteccién de los pesticidas organoclorados estudiados.

A.2. Condiciones cromatograficas para suelos

Para la determinacién de los pesticidas organoclorados en suelos agricolas se
utilizé una columna Cig, 25024.6 mm (con relleno de particulas de 8 ym). La sepa-
racién y determinacién de los compuestos bajo estudio se llevé a cabo inyectando
30 ul de extracto en el cromatdgrafo liquido y se midié la absorbancia de cada
analito, correspondiente a la longitud de onda maxima. El tiempo de retencién y

la longitud de onda para cada compuesto se enumeran en la Tabla A.1.

El cromatograma obtenido para la mezcla de seis pesticidas utilizando la mez-
cla cetil como extractante en el proceso MAME, se muestra en la Figura A.l.
Se puede observar que la fase mdvil usada permite una buena separacién de los
analitos con cortos tiempo de andlisis. Los cromatogramas obtenidos para el resto
de surfactantes fueron similares. En el cromatograma se observa que la separacién
entre picos es suficiente para cuantificar satisfactoriamente los diferentes analitos.
Ademas, la senal del surfactante aparece en los primeros 5 minutos de cromato-

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

(nm) (min)

1 4,4-DDD 238 8.4
2 Dieldrin 220 9.5
3 4,4-DDT 238 13.3
4 2,4-DDT 238 14.7
5 4,4°-DDE 238 16.6
6 Aldrin 220 18.1

Tabla A.1: Lista de pesticidas organoclorados, longitudes de onda y tiempos de

retencién
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Figura A.1: Cromatograma del extracto de suelo de Valleseco (mezcla cetil)
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A.2.1. Curvas de Calibrado para la cuantificacién en MAME

Para la cuantificacién de los compuestos en estudio, presentes en los extractos
de las muestras de suelo con que se ha trabajado, se establecieron curvas de cali-
brado para cada analito en cada uno de los surfactantes utilizados. Debido a que
los pesticidas organoclorados presentan diferentes absorbancias en funcién de la
naturaleza de la disolucién en que estén inmersos, se realizaron tantas curvas de
calibrado como extractantes empleados.

A continuacién (Tabla A.2) se muestran los intervalos de concentracién em-
pleados en cada caso asi como los parametros de las ecuaciones empleadas en la
cuantificacién de los analitos del surfactante POLE (5 %,v/v), siendo la ecuacién
de la forma: Y = AX 4 B, donde Y es el valor de absorbancia obtenido, X la
concentracién, A la pendiente, B la ordenada en el origen y R? el coeficiente de
correlacion lineal. Sélo se han especificado los pardmetros de uno de los surfactan-

tes a nivel indicativo; con el resto se obtuvieron valores muy similares.

Compuesto | Int. Concent. A B R?
(ng-ml~1) (pendiente) | (ord.origen) | (c.c.lineal)

4,4-DDD 100-1000 368.63 -1147.8 0.9999
Dieldrin 100-1000 117.40 -1522.7 0.9982
4,4-DDT 100-1000 435.59 2056.4 0.9999
2,4-DDT 100-1000 290.21 6473.6 0.9996
4,4-DDE 100-1000 460.36 597.11 0.9993
Aldrin 100-1000 76.96 1774.8 0.9972

Tabla A.2: Pardmetros de las curvas de calibrado obtenidos utilizando POLE

como extractante en el proceso MAME
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A.2.2. Curvas de Calibrado para MAME-SPME

Las curvas de calibrado se realizaron para el proceso MAME-SPME utilizando
POLE (5 %,v/v) como extractante, una fibra SPME 60 ym PDMS-DVB y volumen
de desorcion 80 ul de metanol, de los que se inyectaron en el cromatégrafo liquido
50 pl. Las curvas de calibrado en el proceso MAME-SPME se realizaron de forma
interna, para poder incluir en ellas el factor de preconcentracién que produce la
SPME.

Sélo se han especificado los pardmetros de uno de los surfactantes a nivel in-

dicativo, con la Mezcla Stearil se obtuvieron valores muy similares.

En la Tabla A.3 se muestran los intervalos de concentracién empleados en cada
caso, asi como los parametros de las ecuaciones empleadas en la cuantificacién de

los analitos: A pendiente, B ordenada en el origen y R? coeficiente de correlacién

lineal.
Compuesto | Int. Concent. A B R?
(ng-ml~1) (pendiente) | (ord.origen) | (c.c.lineal)

4,4-DDD 50-500 174.98 1812.7 0.9927
Dieldrin 50-500 66.51 -1624.1 0.9913
4,4-DDT 50-500 181.87 1880.9 0.9975
2,4-DDT 50-500 112.33 1595.6 0.9958
4,4-DDE 50-500 228.90 4215.4 0.9906

Tabla A.3: Parametros de las curvas de calibrado obtenidos en el proceso
MAME-SPME utilizando POLE como extractante y la fibra SPME 60 pm
PDMS-DVB
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A.3. Condiciones cromatograficas para fangos

Al finalizar el estudio de suelos se adquirié una nueva columna cromatografica
para el resto de matrices a analizar. La columna utilizada a partir del estudio de
fangos fue una columna C;g, 15024.6 mm (con relleno de particulas de 4 ym). Es
una columna de las misma composicion que la anterior, pero con diferente tamafno
de particula interna y de menor longitud, lo que permite identificar y cuantificar
los compuestos en menor tiempo.

La fase mévil empleada para esta columna fue Metanol-Agua (84:16) con un

flujo isocratico de 1 ml-min—!.

La separacion y determinacion de los compuestos bajo estudio se llevé a cabo
inyectando 50 ul de extracto en el cromatégrafo liquido y se midié la absorbancia
de cada analito, correspondiente a la maxima absorbancia. El tiempo de retencién

y la longitud de onda para cada compuesto se enumeran en la Tabla A.4.

N° Compuesto A Tr

(nm) (min)

1 4,4-DDD 238 5.4
2 Dieldrin 220 6.1
3 4,4-DDT 238 8.7
4 2,4-DDT 238 9.6
5 4,4°-DDE 238 10.9
6 Aldrin 220 11.9

Tabla A.4: Lista de pesticidas organoclorados, longitudes de onda y tiempos de

retencién
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El cromatograma obtenido para la mezcla de seis pesticidas utilizando POLE
como extractante acoplado a una fibra de SPME 60 ym PDMS-DVB, se muestra
en la Figura A.2. En el cromatograma se observa que la separacién entre picos es
suficiente para cuantificar satisfactoriamente los diferentes analitos. Con el método
de extraccion MAME-SPME optimizado se obtienen picos méas definidos e intensos
que si se inyectase directamente el extracto MAME. Ademas, se elimina la senal

producida por el surfactante, obteniendo una mejor linea base.

200

Tiempo (min)

Figura A.2: Cromatograma del extracto de fango de Hoya Pozuelo utilizando

MAME-SPME

A.3.1. Curvas de Calibrado para MAME-SPME

Las curvas de calibrado se realizaron para el proceso MAME-SPME utilizando
POLE (5 %,v/v) como extractante, una fibra SPME 60 ym PDMS-DVB y volumen
de desorcion 55 ul de metanol, de los que se inyectaron en el cromatégrafo liquido
50 pl. Las curvas de calibrado en el proceso MAME-SPME se realizaron de forma
interna, para poder incluir en ellas el factor de preconcentracién que produce la

SPME.
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En la Tabla A.5 se muestran los intervalos de concentracién empleados en cada
caso, asi como los parametros de las ecuaciones empleadas en la cuantificacién de

los analitos: A pendiente, B ordenada en el origen y R? coeficiente de correlacién

lineal.
Compuesto | Int. Concent. A B R?
(ng-ml~1) (pendiente) | (ord.origen) | (c.c.lineal)

4,4-DDD 50-500 302.73 2326.7 0.9976
Dieldrin 100-1000 73.09 4593.5 0.9929
4,4-DDT 50-500 303.38 377.67 0.9949
2,4-DDT 50-500 203.92 -1753.6 0.9972
4, 4-DDE 50-500 387.63 -2797.1 0.9997
Aldrin 100-1000 73.66 -2992.6 0.9944

Tabla A.5: Pardmetros de las curvas de calibrado obtenidos en el proceso
MAME-SPME utilizando POLE como extractante y la fibra SPME 60 pm
PDMS-DVB

A.4. Condiciones cromatograficas para algas

La determinacion de algas se realizé con la misma columna que para fangos,
una columna Cig, 15024.6 mm (con relleno de particulas de 4 ym). La fase mévil
empleada para esta columna fue Metanol-Agua (84:16) con un flujo isocratico de
1 ml-min—t.

La separacion y determinacion de los compuestos bajo estudio se llevé a cabo

inyectando 50 pl de extracto en el cromatégrafo liquido y se midié la absorbancia,
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de cada analito, correspondiente a la longitud de onda maxima. El tiempo de

retencion y la longitud de onda para cada compuesto se enumeran en la Tabla A.4.

El cromatograma obtenido para la mezcla de seis pesticidas utilizando POLE
como extractante y el cartucho SPE Envirelut-Pesticide 500mg, se muestra en la

Figura A.3.

En el cromatograma se observa que la separacién entre picos es suficiente para
cuantificar satisfactoriamente los diferentes analitos. Con el método de extrac-
cién MAME-SPE optimizado se obtienen picos mucho més definidos e intensos
que si se inyectase directamente el extracto MAME, o incluso que con el método
MAME-SPME. Ademads, se elimina la senal producida por el surfactante y por las

interferencias de la matriz, obteniendo una mejor linea base.

mAU -

Tiempo (min)

Figura A.3: Cromatograma del extracto de alga de Ulva rigida utilizando

MAME-SPE
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A.4.1. Curvas de Calibrado para MAME-SPME

Las curvas de calibrado se realizaron para el proceso MAME-SPME utilizando
POLE (5 %,v/v) como extractante, una fibra SPME 60 pm PDMS-DVB y volumen
de desorcion 55 ul de metanol, de los que se inyectaron en el cromatégrafo liquido
50 pl. Las curvas de calibrado en el proceso MAME-SPME se realizaron de forma
interna, para poder incluir en ellas el factor de preconcentracién que produce la

SPME.

En la Tabla A.6 se muestran los intervalos de concentracién empleados en cada
caso, asi como los parametros de las ecuaciones empleadas en la cuantificacién de

los analitos: A pendiente, B ordenada en el origen y R? coeficiente de correlacién

lineal.
Compuesto | Int. Concent. A B R?
(ng-ml~1) (pendiente) | (ord.origen) | (c.c.lineal)

4,4-DDD 50-500 285.75 856.65 0.9984
Dieldrin 100-1000 72.78 -1200.3 0.9963
44-DDT 50-500 336.02 -3197.2 0.9990
2,4-DDT 50-500 186.96 -2958.4 0.9992
4,4-DDE 50-500 397.89 -6110.5 0.9991
Aldrin 100-1000 51.83 2194.4 0.9955

Tabla A.6: Parametros de las curvas de calibrado obtenidos en el proceso
MAME-SPME utilizando POLE como extractante y la fibra SPME 60 pm
PDMS-DVB



A. Cromatografia 187

A.4.2. Curvas de Calibrado para MAME-SPE

Las curvas de calibrado se realizaron para el proceso MAME-SPE utilizando
POLE (5%,v/v) como extractante, un cartucho SPE Envirelut-Pesticide 500 mg,
un volumen de desorcién 2 ml y un volumen de inyeccién en el sistema HPLC-UV
de 50 pl. Las curvas de calibrado en el proceso MAME-SPE se realizaron de forma
interna, para poder incluir en ellas el factor de preconcentracién que produce la

SPE.

En la Tabla A.7 se muestran los intervalos de concentracion empleados en cada
caso, asi como los parametros de las ecuaciones empleadas en la cuantificacién de

los analitos: A pendiente, B ordenada en el origen y R? coeficiente de correlacién

lineal.
Compuesto | Int. Concent. A B R?
(ng-ml~1) (pendiente) | (ord.origen) | (c.c.lineal)

4,4-DDD 10-400 1584.60 10214.0 0.9968
Dieldrin 20-800 642.66 -5558.0 0.9940
4,4-DDT 10-400 1931.8 -554'7.7 0.9961
2,4-DDT 10-400 1173.6 -1017.9 0.9948
4,4-DDE 10-400 1739.1 -1874.9 0.9951
Aldrin 20-800 356.46 1312.6 0.9961

Tabla A.7: Pardmetros de las curvas de calibrado obtenidos en el proceso
MAME-SPE utilizando POLE como extractante y el cartucho SPE Envirelut-

Pesticide 500mg para algas
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A.4.3. Andlisis de extractos Soxhlet

Las condiciones empleadas para la determinacién cromatogrifica de los pesti-
cidas organoclorados fueron las mismas que para los extractos MAME, MAME-
SPME o0 MAME-SPE. Los tiempos de retencién obtenidos y las longitudes de onda

empleadas son por lo tanto coincidentes con las que se muestran en la Tabla A.4.

Las curvas de calibrado se realizaron para el proceso Soxhlet de forma externa
en metanol, inyectando 50 ul en el sistema HPLC-UV. Los intervalos de concen-
tracién utilizados fueron de 50-500 ng-ml~! para la familia del DDT y de 100-1000
ng-ml~! para el Aldrin y Dieldrin; los coeficientes de correlacién lineal fueron en

todos los casos superiores a 0.999.

A.5. Condiciones cromatograficas para moluscos

La determinacion de los moluscos se realizé con la misma columna que para
fangos y algas, una columna Cig, 15024.6 mm (con relleno de particulas de 4 pm).
La fase mé6vil empleada para esta columna fue Metanol-Agua (84:16) con un flujo
isocratico de 1 ml-min~—'.

La separacion y determinacion de los compuestos bajo estudio se llevé a cabo
inyectando 50 ul de extracto en el cromatégrafo liquido y se midié la absorbancia
de cada analito, correspondiente a la longitud de onda maxima. El tiempo de
retencion y la longitud de onda para cada compuesto se enumeran en la Tabla A.4.

El cromatograma obtenido para la mezcla de seis pesticidas organoclorados

utilizando POLE como extractante y el cartucho SPE Envirelut-Pesticide 500 mg,

se muestra en la Figura A.4.
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En el cromatograma se observa que la separacién entre picos es suficiente para
determinar satisfactoriamente los diferentes analitos. Con el método de extraccién
MAME-SPE optimizado se obtienen picos mucho més definidos e intensos que si se
inyectase directamente el extracto MAME, y ademads se eliminan las interferencias
y proteinas que causarian danos en la columna cromatografica. La cola producida
en el pico 4 (2,4’-DDT) es debido a interferencias con la matriz, pero no perjudica

en la cuantificacién del analito.
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Figura A.4: Cromatograma del extracto de mejillén utilizando MAME-SPE

Se aplicaron las curvas de calibrado obtenidas en el proceso MAME-SPE
para algas (Tabla A.7), porque los pardmetros utilizados eran idénticos: POLE
(5%,v/v) como extractante, cartucho SPE Envirelut-Pesticide 500 mg, volumen
de desorcién 2 ml y 50 ul de volumen de inyeccién en el sistema HPLC-UV. Las
curvas de calibrado se realizaron de forma interna, para poder incluir en ellas el

factor de preconcentracién que produce la SPE.
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Publicaciones y Congresos

Los estudios realizados en la presente Tesis Doctoral han dado lugar a las

siguientes publicaciones y comunicaciones a congresos:

B.1. Publicaciones

= Use of Polyoxyethylene surfactants for the extraction of organochlorine pes-

ticides from agricultural soils.
D. Vega Moreno, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodriguez
Journal of Chromatography A 1104 (2006) 11-17

= Microwave assisted micellar extraction coupled with solid phase microex-
traction for the determination of organochlorine pesticides in soil samples.
D. Vega Moreno, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodriguez
Analytica Chimica Acta 571(2006) 51-57

= Sample extraction method combining Micellar Extraction-SPME and HPLC

for the determination of organochlorine pesticides in agricultural soils.
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B.1. Publicaciones

D. Vega Moreno, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodriguez
Journal of Agricultural and Food Chemistry 54 (2006) 7747-7752
Application of microwave assisted micellar extraction combined with solid

phase microextraction and HPLC-UV for the determination of organochlo-

rine pesticides in different mud samples.

D. Vega Moreno, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodriguez

International Journal of Environmental Analytical Chemistry, aceptado
SPME and SPE comparative study for coupling with microwave-assisted

micellar extraction in the analysis of organochlorine pesticides residues in

seaweed samples.

D. Vega Moreno, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodriguez

Microchemical Journal, aceptado (MICROC-00862)

Extraction of organochlorine pesticides from agricultural spiked soils using

microwave assisted extraction with surfactants prior their determination by

HPLC.

D. Vega Moreno, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodriguez

Journal of Chromatographic Sciences, enviado

Analysis of organochlorine pesticides in mollusc samples by HPLC after mi-
crowave assisted micellar extraction coupled with solid phase extraction.
D. Vega Moreno, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodriguez

Journal of Liquid Chromatography & Related Techniques, enviado
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B.2. Comunicaciones a Congresos

= Microwave assisted extraction of organochlorine pesticides from soils using
non-ionic surfactant solution.
D. Vega Moreno, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodriguez.
5" Buropean Meeting on Environmental. Bari (Italia). Diciembre 2004.

= Application of microwave assisted micellar extraction and hplc to the deter-
mination of pesticides in agricultural soil samples.
D. Vega Moreno, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodriguez.
29th International Symposium on High Performance Liquid Phase Separa-
tions and Related Techniques / HPLC 2005. Estocolmo (Suecia). Junio 2005.

= Chromatographic determination of organochlorine pesticides in soils after
microwave assisted micellar extraction.
D. Vega Moreno, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodriguez.
I Congreso Internacional de Quimica Analitica Aplicada. Lima (Per). Sep-
tiembre 2005.

= Coupling microwave assisted micellar extraction and SPME for the determi-
nation of pesticides in soils.
D. Vega Moreno, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodriguez.
11* Jornadas de Andlisis Instrumental. Barcelona (Espana). Noviembre 2005.

= Sample extraction method combining MAME-SPME and HPLC for the de-

termination of pesticides in environmental solid samples.
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Microwave assisted micellar extraction as alternative methodology for the
extraction of organochlorine and organophosphorous pesticides in solid sam-

ples.

D. Vega Moreno, C. Padrén Sanz, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodriguez.
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Sostenible. Tenerife (Espana). Diciembre 2006.

Green extraction methods for the determination of organochlorine and or-
ganophosphorus pesticides in environmental marine samples.

D. Vega Moreno, C. Padrén Sanz, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodriguez.
Simposio Internacional de Ciencias del Mar / Simposio GLOBEC-IMBER

Espana. Valencia (Espana). Marzo 2007.

A new analytical method combining microwave assisted micellar extraction
followed by solid phase microextraction for the determination of organoch-

lorine pesticides in mud samples.

D. Vega Moreno, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodriguez.

31th International Symposium on High Performance Liquid Phase Separa-
tions and Related Techniques / HPLC 2007. Gante (Bélgica). Junio 2007.
Clean-up in microwave assisted micellar extraction using SPME for the ch-
romatographic analysis of organochlorine pesticides in seaweed samples.

D. Vega Moreno, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodriguez.
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13th International Symposium on Separation Sciences. Strbské Pleso (Eslo-

vaquia). Junio 2007.

= Establishment of a green method combining microwave assisted micellar ex-
traction and SPE for the determination of organochlorine pesticides in sea-

weeds.
D. Vega Moreno, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodriguez.
EUROanalysisXIV. Antwerp (Bélgica). Septiembre 2007.

= Combination of microwave assisted micellar extraction with a clean-up step

by SPE and HPLC for the determination of organochlorine pesticides in

mollusc samples.
D. Vega Moreno, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodriguez.

IX International Symposium on Analytical Methodology in the Environmen-

tal Field. Mallorca (Espana). Octubre 2007.





