
UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS DE GRAN CANARIA

TESIS DOCTORAL
Combinai�on de Medios Moleulares Organizados onSistemas de Extrai�on y Miroextrai�on en FaseS�olida. Implementai�on en muestras s�olidas de origenmarino y terrestre para la determinai�on de pestiidasorganolorados

Daura Vega MorenoLas Palmas de Gran CanariaEspa~na2007



SALVADOR GALV�AN HERRERA, SECRETARIO DEL DE-PARTAMENTO DE F�ISICA DE LA UNIVERSIDAD DE LASPALMAS DE GRAN CANARIACERTIFICA:Que el Consejo de Dotores del Departamento en su sesi�on de feha 4 de o-tubre de 2007, tom�o el auerdo de dar onsentimiento para su tramitai�on, a latesis dotoral titulada \COMBINACI�ON DE MEDIOS MOLECULARESORGANIZADOS CON SISTEMAS DE EXTRACCI�ON Y MICRO-EXTRACCI�ON EN FASE S�OLIDA. IMPLEMENTACI�ON EN MUES-TRAS S�OLIDAS DE ORIGEN MARINO Y TERRESTRE PARA LADETERMINACI�ON DE PESTICIDAS ORGANOCLORADOS", pre-sentada por la dotoranda D~na. Daura Vega Moreno y dirigida por el DotorJos�e Juan Santana Rodr��guez y la Dotora Zoraida Sosa Ferrera.Y para que as�� onste, y a efetos de lo previsto en el Arto 73.2 del Reglamentode Estudios de Dotorado de esta Universidad, �rmo la presente en Las Palmasde Gran Canaria, a 4 de otubre de 2007
Fdo.: Salvador Galv�an Herrera



MIGUEL �ANGEL SU�AREZ DE TANGIL, DIRECTOR DELDEPARTAMENTODEQU�IMICA DE LA UNIVERSIDADDELAS PALMAS DE GRAN CANARIAHACE CONSTAR:Que la presente Memoria titulada \COMBINACI�ON DE MEDIOS MO-LECULARES ORGANIZADOS CON SISTEMAS DE EXTRACCI�ONY MICROEXTRACCI�ON EN FASE S�OLIDA. IMPLEMENTACI�ONEN MUESTRAS S�OLIDAS DE ORIGEN MARINO Y TERRESTREPARA LA DETERMINACI�ON DE PESTICIDAS ORGANOCLORA-DOS", que presenta la dotoranda D~na. Daura Vega Moreno para optar al gradode Dotor Europeo por esta Universidad, ha sido realizada en los laboratorios delDepartamento de Qu��mia de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Trassu registro y tr�amite autorizados por el Departamento, autorizo on esta feha supresentai�on.Y para que as�� onste a los efetos oportunos, en Las Palmas de Gran Canariaa 4 de otubre de 2007
Fdo.: Miguel �Angel Su�arez de Tangil



JOS�E JUAN SANTANA RODR�IGUEZ, CATEDR�ATICO DEUNIVERSIDAD DEL �AREA DE QU�IMICA ANAL�ITICA DELA UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS DE GRAN CANARIAY ZORAIDA SOSA FERRERA, CATEDR�ATICA DE ESCUE-LA UNIVERSITARIA DEL �AREA DE QU�IMICA ANAL�ITI-CA DE LA UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS DE GRAN CA-NARIAHACEN CONSTAR:Que la presente Memoria titulada \COMBINACI�ON DE MEDIOS MO-LECULARES ORGANIZADOS CON SISTEMAS DE EXTRACCI�ONY MICROEXTRACCI�ON EN FASE S�OLIDA. IMPLEMENTACI�ONEN MUESTRAS S�OLIDAS DE ORIGEN MARINO Y TERRESTREPARA LA DETERMINACI�ON DE PESTICIDAS ORGANOCLORA-DOS", que presenta la dotoranda D~na. Daura Vega Moreno para optar al gradode Dotor Europeo por esta Universidad, ha sido realizada en los laboratorios delDepartamento de Qu��mia de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria bajonuestra direi�on.El diretor La Codiretora La Dotoranda
Las Palmas de Gran Canaria, a 4 de otubre de 2007



La realizai�on de esta Tesis Dotoral ha supuesto para mi una gran experien-ia personal y profesional, y en estos uatro a~nos he reibido el ari~no y apoyode muha gente. Ellos son los prinipales responsables de que esta tesis sea hoyrealidad. A todos aquellos que han heho que sea posible, graias:A mi madre, por tu amor, entrega y asi devoi�on, haber podido llegar hastaaqu�� es graias a ti. A mi padre, por tu inagotable paienia, por estar siempreah��. A mi abuela, por ense~narme tantas osas importantes que no se aprenden enla universidad. A toda mi familia, que siempre me ha apoyado, demasiado extensapara nombrarlos por separado.A mis diretores de Tesis, el Dr. Jos�e Juan Santana Rodr��guez y la Dra. ZoraidaSosa Ferrera porque nadie me habr��a podido dar m�as oportunidades de aprendery reer que ellos;Jos�e Juan, tu re��ste en mi y mis posibilidades desde el prinipio. Has sido elperfeto diretor, atento y amable a la vez que exigente. Me has ofreido toda laayuda, on�anza y formai�on posible, inluido mi onoimiento de Europa. . . .Zoraida, siempre aportando ideas brillantes a problemas sin aparente solui�on,s�olo espero que se me haya pegado algo de tu talento.A mis ompa~neros de laboratorio, a Miriam Torres, por tu ari~no, apoyo ytodas tus ateniones; Carolina Padr�on, en mis primeros a~nos fuiste mi mentoray yo deb��a ser tu suesora, tarea nada f�ail; Cristina Mahugo, por ompartir tuexperienia y saber onmigo; Miguel, �Alvaro, Rub�en, Meredes. . .Con ellos he pasado la mayor parte del tiempo, ompartiendo onsejos, bromas,amistad y resultados, a vees �exitos y a vees desesperai�on.



A mis amigos, pasados y presentes, que siempre me han dado �animos, on�an-do en mi m�as que yo misma, ustedes son los que nutren mi otra vida fuera de launiversidad; no todo iba a ser ienia!.A todo el Departamento de Qu��mia, espeialmente al Dr. Miguel Su�arez, portu apoyo inondiional, onvirti�endome junto al ari~no del resto, en la \ni~na" delDepartamento. Me he sentido muy arropada.A todos los miembros de la Faultad de Cienias del Mar, on ustedes em-pe�e mi arrera y me han ayudado en mi desarrollo profesional.A los miembros del PAS, Inma, Alejandro, Vitor, Rito, Sergio. . . ada uno onuna funi�on diferente y de todos muho que aprender.Al serviio de limpieza, la otra Inma, mi segunda madre omo dies tu.Al Grupo de Cromatograf��a de la Universidad Rovira i Virgili de Tarragona,tanto a los jefes, Sisu, Eva, omo a mis ompa~neros y amigos, Antonio, Marta. . . .Al grupo de Qu��mia Medioambiental del Instituto de Estudios Ambientales(IVM) de la Vrije University, Amsterdam.Al Ministerio de Eduai�on y Cienia, por la bea FPU (AP2003-2166) queha permitido que me pudiese dediar por entero a la realizai�on de esta Tesis ypor los proyeto del Plan Naional de I+D+I No PPQ2002/04683 y CTQ2006-06507/BQU que la han �naniado.



�Indie general
�Indie de Tablas XVII�Indie de Figuras XXII Introdui�on 31. Pestiidas 51.1. Insetiidas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 61.1.1. El aso del DDT . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 81.2. Pestiidas Organolorados . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 102. Surfatantes 172.1. Apliaiones de los medios mielares . . . . . . . . . . . . . . . . . 203. T�enias de Extrai�on 253.1. Extrai�on por Miroondas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 253.1.1. Apliaiones de la extrai�on asistida por miroondas . . . 333.1.2. Extrai�on asistida por miroondas utilizando surfatantes 333.2. Miroextrai�on en Fase S�olida (SPME) . . . . . . . . . . . . . . . 353.2.1. Fundamentos te�orios de SPME . . . . . . . . . . . . . . . 35xi



xii �INDICE GENERAL3.2.2. Proedimiento de SPME . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 383.3. Extrai�on en fase s�olida (SPE) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 463.3.1. Fundamentos de la SPE . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 463.3.2. Etapas de una extrai�on SPE . . . . . . . . . . . . . . . . 473.3.3. Reteni�on y Elui�on . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 483.3.4. Capaidad y Seletividad . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 493.3.5. Tipos de fases . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 514. Objetivos del Trabajo 53II Experimental 575. Aparatos y Reativos 595.1. Aparatos Utilizados . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 595.1.1. Cromatografo L��quido de Alta Resolui�on . . . . . . . . . . 595.1.2. Miroondas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 605.1.3. Extrai�on en fase s�olida . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 605.1.4. Sistema Soxhlet . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 615.1.5. Tratamiento Estad��stio . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 615.2. Reativos y Disoluiones . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 625.2.1. Reativos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 625.2.2. Disoluiones . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 646. Proedimientos Anal��tios 656.1. An�alisis Cromatogr�a�o . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 656.2. Aondiionamiento de las muestras . . . . . . . . . . . . . . . . . . 666.3. Extrai�on mielar por miroondas (MAME) . . . . . . . . . . . . 67



�INDICE GENERAL xiii6.4. Miroextrai�on en fase s�olida (SPME) . . . . . . . . . . . . . . . . 686.5. Extrai�on en fase s�olida (SPE) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 686.6. Extrai�on Soxhlet . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 696.7. Mezlas de Surfatantes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 706.8. Carater��stias de los suelos y fangos . . . . . . . . . . . . . . . . . 706.8.1. Determinai�on del pH . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 726.8.2. Determinai�on de la Condutimetr��a . . . . . . . . . . . . . 726.8.3. Granulometr��a { Determinai�on del Tama~no de Grano . . . 726.8.4. Determinai�on del ontenido en Materia Org�ania . . . . . 73III Resultados y Disusi�on 757. Extrai�on y Determinai�on de Pestiidas en Suelos y Fangos 777.1. Optimizai�on y apliai�on de MAME en suelos . . . . . . . . . . . 787.1.1. Optimizai�on de variables en la extrai�on MAME . . . . . 787.1.2. Par�ametros anal��tios y validai�on . . . . . . . . . . . . . . 857.1.3. Apliai�on de MAME a diferentes muestras de suelos . . . . 907.2. Optimizai�on de MAME-SPME en suelos . . . . . . . . . . . . . . 977.2.1. Optimizai�on de las variables en SPME . . . . . . . . . . . 987.2.2. Par�ametros anal��tios y validai�on . . . . . . . . . . . . . . 1037.2.3. Apliai�on de MAME-SPME a muestras de suelos . . . . . 1077.3. Optimizai�on de la extrai�on MAME en fangos . . . . . . . . . . 1087.3.1. Optimizai�on de las variables . . . . . . . . . . . . . . . . . 1087.4. Optimizai�on de MAME-SPME en fangos . . . . . . . . . . . . . . 1107.4.1. Optimizai�on de las variables en SPME . . . . . . . . . . . 1107.4.2. Par�ametros anal��tios y validai�on . . . . . . . . . . . . . . 114



xiv �INDICE GENERAL7.4.3. Apliai�on de MAME-SPME a muestras de fangos . . . . . 1178. Extrai�on y Determinai�on en Muestras Biol�ogias 1218.1. Optimizai�on y apliai�on de MAME en algas . . . . . . . . . . . . 1228.1.1. Optimizai�on de variables en la extrai�on MAME . . . . . 1228.2. Optimizai�on de MAME-SPME en algas . . . . . . . . . . . . . . . 1278.2.1. Optimizai�on del tiempo de absori�on y desori�on . . . . . 1288.2.2. Par�ametros anal��tios . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1298.2.3. Apliai�on de MAME-SPME a muestras de algas . . . . . . 1318.3. Optimizai�on de MAME-SPE en algas . . . . . . . . . . . . . . . . 1328.3.1. Optimizai�on de las variables en SPE . . . . . . . . . . . . 1328.3.2. Par�ametros anal��tios y validai�on . . . . . . . . . . . . . . 1378.3.3. Apliai�on de MAME-SPE a muestras de algas . . . . . . . 1418.4. Optimizai�on de MAME-SPE en molusos . . . . . . . . . . . . . . 1438.4.1. Optimizai�on de la potenia y tiempo de irradiai�on . . . . 1448.4.2. Par�ametros anal��tios y validai�on . . . . . . . . . . . . . . 1468.4.3. Apliai�on de MAME-SPE a muestras de molusos . . . . . 149IV Conlusiones 151V Bibliograf��a 157VI Anexos 175A. Cromatograf��a 177A.1. Introdui�on . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 177



�INDICE GENERAL xvA.2. Condiiones romatogr�a�as para suelos . . . . . . . . . . . . . . . 178A.2.1. Curvas de Calibrado para la uanti�ai�on en MAME . . . 180A.2.2. Curvas de Calibrado para MAME-SPME . . . . . . . . . . 181A.3. Condiiones romatogr�a�as para fangos . . . . . . . . . . . . . . . 182A.3.1. Curvas de Calibrado para MAME-SPME . . . . . . . . . . 183A.4. Condiiones romatogr�a�as para algas . . . . . . . . . . . . . . . . 184A.4.1. Curvas de Calibrado para MAME-SPME . . . . . . . . . . 186A.4.2. Curvas de Calibrado para MAME-SPE . . . . . . . . . . . 187A.4.3. An�alisis de extratos Soxhlet . . . . . . . . . . . . . . . . . 188A.5. Condiiones romatogr�a�as para molusos . . . . . . . . . . . . . 188B. Publiaiones y Congresos 191B.1. Publiaiones . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 191B.2. Comuniaiones a Congresos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 193





�Indie de tablas
1.1. Lista de pestiidas organolorados estudiados . . . . . . . . . . . . 121.2. Propiedades f��sio-qu��mias de los pestiidas estudiados . . . . . . 143.1. Carater��stias de las prinipales t�enias de extrai�on . . . . . . 273.2. Tipos de �bra omerializados para su uso en SPME . . . . . . . . 416.1. Carater��stias de los suelos estudiados . . . . . . . . . . . . . . . . 716.2. Carater��stias de los fangos estudiados . . . . . . . . . . . . . . . 716.3. Composii�on granulom�etria de los suelos . . . . . . . . . . . . . . 736.4. Composii�on granulom�etria de los fangos . . . . . . . . . . . . . . 737.1. Correlaiones entre variables . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 807.2. Valores de desviai�on est�andar relativa (%) obtenida para la mezlade seis pestiidas tras apliar MAME . . . . . . . . . . . . . . . . . 867.3. L��mites de detei�on obtenidos para la mezla de seis pestiidas trasapliar MAME . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 877.4. Datos del material erti�ado CRM804-050 . . . . . . . . . . . . . 887.5. Extrai�on de pestiidas usando MAME en el material erti�adoCRM804-050 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 897.6. �Areas de pio obtenidas en el estudio del tipo de �bra . . . . . . . 99xvii



xviii �INDICE DE TABLAS7.7. Valores de desviai�on est�andar relativa (RSD) y l��mites de detei�onobtenidos (LOD) tras apliar MAME-SPME . . . . . . . . . . . . . 1057.8. Validai�on del m�etodo MAME-SPME usando un material erti�ado1067.9. Valores de reuperai�on), desviai�on est�andar relativa y l��mites dedetei�on obtenidos tras apliar MAME-SPME . . . . . . . . . . . 1167.10. Extrai�on de pestiidas usando MAME-SPME del material erti-�ado CRM804-050 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1178.1. Correlaiones entre variables . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1238.2. Valores de reuperai�on, desviai�on est�andar relativa y l��mites dedetei�on obtenidos tras apliar MAME-SPME . . . . . . . . . . . 1308.3. Valores de reuperai�on, desviai�on est�andar relativa y l��mites dedetei�on obtenidos tras apliar MAME-SPE . . . . . . . . . . . . 1398.4. Validai�on del m�etodo MAME-SPE on Soxhlet usando una mezlaerti�ada (Pestiide-Mix 5) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1408.5. Valores de reuperai�on, desviai�on est�andar relativa y l��mites dedetei�on obtenidos tras apliar MAME-SPE . . . . . . . . . . . . 1488.6. Validai�on del m�etodo MAME-SPE on Soxhlet usando una mezlaerti�ada (Pestiide-Mix 5) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 149A.1. Lista de pestiidas organolorados, longitudes de onda y tiemposde reteni�on . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 179A.2. Par�ametros de las urvas de alibrado obtenidos utilizando POLEomo extratante en el proeso MAME . . . . . . . . . . . . . . . . 180



�INDICE DE TABLAS xixA.3. Par�ametros de las urvas de alibrado obtenidos en el proeso MAME-SPME utilizando POLE omo extratante y la �bra SPME 60 �mPDMS-DVB . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 181A.4. Lista de pestiidas organolorados, longitudes de onda y tiemposde reteni�on . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 182A.5. Par�ametros de las urvas de alibrado obtenidos en el proeso MAME-SPME utilizando POLE omo extratante y la �bra SPME 60 �mPDMS-DVB . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 184A.6. Par�ametros de las urvas de alibrado obtenidos en el proeso MAME-SPME utilizando POLE omo extratante y la �bra SPME 60 �mPDMS-DVB . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 186A.7. Par�ametros de las urvas de alibrado obtenidos en el proeso MAME-SPE utilizando POLE omo extratante y el artuho SPE Envirelut-Pestiide 500mg para algas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 187





�Indie de �guras
1.1. Bioaumulai�on del DDT en la adena tr�o�a . . . . . . . . . . . . 91.2. F�ormula qu��mia y estrutura de los pestiidas estudiados . . . . . 132.1. Esquema de loalizai�on de los analitos en el agregado mielar seg�unsu naturaleza . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 212.2. Estrutura qu��mia de los surfatantes estudiados . . . . . . . . . . 223.1. Representai�on del proeso de extrai�on por miroondas on uti-lizai�on de surfatantes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 343.2. Esquema del proeso SPME por inmersi�on direta . . . . . . . . . 393.3. Clasi�ai�on de las �bras de SPME seg�un si la extrai�on se produepor absori�on o adsori�on . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 423.4. Etapas en la utilizai�on de un proedimiento de SPE . . . . . . . . 475.1. Cromatografo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 595.2. Miroondas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 605.3. Estai�on SPE . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 605.4. Soxhlet . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 616.1. Zonas de reogida de muestras en la isla de Gran Canaria . . . . . 66xxi



xxii �INDICE DE FIGURAS6.2. Representai�on de MAME aoplado on SPE . . . . . . . . . . . . 697.1. Super�ies de respuesta potenia-onentrai�on para los surfatan-tes estudiados . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 827.2. Super�ies de respuesta potenia-tiempo para los surfatantes es-tudiados . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 847.3. Cromatograma del extrato de suelo de Valleseo (mezla etil) . . 857.4. Cromatograma del extrato obtenido del material erti�ado . . . 897.5. Cromatogramas de los extratos sin aondiionar (A) y aondiio-nada (B) on pestiidas (� = 238nm) . . . . . . . . . . . . . . . . 917.6. Reuperaiones obtenidas on la tierra de Sta Br��gida para los ua-tro surfatantes, las tres mezlas y el POLE . . . . . . . . . . . . . 927.7. Reuperaiones obtenidas on las distintas tierras usando la mezlastearil omo extratante . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 937.8. Reuperaiones obtenidas on Valleseo I a distintos tiempos deenvejeimiento . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 967.9. Estudio del tiempo de absori�on para mez. stearil (A) y POLE (B) 1007.10. Estudio del tiempo de desorion para mez.stearil (A) y POLE (B) 1017.11. Estudio de la temperatura de extrai�on para la mezla stearil (A)y POLE (B) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1027.12. Estudio de la fuerza i�onia del medio para la mezla stearil (A) yPOLE (B) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1037.13. Cromatograma del extrato de suelo de Valleseo I tras apliarMAME-SPME . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1047.14. Reuperaiones obtenidas en los distintos suelos utilizando mezlastearil (A) y POLE (B) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 107



�INDICE DE FIGURAS xxiii7.15. Super�ie de respuesta potenia-tiempo para el 4,4'-DDT . . . . . 1097.16. Inuenia de los porentajes de extrato MAME estudiados (v/v) . 1117.17. Optimizai�on del tiempo de absori�on (A) y desori�on (B) . . . . . 1127.18. Optimizai�on de la agitai�on en la desori�on (A) y el volumen dedesori�on (B) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1147.19. Cromatograma del extrato de fango de Hoya Pozuelo utilizandoMAME-SPME . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1157.20. Reuperaiones obtenidas on MAME-SPME para distintos fangos 1187.21. Reuperai�on obtenida para distinos tiempos de envejeimiento . . 1198.1. Super�ie de respuesta potenia-onentrai�on para el 4,4'-DDT . 1258.2. Super�ie de respuesta potenia-tiempo para el 4,4'-DDT . . . . . 1268.3. Optimizai�on del tiempo de absori�on (A) y desori�on (B) . . . . . 1298.4. Reuperaiones obtenidas on MAME-SPME para distintas algas . 1318.5. Elei�on del tipo de artuho SPE . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1338.6. Optimizai�on del volumen de absori�on y dilui�on de la muestra . 1348.7. Optimizai�on de la omposii�on de la disolui�on de lavado . . . . . 1358.8. Optimizai�on del volumen de desori�on de la muestra . . . . . . . 1368.9. Cromatograma del extrato de alga deUlva rigida utilizandoMAME-SPE . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1378.10. Reuperaiones obtenidas on MAME-SPE para distintas algas . . 1418.11. Super�ie de respuesta potenia-tiempo para el 4,4'-DDT . . . . . 1458.12. Cromatograma del extrato de mejill�on utilizando MAME-SPE . . 1468.13. Reuperaiones obtenidas on MAME-SPE para distintos molusos 150A.1. Cromatograma del extrato de suelo de Valleseo (mezla etil) . . 179



xxiv �INDICE DE FIGURASA.2. Cromatograma del extrato de fango de Hoya Pozuelo utilizandoMAME-SPME . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 183A.3. Cromatograma del extrato de alga de Ulva rigida utilizandoMAME-SPE . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 185A.4. Cromatograma del extrato de mejill�on utilizando MAME-SPE . . 189



Abreviaturas
DDT: DilorodifeniltriloroetanoDDE: DilorodifenildiloroetilenoDDD: DilorodifenildiloroetanoEPA: Agenia de Protei�on Ambiental de Estados UnidosPOPs: Compuestos Org�anios PersistentesPOLE: Polyoxyethylene 10 Lauryl EtherStearil: Polyoxyethylene 10 Stearyl EtherTrideil: Polyoxyethylene 10 Trideil EtherCetil: Polyoxyethylene 10 Cetil EtherHPLC: Cromatograf��a L��quida de Alta Resolui�onGC: Cromatograf��a de GasesMAE: Mirowave assisted extration (Extrai�on asistida por miroondas)MAME: Mirowave assisted miellar extration (Extrai�on mielar asisti-da por miroondas)



SPE: Solid Phase Extration (Extrai�on en fase s�olida)SPME: Solid Phase Miroextration (Miroextrai�on en fase s�olida)PDMS: PolidimetilsiloxanoDVB: DivinilbenenoPA: PoliarilatoCW: CarbowaxCX: CarboxenMO: Materia Org�aniaSD: Desviai�on Est�andarRSD: Desviai�on Est�andar RelativaLOD: L��mite de Detei�on Obtenido



I
Introdui�on

3





Cap��tulo 1
Pestiidas

La produi�on global de produtos qu��mios ha aumentado en las �ultimas sieted�eadas de un mill�on a 400 millones de toneladas al a~no. Muhas de ellas hanpermitido la elaborai�on de produtos y herramientas muy �utiles al hombre perono arentes de ierta toxiidad, por lo que atualmente su uso est�a prohibido osujeto a ierta regulai�on [1, 2℄.Tal es el aso de sustanias omo los bifenilos polilorados (PCBs) o pesti-idas omo el DDT. Todos estos ompuestos fueron sintetizados por el hombreobteniendo grandes bene�ios derivados de su apliai�on en industrias (omo esel aso de los PCBs), o en la agriultura (omo el DDT). La relativa senillezrequerida en el proeso de s��ntesis de estas sustanias y su posterior utilidad, hizoque se empleasen de forma masiva.Los pestiidas ayudan a ombatir los da~nos ausados por la propagai�on deplagas, muy freuentes on las t�enias agr��olas atuales, omo el monoultivo. Sealula que al menos el 10% de la oseha mundial es destruida por estos organis-mos mientras est�a almaenada. Durante el reimiento de las osehas se produen5



6 1.1. Insetiidastambi�en grandes p�erdidas. Se estima que entre el 30 y el 40% de las osehas y laganader��a se pierde por las plagas [3℄.Sin los pestiidas no se podr��a haber dado el gran aumento de produi�on dealimentos de la llamada \revolui�on verde", que ha permitido alimentar, ada vezmejor, a una poblai�on mundial que ha ido reiendo ontinuamente. Su uso semultipli�o por 32 de 1950 a 1986. Los pa��ses en v��as de desarrollo tambi�en loshan ido empleando ada vez m�as y, en la atualidad, onsumen la uarta partede este tipo de produtos. Se alula que por ada euro invertido en pestiidas elagriultor se ahorra p�erdidas por valor de unos 3 a 4 euros [4℄.Otra importante utilidad de los pestiidas ha sido la luha ontra epidemias,omo el tifus o la malaria, transmitidas por insetos u otros par�asitos humanos[5℄. Son enfermedades que afetan a una elevada propori�on de la poblai�on; sealula que unos 100 millones de personas sufren de malaria en el mundo y que,graias a los pestiidas, su propagai�on ha disminuido de forma muy importante.Sin embargo, estas sustanias son muy t�oxias para los organismos, donde seaumulan, poseen una alta persistenia en el medio, y pueden biomagni�arse enla adena tr�o�a [6, 7℄.1.1. InsetiidasLos insetos son los que m�as plagas oasionan. Esarabajos, orugas, mosas ymosquitos, y muhos otros tipos de insetos ausan grandes da~nos en las osehasy transmiten enfermedades. M�as de la mitad de los pestiidas son del grupo delos insetiidas. Desde hae milenios los hombres utilizan sustanias omo enizas,



1. Pestiidas 7azufre, ompuestos arseniales, tabao molido, ianuro de hidr�ogeno, ompuestosde merurio, zin o plomo para luhar ontra los insetos. Forman el grupo de losllamados insetiidas de la 1a generai�on. Son produtos en general muy t�oxios,poo efetivos en la luha ontra la plaga y muy persistentes en el ambiente (hasta50 a~nos). Hoy d��a se usan muy poo y muhos de ellos est�an prohibidos por suexesiva toxiidad [8℄.Los avanes de la ienia y de la industria qu��mia hiieron posible la apari-i�on de mejores insetiidas, que se suelen denominar de la 2a generai�on. Son unvariado onjunto de ompuestos que se lasi�an en grupos seg�un su estruturaqu��mia. Las tres familias m�as importantes son los organolorados (loroarbona-dos), los organofosfatos y los arbamatos.Los organolorados (DDT, aldrin, endrin, lindano, et.) son t�oxios, su per-sistenia en el ambiente sin ser destruidos llega a ser de a~nos y se bioaumulan, esdeir, van aumentando su onentrai�on al ir asendiendo en la adena tr�o�a.Los organofosfatos (malation, paration, et.) son poo persistentes (d��as) y seeliminan en la orina. Muy t�oxios para el hombre, tanto omo los m�as onoi-dos venenos omo son el ars�enio, la estrinina o el ianuro. Se usan muho enagriultura.Los arbamatos (por ejemplo el arbaril) son tambi�en poo persistentes (d��as)y se eliminan en la orina. Son poo t�oxios para el hombre pero menos e�aes ensu ai�on omo pestiidas que los organofosfatos. Se usan menos en agriultura ym�as en interiores, omo insetiidas aseros.



8 1.1. Insetiidas1.1.1. El aso del DDTEl aso del DDT resulta espeialmente interesante de analizar por ser muyrepresentativo de los pros y ontras de los insetiidas, espeialmente de los m�asantiguos. Alg�un autor ha llegado a titular su ap��tulo sobre este produto omo\Una historia de bene�ios olvidados y de ingratitud soial".Qu��miamente el DDT es el 2,2-bis-(p-lorofenil)-1,1,1-triloroetano y fue elprimero de los insetiidas sintetizados de la llamada 2a generai�on. Hab��a sidosintetizado en 1874 pero su uso omo insetiida omenz�o en 1939 uando el qu��mi-o suizo M�uller desubri�o sus propiedades omo veneno para los insetos y su bajatoxiidad para los humanos. Este ient���o reibi�o el Premio Nobel en 1948 enreonoimiento al impresionante avane que este produto hab��a representado enla luha ontra las enfermedades y las plagas. Se alula que en los primeros a~nosde uso del DDT se evit�o la muerte de 5 millones de personas ada a~no, adem�asde la protei�on de osehas y del aniquilamiento de insetos dom�estios. As��, porejemplo, en la India, en 1952 hubo 75 millones de asos de malaria y en 1964,despu�es de usar masivamente el DDT, 100.000 asos.Pero onforme se fueron desubriendo algunos importantes problemas asoia-dos a su apliai�on, empez�o a ser ada vez menos usado. La m�axima produi�onde este insetiida se produjo en 1970 y a partir de entones se fue prohibiendosu uso, ada vez en m�as pa��ses, y desendiendo su produi�on. El motivo de estedelinar del favor soial del DDT fueron los graves problemas que se detetaron.En primer lugar es un produto de lenta onversi�on a sustanias no t�oxias en lanaturaleza, su persistenia media es de unos 3 a~nos. Adem�as es muy poo soluble



1. Pestiidas 9en agua, lo que hae que no se elimine en la orina, y es muy soluble en grasas,por lo que se aumula en tejidos de los organismos [9℄. Por estos motivos se vaaumulando a lo largo de la adena tr�o�a [10, 11℄. As��, por ejemplo, el DDTque se extend��a sobre un ultivo, se enontraba en una onentrai�on baj��sima enlas plantas; pero en los insetos que se alimentaban de estas plantas estaba yaen onentraiones diez vees mayores. Si el inseto resiste al DDT ser�a omidopor ranas, por ejemplo, en las que el DDT alanzar�a onentraiones 100 veesmayores que las de las plantas; y las rapaes que omen a las ranas llegan a teneronentraiones 1000 vees mayores.

Figura 1.1: Bioaumulai�on del DDT en la adena tr�o�aUno de los prinipales efetos de estas altas onentraiones de DDT fue sobrela reprodui�on de las aves, porque sus huevos ten��an unas �asaras extraordinaria-mente �nas y fr�agiles, y muhos se romp��an durante la inubai�on. De esta forma,las poblaiones de algunas espeies de aves disminuyeron de forma alarmante.Otro importante problema fue que muhos organismos desarrollaron resisten-ia, y para luhar ontra ellos hab��a que emplear antidades ada vez mayores



10 1.2. Pestiidas Organoloradosdel produto y on menor e�aia. De ser bene�ioso para la humanidad pas�o aser perjudiial entre los a~nos 1970 a 1980 y on ello lleg�o su prohibii�on. Aunque,afortunadamente, su desuso oinidi�o on el desarrollo de nuevos insetiidas onarater��stias muho menos peligrosas.1.2. Pestiidas OrganoloradosLos pestiidas organolorados son e�aes ontra una gran variedad de inse-tos. El hexalorobeneno y el pentalorofenol se han utilizado prinipalmente omofungiidas, mientras que el dilorodifeniltriloroetano (DDT) es un insetiida queiniialmente fue utilizado por los militares para protegerse ontra los mosquitosportadores de enfermedades [12℄.Estos ompuestos qu��mios se empezaron a utilizar en 1940 y hoy en d��a son ra-ramente utilizados en los pa��ses desarrollados debido a su tendenia a permaneeren el medio ambiente, pero todav��a se siguen utilizando en otros pa��ses, espeial-mente para el ontrol de la malaria [13℄. La Agenia de Protei�on Ambiental delos Estados Unidos (EPA) prohibi�o el uso de muhos de estos ompuestos qu��mi-os durante 1970 y 1980 [14℄, pero a�un se puedan enontrar en diferentes regionesaltas onentraiones de los mismos, debido a su alta permanenia en el medioambiente [15, 16℄.Los pestiidas organolorados son ompuestos t�oxios que afetan a la saludhumana y al medio ambiente. Debido a que estos ompuestos pueden transportarsepor el viento y el agua, pueden afetar a personas y vida salvaje en zonas muyalejadas del pa��s donde se est�en produiendo y usando [17, 18℄.



1. Pestiidas 11Los pestiidas organolorados se dispersan en el medio ambiente a partir de laaumulai�on de desehos ontaminados en los vertederos de basura, de la polui�onausada por los inineradores de basura y de la liberai�on de gases en las f�abriasque produen estos ompuestos qu��mios. En los sistemas au�atios, los pestiidasorganolorados se absorben en sedimentos, que luego se bioonentran en los pees[19℄ y en los mam��feros marinos [20, 21℄.Estos pestiidas perteneen al grupo de ompuestos org�anios persistentes(POPs), manteni�endose por largos per��odos de tiempo en el medioambiente. Sunaturaleza lipof��lia, su hidrofobiidad, bajo peso moleular y bajas tasas de degra-dai�on favoreen la bioaumulai�on de los mismos en los tejidos biol�ogios [22℄, onla onsiguiente biomagni�ai�on de las onentraiones en los organismos a medi-da que pasan de unas espeies a otras, asendiendo en la adena tr�o�a [23, 24℄.Este heho tiene onseuenias perjudiiales para los humanos al ingerir alimentosque pueden ontener altas tasas de ontaminai�on [25℄.Este fen�omeno, unido a su alta permanenia, hae que el tiempo de vida mediade estos ompuestos en los diferentes tipos de matries sea muy alto y que a pesarde estar prohibidos en los pa��ses desarrollados, a�un se puedan enontrar en altasonentraiones en organismos y en el medioambiente [26, 27℄.Los pestiidas organolorados onstituyen un �unio tipo de pestiidas debidoa su estrutura ��lia, a su n�umero de �atomos de loro y a su baja volatilidad.Pueden lasi�arse en uatro ategor��as:dilorodifeniletanos (ej. DDTs)ilodienos (ej. Aldrin y Dieldrin)



12 1.2. Pestiidas Organoloradosbenenos lorados (ej. Hexalorobeneno [HCB℄)ilohexanos (ej. hexaloroilohexano [HCH℄)Los pestiidas objeto de este estudio representan algunos de los pestiidasorganolorados m�as ampliamente usados. Todos ellos perteneen a la lista de las12 sustanias prioritarias para la Agenia de Protei�on Medioambiental (EPA)[28℄, denominada la `doena suia'. Estos pestiidas son derivados del DDT, aldr��ny dieldr��n (Tabla 1.1). Compuesto Abreviatura4,4'-Dihlorodiphenyltrihloroethane 4,4'-DDT4,4'- Dihlorodiphenyldihloroethylene 4,4'-DDE4,4'-Dihlorodiphenyldihloroethane 4,4'-DDD2,4'-Dihlorodiphenyltrihloroethane 2,4'-DDTDieldrin DieldrinAldrin AldrinTabla 1.1: Lista de pestiidas organolorados estudiadosLa f�ormula qu��mia y estrutura de los pestiidas objeto de este estudio serepresentan en la Figura 1.2.Los pestiidas organolorados son sustanias estables y liposolubles que pue-den ontaminar alimentos de onsumo humano y produir efetos noivos uando�estos son ingeridos [29, 30℄. Las propiedades �sioqu��mias de los ompuestos sonimportantes para estableer la toxiidad y alane de los mismos, en espeial enaquellas sustanias onsideradas omo posibles ontaminantes ambientales [31℄.



1. Pestiidas 13
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14 1.2. Pestiidas Organoloradosagua subterr�anea era del lugar de apliai�on [33℄. En la Tabla 1.2 se relaionanalgunas propiedades f��sias y qu��mias de los pestiidas estudiados [34, 35, 36℄.Compuesto Masa Densidad Pto.Ebull Pto.Fusi�onMoleular (g/m3) (oC) (oC)4,4'-DDD 320.04 1.38 350 110Dieldrin 380.91 1.75 330 1774,4'-DDT 354.49 0.99 260 1092,4'-DDT 354.54 0.98 409 744,4'-DDE 318.03 1.40 336 89Aldrin 364.91 1.6 145 105Tabla 1.2: Propiedades f��sio-qu��mias de los pestiidas estudiadosDebido a que son solubles en grasa, estos ompuestos qu��mios se enuentranen mayores onentraiones en los alimentos on un alto ontenido en materialgraso [37℄. El onsumo de alimentos on grasas que pueden estar ontaminadason pestiidas organolorados (p.e. lehe y produtos l�ateos ontaminados, pes-ado y ballenas) ausa una mayor exposii�on a estos ompuestos qu��mios [38℄.Los ni~nos se pueden ver expuestos mediante el onsumo de lehe materna y pormedio de la plaenta en el �utero [39, 40℄.El n�umero de personas que mueren por pestiidas es bajo, pero deenas demiles de personas se envenenan on ellos todos los a~nos padeiendo s��ntomas m�aso menos graves [31℄. La mayor��a son agriultores u otras personas que trabajan enontato on los pestiidas [41, 42℄. Sobre todo personas poo entrenadas para suuso, en los pa��ses en v��as de desarrollo, son las que sufren estos peranes.



1. Pestiidas 15Se alula que el onsumo de alimentos ontaminados on DDT en los pa��sesdesarrollados ha disminuido desde la d�eada de 1950, sin embargo, los alimentosimportados desde otros pa��ses que todav��a utilizan DDT pueden estar ontamina-dos [43℄. Uno de los metabolitos m�as importantes del DDT es el 1,1'-(2,2-diloro-etilo)-bis[4-lorobeneno℄ (DDE), que puede produirse en las personas o en elmedio ambiente. El DDE permanee por m�as tiempo en el medio ambiente y enlas personas que el DDT [26℄. La presenia del DDT en el uerpo reeja tantouna exposii�on relativamente reiente al ompuesto qu��mio omo una exposii�onaumulada ourrida en el pasado. Una propori�on en la que hay una mayor on-entrai�on de DDT frente a una onentrai�on menor de DDE puede indiar unaexposii�on reiente [44, 45℄.Como en el mundo atual todos estamos expuestos diariamente al ontato ya la ingesti�on de peque~n��simas antidades de plaguiidas y otros produtos arti�-iales, algunos autores sugieren que las onseuenias para la humanidad, a largoplazo, pueden ser serias. Hablan de disminui�on de la fertilidad, aumento en eln�umero de �aneres, malformaiones ong�enitas, et. Aunque no hay evidenia deque esto sea as��, tampoo hay ompleta seguridad de que el efeto a largo pla-zo de todo este onjunto de sustanias que estamos poniendo en el ambiente seatotalmente inouo [24℄. La Administrai�on de Drogas y Alimentos de los EstadosUnidos (FDA) y la Administrai�on de Salud y Seguridad Oupaionales (OSHA)han estableido una serie de riterios para determinar u�ales son los niveles per-mitidos de esos ompuestos qu��mios en los alimentos, en el medio ambiente y enel lugar de trabajo [8℄.





Cap��tulo 2
Surfatantes

A lo largo de los �ultimos a~nos se ha desarrollado un gran n�umero de t�eniasde an�alisis que se han apliado a la determinai�on de pestiidas en una ampl��simaantidad y variedad de muestras [46, 47℄. A menudo, dihas t�enias no persiguens�olo evitar la manipulai�on exesiva de las muestras on proedimientos ada vezm�as r�apidos y senillos, sino que a su vez, se pretende determinar el mayor n�umerode sustanias posibles en un solo an�alisis, por lo que es freuente hablar de t�eniasde an�alisis multiresiduo [38, 48℄.Como paso previo a las t�enias romatogr�a�as, se utilizan t�enias de ex-trai�on de dihas sustanias, que var��an fundamentalmente en funi�on del tipo dematriz a analizar. As�� para matries l��quidas se emplean metodolog��as de extra-i�on l��quido-l��quido (LLE) [46℄, extrai�on en fase s�olida (SPE) [49℄, miroextra-i�on en fase s�olida (SPME) [50℄, et. Mientras que para la extrai�on en matriess�olidas se hae uso de metodolog��as omo Soxhlet [51℄, soniai�on [52℄, extrai�onpor uidos superr��tios [53℄ o extrai�on asistida por miroondas [54℄. A su vez sepuede realizar el aoplamiento de las t�enias SPE o SPME omo paso posterior,17



18de lean-up o lavado, a las t�enias de extrai�on para matries s�olidas [55℄, p.e.el aoplamiento MAE-SPE [56, 57℄ o MAE-SPME [58, 59℄.En las distintas t�enias de extrai�on anteriormente menionadas destaa unaspeto om�un en todas ellas: la utilizai�on de disolventes org�anios omo extra-tantes. El prinipal problema que onlleva la utilizai�on de dihos disolventes es sutoxiidad. �Estos son perjudiiales tanto para los investigadores que trabajan onellos omo para el medio ambiente. Por ello, se han de busar y desarrollar nuevasmetodolog��as de extrai�on que sean menos perjudiiales al ambiente y atm�osferade trabajo. En este sentido, en el presente trabajo se desarrolla la apliai�on de lossurfatantes omo extratantes para evitar la utilizai�on de disolventes org�anios,en el an�alisis de pestiidas organolorados en distintos tipos de matries.Los surfatantes, tambi�en onoidos omo detergentes o tensoativos son sus-tanias uya prinipal arater��stia es presentar una estrutura an�p�atia; esdeir, la presenia en una misma mol�eula de dos o m�as grupos on propiedadesantag�onias respeto a su solubilidad en un determinado disolvente [60℄. De ma-nera que un mon�omero de surfatante o tensioativo tiene una estrutura R-X enla que R, es una adena hidroarbonada de 8 a 18 �atomos de arbono denominada`ola', de ar�ater hidrof�obio, y X es un grupo polar, de naturaleza i�onia o noi�onia, denominada `abeza'.Esta estrutura \an�p�atia" de las mol�eulas de surfatante le on�ere unaspropiedades muy espeiales al mismo. Entre ellas, la posibilidad de reduir la ten-si�on super�ial del agua y la de adsorberse en las super�ies e interfases de unsistema formado por fases inmisibles, fen�omeno responsable de la mayor��a de



2. Surfatantes 19las apliaiones industriales de los surfatantes omo detergentes, estabilizadoresemulsionantes y de la formai�on de mielas.Cuando el surfatante se disuelve en agua, la presenia del grupo hidrof��lioimpide que el surfatante sea expulsado ompletamente del disolvente; la estru-tura \an�p�atia" del surfatante ausa no s�olo la onentrai�on del mismo en lasuper�ie, sino tambi�en la orientai�on de la mol�eula on su grupo hidrof��lio enla fase auosa y su grupo hidrof�obio haia el exterior [61℄.Dependiendo de la naturaleza del grupo polar, los surfatantes se lasi�an enuatro grupos prinipales [62℄:Cati�onios: el grupo hidrof��lio posee arga positiva, omo por ejemplo, lassales de amonio uaternarias.Ani�onios: el grupo hidrof��lio tiene arga negativa. Ejemplos de este tipode surfatantes son las sales de �aidos alquil arbox��lios o sulf�onios.Zwitteri�onios: en el surfatante existen grupos on arga positiva y negativa.Los amino�aidos son un ejemplo de este tipo de surfatantes.No i�onios: el surfatante no posee grupos on arga, omo por ejemplo, losmonogli�eridos.En disoluiones muy diluidas, los surfatantes suelen enontrarse omo mon�ome-ros, d��meros, et. Pero si la onentrai�on de la disolui�on aumenta se produe unproeso de agregai�on que da lugar a ambios en las propiedades f��sioqu��miasde la disolui�on. El agregado oloidal que se forma reibe el nombre de \miela".El n�umero de mol�eulas de surfatante que pueden formar la miela se denominan�umero de agregai�on (N) y se halla en un rango de 50 a 100 [62, 63℄.



20 2.1. Apliaiones de los medios mielaresHay una onentrai�on, arater��stia para ada surfatante, a partir de la ualse forma la miela. A esta onentrai�on se le denomina onentrai�on mielarr��tia (CMC). Puede onsiderarse que la formai�on de mielas es un meanismoalternativo a la adsori�on en las interfases para evitar el ontato entre los gruposhidrof�obios y el agua, y as�� disminuir la energ��a libre del sistema [61℄.Las mol�eulas de surfatante no se asoian por enlaes ovalentes sino porinteraiones m�as d�ebiles (Van der Waals, puentes de hidr�ogeno y eletrost�atias).Por ello, la entalp��a de formai�on de estos agregados es peque~na y, por tanto, sepuede ontrolar la forma y el tama~no de dihos agregados en funi�on de par�ametrostales omo la onentrai�on de surfatante, la temperatura, el pH, la onentrai�onde eletr�olito y la presi�on [64℄.2.1. Apliaiones de los medios mielaresUna de las propiedades m�as importantes de los surfatantes, relaionada onsu apaidad para formar mielas, es la solubilizai�on de solutos, lo que permitesolubilizar, onentrar y ompartimentalizar iones y mol�eulas, modi�ar equili-brios �aido-base y redox, inuir en la veloidad de reai�on, las rutas qu��miasy modi�ar la estereoqu��mia, as�� omo las propiedades luminisentes de algunosompuestos [65℄.Las mielas, al presentar una miroestrutura on dominios hidr�o�los y lip�o�losdifereniados, tienen la apaidad para solubilizar mol�eulas tanto polares omono polares. En la Figura 2.1 se muestra la loalizai�on del solubilizado en un agre-gado mielar en funi�on de su naturaleza polar, semipolar o apolar.



2. Surfatantes 21
Sustancia no polar Sustancia semipolar Sustancia polarFigura 2.1: Esquema de loalizai�on de los analitos en el agregado mielar seg�unsu naturalezaComo se apreia en la �gura, la solubilizai�on se loaliza en diferentes puntosen funi�on de la naturaleza de la espeie solubilizada pero tambi�en del surfatante.Esta apaidad de solubilizai�on hae que los agregados mielares posean im-portantes apliaiones en ampos omo el qu��mio, farma�eutio, �tosanitario yosm�etio [66℄, donde los produtos ativos que se utilizan son generalmente poosolubles en agua o tienen que oexistir en una misma formulai�on omponenteson polaridades distintas. Ya que, en general, la apliai�on o administrai�on de unprinipio ativo no es efetiva si no se disuelve previamente.Por otro lado, las propiedades din�amias de las miroemulsiones son muy im-portantes para el entendimiento de la ondutividad, reaiones qu��mias y trans-ferenia de masa en las miroemulsiones. Esta din�amia de interambio tan r�apidaes preisamente lo que favoree su utilizai�on en sistemas de separai�on roma-togr�a�os. De heho, estos sistemas moleulares organizados son ompatibles onHPLC { omo fase m�ovil (romatograf��a mielar) o omo parte del extrato aanalizar { . Adem�as, la utilizai�on de sistemas mielares supone grandes ventajasmedioambientales, al permitir sustituir medios de reai�on o extrai�on basadosen disolventes org�anios por otros medios oloidales, mayoritariamente auosos,utilizando surfatantes biodegradables.



22 2.1. Apliaiones de los medios mielaresLos surfatantes no i�onios del tipo polioxietilen alquil �eteres fueron sintetiza-dos por primera vez a prinipios de los a~nos 30. Desde entones, su detergenia,sus propiedades humetantes y esponjantes y los usos generales omo surfatantesno i�onios, los han heho ampliamente utilizados en la industria y omo produtosdom�estios.En la Figura 2.2 se representan los diferentes tipos de surfatantes no i�oniosutilizados en este estudio as�� omo su estrutura.Su f�ormula general es CnH2n+1 (OCH2CH2)mOH. Son onoidos omo CnEm,donde n india el n�umero de �atomos de arbono en la adena alqu��lia y m repre-senta el n�umero de unidades de �oxido de etileno en la parte hidrof��lia.
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Figura 2.2: Estrutura qu��mia de los surfatantes estudiadosLas mielas no son sistemas est�atios sino que est�an, junto on los solutos quehan sido solubilizados por ellas, en equilibrio din�amio on el medio que las rodea.Las mol�eulas de surfatante entran y salen de la miela en mirosegundos.



2. Surfatantes 23Se ha destaado la importania de los medios mielares en separaiones anal��ti-as debido a la apaidad que poseen las mielas para interaionar seletivamenteon la mol�eulas, destaando su importania en tres ampos: proesos de extra-i�on, romatograf��a y separaiones eletroin�etias.Sin embargo, tambi�en hay que menionar su interveni�on en otros proesosomo pueden ser el desplazamiento de equilibrios, la modi�ai�on de in�etias dereai�on, aumento de uoresenia y fosforesenia [67, 68℄.





Cap��tulo 3
T�enias de Extrai�on

3.1. Extrai�on por MiroondasLos m�etodos tradiionales para la extrai�on de ompuestos org�anios onta-minantes de muestras s�olidas han sido el Soxhlet, desarrollado por F. Soxhlet en1879, y el ba~no de ultrasonidos o soniai�on [69℄. Estos m�etodos emplean grandesantidades de disolventes org�anios bajo ondiiones de temperatura y agitai�onmuy agresivas.El Soxhlet es partiularmente �util porque muhos ontaminantes suelen estarmuy fuertemente adsorbidos en las matries s�olidas (sedimentos, tierras, tejidosde organismos y plantas, et.,) pero requiere tiempos de extrai�on demasiadolargos y el uso de disolventes org�anios en grandes antidades [51, 53℄. Este hehoaumenta la toxiidad y enaree el proeso. Como onseuenia de las ondiionesutilizadas para la extrai�on, puede produirse, adem�as, la degradai�on de losanalitos y p�erdidas por volatilizai�on de los mismos.25



26 3.1. Extrai�on por MiroondasLa extrai�on por soniai�on es m�as r�apida que la extrai�on por Soxhlet ypermite la extrai�on desde grandes antidades de muestras, pero tambi�en en estat�enia se utilizan grandes vol�umenes de disolventes org�anios [70, 71℄.En la �ultima d�eada se ha produido una demanda reiente de nuevas t�eniasde extrai�on suseptibles de ser automatizadas, on tiempos de extrai�on m�asortos y un onsumo reduido de disolventes org�anios, a �n de prevenir problemasde toxiidad en los laboratorios y reduir los ostes de preparai�on de muestras.De esta forma, han surgido nuevas t�enias omo la extrai�on on uidos super-r��tios, SFE [69℄, la extrai�on aelerada, ASE [72℄, la miroextrai�on en fases�olida, SPME [73℄ y la extrai�on asistida por miroondas, MAE [54℄.La extrai�on asistida por miroondas (MAE) ha tenido un gran desarrolloen los �ultimos a~nos debido a que permite la r�apida extrai�on de los analitos delas matries s�olidas on una e�ienia en la extrai�on omparable a la que pre-sentan los m�etodos l�asios [74℄. Adem�as, ofree laras ventajas sobre �estos, yaque redue onsiderablemente el tiempo de extrai�on, (de 20 a 30 minutos pormuestra) y lo que es m�as importante, el onsumo de disolventes org�anios [75℄. Almismo tiempo presenta la posibilidad de realizar la extrai�on de varias muestrassimult�aneamente [76, 77℄.Con respeto a las t�enias onvenionales, MAE presenta una gran redui�ondel tiempo de an�alisis y de onsumo de disolvente, as�� omo la posibilidad de rea-lizar extraiones simult�aneas on reproduibilidades aeptables (ver Tabla 3.1).



3. T�enias de Extrai�on 27Extrai�on Soniai�on SFE MAESoxhlettiempo de De 24 a De 30 a De 30 a De 20 aextrai�on a 48 horas 60 min 60 min 30 minextratante Disolventes Disolventes Disolventes Disolventesorg�anios org�anios superr��tios org�aniososto Bajo Bajo Alto Moderadodesventajas Grandes Grandes Dependenia Se requiereantidades antidades del tipo de evaporai�onde disolventes de disolventes matriz y yy es neesario y es neesario analito �ltrai�onevaporar evaporarTabla 3.1: Carater��stias de las prinipales t�enias de extrai�onOtra ventaja adiional de la MAE sobre las otras nuevas t�enias de extra-i�on, omo son la SFE o la t�enia ASE, es que es una t�enia de menor osteinstrumental y m�as f�ail de optimizar [69℄.Atualmente, este tipo de extrai�on es una t�enia onsolidada, fundamental-mente para la extrai�on de ompuestos org�anios en matries s�olidas. Numerosasapliaiones de la extrai�on asistida por miroondas han sido publiadas paradiferentes ompuestos org�anios en diversas matries, on espeial �enfasis en apli-aiones medioambientales [78, 79℄.La extrai�on asistida por miroondas (MAE) onsiste en alentar el extratan-te (generalmente en un disolvente org�anio) en ontato on la muestra mediante



28 3.1. Extrai�on por Miroondasla energ��a de las miroondas. La partii�on de los analitos de inter�es de la muestraal extratante depende de la temperatura y de la naturaleza del extratante.Cuando se utiliza la energ��a de miroondas, al ontrario de lo que ourre en losproesos l�asios de alentamiento, toda la muestra se alienta simult�aneamente,sin que se produza el alentamiento del reipiente. Esto hae que se alane elpunto de ebullii�on del disolvente m�as r�apidamente, y ondue a tiempos de ex-trai�on m�as ortos. En reipientes errados, el disolvente puede ser alentado porenima de su punto de ebullii�on, lo ual aumenta su veloidad y la e�aia de laextrai�on.La apliai�on de la energ��a de las miroondas para la extrai�on de ompuestosde una muestra puede llevarse a abo mediante dos t�enias diferentes: on vasoserrados (ontrolando la presi�on y la temperatura) y on vasos abiertos (a presi�onatmosf�eria).En los sistemas de vasos errados, el extratante puede ser alentado por en-ima de su punto de ebullii�on a presi�on atmosf�eria. As�� se onsigue aumentar laveloidad y la e�ienia de la extrai�on. Estos sistemas permiten el ontrol de latemperatura en el proeso de extrai�on. Adem�as, se puede realizar la extrai�onsimult�anea de varias muestras en un solo proeso, reduiendo el tiempo total deextrai�on. Todos los vasos de las muestras son oloados en un arrusel en elinterior de la avidad del horno miroondas, y giran 360o durante el proeso. Laprinipal desventaja en los sistemas de vasos errados es que un aumento muyr�apido de la temperatura en el interior de los vasos puede provoar la p�erdida delos ompuestos m�as vol�atiles. Por ello, despu�es de realizar la extrai�on, los vasos



3. T�enias de Extrai�on 29se deben enfriar a temperatura ambiente antes de abrirlos para evitar la p�erdidade este tipo de ompuestos.En los sistemas de vasos abiertos, el proeso se realiza a presi�on atmosf�eriapor lo que la temperatura m�axima a la que se puede realizar la extrai�on vienedada por el punto de ebullii�on del extratante a esa presi�on. En estos sistemasla extrai�on de diferentes muestras hay que llevarla a abo de manera seuenial,adem�as, el tiempo de operai�on requerido para obtener resultados similares a losque se obtienen on vasos errados es mayor.La optimizai�on de la extrai�on asistida por miroondas implia el estudio delos par�ametros que tienen inuenia en la extrai�on. Muhos investigadores hanutilizado dise~nos fatoriales, de omposii�on entral u ortogonal, para determinarlas ondiiones �optimas [80℄. Entre los par�ametros m�as estudiados se enuentran laomposii�on y la naturaleza de los extratantes, as�� omo el volumen del mismo; eltiempo y la temperatura de extrai�on; las arater��stias de la matriz y el gradode humedad de la misma.Naturaleza de los extratantesLa elei�on del extratante es fundamental para onseguir una extrai�on �opti-ma, puesto que la naturaleza del mismo es uno de los fatores que inuyen en lae�aia del proeso.Para la selei�on del disolvente, tenemos que tomar en onsiderai�on algunasde las propiedades del mismo, omo son su apaidad para absorber la radiai�on demiroondas, sus interaiones on la matriz, as�� omo su apaidad para solubilizar



30 3.1. Extrai�on por Miroondasel analito [81, 82℄. Otro importante aspeto es la ompatibilidad del disolventeutilizado para la extrai�on on el m�etodo anal��tio usado omo paso �nal en ladeterminai�on.Es om�un utilizar omo disolventes en la extrai�on por miroondas los mismosque se utilizan en los m�etodos onvenionales de extrai�on. Sin embargo, nosiempre son los m�as adeuados. Es posible ombinar disolventes para mejorar lae�ienia del proeso. Se ha enontrado que peque~nas variaiones en la omposii�ondel disolvente produen una mejora en la e�aia de la extrai�on.Volumen de ExtratanteEn algunos asos el volumen del disolvente puede ser un par�ametro importantepara mejorar la e�aia de la extrai�on. Diho volumen debe ser su�iente omopara que toda la muestra se enuentre inmersa en el mismo. La antidad de disol-vente neesaria para la extrai�on est�a omprendida, generalmente, entre 10 y 30mL [83℄. La propori�on entre la antidad de muestra y de disolvente no deber��aexeder de un 30-34 % (m/v).TemperaturaLa temperatura, probablemente el par�ametro m�as estudiado, es un fator fun-damental en el proeso de extrai�on por miroondas [83℄. Valores elevados de lamisma generalmente aumentan la e�ienia de la extrai�on, bien omo resultadode un aumento de la difusi�on del disolvente en el interior de la matriz, bien debidoa la desori�on de los analitos de los sitios ativos de la misma.Cuando la extrai�on por miroondas es llevada a abo en sistemas errados,la temperatura puede superar la temperatura de ebullii�on del disolvente, lo que



3. T�enias de Extrai�on 31produe una mejora en la e�aia de la extrai�on. Adem�as, al aumentar la tempe-ratura, el disolvente tiene mayor apaidad para solubilizar los analitos, la tensi�onsuper�ial y la visosidad del disolvente disminuyen, lo que mejora la penetrai�ondel mismo en la matriz de la muestra.Sin embargo, hay que tener en uenta que, a temperaturas elevadas, tambi�enpueden ser extra��das sustanias no deseadas, por lo que se pierde seletividad enla extrai�on. Adem�as, hay que onsiderar la posible degradai�on de los analitosa altas temperaturas.La temperatura �optima de la extrai�on depende tambi�en del tipo de matriz.Esto se omprob�o en la extrai�on de pestiidas en diferentes tipos de ultivos:mientras que 100oC era una temperatura �optima para lehugas, para tomates eraneesario elevar la temperatura hasta 120oC [84℄.PoteniaPor lo general, la potenia es el par�ametro a optimizar en la mayor parte delos miroondas, pero en los sistemas errados la presi�on es tambi�en una variableimportante, que es funi�on de la potenia y la temperatura que se alanza en elinterior de los vasos.La potenia elegida, en los sistemas de vasos errados, depende del n�umero devasos utilizados durante el proeso. Hay que tener en uenta que algunos sistemaspermiten realizar la extrai�on de varias muestras simult�aneamente (6, 12 �o 24muestras). Para evitar la posible degradai�on de algunos ompuestos y una presi�onelevada en el interior de los vasos, esta potenia debe ser elegida uidadosamente.La inuenia de la potenia en la extrai�on est�a relaionada on el tiempo deextrai�on por miroondas.



32 3.1. Extrai�on por MiroondasTiempo de Extrai�onComo en otras t�enias de extrai�on, el tiempo es otro par�ametro que inuyeen la misma y que neesita ser onsiderado. En MAE, los tiempos de extrai�onson muho m�as ortos que los neesarios en las t�enias onvenionales. A menudo5 �o 10 minutos son su�ientes, omo se ha demostrado para la extrai�on deontaminantes org�anios [75℄.Naturaleza de la MatrizLa naturaleza de la matriz en la que se enuentran enlazados los analitosde inter�es tiene una profunda inuenia sobre la extrai�on de los mismos. Lasdiferentes interaiones que los ontaminantes org�anios presentan on los ompo-nentes org�anios e inorg�anios de la matriz pueden jugar un papel importante ensu solubilidad y en la difusi�on de los mismos en el disolvente.El ontenido en materia org�ania inhibe la extrai�on debido a la fuerte inter-ai�on que se establee entre el analito y la matriz, lo que di�ulta su ruptura. Poresta misma raz�on, bajo las mismas ondiiones, resulta mas f�ail la extrai�on delos ontaminantes en muestras enriqueidas que la de los ontaminantes nativosde las mismas.Esto puede ser expliado teniendo en uenta el tiempo que el analito ha estadoen ontato on la muestra, y si �este es inorporado solo por adsori�on super�ial,donde la formai�on de enlaes de hidr�ogeno y las interaiones por fuerzas deVan der Waals son los proesos predominantes; o est�a fuertemente ligado a lamateria org�ania de la matriz de la muestra debido a meanismos de transportepor difusi�on. En un estudio realizado por L�opez �Avila et al. [85℄ sobre muestras



3. T�enias de Extrai�on 33enriqueidas, los porentajes de reuperai�on de algunos pestiidas organoloradosdisminu��an desde un 80-120% hasta un 50-60% despu�es de 24 horas.En la mayor��a de los asos, se obtienen mayores reuperaiones para muestrasenriqueidas que para los ontaminantes nativos, demostrando el efeto de la fuerteinterai�on de la matriz on estos ontaminantes nativos en funi�on del tiempo deontato. Este heho explia la disminui�on de la reuperai�on en la extrai�on enmuestras envejeidas.3.1.1. Apliaiones de la extrai�on asistida por miroondasLas apliaiones de MAE se entran prinipalmente en la extrai�on de om-puestos org�anios en matries s�olidas. Aunque las primeras apliaiones estuvieronrelaionadas on la determinai�on de PAHs y PCBs en suelos y sedimentos, desdeentones, otros ompuestos tales omo pestiidas, fenoles y ompuestos organo-met�alios han sido extra��dos e�azmente [86, 87℄.3.1.2. Extrai�on asistida por miroondas utilizando surfatantesUna nueva posibilidad de apliai�on de MAE es el uso de surfatantes omoextratantes, es deir, la extrai�on asistida por miroondas on utilizai�on de me-dios mielares, MAME [88, 89℄.Los medios mielares pueden ser apliados para la solubilizai�on, extrai�ony preonentrai�on de distintos ompuestos presentes en diferentes muestras me-dioambientales, tales omo suelos y sedimentos, on los bene�ios que aporta lautilizai�on de los mismos; omo son bajo oste, f�ail manipulai�on y redui�on delos efetos t�oxios respeto al uso de disolventes org�anios [90, 91℄.



34 3.1. Extrai�on por MiroondasLos surfatantes no i�onios pueden ser efetivos en la solubilizai�on y extrai�onde ompuestos org�anios desde matries s�olidas. Adem�as, la disolui�on de surfa-tante es ompatible on las fases m�oviles hidroorg�anias usualmente empleadas enromatograf��a l��quida de alta resolui�on, que suele utilizarse omo t�enia �nal dean�alisis.En la Figura 3.1 se representa esquem�atiamente el proeso de extrai�on pormiroondas utilizando surfatantes.

Figura 3.1: Representai�on del proeso de extrai�on por miroondas on uti-lizai�on de surfatantes



3. T�enias de Extrai�on 353.2. Miroextrai�on en Fase S�olida (SPME)La Miroextrai�on en Fase S�olida (SPME) es una t�enia que se basa enla extrai�on de analitos de la muestra mediante una �bra de s��lie fundida queest�a reubierta de un sorbente, en la mayor��a de los asos polim�erio, seguida dela desori�on de los analitos mediante temperatura o un disolvente org�anio [73℄.El peque~no tama~no de la �bra y su geometr��a il��ndria permiten inorporarlaen una jeringa. De esta forma, se failita su manipulai�on y al mismo tiempo seprotege la �bra uando no se utiliza, ya que �esta permanee dentro de la aguja dela jeringa.Esta t�enia presenta una serie de ventajas frente a otras t�enias de preon-entrai�on, ya que es muy simple, presenta un bajo oste, puede ser automatizaday requiere peque~nos vol�umenes de muestra [73, 92℄. Adem�as, debido a su dise~no, esf�ailmente transportable por lo que la hae una t�enia muy adeuada para reali-zar an�alisis de ampo. Otra ventaja que presenta es la posibilidad de utilizarse ontodos los tipos de muestras, ya sean gaseosas, l��quidas omo en agua [93℄ o bebidas[94, 95, 96℄, o s�olidas omo suelos [97, 98℄, sedimentos [99℄ y alimentos [100℄. Comoinonveniente se puede menionar que debido a la limitada apaidad de las �bras(la antidad de reubrimiento es muy peque~na) en oasiones no se obtienen unosl��mites de detei�on tan bajos a los esperados, sobre todo si la SPME se utilizaombinada on la romatograf��a de l��quidos [101℄.3.2.1. Fundamentos te�orios de SPMEEl prinipio en el que se basa la SPME es la partii�on de los analitos entre lamatriz de la muestra y el reubrimiento de �bra [102℄. As��, el transporte de los



36 3.2. Miroextrai�on en Fase S�olida (SPME)analitos omienza uando la �bra entra en ontato on la muestra y la extrai�onse onsidera ompleta uando la onentrai�on de analito ha alanzado el equilibriode distribui�on entre la muestra y la �bra [103℄.Existen b�asiamente dos modos de extrai�on posibles en SPME, introduiendola �bra diretamente en la muestra o bien en el espaio de abeza o `headspae'.El modelo matem�atio que explia la din�amia del proeso de absori�on uandola �bra se introdue diretamente en la muestra fue desarrollado por Louh et al.[104℄ y en �el se on�rma la relai�on lineal que existe entre la antidad de analitoabsorbida por la �bra en el estado de equilibrio y la onentrai�on de �este en lamuestra. Esta a�rmai�on se muestra reejada en la siguiente euai�on:n = KfsVfC0VsKfsVf + Vs (3.1)donde n son los moles de analito absorbidos por la �bra, Vf y Vs son losvol�umenes de �bra y de muestra respetivamente,Kfs es el oe�iente de partii�ondel analito entre la �bra y la muestra y C0 es la onentrai�on iniial de analito enla muestra. En la euai�on 3.1 se asume que la matriz de la muestra es una �uniafase homog�enea y no se onsidera el efeto del espaio de abeza.El modelo matem�atio del proeso de SPME uando los analitos se extraen delespaio de abeza fue desarrollado posteriormente y las euaiones y onlusionesa las que se llega son similares a las de la extrai�on por inmersi�on pero teniendoen uenta una terera fase gaseosa [102℄.En las ondiiones de trabajo de la SPME, generalmente se umple que Vs >>KfsV f ya que en la mayor��a de los asos Vf es muho m�as peque~no que Vs por loque la euai�on 3.1 se transforma en la siguiente:
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n = KfsVfC0 (3.2)En la euai�on 3.2 se puede observar que la antidad de analito extra��da (n)es diretamente proporional a la onentrai�on de analito en la muestra e inde-pendiente del volumen de muestra. Esta aproximai�on no es v�alida en el aso enque los analitos a determinar tengan valores de Kfs muy elevados (gran a�nidadpor la �bra) y se est�en utilizando vol�umenes de muestra muy peque~nos.Otro fator que se debe tener en uenta, es el heho de que no en todos los tiposde �bras existentes atualmente, la extrai�on de los analitos se realiza medianteun proeso de absori�on, que es lo que se onsidera en este modelo matem�atio.As��, existen �bras, que se menionar�an posteriormente, en las que la extrai�onde los analitos se produe mediante un proeso de adsori�on por lo que en estosasos el modelo matem�atio que explia el proeso de extrai�on es ligeramentediferente [73℄. La euai�on que de�ne el proeso de extrai�on por adsori�on es lasiguiente: n = KfsDVfC0Vs(Cfmax� Cf )KfsVf + Vs(Cfmax� Cf ) (3.3)donde KfsD es el oe�iente de distribui�on del analito entre la muestra y lasuper�ie de la �bra, Cf es la onentrai�on �nal de analito en la super�ie de la�bra y Cfmax es la onentrai�on m�axima de analito en la super�ie de la �bra.Los dem�as par�ametros son los mismos que los que apareen en la euai�on 3.1.En SPME tambi�en se debe tener en uenta la in�etia del proeso ya que losanalitos deben ser transportados desde la matriz de la muestra a la �bra en in-mersi�on o desde la matriz de la muestra al espaio de abeza y de all�� haia la



38 3.2. Miroextrai�on en Fase S�olida (SPME)�bra, en el aso de que la extrai�on se realie mediante extrai�on del espaio deabeza de la muestra (HS-SPME). Para aumentar la veloidad de la extrai�ones neesario utilizar un sistema de agitai�on de manera que se failite la difusi�onde los analitos haia la super�ie de la �bra. Esto no es neesario on muestrasgaseosas ya que la propia onvei�on del aire es su�iente para llegar al equilibriode forma r�apida. En muestras l��quidas, sin embargo, se han utilizado diferentesmodos de agitai�on omo por ejemplo barras magn�etias agitadoras, ultrasonidoso movimientos de la �bra o del vial. Estos sistemas de agitai�on sirven para dis-minuir el efeto ausado por la zona est�atia que se forma alrededor de la �bray que disminuye la veloidad de extrai�on, as�� omo para ompensar los bajosoe�ientes de difusi�on de las matries l��quidas [102℄.Como se puede observar en las euaiones 3.1, 3.2 y 3.3, la e�aia de laextrai�on depende del oe�iente de partii�on, Kfs, o de distribui�on, KfsD,que es un par�ametro arater��stio de ada pareja analito-�bra y desribe laspropiedades del reubrimiento de la �bra y su a�nidad para ada analito.3.2.2. Proedimiento de SPMEEn el proeso de SPME se pueden difereniar prinipalmente dos etapas. Unaprimera etapa de extrai�on, en la que la �bra reubierta del sorbente se poneen ontato on la muestra durante un tiempo y temperatura determinadas, demanera que se produe una migrai�on de los analitos desde la solui�on a la �brahasta que se alanza la situai�on de equilibrio. Despu�es de esta primera etapa, serealiza la desori�on de los analitos retenidos por la �bra.Existen dos formas b�asias de realizar la extrai�on en SPME: extrai�on porinmersi�on direta o bien del espaio de abeza.



3. T�enias de Extrai�on 39El modo de extrai�on HS-SPME permite proteger la �bra de ompuestos deelevado peso moleular u otras interferenias no vol�atiles [105℄. Adem�as permitemodi�ar la matriz de la muestra, omo por ejemplo variando el pH, sin da~narla �bra. Este modo de extrai�on es muy �util para el an�alisis de muestras s�olidasomo sedimentos o alimentos [99℄ o muestras biol�ogias [87, 106℄ donde la interfe-renia de la matriz es importante, pero est�a restringido a ompuestos vol�atiles osemivol�atiles.En la Figura 3.2 se muestra una ilustrai�on del proeso de SPME por inmersi�on.

Figura 3.2: Esquema del proeso SPME por inmersi�on diretaEn lo que respeta a la etapa de desori�on, �esta se realiza t�ermiamente o bienpor adii�on de un disolvente org�anio, dependiendo de la t�enia anal��tia que seutilie a ontinuai�on. As��, si la SPME se aopla a la romatograf��a de gases (GC),la desori�on se realiza t�ermiamente [107, 108℄, y si �esta se ombina on la HPLC,



40 3.2. Miroextrai�on en Fase S�olida (SPME)se lleva a abo mediante el uso de un disolvente org�anio [109, 110℄, pudi�endoseutilizar una interfase SPME-HPLC [111, 112℄.Tipos de �bras en SPMEAtualmente hay �bras on diferentes reubrimientos de manera que la SPMEpuede usarse para determinar distintos tipos de ompuestos de forma espe���a[113℄. Los primeros reubrimientos omerializados fueron los de polidimetilsiloxa-no (PDMS) y poliarilato (PA) pero los tipos de reubrimientos han ido aumen-tando y atualmente ubren un amplio onjunto de apliaiones [73, 114℄. En laTabla 3.2 se muestran las �bras omerializadas por Supelo.Generalmente, la naturaleza del analito determina la �bra a utilizar en adaaso. En general, se utilizan reubrimientos polares omo PA o Carbowax (CW)para analitos polares omo fenoles y reubrimientos apolares omo PDMS paraanalitos apolares omo PAHs o BTEX (beneno, tolueno, xileno y etilbeneno)[115, 116℄.La extrai�on de los analitos de la muestra mediante las �bras de PDMS se debeprinipalmente a un fen�omeno de absori�on [117℄. Las �bras de PA, en ambio,son adeuadas para analitos polares y, aunque el reubrimiento es un pol��meros�olido, su baja densidad hae que los analitos sean absorbidos por la �bra al igualque en las �bras de PDMS. Las �bras en las que se ombina m�as de un pol��mero,omo por ejemplo las de PDMS/DVB o CW/DVB, son m�as adeuadas para ladeterminai�on de analitos vol�atiles ya que a diferenia de las �bras de PDMS yPA, la prinipal interai�on entre la �bra y los analitos se produe por adsori�on,
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2 Longitud especial de 2 cm

GC

GC

Bipolar

Bipolar

270 ºC

270 ºC

Divinilbenceno/Carboxen/Polidimetilsiloxano

(DVB/CX/PDMS)

50/30 µm, fase muy entrecruzada (stableflex1)

50/30 µm, fase muy entrecruzada (stableflex1)2

HPLCPolar-

Carbowax/Templated Resin (CW/TPR)

50 µm, fase parcialmente entrecruzada

GC

GC

Polar

Polar

265 ºC

265 ºC

Carbowax/Divinilbenceno (CW/DVB)

65 µm, fase parcialmente entrecruzada

70 µm, fase muy entrecruzada (stableflex1)

GC

GC

Bipolar

Bipolar

320 ºC

320 ºC

Carboxen/Polidimetilsiloxano (CX/PDMS)

75 µm, fase parcialmente entrecruzada

85 µm, fase muy entrecruzada (stableflex1)

GC/HPLCPolar320 ºC

Poliacrilato (PA)

85 µm, fase parcialmente entrecruzada

GC

HPLC

GC

Bipolar

Bipolar

Bipolar

270 ºC

-

270 ºC

Polidimetilsiloxano/Divinilbenceno (PDMS/DVB)

65 µm, fase parcialmente entrecruzada

60 µm, fase parcialmente entrecruzada

65 µm, fase muy entrecruzada (stableflex1)

GC/HPLC

GC/HPLC

GC/HPLC

No polar

No polar

No polar

280 ºC

280 ºC

340 ºC

Polidimetilsiloxano (PDMS)

100 µm, fase no enlazada

30 µm, fase no enlazada

7 µm, fase enlazada

Uso
recomendado

PolaridadTª
máxima
de uso

Fase estacionaria/espesor

1 Fibras Stableflex: el recubrimiento está depositado sobre una fibra de sílice fundida flexible
2 Longitud especial de 2 cm

GC

GC

Bipolar

Bipolar

270 ºC

270 ºC

Divinilbenceno/Carboxen/Polidimetilsiloxano

(DVB/CX/PDMS)

50/30 µm, fase muy entrecruzada (stableflex1)

50/30 µm, fase muy entrecruzada (stableflex1)2

HPLCPolar-

Carbowax/Templated Resin (CW/TPR)

50 µm, fase parcialmente entrecruzada

GC

GC

Polar

Polar

265 ºC

265 ºC

Carbowax/Divinilbenceno (CW/DVB)

65 µm, fase parcialmente entrecruzada

70 µm, fase muy entrecruzada (stableflex1)

GC

GC

Bipolar

Bipolar

320 ºC

320 ºC

Carboxen/Polidimetilsiloxano (CX/PDMS)

75 µm, fase parcialmente entrecruzada

85 µm, fase muy entrecruzada (stableflex1)

GC/HPLCPolar320 ºC

Poliacrilato (PA)

85 µm, fase parcialmente entrecruzada

GC

HPLC

GC

Bipolar

Bipolar

Bipolar

270 ºC

-

270 ºC

Polidimetilsiloxano/Divinilbenceno (PDMS/DVB)

65 µm, fase parcialmente entrecruzada

60 µm, fase parcialmente entrecruzada

65 µm, fase muy entrecruzada (stableflex1)

GC/HPLC

GC/HPLC

GC/HPLC

No polar

No polar

No polar

280 ºC

280 ºC

340 ºC

Polidimetilsiloxano (PDMS)

100 µm, fase no enlazada

30 µm, fase no enlazada

7 µm, fase enlazada

Uso
recomendado

PolaridadTª
máxima
de uso

Fase estacionaria/espesor

Tabla 3.2: Tipos de �bra omerializados para su uso en SPMEya que son pol��meros s�olidos [102, 73℄. En general, en estas �bras los oe�ientesde distribui�on de los analitos son mayores que los que presentan las de PDMS.En la Figura 3.3 se lasi�an las �bras omeriales seg�un si el proeso deextrai�on se produe mayoritariamente por absori�on o adsori�on.
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Figura 3.3: Clasi�ai�on de las �bras de SPME seg�un si la extrai�on se produepor absori�on o adsori�onVariables que afetan al proeso de SPMEEl proeso de SPME se puede ver afetado por una serie de variables expe-rimentales que pueden ser modi�adas para inrementar la e�aia del proesode extrai�on. Como se ha menionado anteriormente, entre estas variables se en-uentra la agitai�on de la muestra, que inrementa la difusi�on de los analitos desdela matriz de la muestra a la �bra, por lo que se disminuye el tiempo requeridopara llegar al equilibrio.Otros par�ametros importantes son el tiempo y la temperatura de extrai�on,as�� omo la modi�ai�on de las ondiiones de la muestra, y los par�ametros queafetan la etapa de desori�on. Estos �ultimos dependen de la t�enia anal��tia quese utilie a ontinuai�on para llevar a abo la separai�on y uanti�ai�on de losanalitos.



3. T�enias de Extrai�on 43Etapa de absori�on/adsori�onLos par�ametros que pueden afetar de alguna u otra forma en el proeso deabsori�on/adsori�on son los siguientes: el tiempo y la temperatura de extrai�on,la agitai�on de la muestra, el volumen de muestra, as�� omo las ondiiones de lamuestra (pH, adii�on de sales o disolventes org�anios).El tiempo de extrai�on en SPME es un par�ametro muy importante a tener enuenta. Al desarrollar un m�etodo anal��tio basado en SPME se debe determinarel tiempo neesario para llegar al estado de equilibrio, que es arater��stio deada analito-�bra e intentar trabajar en esas ondiiones. El tiempo de equilibrioes aquel a partir del ual la antidad de analito extra��da se mantiene onstante[102℄. Sin embargo, para algunos ompuestos el tiempo neesario para llegar aesta situai�on es muy elevado, por lo que generalmente se opta por trabajar enondiiones de no equilibrio y se seleionan tiempos de extrai�on inferiores pa-ra no alargar el tiempo de an�alisis. En estos asos es muy importante ontrolarestritamente el tiempo de extrai�on ya que peque~nas osilaiones en la medidadel tiempo pueden variar de forma onsiderable la antidad de analito extra��da.La temperatura de extrai�on ontribuye de dos formas ompletamente opues-tas en el proeso de SPME [102℄. Por un lado, los oe�ientes de difusi�on de losanalitos en la muestra aumentan al inrementar la temperatura, por lo que aumen-ta la antidad de analito extra��da. Por otro lado, un aumento de la temperaturadisminuye los oe�ientes de distribui�on del analito entre la muestra y la �bra porlo que la e�aia de la extrai�on se ve afetada negativamente. Por ello, hay queelegir la temperatura de extrai�on m�as adeuada para ada pareja matriz-�bra.



44 3.2. Miroextrai�on en Fase S�olida (SPME)La onentrai�on de sal en la muestra y la modi�ai�on del pH tambi�en puedenafetar al proeso de SPME. La presenia de sales, generalmente NaCl, aunque enalgunos asos se han utilizado otras sales omo Na2SO4 en la muestra, aumentael oe�iente de distribui�on de los analitos que est�an presentes en forma no ioni-zada, por lo que la antidad de analito extra��da generalmente aumenta [102℄. Sinembargo, si los analitos est�an en forma ionizada, se observa una disminui�on de lae�aia de la extrai�on. Esto se debe al aumento del oe�iente de atividad delas espeies i�onias al aumentar la fuerza i�onia de la solui�on. El pH de la mues-tra es otro fator a tener en uenta en la optimizai�on del proeso. Los analitosdeben estar siempre presentes en la muestra en su forma neutra para su extrai�on.El volumen de muestra es otro par�ametro a tener en uenta. As��, �este se debeseleionar en funi�on de los oe�ientes de distribui�on de los analitos,Kfs. �Estospueden estimarse a partir de datos bibliogr�a�os o bien alularse a partir de unaserie de euaiones matem�atias.Como puede observarse en la euai�on 3.1, al aumentar el volumen de la mues-tra, Vs, la antidad de analito extra��da, n, tambi�en aumenta, pero si Vs es signi�-ativamente m�as grande que el produto de Kfs y el volumen de la �bra, Vf , laantidad de analito extra��da es independiente del volumen de muestra (ver eua-i�on 3.2). En la pr�atia, teniendo en uenta un 5% de error se puede asumirque: Vs = 20KfsVf (3.4)Esto implia que para ompuestos on Kfs superiores a 200 y una �bra de100 �m es su�iente un vial de 2 ml para onseguir la m�axima sensibilidad, mien-



3. T�enias de Extrai�on 45tras que viales de 40 ml pueden ser usados para ompuestos on Kfs hasta 4000[102℄. En onseuenia, el uso de vol�umenes de muestra mayores que el volumenlimitante, no afetar�a a la sensibilidad del m�etodo pero si puede mejorar la prei-si�on.Aunque en general la presenia de disolventes org�anios en muestras auosasdisminuye la antidad de analito extra��da, ya que aumenta la solubilidad de losanalitos en la muestra, en algunas oasiones el proeso de extrai�on puede versefavoreido debido a ambios en las interaiones entre la �bra y los analitos.Etapa de desori�onLos par�ametros que afetan a la etapa de desori�on dependen del tipo de pro-eso utilizado (t�ermia o por disolvente org�anio). Si �esta se realiza t�ermiamenteen un romat�ografo de gases, los par�ametros a optimizar son la temperatura y eltiempo de desori�on [118, 119℄. Cuando la desori�on se realiza mediante el uso deun disolvente org�anio y fuera de linea on el romat�ografo de l��quidos [109, 112℄,los par�ametros a optimizar son el tipo de disolvente org�anio (que debe ser om-patible on la �bra y on la t�enia anal��tia posterior) y el volumen de disolvente.En general, debe utilizarse el menor volumen de disolvente org�anio posible sinque se produza efeto memoria, de forma que el fator de preonentrai�on seamayor [120℄.Cuando la desori�on se realiza en la interfase de SPME para HPLC, �esta sepuede llevar a abo en modo est�atio y din�amio [109℄. La forma mas senilla deaoplar la SPME utilizando la interfase de SPME-HPLC es usar la fase m�ovilomo disolvente de desori�on, aunque en algunos asos se debe introduir alg�undisolvente organio en la interfase para ayudar a la desori�on [115℄. As��, en modo



46 3.3. Extrai�on en fase s�olida (SPE)din�amio los par�ametros a optimizar son el ujo de la fase m�ovil y el disolvente dedesori�on, si es neesario. En modo est�atio, adem�as, se debe optimizar el tiempode desori�on. �Este debe ser su�iente para desorber ompletamente los ompuestossin que se produza efeto memoria, al igual que el tiempo de desori�on en GC.3.3. Extrai�on en fase s�olida (SPE)Es una t�enia de preparai�on y tratamiento de muestras que est�a basada en lareteni�on seletiva de analitos y posterior elui�on [46℄. Se puede apliar a ualquiertipo de t�enia anal��tia [121, 122℄, siendo sus objetivos prinipales:Enriqueimiento de trazas: onentrai�on o preonentrai�on. Puede reali-zarse una preonentrai�on de hasta tres �ordenes de magnitud.Limpieza de muestras: para eliminar interferenias, utilizando los disolventesde lavado adeuados.Fraionamiento de la muestra: en diferentes ompuestos o grupos de om-puestos, eluyendo ada frai�on on una fase l��quida distinta.Almaenamiento de analitos: que son inestables en un medio l��quido o quetienen volatilidad elevada.Reaiones de derivatizai�on: entre grupos reativos del analito y los gruposde la super�ie del adsorbente.3.3.1. Fundamentos de la SPELa extrai�on en fase s�olida (SPE) es un proeso f��sio-qu��mio en el que est�animpliadas una fase s�olida y un l��quido. La fase s�olida tiene mayor atrai�on por



3. T�enias de Extrai�on 47los analitos que el disolvente en el que se enuentran. Cuando la disolui�on de lamuestra pasa a trav�es del leho del adsorbente, seg�un las arater��stias del mismo,los analitos se onentran en su super�ie, mientras que otros omponentes de lamuestra no retenidos pasan a trav�es de �el [123℄.Se pueden onseguir extraiones muy seletivas eligiendo adeuadamente eladsorbente [47, 124℄.3.3.2. Etapas de una extrai�on SPEEn la Figura 3.4 se indian las etapas a seguir para realizar una extrai�on enfase s�olida [121℄.

Figura 3.4: Etapas en la utilizai�on de un proedimiento de SPEEtapa 1: Corresponde al aondiionamiento del artuho para que est�e sol-vatado. Prepara la fase s�olida para que pueda interaionar mejor on lamuestra.



48 3.3. Extrai�on en fase s�olida (SPE)Etapa 2: La muestra pasa a trav�es del adsorbente.Etapa 3: El adsorbente retiene seletivamente a los analitos y alguna inter-ferenia, el resto de ompuestos pasan sin ser retenidos.Etapa 4: El adsorbente se lava on un disolvente seletivo, adeuado paraeluir las interferenias retenidas, mientras que los analitos permaneen en elleho adsorbente.Etapa 5: Los analitos onentrados y puri�ados son elu��dos del adsorbenteon un disolvente adeuado.Para haer pasar los disolventes y la muestra a trav�es de los artuhos se hade apliar presi�on o va��o. Para failitar el manejo y poder realizar extraionessimult�aneas, los artuhos se onetan a una estai�on de va��o. Estos sistemasllevan una v�alvula que permite regular la intensidad de va��o y obtener resultadosm�as reproduibles.3.3.3. Reteni�on y Elui�onReteni�onSe produe porque existe una atrai�on entre el adsorbente y las mol�eulas delanalito, quedando inmovilizado en la super�ie del adsorbente uando la disolui�onde la muestra pasa a trav�es del leho del adsorbente. En la reteni�on inuyen tresfatores:La muestraLa fase estaionariaEl disolvente



3. T�enias de Extrai�on 49Elui�onEs el proeso en el que un analito es separado del leho adsorbente en elual ha sido retenido. Ourre uando se introdue un disolvente que interaionam�as fuertemente on el analito que el adsorbente. Es importante distinguir entreelui�on de la matriz y elui�on de los analitos:Elui�on de la matriz : debe elegirse un disolvente que eluya a la matriz onm�as fuerza que la fase estaionaria. Es importante elegir la fase y el disolventede elui�on de la matriz (lavado), de tal manera que los analitos no eluyanon este disolvente de lavado.Elui�on de los analitos: debe utilizarse la m��nima antidad de disolventeelegido para eluir los analitos.Las ondiiones de fuerte reteni�on y r�apida elui�on deben umplirse en todoproeso de SPE.3.3.4. Capaidad y SeletividadCapaidadEs la antidad m�axima de un analito que puede ser retenido por una masadeterminada de adsorbente bajo ondiiones �optimas.Cuando se seleiona el tama~no de artuho �optimo para una apliai�on par-tiular, los fatores a onsiderar son:Capaidad para retener a todos los analitos de la muestraVolumen original de la muestraVolumen �nal de muestra puri�ada despu�es de la elui�on



50 3.3. Extrai�on en fase s�olida (SPE)Cuando se alula la antidad de un determinado adsorbente requerido para unproedimiento de extrai�on, adem�as de los analitos, tambi�en deben onsiderarseotros ompuestos no deseados que pueden retenerse junto on los analitos.SeletividadEs la apaidad del adsorbente para disriminar entre los analitos y los restan-tes omponentes de la matriz. Un adsorbente muy seletivo es aquel que retienesolamente a los analitos de la matriz de muestra.La seletividad de un proeso de SPE es funi�on de tres par�ametros:La estrutura qu��mia de los analitosLas propiedades del adsorbenteLa omposii�on de la matriz de la muestraVolumen de RoturaUn par�ametro pr�atio importante en SPE es el denominado `volumen de ro-tura', que es el volumen de muestra a partir del ual el analito ya deja de serretenido por el adsorbente, y por tanto, se ha exedido la apaidad del mismo.Este par�ametro limita el volumen de muestra m�aximo que puede ser usado enSPE.FlujoOtro fator importante para optimizar un proeso de SPE es el ujo de lamuestra y de los disolventes que pasan a trav�es del leho adsorbente. El ujorequerido es funi�on de lo fuertemente que el analito est�e retenido en la antidad



3. T�enias de Extrai�on 51de adsorbente. Generalmente el ujo no debe exeder de 5-10 ml/minuto a trav�esde lehos de 100 mg de adsorbente. Este ujo es v�alido para todas las etapasdel proeso de extrai�on, tanto para la apliai�on de la muestra, omo para loslavados intermedios y elui�on �nal de los analitos.3.3.5. Tipos de fasesLas fases s�olidas empleadas en SPE son similares a las empleadas en romato-graf��a l��quida en olumna. Las m�as utilizadas son: arb�on ativo, al�umina, s��liagel, siliato de magnesio (Florisil) [125, 126℄, s��lies enlazadas y pol��meros omoestireno-divinilbeneno [123, 127℄.





Cap��tulo 4
Objetivos del Trabajo

La b�usqueda de nuevos m�etodos de an�alisis, que permitan mejorar la sensibili-dad, seletividad, rapidez y oste de los ya existentes, ha sido siempre el objetivode todo nuevo proeso anal��tio. En la presente Tesis Dotoral se ha planteado,omo objetivo general, el desarrollo de nuevos m�etodos de extrai�on y preonen-trai�on de pestiidas organolorados presentes en muestras medioambientales dediferente naturaleza, utilizando medios mielares omo extratantes y su posteriordeterminai�on por romatograf��a l��quida de alta resolui�on.Se ha elegido una mezla de seis pestiidas organolorados de inter�es priorita-rio para la EPA. Con diha mezla se ha realizado la optimizai�on, validai�on yapliai�on de los m�etodos de extrai�on y determinai�on desarrollados.Los surfatantes utilizados fueron del tipo polioxietilen alquil �eter:Polioxietilen 10 Lauril ether (POLE)Polioxietilen 10 Stearil ether 53



54 Polioxietilen 10 Cetil etherPolioxietilen 10 Trideil etherEntre otras ventajas, respeto a los m�etodos onvenionales, se pretende on-seguir una redui�on onsiderable en el tiempo de an�alisis de las muestras y laminimizai�on en el onsumo de disolventes org�anios, graias al uso de otros ex-tratantes, los surfatantes, menos agresivos on el medioambiente y de menoroste.En ateni�on a lo expuesto se han planteado los siguientes objetivos pariales:Estableer las ondiiones de separai�on adeuadas para la mezla de pesti-idas organolorados estudiada, utilizando la romatograf��a l��quida de altaresolui�on on detetor UV-visible.Caraterizar las propiedades f��sio-qu��mias de los suelos y fangos estudiados.Optimizar las ondiiones para la extrai�on de pestiidas organoloradosen muestras de suelos, fangos, algas y molusos mediante la extrai�on asis-tida por miroondas, on medios mielares omo extratantes. Se utilizar�andiversos dise~nos fatoriales para la optimizai�on de la onentrai�on, volu-men de surfatante, as�� omo las ondiiones de irradiai�on del miroondas,tiempo y potenia.Estableer la inuenia de algunas de las arater��stias de la matriz, omoel pH, el ontenido en materia org�ania, la omposii�on granulom�etria y laondutividad, en el proeso de extrai�on de los pestiidas organoloradosen muestras de suelos y fangos.



4. Objetivos del Trabajo 55Apliar la extrai�on asistida por miroondas on medios mielares a distin-tos tipos de muestras, previamente enriqueidas on los pestiidas organo-lorados, despu�es de diferentes periodos de envejeimiento.Optimizar las ondiiones de la miroextrai�on en fase s�olida (SPME) omopaso de limpieza y preonentrai�on tras la extrai�on mielar asistida pormiroondas (MAME) para distintos surfatantes.Apliar la extrai�on MAME-SPME a distintos tipos de muestras (suelos,fangos y algas), previamente enriqueidas on los pestiidas organolorados.Optimizar las ondiiones para la extrai�on en fase s�olida (SPE) omo pa-so de limpieza y preonentrai�on tras la extrai�on mielar asistida pormiroondas (MAME).Apliar la extrai�on MAME-SPE a distintos tipos de muestras (algas ymolusos), previamente enriqueidas on los pestiidas organolorados.
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Cap��tulo 5
Aparatos y Reativos

5.1. Aparatos Utilizados5.1.1. Cromatografo L��quido de Alta Resolui�on

Figura 5.1: Cromatografo
Para la determinai�on romatogr�a�-a se utiliz�o un romat�ografo l��qui-do de alta resolui�on (HPLC) Va-rian on detetor UV-visible (VarianIb�eria, S.L. Madrid, Espa~na).Este sistema est�a ompuestos por una bomba Varian 240 aoplada a un auto-muestreador Varian 410 on seletor de volumen de inyei�on, un m�odulo Hornode Columna Varian (modelo 500) y un detetor ultravioleta-visible de diodos,tambi�en de Varian. Las olumnas utilizadas fueron: Varian Mirosorb-MV C18,250x4:6 mm (on relleno de part��ulas de 8 �m) y Varian Mirosorb-MV C18,59



60 5.1. Aparatos Utilizados150x4:6 mm (on relleno de part��ulas de 4 �m). El software utilizado para laobteni�on de los romatogramas y su posterior tratamiento fue Star de Varian.5.1.2. Miroondas

Figura 5.2: Miroondas
El equipo de extrai�on onsisti�o enun sistema de digesti�on por miroon-das modelo Multiwave B30MC06A, dela mare Anton Paar (Graz, Austria).Este miroondas permite el ontrol detiempo y potenia, as�� omo medir latemperatura en ada vaso.Est�a equipado on rotor 6EVAP, on una freuenia de 2450 MHz a poteniatotal, on 6 vasos de PFA, modelo MF100, para un volumen m�aximo de 50 ml.5.1.3. Extrai�on en fase s�olida

Figura 5.3: Estai�on SPE
La estai�on de va��o utilizada pa-ra haer pasar los disolventes yla muestra a trav�es de los artu-hos fue una Va Elut 20 Manifold16x100 mm (Varian, Espa~na). Per-mite realizar hasta 20 extraionessimult�aneas.



5. Aparatos y Reativos 615.1.4. Sistema SoxhletPara la validai�on de los m�etodos propuestos orrespondientes a la extrai�on depestiidas organolorados en algas y molusos, se emple�o un sistema de extrai�onSoxhlet [75, 128℄ de la mara Pobel (Madrid, Espa~na) y apaidad 250 ml.

Figura 5.4: Soxhlet

En este proedimiento, la muestra s�olida se o-loa en un artuho de material poroso que sesit�ua en la �amara del extrator de Soxhlet. Sealienta el disolvente extratante, situado en elmatraz, se ondensan sus vapores que aen, gotaa gota, sobre el artuho que ontiene la mues-tra, extrayendo los analitos solubles. Cuando elnivel del disolvente ondensado en la �amara al-anza la parte superior del sif�on lateral, el di-solvente, on los analitos disueltos, asiende porel sif�on y retorna al matraz de ebullii�on. Esteproedimiento se repite hasta que se ompletala extrai�on de los analitos de la muestra y seonentran en el disolvente.5.1.5. Tratamiento Estad��stioEl dise~no experimental utilizado en este estudio se realiz�o usando el SoftwareStatgraphis Plus, versi�on 5.1 (Manugisti, Rokville, MD, USA). Este programapermite obtener dise~nos experimentales de tipo fatorial (23: en pantalla y 32:super�ie de respuesta) de forma aleatoria para proteger los resultados de variables



62 5.2. Reativos y Disoluionesoultas, fatores ambientales u otros no ontrolados, que pudiesen estar inuyendoen el proeso de extrai�on.Para el tratamiento estad��stio de los datos se hizo uso del programa SPSS11.0 (SPSS In., Illinois, USA), on el que se alularon las orrelaiones parialesy bivariadas entre las variables dependientes y la variable independiente (antidadobtenida de los analitos de inter�es, dado en reuperaiones o �areas).5.2. Reativos y Disoluiones5.2.1. ReativosLos pestiidas organolorados utilizados en este trabajo, indiados en la Ta-bla 1.1 del apartado 1.2, son de la mara Cerrilliant Corporation y fueron adqui-ridos en LGC Promohem (Barelona, Espa~na). El metanol utilizado para prepa-rar las disoluiones, as�� omo la fase m�ovil, fue de la mara Panrea (Barelona,Espa~na). El agua utilizada (agua Milli-Q), tanto para la preparai�on de las di-soluiones de surfatante omo para la preparai�on de fase m�ovil, se obtiene deun sistema de puri�ai�on de la mara Millipore (MA, EEUU). Los disolventesempleados para la fase m�ovil (metanol y agua) se �ltraron a trav�es de �ltros demembrana de nylon de 0.22 �m; los dem�as se utilizaron diretamente sin ning�untratamiento.El hexano utilizado para la extrai�on Soxhlet de alidad \an�alisis" fue sumi-nistrado por Merk (Barelona, Espa~na).Los surfatantes polioxietil�enios, polioxietilen 10 lauril �eter, polioxietilen 10stearil �eter, polioxietilen 10 etil �eter y polioxietilen 10 trideil �eter, son de lamara Sigma (Sigma-Aldrih, Madrid, Espa~na).



5. Aparatos y Reativos 63La fuerza i�onia de las disoluiones en SPME se modi��o a~nadiendo loruros�odio (NaCl) de la mara Panrea (Barelona, Espa~na).Para la determinai�on del ontenido en materia org�ania de los suelos se uti-liz�o �aido sulf�urio del 96% riqueza, diromato pot�asio y sal de Mohr (sulfato deamonio de hierro II hexahidratado), de alidad \pro-an�alisis" de la mara Panrea.Muestras erti�adasLa muestra de suelo erti�ada onteniendo pestiidas organolorados (CRM-804-050), de la mara Resoure Tehnology Corporation fue suministrada por LGCPromohem (Barelona, Espa~na). La onentrai�on de los pestiidas fue erti�a-da mediante los m�etodos: USEPA SW846 (3a Edii�on), M�etodo de Extrai�on3540A/3541 (Soxhlet), 3550 (soniai�on) y M�etodo de An�alisis 8081 [129℄.Para las algas y los molusos, al no existir material de referenia erti�ado, seutiliz�o una mezla de referenia de pestiidas que onten��a 5 de los 6 ompuestosde inter�es, a una onentrai�on erti�ada (Pestiide-Mix5: 4,4'-DDD, 4,4'-DDE,2,4'-DDT, 4,4'-DDT y Dieldr��n a 10 ng��l�1), suministrada por Dr. EhrenstorferReferene Material y distribuida por Cymit Qu��mia (Barelona, Espa~na).Miroextrai�on en fase s�olidaLas �bras de miroextrai�on en fase s�olida (SPME) fueron suministradas porSupelo (Madrid, Espa~na). Las �bras utilizadas fueron: 50 �m Carbowax-TPR 100(CW-TPR), 75 �m Carboxen-Polydimethylsiloxane (CX-PDMS), 100 �m Poly-dimethylsiloxane (PDMS), 60 �m Polydimethylsiloxane-Divinilbenzene (PDMS-DVB), 65 �m PDMS-DVB y 85 �m Polyarylate (PA).



64 5.2. Reativos y DisoluionesExtrai�on en fase s�olidaLos artuhos usados para la extrai�on en fase s�olida (SPE) fueron: Envirelut-Pestiide 500mg, Bond Elut-ENV 500 mg y Mega BE-FL 1 g de Varian (Madrid,Espa~na) y Sep-Pak Va C18 500 mg y Oasis HLB 200 mg de Waters (Madrid,Espa~na).5.2.2. DisoluionesLas disoluiones patr�on de los pestiidas se prepararon disolviendo las anti-dades adeuadas de ada uno de ellos en estado s�olido en metanol, para onseguiruna onentrai�on de partida de 1g�L�1. Se almaenaron a 4oC. Las restantesdisoluiones de menor onentrai�on se prepararon por dilui�on de �estas.Las disoluiones de los surfatantes se obtuvieron por dilui�on de �estos enagua Milli-Q hasta onseguir una onentrai�on �nal de 5% y 10% (v/v). Lasdisoluiones de onentrai�on inferior se preparaban por dilui�on de las anteriores.



Cap��tulo 6
Proedimientos Anal��tios

6.1. An�alisis Cromatogr�a�oEl an�alisis de los extratos de las muestras fue llevado a abo usando un ro-mat�ografo l��quido de alta resolui�on on detetor ultravioleta-visible [130, 131℄. Laseparai�on y determinai�on de los ompuestos bajo estudio se realiz�o inyetando30 �l de extrato en el sistema romatogr�a�o para MAME y 50 �l para los ex-tratos MAME-SPME y MAME-SPE. Se determin�o el tiempo de reteni�on y semidi�o la absorbania de ada analito a su longitud de onda de m�axima absori�on.Para la olumna de 250mm los tiempos de reteni�on se muestran en la Ta-bla A.1 (apartado A.2) y para la olumna de 150mm se muestran en la Tabla A.4(apartado A.3). El eluyente usado para la separai�on de los seis pestiidas orga-nolorados fue Metanol{Agua (85:15) a ujo isor�atio 1ml�min�1. Se obtuvo unarelai�on lineal entre las �areas de pio y la onentrai�on de analito en el rangoomprendido entre 100-1000 �g�L�1 para MAME y 50-1000 �g�L�1 para MAME-SPME y MAME-SPE, on altos oe�ientes de orrelai�on (� 0:995).65



66 6.2. Aondiionamiento de las muestras6.2. Aondiionamiento de las muestrasLas muestras fueron aondiionadas, previo a la extrai�on, on la mezla delos seis pestiidas organolorados estudiados.Las muestras de suelo y fango proedentes de distintas zonas de la isla de GranCanaria (ver mapa, Figura 6.1), una vez reogidas, se dejaron sear al aire duran-te al menos dos semanas. Tras el seado se tamizaron, reogi�endose la frai�onorrespondiente a un tama~no inferior a 0.30 mm.
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Figura 6.1: Zonas de reogida de muestras en la isla de Gran CanariaSe pesaron 2 g de suelo, se les a~nadi�o el volumen neesario de la disolui�onque onten��a la mezla de pestiidas y se dejaron al aire a temperatura ambiente.Estas muestras se utilizaron 24 horas despu�es del aondiionamiento.Para muestras envejeidas realizamos el mismo proeso, pero se guardaron enosuridad y erradas durante el tiempo neesario (2 semanas en un aso y 2 meses



6. Proedimientos Anal��tios 67en otro). Despu�es de este tiempo de aondiionamiento, se determin�o el ontenidode los analitos presentes en el suelo.Para las muestras de fangos el aondiionamiento se realiz�o a trav�es de unaforti�ai�on on aetona, que onten��a la mezla de pestiidas, de toda la muestraa analizar (24 horas antes). Se pes�o la antidad neesaria (10 �o 20 g) y se a~nadi�o unvolumen su�iente de aetona para ubrir toda la muestra onteniendo la antidadde analitos neesaria para obtener la onentrai�on deseada. Este proedimientopermite obtener muestras m�as homog�eneas, y por tanto, m�as reproduibles.Las muestras de algas y molusos se forti�aron igual que los fangos pero onmetanol y aetona, respetivamente. Las algas no se forti�aron on aetona paraevitar la extrai�on de los pigmentos, solubles en este disolvente.6.3. Extrai�on mielar por miroondas (MAME)La muestra previamente aondiionada, se deposit�o en el vaso de extrai�on yse le a~nadi�o el volumen adeuado de la disolui�on de surfatante.La antidad de muestra a extraer depender�a de la matriz utilizada:suelos y fangos: 2 gramosalgas: 0.5 gramosmolusos: 1 gramoDespu�es de errados, los vasos se introdujeron en el miroondas y se les apli�o lapotenia y tiempo previamente estableidos para realizar el proeso de extrai�on.Una vez fuera del miroondas, y antes de abrirlos, los vasos se dejan durante untiempo m��nimo de 10 minutos a temperatura ambiente, para que se enfr��en y evitarp�erdidas por evaporai�on.



68 6.4. Miroextrai�on en fase s�olida (SPME)Se reoge todo el l��quido sobrenadante que es �ltrado mediante �ltros de jeringamara Millipore de 0.45 �m de poro y 25 mm de di�ametro, antes de ser inyetadoen el sistema romatogr�a�o o pasar a los siguientes pasos de preonentrai�on ylimpieza (SPME y SPE).6.4. Miroextrai�on en fase s�olida (SPME)Antes de su utilizai�on las �bras fueron aondiionadas durante 30 min enmetanol (seg�un instruiones del fabriante).Tras el estudio de todas las variables que afetan al proeso MAME-SPME ysu optimizai�on, se �jaron las siguientes ondiiones:Se tomaron 5 ml del extrato MAME y 7.5 ml de agua bidestilada y se in-trodujeron en un vial SPME de 15 ml on inmersi�on direta bajo las ondiiones�optimas. La desori�on de los ompuestos se realiz�o en un vial �onio de 200 �lon 55 �l de metanol. Se inyetaron en el sistema romatogr�a�o 50 �l de dihoextrato.6.5. Extrai�on en fase s�olida (SPE)Los artuhos se aondiionaron on 5 ml de metanol y 5 ml de agua bidestiladaantes de ada extrai�on. Se tomaron 5 ml de extrato MAME, se diluyeron on20 ml de agua y el extrato diluido se pas�o a trav�es del artuho SPE a un ujode 5 ml�min�1.Tras el proeso de absori�on, se realiz�o un paso de lavado del artuho on5 ml de agua ultra pura para eliminar el remanente de surfatante que pudiesequedar, y diluir otros ompuestos que hayan quedado retenidos para reduir las



6. Proedimientos Anal��tios 69interferenias. Los analitos retenidos fueron elu��dos on 2 ml de metanol a un ujode 1 ml�min�1.Se inyetaron en el sistema romatogr�a�o 50 �l de diho extrato.

Figura 6.2: Representai�on de MAME aoplado on SPE
6.6. Extrai�on SoxhletLas antidades de muestra usadas para la extrai�on fueron las mismas queen MAME. Para la extrai�on en el aso de algas se tomaron 0.5 g, y para laextrai�on en molusos 1g.Las muestras, previamente aondiionadas, fue sometida al proeso de extra-i�on Soxhlet on hexano durante 24 horas on 6-8 ilos/hora omo propone elM�etodo O�ial AOAC 970.52 para pestiidas organolorados [132℄. El extrato sellev�o a sequedad on un rotavapor, se redisolvi�o en metanol (10 ml) y �nalmentefue analizado en el romatografo l��quido donde se inyetaron 50 �l.



70 6.7. Mezlas de Surfatantes6.7. Mezlas de SurfatantesLos surfatantes usados en este estudio fueron:Polioxietilen 10 Lauril ether (POLE)Polioxietilen 10 Stearil etherPolioxietilen 10 Cetil etherPolioxietilen 10 Trideil etherPara intentar mejor la extrai�on y debido a la baja solubilizai�on en aguade algunos de ellos a temperatura ambiente, se probaron diferentes mezlas desurfatantes:70% POLE + 30% Polioxietilen 10 Stearil ether (Mezla Stearil)70% POLE + 30% Polioxietilen 10 Cetil ether (Mezla Cetil)70% POLE + 30% Polioxietilen 10 Trideil ether (Mezla Trideil)6.8. Carater��stias de los suelos y fangosSe reogieron diferentes muestras de suelo de distintas regiones agr��olas de laisla de Gran Canaria (Islas Canarias, Espa~na). Las arater��stias f��sio-qu��miasobtenidas de estas muestras se desriben en la Tabla 6.1.Los fangos estudiados perteneen a muestras reogidas en diferentes zonas os-teras alrededor de la isla de Gran Canaria.



6. Proedimientos Anal��tios 71Contenido Cont. Condut.Suelo Uso Arilla (%) pH MO (%)� (�S/m)Tafira Jard��n 23.8 8.3 4.8 292San Roque Agr��ola 14.6 7.9 12.5 3266Sta Br��gida Agr��ola 12.8 5.9 3.9 483Valleseo I Agr��ola 32.1 4.8 4.4 202Valles. II Agr��ola 47.3 3.9 6.2 100*MO: Materia Org�aniaTabla 6.1: Carater��stias de los suelos estudiadosEn la Tabla 6.2 se reogen las diferentes arater��stias f��sio-qu��mias de estosfangos as�� omo su orientai�on geogr�a�a.
Orientai�on Contenido Cont. Condut.Fango Geogr�a�a Arilla (%) pH MO (%)� (�S/m)Maspalomas Sur 0.8 9.3 0.4 2390Cier Noreste 6.3 8.8 0.6 304La Aldea Oeste 32.6 8.6 3.4 1925Sardina Norte 0.1 9.1 0.6 1750Taurito Suroeste 5.9 9.3 0.7 883Hoya Pozuelo Sureste 3.8 8.6 1.1 345*MO: Materia Org�aniaTabla 6.2: Carater��stias de los fangos estudiados



72 6.8. Carater��stias de los suelos y fangos6.8.1. Determinai�on del pHDebido a la naturaleza s�olida de la matriz, el pH de un suelo o fango, es el que seobtiene poteniom�etriamente en la suspensi�on obtenida por agitai�on del mismoon agua. El tiempo de agitai�on y de deantai�on elegidos deben ser su�ientespara asegurar que la muestra en suspensi�on haya alanzado el equilibrio qu��mioon la fase l��quida uando se realie la letura del pH. Al ser muestras org�aniasse tomaron 5 g on 20 ml de agua destilada; agitamos durante 1 minuto y dejamosdeantar durante media hora [133℄. Los pH medidos se muestran en la Tabla 6.1y Tabla 6.2, para los suelos y fangos estudiados respetivamente.6.8.2. Determinai�on de la Condutimetr��aEl an�alisis ondutim�etrio de las muestras se realiz�o de una manera equiva-lente a las medidas de pH, siguiendo el mismo proedimiento que se reoge en elapartado anterior. Los resultados obtenidos para ada una de las tierras se reogenen la Tabla 6.1 y para los fangos en la Tabla 6.2.6.8.3. Granulometr��a { Determinai�on del Tama~no de GranoEl onoimiento de la omposii�on granulom�etria es fundamental en nuestroestudio, puesto que la distribui�on de las part��ulas del suelo o fango en funi�on desu tama~no, tiene una gran inuenia en el omportamiento f��sio y qu��mio de losontaminantes. Para determinar el tama~no de grano de las muestras se tamizaronada una de ellas on tamies de alambre de tama~nos omprendidos entre 0.3y 0.1 mm. Despu�es de desehar las fraiones superiores a 0.3 mm se obtuvo ladistribui�on granulom�etria que se reoge en la Tabla 6.3 y en la Tabla 6.4, paralos suelos y fangos respetivamente.



6. Proedimientos Anal��tios 73Tama~no de Grano (%)Suelo 0.3 mm 0.2 mm 0.15 mm �0.1mmTafira 44.4 17.2 14.6 23.8San Roque 52.1 20.0 13.2 14.6Sta Br��gida 56.5 17.8 12.8 12.8Valleseo I 36.3 16.4 15.2 32.1Valles. II 25.2 13.2 14.4 47.3Tabla 6.3: Composii�on granulom�etria de los suelosTama~no de Grano (%)Suelo 0.3 mm 0.2 mm 0.15 mm �0.1mmMaspalomas 58.3 31.8 9.1 0.8Cier 2.1 22.7 68.9 6.3La Aldea 34.6 15.1 17.6 32.6Sardina 70.5 26.4 3.0 0.1Taurito 64.7 21.7 7.6 5.9Hoya Pozuelo 67.0 23.7 5.5 3.8Tabla 6.4: Composii�on granulom�etria de los fangos6.8.4. Determinai�on del ontenido en Materia Org�aniaLos m�etodos que se utilizan en la atualidad para la determinai�on de estepar�ametro se basan en la oxidai�on de la materia org�ania de la muestra por v��ah�umeda on diromato pot�asio y �aido sulf�urio. Por su amplitud de apliai�onen las ondiiones m�as variadas, el m�etodo de Sauerlandt [134, 135℄ fue el m�eto-



74 6.8. Carater��stias de los suelos y fangosdo utilizado para determinar el ontenido de arbono en las muestras de sueloestudiadas.Se tom�o 1 gramo de ada una de las muestras, despu�es de dejarlas sear a tem-peratura ambiente. Tras tamizarla, la muestra ten��a un tama~no de grano inferiora 0.3 mm. Se introdujeron en un vaso de preipitado de 250 ml y se a~nadieron50 ml de �aido sulf�urio onentrado. La muestra se dej�o en ontato on el �aidode 5 a 10 minutos, a temperatura ambiente. Posteriormente, se a~nadi�o, lentamen-te, agitando y enfriando bajo el grifo, 25 ml de una disolui�on 2 N de diromatopot�asio. A ontinuai�on se alent�o durante hora y media la mezla a una tem-peratura de 125oC. Despu�es de refrigerar la disolui�on, se enras�o en un matraz a250 ml on agua destilada agitando onvenientemente. Se tomaron 10 ml de estadisolui�on y se pasaron a un erlenmeyer; se a~nadieron 100 ml de agua destilada, 3gotas de �aido fosf�orio y 5 gotas de disolui�on de difenilamina. Posteriormente sevalor�o on sal de Mohr 0.2 N el exeso de diromato pot�asio que no reaion�o onla materia org�ania.Para determinar el ontenido de arbono hay que tener en uenta que 1 milie-quivalente de diromato pot�asio equivale a 3 miligramos de arbono. Los resul-tados obtenidos para las muestras de suelo se muestran en la Tabla 6.1 y para lasmuestras de fangos estudiadas, los resultados se presentan en la Tabla 6.2.
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Cap��tulo 7
Extrai�on y Determinai�on dePestiidas en Suelos y Fangos

Los pestiidas organolorados han sido ampliamente usados en la agriulturapara el ontrol de plagas a lo largo de todo el mundo. Debido a esto, y a su alt��simapersistenia, est�an presentes en mayor o menor onentrai�on en ualquier tipo desuelos, espeialmente en suelos agr��olas [136℄. A su vez, los pestiidas apliadosen tierra pueden ser transportados hasta los sistemas au�atios por la lluvia, losr��os y esorrent��as, llegando a los sedimentos y fangos, asoi�andose on part��ulasorg�anias e introdui�endose as�� en la adena tr�o�a [9, 137℄.Por ello y por su alta toxiidad, hay un inter�es reiente en la optimizai�on denuevas metodolog��as anal��tias que permitan la determinai�on de estos ompues-tos en distintas matries, tales omo los suelos y fangos, de una manera r�apida,eon�omia y segura para el medioambiente, omo puede ser la extrai�on mielarasistida por miroondas.



78 7.1. Optimizai�on y apliai�on de MAME en suelos7.1. Optimizai�on y apliai�on de MAME en suelos7.1.1. Optimizai�on de variables en la extrai�on MAMEEn el desarrollo de nuevos m�etodos anal��tios es importante estableer aquellosvalores de las variables experimentales que puedan inuir en la se~nal a medir. Eneste sentido, una parte importante de los estudios a desarrollar se han dirigido ala optimizai�on de estos fatores. Cuando se utiliza la metodolog��a de extrai�onasistida por miroondas, los fatores prinipales que deben tenerse en uenta a lahora de optimizar diho m�etodo son aquellos que pueden tener alguna inuenia,no s�olo sobre los analitos en estudio, sino tambi�en sobre la matriz en la que seenuentran y sobre el extratante utilizado en el proeso.La optimizai�on de la metodolog��a MAME en suelos, se ha realizado para unamezla de seis pestiidas organolorados on 4 tipos de surfatantes diferentes.Se estudiaron los siguientes fatores:Volumen de surfatanteConentrai�on de surfatantePotenia de irradiai�onTiempo de irradiai�onEn las estrategias tradiionales, para alanzar las ondiiones �optimas de tra-bajo, s�olo se ambia una variable ada vez, mientras permaneen onstantes elresto de los fatores. Esta aproximai�on requiere un gran n�umero de experieniasy no permite el an�alisis de los ambios en algunas de las respuestas que pueden



7. Extrai�on y Determinai�on de Pestiidas en Suelos y Fangos 79tener lugar uando dos o m�as fatores se modi�an simult�aneamente. El dise~noexperimental onstituye una alternativa a estas estrategias, permitiendo que sepuedan variar simult�aneamente los fatores, a la vez que se estudian sus efetos[138, 139℄.La primera fase onsisti�o en un dise~no fatorial 24 (siendo 4 el n�umero devariables a optimizar), el ual permite obtener la inuenia que tiene ada variableen la reuperai�on y las posibles interaiones existentes entre las variables.Con este dise~no se toma el valor m�aximo y m��nimo de ada variable: Potenia-100 y 800 W, Tiempo- 2 y 14 min, Volumen de Surfatante- 5 y 15 ml y Con-entrai�on de Surfatante- 1 y 5% (v/v). Combinando los valores dados de dihospar�ametros entre s��, se obtiene un total de 16 posibles ensayos.El dise~no se realiz�o de tal forma que las muestras se analizaron de manera alea-toria para evitar la inuenia de variables oultas. En todos los asos las muestrasse realizaron por dupliado.Con este dise~no lo que se obtiene es una tabla de orrelaiones, donde se obser-van las orrelaiones de ada variable on la reuperai�on (orrelai�on parial) ylas orrelaiones de las variables entre s�� (orrelai�on bivariada). Las orrelaionesse representan en valores que van desde -1 hasta 1. Siendo -1 y 1 las orrelaionesm�aximas, negativa y positiva respetivamente, y 0 la orrelai�on m��nima.El estudio se realiz�o para uatro surfatantes diferentes, POLE y mezlas dePOLE on otros surfatantes omo el etil, stearil y trideil, para omprobar laviabilidad de las mismas en la extrai�on.



80 7.1. Optimizai�on y apliai�on de MAME en suelosLa optimizai�on de los fatores antes se~nalados se llev�o a abo on una tierraagr��ola proedente de Valleseo (Gran Canaria) para el aso de la mezla etil ystearil, y una tierra de Ta�ra (Gran Canaria) para el aso de la mezla trideil yPOLE. Se utilizaron 2 g de tierra on un tama~no de grano inferior a 0.30 mm, ypara la optimizai�on de todas las variables se utiliz�o un dise~no experimental detipo fatorial en varias fases [140, 80℄.Para el aso de la mezla POLE-etil, las orrelaiones indiaron que la va-riable que m�as inuye en la reuperai�on para la mayor��a de los ompuestos esla onentrai�on de surfatante, que el volumen pr�atiamente no inuye en lareuperai�on y las variables m�as relaionadas entre s�� son la potenia y la onen-trai�on (ver Tabla 7.1). Para el resto de los surfatantes las orrelaiones obtenidasen todos los asos indiaron el mismo resultado.
4,4'-DDD Dieldrin 4,4'-DDT 2,4'-DDT 4,4'-DDE AldrinPotenia 0.245 0.331 0.239 0.050 0.366 0.322Tiempo -0.008 0.403 -0.006 -0.055 0.249 0.201Vol.Surf -0.091 -0.069 -0.246 -0.336 -0.090 -0.808Con.Surf 0.587 0.197 0.599 0.595 0.538 0.248Pt x Con -0.1832 -0.1474 -0.1838 -0.0371 -0.2504 -0.2429Tp x Con 0.0056 -0.0088 -0.0048 0.0408 -0.1638 0.0980Pt x Tp 0.0019 -0.0717 0.0016 0.0028 -0.1009 0.0842Tabla 7.1: Correlaiones entre variables



7. Extrai�on y Determinai�on de Pestiidas en Suelos y Fangos 81Efeto del Volumen de SurfatanteEl volumen de surfatante, a pesar de haber sido inluido en el dise~no experi-mental iniial, obteni�endose que esta variable no afetaba a la reuperai�on, hayque estudiarlo de manera independiente, ya que es un fator que inuye sobre latemperatura alanzada en el interior del vaso.En un estudio posterior al dise~no experimental se analizaron �omo diferentesvol�umenes de surfatante s�� pod��an afetar a la reuperai�on. Para este estudio setomaron: 5, 7, 8 y 10 ml de surfatante.Los resultados indiaron que vol�umenes inferiores a 7 ml no son su�ientes paraimpregnar de manera homog�enea la muestra (2 g de tierra) y que el interambiode analitos entre la matriz y el surfatante se produjese de una manera e�iente, yvol�umenes superiores a 10 ml provoan un indeseable aumento de la temperaturauando era sometida a la radiai�on miroondas.Por ello, al tratarse de un intervalo de estudio muy estreho (7-10 ml) se �j�o unvolumen intermedio para todo el proeso de optimizai�on: 8 ml.Efeto de la Conentrai�on de SurfatanteEn el dise~no experimental iniial se obtuvo que la variable que m�as inueniatiene en la reuperai�on es la onentrai�on de surfatante, y que a su vez, estavariable est�a relaionada on la potenia del miroondas (ver Tabla 7.1). Por tanto,para obtener el valor de onentrai�on �optima de surfatante ser�a neesario apliarun dise~no fatorial 32 on dupliado en el punto entral, donde 2 es el n�umero devariables, en este aso representa la onentrai�on y la potenia [54℄. Este dise~noexperimental permite obtener una super�ie de respuesta entre ambas variables,ombinando tres valores de la variable Potenia (100, 550 y 1000 W) on tres



82 7.1. Optimizai�on y apliai�on de MAME en suelosvalores de la variable Conentrai�on de Surfatante (1, 3 y 5%, v/v). Teniendo enuenta que se realiza un dupliado del punto entral, se trata de un dise~no de 10muestras. Con la super�ie de respuesta obtenida se puede alular el m�aximo dela variable para ada ompuesto estudiado.La Figura 7.1 muestra las super�ies de respuesta de los porentajes de reupe-rai�on obtenidos para onentraiones de surfatantes omprendidas entre 1 y 5%(v/v) y potenias entre 100 y 1000 vatios para todos los surfatantes estudiados.En las gr�a�as se ha representado en todos los asos el mismo analito (4,4'-DDT),y en todos se obtiene una tendenia similar.
Mezcla Cetil Mezcla Stearil

Mezcla Tridecil POLE

Figura 7.1: Super�ies de respuesta potenia-onentrai�on para los surfatan-tes estudiados



7. Extrai�on y Determinai�on de Pestiidas en Suelos y Fangos 83El resultado obtenido fue el mismo para todos los surfatantes, tanto paramezlas omo para el POLE, la onentrai�on �optima de surfatante es 5%(v/v)(ver Figura 7.1).No se utilizaron onentraiones mayores de surfatante (>5%, v/v), porquese omprob�o experimentalmente que por enima de este valor, la visosidad delextratante aumentaba y debido a esto, la e�ienia de extrai�on disminu��a.Potenia y Tiempo de irradiai�onA pesar de que en el dise~no experimental iniial no se observa una lara relai�onentre las variables potenia y tiempo, debido a la inuenia que produen ambosfatores en la temperatura (variable seundaria no onsiderada en el dise~no peroque s�� ha sido ontrolada a lo largo de todo el estudio), se onsider�o neesarioinluirlas a ambas en un dise~no fatorial 32 de tal forma que pudi�esemos optimizarambas variables onjuntamente.Este dise~no experimental permite obtener una super�ie de respuesta entreambas variables, ombinando tres valores de la variable Potenia (100, 550 y 1000para mezla etil y stearil y 500, 750 y 1000 W para mezla trideil y POLE)on tres valores de la variable Tiempo (2, 8 y 14 min). Teniendo en uenta que serealiza un dupliado del punto entral, se trata de un dise~no de 10 muestras. Conla super�ie de respuesta obtenida se puede alular el m�aximo de ambas variablespara ada ompuesto estudiado.La Figura 7.2 muestra los valores �optimos de potenia y tiempo para adasurfatante. En las gr�a�as se ha representado en todos los asos el mismo analito(4,4'-DDT), pero todos presentan una tendenia similar.



84 7.1. Optimizai�on y apliai�on de MAME en suelos
Mezcla Cetil

Mezcla Stearil

Mezcla Tridecil POLE

Figura 7.2: Super�ies de respuesta potenia-tiempo para los surfatantes es-tudiadosLos valores �optimos para ada surfatante son:Mezla POLE-Cetil : 750 W - 14 minutosMezla POLE-Stearil : 775 W - 8 minutosMezla POLE-Trideil : 1000 W - 8 minutosPOLE : 1000 W - 14 minutos



7. Extrai�on y Determinai�on de Pestiidas en Suelos y Fangos 857.1.2. Par�ametros anal��tios y validai�onAn�alisis Cromatogr�a�oEl an�alisis de las muestras extra��das se realiz�o usando un romat�ografo l��quidode alta resolui�on on detei�on ultravioleta-visible [130, 141℄.La separai�on y determinai�on de los ompuestos bajo estudio se llev�o a aboinyetando 30 �l de extrato en el romat�ografo l��quido y se midi�o la absorbaniade ada analito, orrespondiente a la m�axima absorbania (Tabla A.1, aparta-do A.2). El romatograma obtenido para la mezla de seis pestiidas, utilizandola mezla POLE-etil omo extratante, se muestra en la Figura 7.3.
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Figura 7.3: Cromatograma del extrato de suelo de Valleseo (mezla etil)Se puede observar que la fase m�ovil usada permite una buena separai�on delos analitos on ortos tiempo de an�alisis. Los romatogramas obtenidos para elresto de surfatantes fueron similares. En el romatograma se observa que la se-parai�on entre pios es su�iente para uanti�ar satisfatoriamente los diferentesanalitos. Adem�as, la se~nal del surfatante aparee en los primeros 5 minutos deromatograma, por lo que no inter�ere en los pios de inter�es.



86 7.1. Optimizai�on y apliai�on de MAME en suelosPar�ametros Anal��tiosPara determinar la preisi�on del m�etodo de extrai�on propuesto, se realiz�o unestudio estad��stio del mismo on seis muestras de suelo de Valleseo para el asode la mezla POLE-etil y POLE-stearil, y de Ta�ra para el aso de la mezlaPOLE-trideil y para el POLE. Las muestras se aondiionaron on la mezla deseis pestiidas organolorados, de manera que la onentrai�on �nal de ada unode ellos fuese la misma que la utilizada en el proeso de optimizai�on y se dejaronsear durante 24 horas.Estas muestras fueron sometidas al proeso ompleto de extrai�on asistida pormiroondas on los uatro surfatantes estudiados (las tres mezlas y el POLE) ya la posterior separai�on y determinai�on por HPLC on detei�on UV.Desviai�on Est�andar Relativa (%)Analito M. Cetil M. Stearil M. Trideil POLE4,4'-DDD 8.4 9.7 6.1 7.4Dieldr��n 7.1 9.7 4.1 5.54,4'-DDT 6.5 5.2 7.2 7.32,4'-DDT 5.2 7.5 8.8 8.44,4'-DDE 7.4 8.2 6.4 7.9Aldr��n 5.4 9.1 8.5 9.2Tabla 7.2: Valores de desviai�on est�andar relativa (%) obtenida para la mezlade seis pestiidas tras apliar MAMEA estas muestras se les alularon las desviaiones est�andares relativas paratodos los ompuestos on ada uno de los surfatantes (Tabla 7.2). Los l��mites dedetei�on se alularon omo tres vees la onentrai�on orrespondiente a la se~nal



7. Extrai�on y Determinai�on de Pestiidas en Suelos y Fangos 87del ruido para ada pestiida [142℄, y var��a entre 64 y 804 ng�g�1 para todos losompuestos estudiados (Tabla 7.3).L��mites de Detei�on (ng�g�1)Analito M. Cetil M. Stearil M. Trideil POLE4,4'-DDD 108 268 100 64Dieldr��n 792 732 692 2484,4'-DDT 164 172 204 1682,4'-DDT 84 284 216 804,4'-DDE 132 148 92 68Aldr��n 804 592 596 512Tabla 7.3: L��mites de detei�on obtenidos para la mezla de seis pestiidas trasapliar MAMEValidai�on del m�etodo on una muestra de suelo erti�adaAlgunos autores onsideran que las reuperaiones obtenidas on muestras en-riqueidas no son omparables a las obtenidas on muestras reales debido a losproesos e interaiones que tienen lugar en este tipo de muestras [143℄.Los analitos a~nadidos son ligeramente retenidos en la super�ie de la matriz,mientras que los ontaminantes nativos son m�as fuertemente retenidos en el in-terior de los poros de la matriz. Por ello, los resultados obtenidos en la e�ieniade la extrai�on en muestras aondiionadas pueden ser sobreestimados. Esta esla raz�on por la que es importante validar el proeso de extrai�on desarrolladoapli�andolo a un material erti�ado [144℄.



88 7.1. Optimizai�on y apliai�on de MAME en suelosCon este �n, se adquiri�o un material de referenia erti�ado onteniendo ua-tro de los pestiidas estudiados (CRM804-050). La muestra de suelo (de ar�aterarenoso) proede de una regi�on agr��ola al Oeste de los Estados Unidos. Las on-entraiones de ada uno de los pestiidas fue erti�ada mediante USEPA SW846(3rd edii�on), m�etodo de extrai�on 3540A/3541 (soxhlet), 3550 (soniai�on) ym�etodo de an�alisis 8041 [129℄.La Tabla 7.4 muestra los pestiidas presentes en la muestra, los valores deonentrai�on medios erti�ados, la desviai�on est�andar relativa de estas on-entraiones, los intervalos de on�anza para ada uno de los ompuestos y losintervalos de predii�on.Valor Refer. SDa Int.Con�anza Int.Predii�onCompuesto (�g�g�1) (�g�g�1) (�g�g�1) (�g�g�1)4,4'-DDD 1.531 0.476 1.294-1.767 0.499-2.562Dieldr��n 1.863 0.655 1.539-2.186 0.437-3.2884,4'-DDT 1.060 0.275 0.926-1.195 0.465-1.6554,4'-DDE 1.520 0.410 1.325-1.715 0.633-2.407a) SD: Desviai�on est�andarTabla 7.4: Datos del material erti�ado CRM804-050En la Figura 7.4 se muestra el romatograma obtenido a partir de un extratode este material erti�ado despu�es de apliar la extrai�on asistida por miroon-das a una muestra del mismo, utilizando POLE omo extratante.En la Tabla 7.5 se muestran las onentraiones obtenidas de los pestiidas alapliar MAME al material erti�ado on ada uno de los surfatantes estudiados
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Figura 7.4: Cromatograma del extrato obtenido del material erti�ado(las tres mezlas y el POLE) junto on el valor de desviai�on est�andar de adaresultado. Se utilizaron 2 gramos de muestra y se les apli�o las ondiiones opti-mizadas de potenia y tiempo para ada surfatante. Como se puede observar, lasonentraiones obtenidas est�an, para todos los surfatantes, dentro del intervalode on�anza esperado, salvo para la mezla trideil en la que las onentraionesobtenidas se enuentran dentro del intervalo de predii�on dado, indiando que elproedimiento de extrai�on propuesto es v�alido para este tipo de matriz.Conentrai�on Enontrada (�g�g�1)Comp. Mezla Cetil Mez. Stearil Mez. Trideil POLE4,4'-DDD 1.582�0.163 1.733�0.009 1.275�0.010 1.363�0.040Dieldr��n 1.862�0.092 2.242�0.084 1.792�0.040 1.546�0.1124,4'-DDT 0.917�0.067 1.079�0.015 0.794�0.019 0.840�0.0104,4'-DDE 1.099�0.118 1.502�0.022 1.114�0.040 1.323�0.059Tabla 7.5: Extrai�on de pestiidas usando MAME en el material erti�adoCRM804-050



90 7.1. Optimizai�on y apliai�on de MAME en suelos7.1.3. Apliai�on de MAME a diferentes muestras de suelosTras optimizar los fatores de los que depende el m�etodo de extrai�on pormiroondas y validar el m�etodo on una muestra erti�ada, diferentes muestrasde suelos fueron sometidas a las ondiiones �optimas para ada surfatante.Estos suelos proeden de diferentes zonas de la isla de Gran Canaria (ver ma-pa: Figura 6.1, apartado 6.2) y presentan arater��stias diferentes: tama~no degrano, porentaje de materia org�ania, ondutividad y pH [145, 146℄, desritaspreviamente en la Tabla 6.1 (apartado 6.8).Las muestras fueron previamente aondiionadas, tal y omo se explia en elapartado 6.2, on la mezla de seis pestiidas organolorados. La onentrai�ona~nadida para el aondiionamiento se esogi�o entre los niveles t��pios de pestiidasque pueden ourrir en suelos ontaminados (1.2 �g�g�1) [137, 147℄. El suelo fueaondiionado a temperatura ambiente durante 24 horas antes del an�alisis.En la Figura 7.5 se muestran los romatogramas de los extratos de muestrasde suelo de Ta�ra sin aondiionar y aondiionada on la mezla de pestiidas,despu�es de apliar el m�etodo desarrollado usando POLE omo extratante.En la Figura 7.5.a puede observarse la intensa se~nal que produen los om-ponentes polares de la tierra al prinipio del romatograma, que a pesar de suintensidad, no inter�ere on los pios de inter�es. En la Figura 7.5.b se ha suprimi-do la se~nal iniial para poder observar mejor los pios de los analitos de inter�es.
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Figura 7.5: Cromatogramas de los extratos sin aondiionar (A) y aondiio-nada (B) on pestiidas (� = 238nm)
En la Figura 7.6 se muestran las reuperaiones obtenidas utilizando la tierrade Sta Br��gida para los uatro surfatantes utilizados, las tres mezlas (POLE-etil,POLE-stearil y POLE-trideil) y el POLE. En diha �gura se puede observar que,en general, las reuperaiones son bastantes satisfatorias para todos los surfa-tantes. Esto demuestra que el m�etodo es apliable a la extrai�on de pestiidasorganolorados en suelos de diferentes arater��stias.
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Figura 7.6: Reuperaiones obtenidas on la tierra de Sta Br��gida para losuatro surfatantes, las tres mezlas y el POLEInuenia de las arater��stias de la matrizSi omparamos la extrai�on obtenida utilizando la mezla POLE-stearil o-mo extratante para los diferentes tipos de suelo (Figura 7.7), observamos que lasreuperaiones var��an en funi�on del tipo de suelo.Las tierras on alto ontenido en materia org�ania (San Roque) presentanbuenas reuperaiones (ver Figura 7.7) debido a que el surfatante puede tambi�enextraer sustanias h�umias, las uales pueden estar asoiadas qu��miamente a lospestiidas [148, 149℄. Estas reuperaiones pueden disminuir uando las tempera-turas son muy altas debido a la degradai�on de la materia org�ania; este fen�omenose observ�o en las ondiiones m�as extremas del dise~no experimental (1000 W{14min).
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Figura 7.7: Reuperaiones obtenidas on las distintas tierras usando la mezlastearil omo extratante
La granulometr��a del suelo es un fator muy importante en los proesos deabsori�on y adsori�on de los pestiidas en el suelo [150℄. El material arillosoes la frai�on, on diferenia, que m�as inuye en los proesos de absori�on delas uatro fraiones que omponen prinipalmente un suelo: arilla, limo, arenay grava (en este estudio las gravas se han retirado al tamizar la muestra). Laarilla produe la mayor absori�on al ser el material m�as �no, on mayor relai�onsuper�ie/volumen y on alta arga super�ial [151℄. Este heho tiene un efetorelevante en la reuperai�on, uanto mayor es la antidad de material arillosomenor es la reuperai�on. En la Figura 7.7 se observa que los suelos on los que seobtiene menor reuperai�on son Valleseo I y Valleseo II, siendo ambos los queontienen mayor porentaje de material arilloso tienen (ver Tabla 6.3).



94 7.1. Optimizai�on y apliai�on de MAME en suelosLa ondutividad de los suelos es un fator que afeta diretamente a la tempe-ratura que se obtiene en el interior de los vasos al apliar MAME. La temperaturaes una variable que, a pesar de no haber sido inluida en el dise~no experimental, seontrol�o en todo momento y se observ�o que la temperatura �optima de extrai�onvariaba de un surfatante a otro entre un rango de 130oC a 160oC. Pero el hehom�as notable relaionado on la temperatura se observ�o en las apliaiones. Lastierras on alta ondutividad (omo San Roque) alanzaban esta temperaturade extrai�on on potenias menores a las optimizadas; de heho, si se apliabala potenia �optima aumentaba exesivamente la temperatura y disminu��a la re-uperai�on. Se observ�o que la ondutividad y la temperatura eran variables queten��an una orrelai�on logar��tmia; para el aso del surfatante mezla stearil, porejemplo, est�a orrelai�on ven��a dada por la euai�on:y = 9:2032lnx + 93:7donde y es la temperatura y x la ondutividad, on un oe�iente de orrelai�onR2 = 0:980. Como onseuenia de este heho, para realizar las apliaiones onla tierra San Roque fue neesario disminuir, para ada surfatante, la poteniaun 30% on respeto a la optimizada (alulado a partir de las euaiones deorrelai�on).Inuenia del envejeimiento de las muestras de sueloCuando se realiza la extrai�on de ontaminantes de muestras de suelos, losporentajes de extrai�on disminuyen on el tiempo de envejeimiento [152, 153℄.Esto es debido a que a medida que aumenta el tiempo de ontato entre los analitosy las part��ulas del suelo las fuerzas que se estableen entre ambos son diferentes.En la primeras etapas los analitos son inorporados mediante adsori�on, es deir,



7. Extrai�on y Determinai�on de Pestiidas en Suelos y Fangos 95quedan retenidos en la super�ie externa de las part��ulas del suelo, prevaleiendolas fuerzas de van der Waals. Estas fuerzas, las m�as d�ebiles entre las interaionesmoleulares, aumentan su intensidad on el tama~no de la part��ula, por lo que estefator tiene ierta inuenia en la adsori�on de los analitos. A medida que trans-urre el tiempo, las mol�eulas de los ontaminantes se inorporan a la estruturainterna de las part��ulas del suelo. A este fen�omeno de le denomina absori�on. Avees se utiliza tambi�en el t�ermino \seuestrai�on" para referirse a este meanismo[154, 155℄.La inuenia del tiempo de envejeimiento en la extrai�on de los pestiidasorganolorados en suelos fue estudiada analizando muestras de los ino tipos desuelos en diferentes per��odos de tiempo, hasta nueve semanas despu�es de ser aon-diionadas. El aondiionamiento de las muestras se realiz�o de la misma formaque para las muestras fresas.En la Figura 7.8 se muestran las reuperaiones obtenidas para la tierra Valle-seo I on la mezla etil, a las 24 horas (muestra fresa), 2 semanas y 9 semanasdespu�es de su aondiionamiento.Los resultados obtenidos on el estudio de envejeimiento de las muestras in-dian que, tal y omo se esperaba, las reuperaiones disminuyen on el tiempopara todos los ompuestos, lo ual se puede expliar por proesos de absori�on.En alg�un aso se observ�o que la disminui�on en la reuperai�on pr�atiamentese estabilizaba a las 2 semanas, pudiendo deberse a que estos proesos ourriesenen diho per��odo. Adem�as, ninguno de los metabolitos del DDT inrement�o on el
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Figura 7.8: Reuperaiones obtenidas on Valleseo I a distintos tiempos deenvejeimientotiempo, lo que permite asegurar que no est�an ourriendo proesos de degradai�onen las 9 semanas que dur�o el estudio.Los resultados obtenidos al apliar MAME al resto de las tierras a diferentestiempos de envejeimiento, on los uatro surfatantes, fueron similares a los quese muestran en el Figura 7.8.Estos resultados indian que el m�etodo desarrollado permite determinar lapresenia de pestiidas en muestras reales y muestran la viabilidad del m�etodoomo alternativa a los m�etodos onvenionales.



7. Extrai�on y Determinai�on de Pestiidas en Suelos y Fangos 977.2. Optimizai�on de MAME-SPME en suelosSe omprob�o que el d�e�it obtenido en algunos asos en la reuperai�on no eradebido al proeso de extrai�on en s��, sino a la determinai�on. Los extratos desuelo ontienen gran antidad de sustanias org�anias que pueden interferir en lase~nal romatogr�a�a de los pios de inter�es, los omponentes polares o semipolarespresentes en la tierra produen una intensa se~nal que puede llegar a enmasararla de los ompuestos estudiados. Con ellos la l��nea base se vuelve irregular y esdif��il de�nir on exatitud la base de los pios, ompliando la determinai�on del�area de los mismos.Debido a esto onsideramos que podr��a ser adeuado introduir un paso delimpieza o lean-up antes de la determinai�on romatogr�a�a. Lo realizamos uti-lizando la miroextrai�on en fase s�olida (SPME). Con la SPME realizamos unalimpieza y preonentrai�on de la muestra en un solo paso [156℄.Para el estudio del aoplamiento MAME-SPME y su optimizai�on se utilizarondos de los surfatantes que mejor resultado dieron en la extrai�on MAME:Mezla StearilPoleEl proedimiento SPME implia proesos de difusi�on en los uales existe unapartii�on entre los analitos presentes en la muestra y la fase polim�eria estaiona-ria. La e�ienia de extrai�on de analitos por SPME puede variar ampliamentedependiendo de la naturaleza de la matriz, del tiempo de absori�on, desori�on,temperatura, adii�on de sal [97℄; pero a su vez estas variables dependen del tipode �bra usada [119℄.



98 7.2. Optimizai�on de MAME-SPME en suelos7.2.1. Optimizai�on de las variables en SPMEEstudio del tipo de �braEl primer punto a tener en uenta en la optimizai�on SPME es la selei�onde la �bra m�as apropiada para la extrai�on de los analitos. Para poder elegir lamejor �bra para la extrai�on de pestiidas organolorados on el proeso MAME-SPME, se estudiaron seis �bras omeriales diferentes: 50 �m Carbowax-TPR 100(CW-TPR), 75 �m Carboxen-Polydimethylsiloxane (CX-PDMS), 100 �m Poly-dimethylsiloxane (PDMS), 60 �m Polydimethylsiloxane-Divinilbenzene (PDMS-DVB), 65 �m PDMS-DVB y 85 �m Polyarylate (PA).Con el objeto de omparar las e�ienias de extrai�on de dihas �bras, seseleionaron ondiiones de trabajo intermedias. Estas ondiiones, en la mayorparte de los asos, son su�ientes para que se estableza el equilibrio entre ladisolui�on y la �bra [116℄.Las ondiiones seleionadas fueron: 60 min para el tiempo de absori�on atemperatura ambiente y 10 min omo tiempo de desori�on. La desori�on se rea-liz�o en 80 �l de metanol. El vial utilizado para la extrai�on MAME-SPME fueun vial de 4 ml que onten��a 2 ml del extrato MAME y 2 ml de agua bidestilada,esta dilui�on se realiz�o para disminuir el efeto de ompetenia por el analito entrela �bra y el surfatante.Los resultados obtenidos, omo �areas de pio obtenidas, para las seis �brasse muestran en la Tabla 7.6 para todos los ompuestos estudiados, utilizando elsurfatante mezla stearil. Para el POLE los resultados fueron equivalentes.



7. Extrai�on y Determinai�on de Pestiidas en Suelos y Fangos 994,4'-DDD Dieldrin 4,4'-DDT 2,4'-DDT 4,4'-DDE AldrinPDMS-DVB60 43477 25858 42543 30029 48633 26836PDMS-DVB65 38799 24185 37371 25237 44576 22179PDMS 4565 10424 7514 8657 15982 10813PA 9456 1376 5910 1572 6712 3846CX-PDMS 31409 12644 31039 19607 34895 15548CW-TPR 18260 8068 16566 8910 18776 13710Tabla 7.6: �Areas de pio obtenidas en el estudio del tipo de �braSe puede observar en diha tabla que la �bra on la que se obtiene mejo-res resultados para la extrai�on MAME-SPME de estos pestiidas es la 60 �mPolydimethylsiloxane-Divinilbenzene (PDMS-DVB), por lo que esta �bra ser�a lautilizada para la optimizai�on y an�alisis.Estudio del tiempo de absori�onPara optimizar el proeso de extrai�on SPME, uno de los aspetos m�as im-portantes es la determinai�on del tiempo que es neesario hasta que se establee elequilibrio entre la muestra y el revestimiento de la �bra. La Figura 7.9 muestra lavariai�on de las �areas obtenidas on diferentes tiempos de extrai�on (de 20 a 60min) para tres de los pestiidas organolorados estudiados (4,4'-DDT, 4,4'-DDDy 4,4'-DDE) utilizando mezla stearil (A) y POLE (B) omo surfatantes.Como se puede observar en las �guras, para el surfatante mezla stearil, laantidad extra��da de los tres ompuestos (presentadas omo �area de pio) aumentaonsiderablemente on el tiempo de extrai�on hasta los 50 minutos.
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7.2.2. Par�ametros anal��tios y validai�onAn�alisis Cromatogr�a�oEl an�alisis de las muestras extra��das en MAME-SPME se realiz�o, de la mismamanera que para MAME, usando un sistema HPLC-UV.La separai�on y determinai�on de los ompuestos bajo estudio se llev�o a aboinyetando 50 �l de extrato en el romat�ografo l��quido y se midi�o la absorbaniade ada analito a la longitud de onda optimizada para ada uno de ellos (Tabla A.1,apartado A.2).El romatograma obtenido para la mezla de seis pestiidas, utilizando POLEomo extratante y la �bra de 60 �m PDMS-DVB, se muestra en la Figura 7.13.



104 7.2. Optimizai�on de MAME-SPME en suelosSe puede observar que aunque la se~nal de los ompuestos no es tan intensaomparada on la que se obtiene uando se realiza la inyei�on del extrato MA-ME diretamente, la l��nea base en este aso s�� es bastante plana, y por tanto, sehan onseguido eliminar las interferenias produidas por el resto de sustaniaspresentes en el suelo.
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Figura 7.13: Cromatograma del extrato de suelo de Valleseo I tras apliarMAME-SPMEPar�ametros Anal��tiosPara determinar la preisi�on del m�etodo de extrai�on propuesto, se realiz�o elestudio de los par�ametros anal��tios del mismo on seis muestras de suelo deValleseo I.Las muestras se aondiionaron on la mezla de pestiidas organolorados,de manera que la onentrai�on �nal de ada uno de ellos fuese la misma que lautilizada en el proeso de optimizai�on (0.8 �g�g�1 para el 4,4'-DDD, 4,4'-DDT,2,4'-DDT y 4,4'-DDE y 1.6 �g�g�1 para el Aldr��n y Dieldr��n). Estas muestrasfueron sometidas al proeso ompleto MAME-SPME, on los dos surfatantesestudiados, y a la posterior separai�on y determinai�on por HPLC-UV.



7. Extrai�on y Determinai�on de Pestiidas en Suelos y Fangos 105A estas muestras se les alularon las desviaiones est�andar relativas para todoslos ompuestos on ada uno de los surfatantes, as�� omo los l��mites de detei�on(Tabla 7.7).Los l��mites de detei�on se alularon omo tres vees la onentrai�on orres-pondiente a la se~nal del ruido para ada pestiida [142℄, y var��an entre 36 y 164ng�g�1 para todos los ompuestos estudiados. Estos valores son muy inferiores alos obtenidos al inyetar diretamente el extrato MAME (hasta 800 ng�g�1, verTabla 7.3).Esta disminui�on en los l��mites de detei�on permitir�a la determinai�on de on-entraiones de pestiidas organolorados en suelos, menores que las que permitela extrai�on MAME apliada diretamente, on lo ual aumenta la apliabilidaddel m�etodo MAME-SPME.Mezla Stearil POLEAnalito RSD (%) LOD (ng�g�1) RSD (%) LOD (ng�g�1)4,4'-DDD 5.3 64 7.4 68Dieldr��n 9.5 124 5.5 964,4'-DDT 9.7 44 7.3 722,4'-DDT 9.6 100 8.4 844,4'-DDE 6.4 36 7.9 56Aldr��n 10.1 164 - -Tabla 7.7: Valores de desviai�on est�andar relativa (RSD) y l��mites de detei�onobtenidos (LOD) tras apliar MAME-SPME



106 7.2. Optimizai�on de MAME-SPME en suelosValidai�on del m�etodo on una muestra de suelo erti�adaTal y omo se hizo para la extrai�on MAME, el m�etodo fue validado on unamuestra erti�ada. La muestra utilizada fue la misma que en el aso anterior(CRM804-050), onteniendo uatro de los pestiidas estudiados.En la Tabla 7.8 se muestran los pestiidas presentes en la muestra erti�a-da, los valores de onentrai�on medios erti�ados y los intervalos de on�anzapara ada uno de los ompuestos (las desviaiones est�andar relativas se muestranen la Tabla 7.4), as�� omo las onentraiones obtenidas de los pestiidas al apli-ar MAME-SPME a diho material erti�ado on ada uno de los surfatantesestudiados, junto on la desviai�on est�andar de ada valor.Se utilizaron 2 gramos de muestra y se les apli�o las ondiiones optimizadasde potenia y tiempo para ada surfatante.Datos Certi�ados Con. Enontrada (�g�g�1)Valor Refer. Int.Con�anza MezlaCompuesto (�g�g�1) (�g�g�1) Stearil POLE4,4'-DDD 1.531 1.294-1.767 1.576�0.101 1.637�0.046Dieldr��n 1.863 1.539-2.186 2.195�0.114 1.741�0.0384,4'-DDT 1.060 0.926-1.195 0.972�0.095 1.082�0.0514,4'-DDE 1.520 1.325-1.715 1.410�0.171 1.774�0.044Tabla 7.8: Validai�on del m�etodo MAME-SPME usando un material erti�adoComo se puede observar, las onentraiones obtenidas est�an, para los dos surfa-tantes, dentro del intervalo de on�anza esperado, indiando que el proedimientode extrai�on y determinai�on propuesto es v�alido para este tipo de matriz.



7. Extrai�on y Determinai�on de Pestiidas en Suelos y Fangos 1077.2.3. Apliai�on de MAME-SPME a muestras de suelosTras optimizar los fatores de los que depende el m�etodo de extrai�on MAME-SPME y validar el m�etodo on una muestra erti�ada, diferentes muestras de sue-los fueron sometidas a las ondiiones �optimas para ada surfatante. Estos suelosproeden de diferentes zonas de la isla de Gran Canaria y presentan arater��stiasdiferentes: tama~no de grano, porentaje de materia org�ania, ondutividad y pH,desritas previamente en la Tabla 6.1 (apartado 6.8). Las muestras fueron previa-mente aondiionadas, tal y omo se explia en el apartado 6.2, on la mezla deseis pestiidas organolorados. El suelo proedente de San Roque utilizado en laextrai�on MAME no se inluy�o por interferenias de la matriz on la �bra.Las reuperaiones obtenidas para los suelos estudiados on los dos surfatan-tes utilizados (mezla stearil y POLE) se muestran en la Figura 7.14. En diha�gura se puede observar que, en general, las reuperaiones utilizando el m�etodoMAME-SPME, son buenas para los dos surfatantes.

Figura 7.14: Reuperaiones obtenidas en los distintos suelos utilizando mezlastearil (A) y POLE (B)



108 7.3. Optimizai�on de la extrai�on MAME en fangos7.3. Optimizai�on de la extrai�on MAME en fangosEl amplio uso en el pasado de los pestiidas organolorados y su alt��sima per-sistenia, onlleva a que ontin�uen presentes en la mayor parte de las regionesagr��olas. Este heho unido a la lixiviai�on de los suelos por lluvias y esorrent��as,transport�andolos a trav�es de r��os y barranos, hae que los pestiidas organolo-rados lleguen a sedimentos y fangos, pudi�endose enontrar en zonas muy alejadasa los lugares de apliai�on.7.3.1. Optimizai�on de las variablesSe realiz�o la extrai�on de los seis pestiidas organolorados de inter�es en fangosde esorrent��as, reogidos en diferentes desemboaduras de barranos alrededor dela isla de Gran Canaria (ver mapa: Figura 6.1, apartado 6.2). Se estudiaron losfangos de seis zonas diferentes de la isla: Maspalomas, Cier, La Aldea, Sardina,Taurito, Hoya Pozuelo, on arater��stias f��sio-qu��mias distintas (Tabla 6.2,apartado 6.8).El surfatante utilizado en este estudio fue el POLE, on el que se se obtuvie-ron los mejores resultados en suelos, tanto para MAME omo en el aoplamientoMAME-SPME.Los par�ametros a optimizar son la potenia y tiempo de irradiai�on miroon-das. La onentrai�on y volumen de surfatante se �jaron omo onstantes y setomaron los valores optimizados para los suelos (5%,v/v { 8 ml).La optimizai�on de los fatores antes se~nalados se llev�o a abo on fango deHoya Pozuelo (Gran Canaria). Se utilizaron 2 g de fango on un tama~no de grano



7. Extrai�on y Determinai�on de Pestiidas en Suelos y Fangos 109inferior a 0.30 mm. Para la optimizai�on de las variables se utiliz�o un dise~no expe-rimental de tipo fatorial 32, siendo 3 el n�umero de valores que toma ada variabley 2 el n�umero de variables [138℄. El dise~no experimental estudiado onsisti�o enun dise~no de 10 muestras, tomando para la variable potenia los valores 500, 750y 1000 W y para la variable tiempo los valores de 2, 8 y 14 min; on el que seobtuvo una super�ie de respuesta on la ual poder alular el valor �optimo deada variable.La Figura 7.15 muestra la super�ie de respuesta para la potenia y tiempoutilizando POLE para el analito 4,4'-DDT, aunque todos presentan una tendeniasimilar.
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Figura 7.15: Super�ie de respuesta potenia-tiempo para el 4,4'-DDTComo se puede observar, de diha �gura se dedue que los valores �optimos son:750 W y 8 minutos. Para el resto de los ompuestos los resultados fueron similares.



110 7.4. Optimizai�on de MAME-SPME en fangos7.4. Optimizai�on de MAME-SPME en fangosLa optimizai�on de los par�ametros que afetan al proeso de extrai�on MAME-SPME en fangos, se realiz�o de manera similar al apliado para suelos. Los par�ame-tros a optimizar son: tiempo de absori�on y tiempo de desori�on. Las variablestemperatura y adii�on de sal no fueron estudiadas, as�� omo el tipo de �bra, yaque al utilizar el mismo surfatante para los mismos ompuestos se pueden �jarlas ondiiones optimizadas anteriormente (�bra SPME 60 �m PDMS-DVB, tem-peratura ambiente y sin adii�on de sal).Para intentar mejorar el proeso, se inluyeron adem�as una serie de par�ametrosnuevos, omo la omposii�on y el volumen del vial de SPME; se optimiz�o la dilui�ondel extrato MAME y el volumen �nal del mismo. Adem�as se estudi�o el efeto queprodue la vibrai�on en la desori�on y el volumen de desori�on que produzan unamejor preonentrai�on on resultados reproduibles.7.4.1. Optimizai�on de las variables en SPMEEstudio de la omposii�on del vialEn la extrai�on MAME-SPME en suelos se utiliz�o un vial de SPME de 4 mlon 2 ml de extrato MAME y 2 ml de agua bidestilada (50% extrato MAME).Pero se pueden utilizar viales de vol�umenes mayores que permitan una mayorpreonentrai�on de los analitos en la �bra, y por tanto, obtener �areas de piomayores y por tanto, menores l��mites de detei�on. Para estudiar este efeto seutilizaron viales de SPME de 15 ml.



7. Extrai�on y Determinai�on de Pestiidas en Suelos y Fangos 111Una alta onentrai�on de surfatante puede afetar negativamente a la ex-trai�on SPME por la ompetenia que se establee on la �bra, as�� que se om-prob�o �omo afetaban los distintos porentajes de dilui�on del extrato MAMEen el proeso de miroextrai�on. Se estudiaron los siguientes porentajes en vo-lumen de extrato MAME (el resto, hasta 100% se diluy�o on agua bidestiladaen 15 ml): 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 75%, 100% (v/v) (extrato MAME puro).Las ondiiones de SPME seleionadas iniialmente para este estudio fueron:40 min de absori�on y 6 min de tiempo de desori�on, volumen de desori�on de80 �l de metanol de los uales se inyetaron en el sistema romatogr�a�o 50 �l.
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Figura 7.16: Inuenia de los porentajes de extrato MAME estudiados (v/v)Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 7.16. A partir de un poren-taje del 40% de extrato MAME el �area de pio pr�atiamente no var��a, indiandoque a pesar de que la antidad de analitos presentes sea mayor (mayor antidadde extrato MAME), la ompetenia entre la �bra y el surfatante hae que el�area de pio no aumente.



112 7.4. Optimizai�on de MAME-SPME en fangosPor tanto tomamos este valor omo el �optimo: 40% (v/v) extrato MAMEy �jamos el volumen de diho extrato en 5 ml. Este valor ha sido seleionadoexperimentalmente, ya que el volumen a~nadido de surfatante es 8 ml y tras laabsori�on produida por la matriz, el surfatante extra��do no suele superar los6 ml. Por tanto para realizar la optimizai�on del proeso MAME-SPME en fangostomaremos 5 ml de extrato MAME y 7.5 ml de agua bidestilada, orrespondienteal porentaje seleionado (40%, v/v).Optimizai�on del tiempo de absori�on y desori�onAl ambiar la omposii�on y el volumen del vial de SPME utilizado, a pesar deque se analizan los mismos ompuestos que en suelos (6 pestiidas organolorados),utilizando igualmente POLE omo extratante, los valores �optimos de tiempo deabsori�on y tiempo de desori�on pueden ambiar.En la Figura 7.17 se representan los resultados obtenidos en la optimizai�onde dihas variables (tiempo de absori�on y tiempo de desori�on).
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A) B)Figura 7.17: Optimizai�on del tiempo de absori�on (A) y desori�on (B)Como se puede observar en diha �gura, y tal y omo abr��a esperar, el tiempode absori�on �optimo es de 60 min, algo superior al optimizado para suelos (40 min),



7. Extrai�on y Determinai�on de Pestiidas en Suelos y Fangos 113debido al aumento en el volumen del vial, que provoa que el equilibrio tardem�as tiempo en produirse. El tiempo de desori�on pr�atiamente no afeta a las�areas de pio obtenidas, indiando que la transferenia de analitos de la �bra almetanol es pr�atiamente inmediata hasta llegar a la ondii�on de equilibrio. Paraasegurarnos una buena reproduibilidad se eligi�o 8 min omo tiempo �optimo dedesori�on.Estudio de la agitai�on en la desori�on y volumen de desori�onOtros par�ametros que pueden afetar en el proeso SPME son la agitai�on enla desori�on y el volumen en el que se realiza la desori�on. Al agitar el vial dedesori�on inrementa la transferenia de masa entre la �bra y el metanol por on-vei�on, provoando que el equilibrio pueda llegar a ser m�as e�iente al aumentarla difusi�on de los analitos desde la �bra haia la disolui�on de metanol.Para estudiar el efeto de la agitai�on en la desori�on, la �bra met�alia deSPME se apli�o sobre un agitador magn�etio a diferentes veloidades (700, 1100y 1800 rpm). Se enontr�o que agitaiones intermedias (1100 rpm en el agitadormagn�etio) produen las mayores �areas de pio para los pestiidas organoloradosestudiados.La Figura 7.18.A muestra los resultados obtenidos para los seis pestiidas.Elegimos 1100 rpm en el agitador magn�etio omo valor �optimo para llevar a abola desori�on.Con estas nuevas ondiiones se estudi�o el volumen de desori�on. A lo largo detoda la optimizai�on se utiliz�o un volumen de 80 �l para la desori�on de los anali-tos. Sin embargo, vol�umenes inferiores onduir��an a una mayor preonentrai�on,y por tanto, un inremento en el �area de pio. Se estudiaron uatro vol�umenes
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Figura 7.18: Optimizai�on de la agitai�on en la desori�on (A) y el volumen dedesori�on (B)difererentes (ver Figura 7.18.B), donde se puede observar, omo era de esperar,que el �area de pio aumenta a medida que disminuye el volumen de desori�on paratodos los analitos estudiados. De auerdo on los resultados, se eligi�o un volumende desori�on de 55 �l de metanol, de los uales se inyetaron en el romat�ografo50 �l.7.4.2. Par�ametros anal��tios y validai�onAn�alisis Cromatogr�a�oEl an�alisis de las muestras extra��das se realiz�o usando un romat�ografo l��quidode alta resolui�on on detei�on ultravioleta-visible [130℄.El romatograma obtenido para la mezla de los seis pestiidas utilizandoPOLE omo extratante aoplado a una �bra de SPME 60 �m PDMS-DVB, semuestra en la Figura 7.19. En �este se observa que la separai�on entre pios essu�iente para uanti�ar satisfatoriamente los diferentes analitos. Con el m�etodode extrai�on MAME-SPME optimizado se obtienen pios m�as de�nidos e intensosque si se inyetase diretamente el extrato MAME. Adem�as, se elimina la se~nalproduida por el surfatante, obteniendo una mejor l��nea base.



7. Extrai�on y Determinai�on de Pestiidas en Suelos y Fangos 115

Figura 7.19: Cromatograma del extrato de fango de Hoya Pozuelo utilizandoMAME-SPMEPar�ametros Anal��tiosPara determinar la preisi�on del m�etodo de extrai�on y determinai�on pro-puesto, se realiz�o el estudio de los par�ametros anal��tios del mismo on seis mues-tras de fango de Hoya Pozuelo. Las muestras se aondiionaron on la mezla depestiidas organolorados, de manera que la onentrai�on �nal de ada uno deellos fuese la misma que la utilizada en el proeso de optimizai�on (0.8 �g�g�1para el 4,4'-DDD, 4,4'-DDT, 2,4'-DDT y 4,4'-DDE y 1.6 �g�g�1 para el Aldr��n yDieldr��n).Estas muestras fueron sometidas al proeso ompleto MAME-SPME y a laposterior separai�on y determinai�on por HPLC-UV. A estas muestras se les al-ularon las reuperaiones obtenidas, las desviaiones est�andar relativas y los l��mi-tes de detei�on para todos los ompuestos (Tabla 7.9). Los l��mites de detei�onse alularon omo tres vees la onentrai�on orrespondiente a la se~nal del ruido



116 7.4. Optimizai�on de MAME-SPME en fangospara ada pestiida [142℄, y var��an entre 28 ng�g�1 y 136 ng�g�1 para todos losompuestos estudiados, siendo las desviaiones inferiores al 5% exepto para elAldr��n y Dieldr��n.Analito Reuperai�on (%) RSD (%)a LOD (ng�g�1)b4,4'-DDD 104.5 2.4 44Dieldr��n 91.1 8.4 1044,4'-DDT 108.3 3.8 402,4'-DDT 98.1 2.7 844,4'-DDE 105.7 4.3 28Aldr��n 98.9 10.1 136a): Desviai�on est�andar relativab): L��mite de Detei�onTabla 7.9: Valores de reuperai�on), desviai�on est�andar relativa y l��mites dedetei�on obtenidos tras apliar MAME-SPMEValidai�on del m�etodo on una muestra erti�adaTal y omo se hizo para la extrai�on MAME-SPME en suelos, el m�etodo fuevalidado on una muestra erti�ada. La muestra utilizada fue la misma que en elaso anterior, CRM804-050 (por su ar�ater arenoso), onteniendo uatro de lospestiidas estudiados.En la Tabla 7.10 se muestran los pestiidas presentes en la muestra erti�ada,los valores de onentrai�on medios erti�ados, las desviaiones est�andar relati-vas, los intervalos de on�anza para ada uno de los ompuestos, as�� omo lasonentraiones obtenidas de los pestiidas al apliar MAME-SPME al material



7. Extrai�on y Determinai�on de Pestiidas en Suelos y Fangos 117erti�ado, junto on el valor de desviai�on est�andar de ada valor. Se utilizaron2 gramos de muestra y se les apli�o las ondiiones optimizadas de potenia ytiempo as�� omo las ondiiones �optimas para la extrai�on MAME-SPME. Co-mo se puede observar, las onentraiones obtenidas est�an dentro del intervalo deon�anza esperado, indiando que el proedimiento de extrai�on y determinai�onpropuesto es v�alido para este tipo de matriz.Valor Refer. SDa Int.Con�anza Con. EnontradaCompuesto (�g�g�1) (�g�g�1) (�g�g�1) (�g�g�1)4,4'-DDD 1.531 0.476 1.294-1.767 1.333�0.052Dieldr��n 1.863 0.655 1.539-2.186 2.112�0.1194,4'-DDT 1.060 0.275 0.926-1.195 0.933�0.0284,4'-DDE 1.520 0.410 1.325-1.715 1.396�0.167a): Desviai�on est�andarTabla 7.10: Extrai�on de pestiidas usando MAME-SPME del material erti-�ado CRM804-0507.4.3. Apliai�on de MAME-SPME a muestras de fangosApliai�on de MAME-SPME a muestras fresasTras optimizar los fatores de los que depende el m�etodo de extrai�on MAME-SPME y validar el m�etodo on una muestra erti�ada, diferentes muestras defangos fueron sometidas a las ondiiones �optimas. Estos fangos proeden de lasesorrent��as de diferentes desemboaduras de barranos de la isla de Gran Cana-ria y presentan arater��stias diferentes: tama~no de grano, porentaje de materia



118 7.4. Optimizai�on de MAME-SPME en fangosorg�ania, ondutividad y pH, desritas previamente en la Tabla 6.2 en el aparta-do 6.8. Las muestras fueron previamente aondiionadas, tal y omo se explia enel apartado 6.2, on la mezla de seis pestiidas organolorados.Las reuperaiones obtenidas para los fangos estudiados se muestran en laFigura 7.20. En diha �gura se puede observar que las reuperaiones obtenidasutilizando el m�etodo MAME-SPME son muy satisfatorias. Por lo que este m�etodopuede ser utilizado para la determinai�on de pestiidas organolorados en muestrasde fangos.
0

20

40

60

80

100

120

R
ec

up
er

ac
ió

n
(%

)

4,
4-

D
D

D

D
ie

ld
rin

4,
4-

D
D

T

2,
4-

D
D

T

4,
4-

D
D

E

A
ld

rin

Cicer

Taurito

Hoya Pozuelo

La Aldea

Maspalomas

Sardina

Figura 7.20:Reuperaiones obtenidas on MAME-SPME para distintos fangosApliai�on de MAME-SPME a muestras envejeidasA medida que aumenta el tiempo en que los analitos est�an en ontato on lamuestra, se inrementan tanto los proesos de adsori�on, omo los de absori�on oseuestrai�on, di�ultando su extrai�on y por tanto su determinai�on.



7. Extrai�on y Determinai�on de Pestiidas en Suelos y Fangos 119Para estudiar la inuenia del envejeimiento de las muestras en la extrai�on,se apli�o el m�etodo MAME-SPME optimizado a distintos per��odos de tiempo,hasta 1 mes despu�es de ser aondiionadas.En la Figura 7.21 se muestran las reuperaiones obtenidas para el fango deHoya Pozuelo a las 24 horas (muestra fresa), 1 semana, 2 semanas y 1 mes des-pu�es de su aondiionamiento.
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Figura 7.21: Reuperai�on obtenida para distinos tiempos de envejeimientoLos resultados obtenidos on el estudio de envejeimiento de las muestras indi-an que, tal y omo se esperaba, las reuperaiones disminuyen on el tiempo paratodos los ompuestos, lo ual se puede expliar por proesos de absori�on. En lamayor parte de los asos estos proesos pr�atiamente se estabilizan a la semana.Adem�as, ninguno de los metabolitos del DDT inrement�o on el tiempo, lo quepermite asegurar que no est�an ourriendo proesos de degradai�on en el mes quedur�o el estudio.



120 7.4. Optimizai�on de MAME-SPME en fangosEstos resultados indian que el m�etodo desarrollado permite determinar lapresenia de pestiidas en muestras reales y muestran la viabilidad del m�etodoomo alternativa a los m�etodos onvenionales.



Cap��tulo 8
Extrai�on y Determinai�on enMuestras Biol�ogias

Los pestiidas utilizados para el ontrol de plagas tienen omo destino �ultimolos sistemas au�atios, debido al transporte atmosf�erio y a la lixiviai�on de lossuelos por lluvias, que son arrastrados �nalmente hasta el mar a trav�es de los r��os ybarranos [158, 159℄. Este heho, unido a la alt��sima persistenia de los pestiidasorganolorados y a su hidrofobiidad, failita la absori�on de los mismos en lamateria org�ania. Una vez en el mar los pestiidas tender�an a depositarse en elsistema bent�onio, o a asoiarse a la materia org�ania en suspensi�on. En el primeraso entrar�an en la adena alimentaria por su inorporai�on al sustrato, pudiendoser asimilados por vegetales (inluidas las algas [160℄) o animales. En el segundoaso, lo m�as probable es que sean asimilados por organismos �ltradores (omo losmolusos [161℄). Por ello y por su alta toxiidad, hay un inter�es reiente en laoptimizai�on de nuevas metodolog��as anal��tias que permitan la determinai�on deestos ompuestos en distintas matries, omo algas y molusos, de una manerar�apida, eon�omia y menos ontaminante, omo puede ser la extrai�on MAME.



122 8.1. Optimizai�on y apliai�on de MAME en algas8.1. Optimizai�on y apliai�on de MAME en algas8.1.1. Optimizai�on de variables en la extrai�on MAMEDe la misma forma que para suelos y fangos, se optimizaron las variables parala extrai�on mielar asistida por miroondas utilizando dise~nos fatoriales, losuales permiten variar simult�aneamente los fatores a la vez que se estudian susefetos [138℄. Las variables estudiadas fueron: onentrai�on de surfatante, po-tenia y tiempo de miroondas.El volumen de surfatante se �j�o en 10 ml. No se tom�o el valor utilizado parasuelos y fangos (8 ml) debido a la alta absori�on de la disolui�on de surfatanteproduida por las matries biol�ogias. Al ser matries llevadas a sequedad, tantolas algas omo los molusos, al ponerlas en ontato on disoluiones auosas sehidratan, disminuyendo por tanto el volumen que puede ser reuperado en el ex-trato.El estudio de los fatores antes se~nalados se llev�o a abo on el alga Ulva rigi-da. Se utilizaron 0.5 g de alga sea y troeada on un tama~no (�area) de muestrade aproximadamente 25 mm2. Para la optimizai�on de todas las variables se uti-liz�o un dise~no experimental de tipo fatorial en varias fases [80℄. La primera faseonsisti�o en un dise~no fatorial 23 (siendo 3 el n�umero de variables a optimizar),el ual permite obtener la inuenia que tiene ada variable en la reuperai�on ylas posibles interaiones existentes entre ellas.Con este dise~no se toma el valor m�aximo y m��nimo de ada variable: Potenia-100 y 800 W, Tiempo- 2 y 14 min y Conentrai�on de Surfatante- 1 y 5% (v/v).



8. Extrai�on y Determinai�on en Muestras Biol�ogias 123Combinando los valores dados de dihos par�ametros entre s��, se obtiene un totalde 8 posibles ensayos (Tabla 8.1).El dise~no se realiz�o de tal forma que las muestras se analizaron de manera alea-toria para evitar la inuenia de variables oultas. En todos los asos las muestrasse estudiaron por dupliado.Con este dise~no lo que se obtiene es una tabla de orrelaiones, que var��anentre -1 y 1, siendo ambas las orrelaiones m�aximas negativa y positiva respeti-vamente, y 0 la orrelai�on m��nima. En esta tabla se observan las orrelaiones deada variable on la reuperai�on (orrelai�on parial) y las orrelaiones de lasvariables entre s�� (orrelai�on bivariada).4,4'-DDD Dieldrin 4,4'-DDT 2,4'-DDT 4,4'-DDE AldrinPotenia 0.172 -0.275 -0.502 -0.353 0.034 0.349Tiempo 0.258 0.065 -0.261 -0.216 0.299 0.393Con.Surf 0.709 0.739 0.368 0.003 0.849 0.144Pt x Con -0.175 0.314 0.230 0.001 -0.055 -0.054Tp x Con -0.268 -0.071 0.107 0.001 -0.503 -0.062Pt x Tp -0.047 0.019 -0.157 -0.083 -0.011 -0.159Tabla 8.1: Correlaiones entre variablesLos resultados indiaron que la variable que m�as inuye en la reuperai�on parala mayor��a de los ompuestos, es la onentrai�on de surfatante, y las variablesm�as relaionadas entre s�� son la potenia y la onentrai�on en la mayor parte delos asos (ver Tabla 8.1).



124 8.1. Optimizai�on y apliai�on de MAME en algasConentrai�on de SurfatanteLa e�ienia del proeso MAME para extraer los analitos presentes en lasmuestras de algas depender�a, entre otros fatores, de la onentrai�on de surfa-tante presente.En el dise~no experimental iniial se obtuvo que la variable que m�as inueniatiene en la reuperai�on es la onentrai�on de surfatante, y que a su vez, estavariable est�a relaionada on la potenia del miroondas (ver Tabla 8.1). Por tan-to, para obtener el valor de onentrai�on �optima de surfatante ser�a onvenienteapliar un dise~no fatorial 32 on dupliado en el punto entral [54℄, donde 2 es eln�umero de variables; en este aso representa la onentrai�on y la potenia.Este dise~no experimental permite obtener una super�ie de respuesta entreambas variables, ombinando tres valores de la variable Potenia (100, 450 y 800W) on tres valores de la Conentrai�on de Surfatante (1, 3 y 5%, v/v). Teniendoen uenta que se realiza un dupliado del punto entral, se trata de un dise~no de10 muestras. Con la super�ie de respuesta obtenida se puede alular el m�aximode la variable para ada ompuesto estudiado.La Figura 8.1 muestra los porentajes de reuperai�on obtenidos para on-entraiones de surfatantes omprendidas entre 1 y 5% (v/v) y potenias entre100 y 800 W. En la gr�a�a se ha representado el analito 4,4'-DDT, pero todospresentan una tendenia similar. De ella se dedue que la onentrai�on �optimade surfatante es 5%(v/v).
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Figura 8.1: Super�ie de respuesta potenia-onentrai�on para el 4,4'-DDTNo se utilizaron onentraiones mayores de surfatante (>5%, v/v), porquese omprob�o experimentalmente que por enima de este valor, la visosidad delextratante aumenta y debido a esto, la e�ienia de extrai�on disminuye.Potenia y Tiempo de irradiai�onA pesar de que en el dise~no experimental iniial no se observa una alta relai�onentre las variables potenia y tiempo, debido a la inuenia que produen ambosfatores en la temperatura (variable seundaria), se onsider�o adeuado inluirlasa ambas en un dise~no fatorial 32 de tal forma que pudi�esemos optimizar ambasvariables onjuntamente.Este dise~no experimental permite obtener una super�ie de respuesta entreambas variables, ombinando tres valores de la variable Potenia (100, 300 y 500W) on tres valores de la variable Tiempo (2, 8 y 14 min).
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Figura 8.2: Super�ie de respuesta potenia-tiempo para el 4,4'-DDTSe tomaron potenias inferiores a las utilizadas on otras matries porque seobserv�o experimentalmente que a potenias mayores se produ��a la degradai�on delalga, ompliando las extraiones, y potenias inferiores a 500 W eran su�ientespara realizar una extrai�on e�iente.Teniendo en uenta que se realiza un dupliado del punto entral, se tratade un dise~no de 10 muestras. Con la super�ie de respuesta obtenida se puedealular el m�aximo de ambas variables para ada ompuesto estudiado.La Figura 8.2 muestra los valores �optimos de potenia y tiempo para el 4,4'-DDT, pero todos los analitos presentan una tendenia similar.La potenia y tiempo �optimos obtenidos para la extrai�on MAME en muestrasde algas fue de 300 W y 14 minutos respetivamente.



8. Extrai�on y Determinai�on en Muestras Biol�ogias 1278.2. Optimizai�on de MAME-SPME en algasCon objeto de mejorar la determinai�on de los analitos y onseguir una mayorlimpieza del extrato MAME, se aopl�o un segundo paso en el proeso, median-te la miroextrai�on en fase s�olida. Para llevar a abo la extrai�on MAME-SPME de los pestiidas organolorados estudiados en algas, se utiliz�o el mismopar surfatante{�bra optimizado para fangos en un estudio previo: POLE { �braPDMS-DVB 60 �m.Muhos de los par�ametros de inter�es ya fueros optimizados previamente endiho estudio (apartado 7.4). La mejor e�ienia de extrai�on se obtuvo usando un40% (v/v) de extrato MAME on 60% (v/v) de agua bidestilada. Conretamentese a~nadi�o en un vial de SPME de 15 ml, 5 ml de extrato MAME y 7.5 ml deagua.Respeto a la temperatura y la adii�on de sal, se observ�o que un inrementode estos par�ametros provoan una disminui�on en la reuperai�on de los analitosde inter�es (ver Figuras 7.11 y 7.12, apartado 7.2.1) [162℄, por lo que se realizaronlas extraiones a temperatura ambiente y sin adii�on de sal.Asimismo, se mantuvieron onstantes los par�ametros optimizados para el pro-eso de desori�on: agitai�on en la desori�on, volumen de desori�on (ver Figura 7.18,apartado 7.4.1) y volumen inyetado en el sistema HPLC. El tiempo de desor-i�on s�� ser�a optimizado nuevamente para estudiar de que manera le afetan estospar�ametros.Los valores �jados para el proeso de desori�on fueron:Agitai�on en la desori�on: Agitai�on media (1100 rpm, inuenia indireta)



128 8.2. Optimizai�on de MAME-SPME en algasVolumen de Desori�on: 55 �lVolumen inyetado en HPLC: 50 �lLa optimizai�on del resto de par�ametros que afetan al proeso de extrai�onMAME-SPME en algas, se realiz�o de manera similar al apliado en otras matri-es. Los par�ametros a optimizar son el tiempo de absori�on y tiempo de desori�on,manteniendo el resto de variables �jas en su valor �optimo.8.2.1. Optimizai�on del tiempo de absori�on y desori�onUna vez optimizadas todas las ondiiones que pueden afetar al proeso deabsori�on y desori�on en SPME (temperatura, sal, agitai�on, volumen de desor-i�on, et.), se hae neesario repetir el estudio del tiempo al ual se produe elequilibrio entre la disolui�on a extraer y la �bra (absori�on), y el tiempo de equi-librio entre la �bra y el desorbente (desori�on), ya que estos equilibrios variar�anal ambiar dihos par�ametros.En la Figura 8.3 se representan los resultados obtenidos en la optimizai�on deltiempo de absori�on (A) y tiempo de desori�on (B) para tres de los pestiidasestudiados, a modo de ejemplo.Como se puede observar la antidad extra��da de los tres ompuestos (repre-sentada omo �area de pio) inrementa hasta los 60 minutos; la extrai�on noaumenta signi�ativamente para tiempos mayores. El valor �optimo de absori�on,tal y omo abr��a esperar, orresponde al obtenido para fangos, ya que los par�ame-tros inluidos por �ultimo en el estudio no afetan al proeso de absori�on, sino alde desori�on.
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A) B)Figura 8.3: Optimizai�on del tiempo de absori�on (A) y desori�on (B)El tiempo de desori�on se estudi�o entre 6 y 12 minutos, en relai�on al rangode valores obtenidos anteriormente. En la Figura 8.3.B se observa que el tiempo�optimo de desori�on es de 10 minutos, algo superior al obtenidos para fangos (8min).Finalmente, teniendo en uenta estos resultados, los par�ametros �optimos deextrai�on para los ompuestos estudiados en POLE fueron: 60 min de tiempo deabsori�on a temperatura ambiente y 10 min de desori�on on agitai�on.8.2.2. Par�ametros anal��tiosPara determinar la preisi�on del m�etodo de extrai�on MAME-SPME en algas,se realiz�o el estudio de los par�ametros anal��tios del mismo on seis muestras dealga Ulva rigida.Las muestras se aondiionaron on la mezla de pestiidas organolorados,de manera que la onentrai�on �nal de ada uno de ellos fuese la misma que lautilizada en el proeso de optimizai�on (4 �g�g�1 para el 4,4'-DDD, 4,4'-DDT,2,4'-DDT y 4,4'-DDE y 8 �g�g�1 para el Aldr��n y Dieldr��n).



130 8.2. Optimizai�on de MAME-SPME en algasEstas muestras fueron sometidas al proeso ompleto MAME-SPME y a laposterior separai�on y determinai�on por HPLC-UV.A estas muestras se les alularon las reuperaiones obtenidas, las desviaionesest�andar relativas y los l��mites de detei�on para todos los ompuestos (Tabla 8.2).Los l��mites de detei�on se alularon omo tres vees la onentrai�on orrespon-diente a la se~nal del ruido para ada pestiida [142℄, y var��an entre 138 ng�g�1 y 348ng�g�1 para todos los ompuestos estudiados, estando las desviaiones est�andarpor debajo del 10% en todos los asos.Los porentajes de reuperai�on fueron siempre superiores al 87%, lo que indiala viabilidad de este m�etodo para la determinai�on de los pestiidas organolora-dos en este tipo de muestras.Analito Reuperai�on (%) RSD (%)a LOD (ng�g�1)b4,4'-DDD 89.6 8.4 148Dieldr��n 101.1 9.6 3224,4'-DDT 91.5 6.9 1642,4'-DDT 93.8 7.9 1744,4'-DDE 90.2 8.9 138Aldr��n 87.4 10.3 348a): Desviai�on est�andar relativab): L��mite de Detei�onTabla 8.2: Valores de reuperai�on, desviai�on est�andar relativa y l��mites dedetei�on obtenidos tras apliar MAME-SPME



8. Extrai�on y Determinai�on en Muestras Biol�ogias 1318.2.3. Apliai�on de MAME-SPME a muestras de algasTras optimizar los fatores de los que depende el m�etodo de extrai�on MAME-SPME, diferentes tipos de algas fueron sometidas a las ondiiones optimizadaspara determinar la mezla de pestiidas estudiados en las mismas.Las algas estudiadas fueron: Ulva rigida, Valonia utriularis, Coralina elongata,Solieria �liformis y Grailaria ornea.�Estas proeden de ultivos de algas de la isla de Gran Canaria. Las muestrasfueron previamente aondiionadas, tal y omo se explia en el apartado 6.2.Las reuperaiones obtenidas para las algas estudiadas se muestran en la Fi-gura 8.4. En la misma se puede observar que las reuperaiones que se obtuvieronutilizando el m�etodo MAME-SPME no var��an signi�ativamente dependiendo deltipo de alga. En todos los asos las reuperaiones obtenidas son superiores al80%, lo que demuestra la apliabilidad del m�etodo desarrollado.

0

20

40

60

80

100

120

R
ec

up
er

ac
ió

n
(%

)

4,
4-

D
D

D

D
ie

ld
rin

4,
4-

D
D

T

2,
4-

D
D

T

4,
4-

D
D

E

Al
dr

in

Ulva

Valonia

Coralina

Solieira

Gracilaria

Figura 8.4: Reuperaiones obtenidas on MAME-SPME para distintas algas



132 8.3. Optimizai�on de MAME-SPE en algas8.3. Optimizai�on de MAME-SPE en algasJunto on la miroextrai�on en fase s�olida la extrai�on en fase s�olida (SPE)es otro de los proesos que se utilizan omo paso de limpieza y preonentrai�onen la uanti�ai�on de analitos.La SPE se basa en la reteni�on seletiva de ompuestos de inter�es en un ad-sorbente s�olido y posteriormente ser elu��dos on un disolvente org�anio [46℄.Hay diferentes par�ametros que pueden inuir en el proeso de SPE, omo son:Tipo de adsorbente s�olidoVolumen de absori�on y dilui�on de la muestraComposii�on y volumen de la disolui�on de lavadoTipo y volumen de disolui�on desorbentePor ello, estas variables hay que optimizarlas en funi�on del analito y la matrizen estudio.8.3.1. Optimizai�on de las variables en SPETipo de adsorbente s�olidoAl optimizar un m�etodo on SPE es neesario elegir aquel artuho on el quese obtengan las mejores e�ienias de extrai�on [47℄. Existen diferentes tipos deadsorbentes s�olidos omeriales que var��an en funi�on de las arater��stias f��sio-qu��mias de los ompuestos a extraer, inrementando on ello la seletividad delm�etodo [123℄.



8. Extrai�on y Determinai�on en Muestras Biol�ogias 133Por ello, para optimizar el proeso MAME-SPE, omparamos los resultadosobtenidos al extraer los pestiidas organolorados objeto de estudio on diferen-tes artuhos SPE, on el �n de elegir aquel on el que se obtengan las mayoresreuperaiones (dadas omo �areas de pio).Las ondiiones seleionadas para llevar a abo este estudio fueron 5 ml deextrato MAME diluido on agua bidestilada hasta un volumen de 25 ml para elproeso de absori�on, y 5 ml de metanol para el proeso de desori�on.Los artuhos SPE estudiados fueron: Envirelut-Pestiide 500mg, Bond Elut-ENV 500 mg, Mega BE-FL 1 g, Sep-Pak Va C18 500 mg y Oasis HLB 200 mg.Los resultados obtenidos para los diferentes artuhos se muestran en la Fi-gura 8.5, donde se puede observar que los mejores resultados se obtuvieron parael adsorbente C18 y Envirelut-Pestiide. Sin embargo, se eligi�o este �ultimo porqueera el que daba una mejor l��nea base en la determinai�on romatogr�a�a.

Figura 8.5: Elei�on del tipo de artuho SPE



134 8.3. Optimizai�on de MAME-SPE en algasOptimizai�on del volumen de absori�onPara optimizar el proeso MAME-SPE es neesario estudiar la antidad yonentrai�on del extrato MAME que va a pasar a trav�es del artuho SPE, aligual que se optimiza este par�ametro en el aoplamiento MAE-SPE, uando seutilizan disolventes org�anios omo extratanes en lugar de surfatantes [57℄.Por tanto, se evalu�o el efeto del volumen de muestra. Adem�as, la muestradebe ser diluida para failitar el paso y absori�on de los analitos en el adsorbentes�olido, a la vez que se minimiza la ompetenia que pudiese existir por los analitosentre el surfatante y el adsorbente.La Figura 8.6 muestra una omparai�on entre las �areas de pio obtenidas usan-do 5 ml de extrato MAME (5%, v/v) sin dilui�on (puro) y on dilui�on on aguabidestilada hasta diferentes vol�umenes �nales de muestra: 10 ml, 25 ml y 50 ml.

Figura 8.6: Optimizai�on del volumen de absori�on y dilui�on de la muestraEn diha �gura se puede observar que el volumen de muestra no afeta pr�ati-amente al �area de pio obtenida, seg�un los resultados obtenidos para ada analito.



8. Extrai�on y Determinai�on en Muestras Biol�ogias 135Sin embargo, a partir de 25 ml de volumen �nal de muestra la relai�on se~nal/ruidoobtenida en el romatograma es mayor, y por ello este volumen fue seleionadoomo volumen m�as adeuado de muestra para la optimizai�on de MAME-SPE yapliaiones en muestras de algas.Estudio del paso de lavadoPrevio a la desori�on, puede ser importante introduir un paso de lavado quepermita realizar una limpieza del extrato de SPE [163℄, reduiendo las interfe-renias en la determinai�on de los analitos de inter�es.Para la optimizai�on de este paso, se �j�o el volumen de la disolui�on de lavadoen 5 ml para todos los asos. En la Figura 8.7 se puede observar la omparai�onde las �areas de pio obtenidas al lavar el artuho tras la absori�on, on diferen-tes soluiones de metanol-agua a diferentes proporiones (agua bidestilada pura,metanol al 5% en agua bidestilada, al 10%, 15% y 20%).

Figura 8.7: Optimizai�on de la omposii�on de la disolui�on de lavado



136 8.3. Optimizai�on de MAME-SPE en algasLas �areas obtenidas dereen uando se a~nade metanol en la disolui�on delavado. Por ello elegimos omo disolui�on de lavado 5 ml de agua bidestilada pura.Optimizai�on del volumen de desori�onFinalmente, para aumentar el fator de preonentrai�on en el proedimientoMAME-SPE, se prob�o a reduir el volumen de disolvente hasta un valor on elual obtener una buena se~nal y una aeptable reproduibilidad del m�etodo. En laFigura 8.8 se pueden observar las �areas de pio obtenidas al reduir el volumen demetanol en la desori�on.

Figura 8.8: Optimizai�on del volumen de desori�on de la muestraAl reduir diho volumen aumenta el �area de pio obtenida, aunque en algunosasos no de forma proporional. Fijamos omo volumen de desori�on 2 ml porquees el volumen al ual se obtienen las mayores �areas de pio on resultados estables yreproduibles. Se enontr�o tambi�en que vol�umenes menores provoaban resultadoson baja reproduibilidad.



8. Extrai�on y Determinai�on en Muestras Biol�ogias 137Este valor fue usado para determinar los par�ametros anal��tios del m�etodo yrealizar las apliaiones del mismo.8.3.2. Par�ametros anal��tios y validai�onAn�alisis Cromatogr�a�oEl an�alisis de las muestras extra��das se realiz�o de la misma forma que enapartados anteriores, usando el sistema HPLC-UV on olumna C18 de 150 mm einyei�on de 50 �l de extrato.Se midi�o la absorbania de ada analito, orrespondiente a la longitud de ondam�axima. El tiempo de reteni�on y la longitud de onda �optima para ada ompuestose enumeran en la Tabla A.4 (apartado A.3).El romatograma obtenido para la mezla de seis pestiidas utilizando POLEomo extratante y el artuho SPE Envirelut-Pestiide 500mg, se muestra en laFigura 8.9.

Figura 8.9: Cromatograma del extrato de alga de Ulva rigida utilizandoMAME-SPE



138 8.3. Optimizai�on de MAME-SPE en algasEn �el se observa que la separai�on entre pios es su�iente para uanti�arsatisfatoriamente los diferentes analitos.Con el m�etodo de extrai�on MAME-SPE optimizado se obtienen pios muhom�as de�nidos e intensos que si se inyetase diretamente el extrato MAME, oinluso que on el m�etodo MAME-SPME. Adem�as, se elimina la se~nal produidapor el surfatante y por las interferenias de la matriz, obteniendo una mejor l��neabase, lo que nos va a permitir mejorar los l��mites de detei�on.Par�ametros Anal��tiosPara determinar la preisi�on del m�etodo de extrai�on propuesto, se realiz�o elestudio de los par�ametros anal��tios del mismo on seis muestras de alga Ulva ri-gida. Las muestras se aondiionaron on la mezla de pestiidas organolorados,de manera que la onentrai�on �nal de ada uno de ellos fuese la misma que lautilizada en el proeso de optimizai�on (4 �g�g�1 para el 4,4'-DDD, 4,4'-DDT,2,4'-DDT y 4,4'-DDE y 8 �g�g�1 para el Aldr��n y Dieldr��n).Estas muestras fueron sometidas al proeso ompleto MAME-SPE y a la pos-terior determinai�on por HPLC-UV.Se alularon las reuperaiones, las desviaiones est�andar relativas y los l��mi-tes de detei�on para todos los ompuestos (Tabla 8.3). Los l��mites de detei�onse alularon omo tres vees la onentrai�on orrespondiente a la se~nal del rui-do para ada pestiida [142℄, y var��an entre 2 ng�g�1 y 38 ng�g�1 para todos losompuestos estudiados.



8. Extrai�on y Determinai�on en Muestras Biol�ogias 139Analito Reuperai�on (%) RSD (%)a LOD (ng�g�1)b4,4'-DDD 92.9 3.5 12Dieldr��n 100.5 3.3 224,4'-DDT 92.6 2.8 22,4'-DDT 91.2 3.6 64,4'-DDE 107.7 5.3 2Aldr��n 78.8 4.6 38a): Desviai�on est�andar relativab): L��mite de Detei�onTabla 8.3: Valores de reuperai�on, desviai�on est�andar relativa y l��mites dedetei�on obtenidos tras apliar MAME-SPELas reuperaiones obtenidas est�an por enima del 90% para todos los om-puestos exepto para el Aldr��n, on el que se obtuvieron reuperaiones ligeramentemenores, y las desviaiones est�andar relativas son inferiores al 5% en todos losasos, expeto para el 4,4'-DDE que presenta un 5.3%.Validai�on del m�etodo on una mezla erti�adaPara poder determinar la apliabilidad del m�etodo propuesto, �este se valid�o uti-lizando una mezla de referenia erti�ada (Pestiide-Mix 5) que onten��a ino delos seis ompuestos estudiados. Esta mezla se utiliz�o para enriqueer las muestrasde algas y determinar posteriormente las reuperaiones obtenidas on el m�etodoMAME-SPE y ompararlas on las obtenidas utilizando el m�etodo de refereniaSoxhlet (apartado 6.6).



140 8.3. Optimizai�on de MAME-SPE en algasSe utilizaron 0.5 gramos de muestra ontaminada on 4 �g�g�1 de ada om-puesto y se apliaron las ondiiones optimizadas para la extrai�on MAME-SPE.De igual forma, se utilizaron 0.5 g de muestra y se apli�o el m�etodo Soxhlet utili-zando hexano omo extratante durante 24 horas y 6-8 ilos/hora.En la Tabla 8.4 se muestran los pestiidas presentes en la mezla erti�ada,las reuperaiones obtenidas usando el m�etodo MAME-SPE y Soxhlet, as�� omolas desviaiones est�andar relativas en ambos m�etodos.Como se puede observar, las reuperaiones para ambos m�etodos son muy simi-lares y satisfatorias en ambos asos, indiando que el proedimiento de extrai�onpropuesto es v�alido para este tipo de matriz.MAME-SPE SoxhletReuperai�on RSDa Reuperai�on RSDaAnalito (%) (%) (%) (%)4,4'-DDD 93.2 2.4 103.1 6.8Dieldr��n 101.4 3.5 98.3 7.54,4'-DDT 95.7 2.6 101.7 4.92,4'-DDT 88.9 4.8 86.2 5.74,4'-DDE 94.5 3.7 94.8 3.8a): Desviai�on est�andar relativaTabla 8.4: Validai�on del m�etodo MAME-SPE on Soxhlet usando una mezlaerti�ada (Pestiide-Mix 5)



8. Extrai�on y Determinai�on en Muestras Biol�ogias 1418.3.3. Apliai�on de MAME-SPE a muestras de algasTras optimizar los fatores de los que depende el m�etodo de extrai�on MAME-SPE, diferentes tipos de algas fueron sometidas a las ondiiones �optimas.Las algas estudiadas fueron: Ulva rigida, Valonia utriularis, Coralina elonga-ta, Solieria �liformis y Grailaria ornea.�Estas proeden de ultivos de algas de la isla de Gran Canaria. Las muestrasfueron previamente aondiionadas, tal y omo se explia en el apartado 6.2, onla mezla de seis pestiidas organolorados.
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Figura 8.10: Reuperaiones obtenidas on MAME-SPE para distintas algasLas reuperaiones obtenidas para dihas algas se muestran en la Figura 8.10.En esta �gura se puede observar que las reuperaiones obtenidas utilizando elm�etodo MAME-SPE son muy satisfatorias, obteni�endose valores por enima del



142 8.3. Optimizai�on de MAME-SPE en algas80% en todos los asos salvo para el ompuesto aldr��n, on el que se obtuvie-ron reuperaiones algo inferiores, probablemente debido a que el artuho SPEelegido no sea el m�as aorde on sus arater��stias f��sio-qu��mias. Adem�as, lasreuperaiones obtenidas no var��an muho en funi�on del tipo de alga utilizada.



8. Extrai�on y Determinai�on en Muestras Biol�ogias 1438.4. Optimizai�on de MAME-SPE en molusosLos pestiidas presentes en tierra tienen omo destino �nal los sistemas au�ati-os, debido al transporte atmosf�erio y a la lixiviai�on de los suelos por lluvias, queson arrastrados �nalmente hasta el mar a trav�es de los r��os y barranos [158, 159℄.Este heho, unido a la alt��sima persistenia de los pestiidas organolorados y asu hidrofobiidad, failita de la absori�on de los mismos on la materia org�aniapudiendo entones ser inorporados por organismos �ltradores omo los molusos.Las variables que inuyen en la extrai�on mielar asistida por miroondas fue-ron optimizadas utilizando un dise~no fatorial, el ual permite variar simult�anea-mente los fatores a la vez que se estudian sus efetos [138℄. Para la optimizai�onde las variables se aopl�o el proeso MAME a un proedimiento de limpieza atrav�es de un artuho de SPE.A diferenia de los extratos MAME obtenidos para el resto de matries es-tudiadas (suelos, fangos y algas), el extrato MAME proedente de molusos nopuede ser determinado diretamente por HPLC-UV, debido a las altas interferen-ias que produen distintos ompuestos extra��dos desde la matriz, omo son lasprote��nas.La extrai�on en fase s�olida puede ser aoplada on t�enias de extrai�on o-mo MAME, omo paso de limpieza para eliminar estas interferenias y a la vezproduir una preonentrai�on de los analitos, previo a la determinai�on.



144 8.4. Optimizai�on de MAME-SPE en molusosSe �jaron las variables antidad de muestra, onentrai�on y volumen de sur-fatante en:Cantidad de muestra: 1 gramoVolumen de surfatante: 10 mlConentrai�on de surfatante: 5% (v/v)Para el aoplamiento MAME-SPE usamos un artuho Envirelut-Pestiide 500mg en las ondiiones optimizadas previamente (apartado 8.3.1).El volumen de extrato MAME utilizado fue de 5 ml, diluido on agua bides-tilada hasta 25 ml. Previo a la desori�on, se realiz�o un paso de lavado on 5 ml deagua bidestilada para eliminar el exeso de surfatante y reduir las interferenias.Para inrementar la preonentrai�on en la extrai�on MAME-SPE, utilizamos elm��nimo volumen de desori�on (2 ml de metanol) que permita obtener una buenase~nal romatogr�a�a y una aeptable reproduibilidad del m�etodo (desviaionesest�andar relativas menores al 10%).Las variables a estudiar son la potenia y tiempo de irradiai�on.8.4.1. Optimizai�on de la potenia y tiempo de irradiai�onEl estudio de estos fatores se llev�o a abo on muestras de mejillones (Myti-lus edulis). Se utiliz�o 1 gramo de mejill�on lio�lizado y triturado on un tama~no(volumen) de muestra de entre 10 y 20 mm3.Se utiliz�o un dise~no fatorial 32 para optimizar potenia y tiempo onjunta-mente.
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Figura 8.11: Super�ie de respuesta potenia-tiempo para el 4,4'-DDTEste dise~no experimental permite obtener una super�ie de respuesta entreambas variables, ombinando tres valores de la variable Potenia (100, 300 y 500W) on tres valores de la variable Tiempo (2, 8 y 14 min). Teniendo en uenta quese realiza un dupliado del punto entral, se trata de un dise~no de 10 muestras.Con la super�ie de respuesta obtenida se puede alular el valor �optimo de ambasvariables para ada ompuesto estudiado.La Figura 8.11 muestra los valores �optimos de potenia y tiempo para el 4,4'-DDT apliando el m�etodo MAME-SPE. El resto de ompuestos presentan unatendenia similar. De estos resultados se dedue que la potenia y tiempo �optimosson 300W y 14 minutos respetivamente.



146 8.4. Optimizai�on de MAME-SPE en molusos8.4.2. Par�ametros anal��tios y validai�onAn�alisis Cromatogr�a�oEl an�alisis de las muestras extra��das se realiz�o de la misma forma que enapartados anteriores, usando un sistema HPLC-UV on una olumna C18 de 150mm e inyetando 50 �l de extrato MAME-SPE.Se midi�o la absorbania de ada analito, orrespondiente a la longitud de ondam�axima. El tiempo de reteni�on y la longitud de onda �optima para ada ompues-to se enumeran en la Tabla A.4 (apartado A.3).El romatograma obtenido para la extrai�on de la mezla de seis pestiidasorganolorados de muestras de mejill�on, utilizando POLE omo extratante y elartuho SPE Envirelut-Pestiide 500 mg, se muestra en la Figura 8.12.

Figura 8.12: Cromatograma del extrato de mejill�on utilizando MAME-SPEEn el romatograma se observa que la separai�on entre pios es su�iente paradeterminar satisfatoriamente los diferentes analitos. Con el m�etodo de extrai�onMAME-SPE optimizado se obtienen pios muho m�as de�nidos e intensos que si



8. Extrai�on y Determinai�on en Muestras Biol�ogias 147se inyetase diretamente el extrato MAME, y adem�as se eliminan interfereniasy prote��nas que ausar��an da~nos en la olumna romatogr�a�a. La ola produidaen el pio 4 (2,4'-DDT) es debido a interferenias on la matriz, pero no perjudiaen la uanti�ai�on del analito.Par�ametros Anal��tiosPara determinar la preisi�on del m�etodo de extrai�on y determinai�on pro-puesto, se realiz�o el estudio de los par�ametros anal��tios del mismo on seis mues-tras de mejill�on. Las muestras se aondiionaron on la mezla de pestiidas or-ganolorados, de manera que la onentrai�on �nal de ada uno de ellos fuese lamisma que la utilizada en el proeso de optimizai�on (2 �g�g�1 para el 4,4'-DDD,4,4'-DDT, 2,4'-DDT y 4,4'-DDE y 4 �g�g�1 para el Aldr��n y Dieldr��n).Estas muestras fueron sometidas al proeso ompleto MAME-SPE y a la pos-terior separai�on y determinai�on por HPLC-UV.Se alularon las reuperaiones, las desviaiones est�andar relativas y los l��mi-tes de detei�on para todos los ompuestos (Tabla 8.5). Los l��mites de detei�onse alularon omo tres vees la onentrai�on orrespondiente a la se~nal del rui-do para ada pestiida [142℄, y var��an entre 6 ng�g�1 y 38 ng�g�1 para todos losompuestos estudiados.Las reuperaiones obtenidas son satisfatorias en todos los asos (por enimadel 84%) salvo para el aso del Aldr��n, igual que ourri�o on las algas, proba-blemente debido a que el artuho SPE elegido no es el m�as id�oneo para esteompuesto en onreto. Las desviaiones est�andar relativas var��an en funi�on deltipo de ompuesto analizado, pero en ning�un aso son superiores al 10%.



148 8.4. Optimizai�on de MAME-SPE en molusosAnalito Reuperai�on (%) RSD (%)a LOD (ng�g�1)b4,4'-DDD 84.5 7.1 19Dieldr��n 92.6 8.0 214,4'-DDT 97.8 5.4 382,4'-DDT 94.1 7.7 94,4'-DDE 100.4 3.9 6Aldr��n 68.2 9.3 26a): Desviai�on est�andar relativab): L��mite de Detei�onTabla 8.5: Valores de reuperai�on, desviai�on est�andar relativa y l��mites dedetei�on obtenidos tras apliar MAME-SPEValidai�on del m�etodo on una mezla erti�adaPara poder determinar la apliabilidad del m�etodo propuesto, se valid�o utili-zando una mezla de referenia erti�ada (Pestiide-Mix 5) que onten��a ino delos seis ompuestos estudiados. Esta mezla se utiliz�o para enriqueer las mues-tras de molusos y determinar posteriormente la reuperaiones on el m�etodoMAME-SPE, as�� omo poder ompararlas on las obtenidas utilizando el m�etodode referenia Soxhlet (apartado 6.6).En la Tabla 8.6 se muestran los pestiidas presentes en la mezla erti�ada,las reuperaiones obtenidas usando el m�etodo MAME-SPE y Soxhlet, as�� omolas desviaiones est�andar relativas de ambos m�etodos.Se utiliz�o 1 gramo de muestra ontaminada on 2 �g�g�1 de ada ompuesto, yse apliaron los valores optimizados de potenia y tiempo as�� omo el resto de lasondiiones �optimas para la extrai�on MAME-SPE. Como se puede observar, las



8. Extrai�on y Determinai�on en Muestras Biol�ogias 149MAME-SPE SoxhletReuperai�on RSDa Reuperai�on RSDaAnalito (%) (%) (%) (%)4,4'-DDD 102.3 5.4 101.2 8.0Dieldr��n 92.8 7.8 89.6 8.44,4'-DDT 98.6 4.1 91.7 5.92,4'-DDT 87.8 6.8 84.9 9.24,4'-DDE 94.3 5.3 96.7 6.1a): Desviai�on est�andar relativaTabla 8.6: Validai�on del m�etodo MAME-SPE on Soxhlet usando una mezlaerti�ada (Pestiide-Mix 5)reuperaiones para ambos m�etodos son muy similares y satisfatorias en ambosasos, indiando que el proedimiento de extrai�on y determinai�on propuesto esv�alido para este tipo de matriz.8.4.3. Apliai�on de MAME-SPE a muestras de molusosTras optimizar los fatores de los que depende el m�etodo de extrai�on MAME-SPE, diferentes tipos de molusos fueron sometidos a las ondiiones �optimas. Losmolusos estudiados fueron: Almejas (Ruditages deussatus), Berberehos (Rudi-ardium tuberulatum), Mejillones (Mytilus edulis), Coquinas (Donax trunulus)y Caraoles (Cohliella barbara). �Estas proeden de diferentes distribuiones o-meriales de la isla de Gran Canaria y fueron previamente lio�lizadas, trituradasy aondiionadas, tal y omo se explia en el apartado 6.2, on la mezla de seispestiidas organolorados.



150 8.4. Optimizai�on de MAME-SPE en molusosLas reuperaiones obtenidas para los molusos estudiados se muestran en laFigura 8.13.En diha �gura se puede observar que las reuperaiones obtenidas utilizandoel m�etodo MAME-SPE son muy satisfatorias salvo para el Aldrin, probablementedebido a interferenias on la matriz; para el resto de ompuestos los porentajesde reuperai�on obtenidos son superiores al 80% para todos los tipos de molusos.
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Conlusiones
De los estudios realizados en el presente trabajo se pueden extraer las siguien-tes onlusiones:1. Se desarrolla un m�etodo de extrai�on de pestiidas ontenidos en muestrass�olidas, basado en ombinar el poder de solubilizai�on de los surfatantesy la ai�on de la radiai�on de miroondas en un reipiente errado. Paraada surfatante usado se optimizaron los par�ametros de los que depende elproeso. La optimizai�on de las variables se llev�o a abo utilizando un dise~nofatorial debido a las posibles interaiones entre las mismas.2. Los valores obtenidos en la optimizai�on de ondiiones muestran que el vo-lumen de la disolui�on de surfatante debe ser su�iente omo para que todala muestra quede humedeida, un valor de 8 ml es su�iente para que elproeso ourra de manera e�iente. Al aumentar el volumen de la disolui�onde surfatante no mejora la e�ienia de la extrai�on, pero s�� supone unaumento indeseable de la temperatura en el interior de los vasos del miro-ondas.3. Para la extrai�on de pestiidas en muestras de suelos y fangos es neesario153



154 tener en uenta las arater��stias de la matriz, fundamentalmente el on-tenido en materia org�ania y la textura de la misma. Dentro de los valoreselegidos para nuestro estudio, la granulometr��a de la matriz se mostr�o omoel fator que m�as inuenia ten��a sobre el proeso de extrai�on.4. Los resultados obtenidos en la extrai�on de pestiidas en las distintas matri-es son bastante satisfatorios on los los diferentes surfatantes utilizados,si bien, la mezla POLE-trideil presenta valores m�as bajos que el resto desurfatantes.5. Para validar el m�etodo de extrai�on de pestiidas en muestras de suelos yfangos mediante la extrai�on mielar asistida por miroondas, se apli�o elm�etodo desarrollado a una muestra erti�ada que onten��a los pestiidasobjeto de estudio. En todos los asos los resultados fueron satisfatorios.6. Los porentajes de reuperai�on obtenidos on muestras envejeidas, previa-mente enriqueidas on la mezla de pestiidas, disminuyen on el tiempode aondiionamiento. En algunos asos la reuperai�on no disminuye nota-blemente pasadas las dos primeras semanas, y en ning�un aso aumentan losmetabolitos de degradai�on; lo que india que el proeso que est�a ourriendoes la absori�on y adsori�on de los analitos en el suelo, pero no su degradai�on.7. La utilizai�on de MAME en la extrai�on de pestiidas organolorados endistintas matries pone de mani�esto que diha t�enia es una buena alter-nativa a los m�etodos onvenionales. Las prinipales ventajas del proesoson la redui�on de la antidad de muestra neesaria para el an�alisis, la sus-titui�on de disolventes org�anios por otros extratantes menos t�oxios y m�asbaratos, la posibilidad de realizar de forma simult�anea un n�umero elevado



155de extraiones y una onsiderable redui�on en el tiempo de an�alisis.8. Para mejorar la determinai�on de los pestiidas organolorados en matriesomplejas, puede ser adeuado introduir un paso posterior a la extrai�on,de limpieza y preonentrai�on, omo puede ser la miroextrai�on en fases�olida (SPME) y la extrai�on en fase s�olida (SPE).9. El aoplamiento MAME-SPME supone una alternativa que inrementa laseletividad y sensibilidad del m�etodo, limpiando el extrato de interfereniasde la matriz y produiendo una preonentrai�on de los analitos de inter�es.10. El proedimiento MAME-SPME permite determinar los pestiidas organo-lorados en suelos, fangos y algas on resultados muy satisfatorios, reupe-raiones eranas al 100% y reproduibilidades (RSD) inferiores en la mayorparte de los asos, al 10%.11. El aoplamiento MAME-SPE posee todas las ventajas del proedimientoMAME-SPME, pero adem�as es un m�etodo m�as r�apido, m�as sensible, yaque produe una mayor preonentrai�on, y permite la extrai�on de variasmuestras simult�aneamente sin inrementar el oste instrumental ni anal��tio.12. El proedimiento MAME-SPE permite determinar los pestiidas organolo-rados en diferentes matries, inluidas matries biol�ogias, on resultadosmuy satisfatorios, de una manera e�iente, on bajo oste y no perjudiialpara el medioambiente.13. Para validar el m�etodo de extrai�on de pestiidas en muestras de algas ymolusos, mediante la extrai�on mielar asistida por miroondas aopladasa SPE, se apli�o el m�etodo desarrollado a muestras enriqueidas on una



156 mezla erti�ada que onten��a los pestiidas objeto de estudio y se om-par�o on el m�etodo de referenia Soxhlet. En todos los asos los resultadosfueron satisfatorios, obteni�endose para ambos proedimientos reuperaio-nes eranas al 100%.14. Ambas metodolog��as MAME-SPME y MAME-SPE permitir��an realizar ladeterminai�on de los analitos de inter�es en diferentes sistemas romatogr�a�-os inompatibles on el extrato MAME, por tratarse de una disolui�onauosa. Tal ser��a el aso de la romatograf��a de gases on detetor de aptu-ra de eletrones o detetor de masas. Estos sistemas permitir��an inrementarnotablemente la sensibilidad del m�etodo y disminuir los l��mites de detei�onen la determinai�on de pestiidas organolorados.
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Anexo A
Cromatograf��a

A.1. Introdui�onLa separai�on y posterior determinai�on de los analitos que se estudian en estatesis se ha llevado a abo mediante la t�enia de Cromatograf��a L��quida de AltaResolui�on (HPLC) utilizando un detetor de diodos.Para optimizar la separai�on de los ompuestos en estudio de manera quepermita una orreta identi�ai�on y su posterior uanti�ai�on es neesaria ladeterminai�on de los par�ametros exlusivamente romatogr�a�os: tipo de olum-na romatogr�a�a, omposii�on de la fase m�ovil, veloidad de ujo (ml�min�1),apliai�on o no de gradientes de omposii�on y/o ujo y temperatura. En esteaso, puesto que la familia de ompuestos on que se ha trabajo es prinipalmenteapolar, se opt�o por trabajar en romatograf��a l��quida en fase reversa, por lo quese esogi�o una olumna C18 omo olumna de trabajo.177



178 A.2. Condiiones romatogr�a�as para suelosLa detei�on de los ompuestos a analizar se realiz�o on un detetor PDA ala longitud de onda de absori�on de radiai�on UV-VIS m�as adeuada para adaompuesto.En uanto a la fase m�ovil empleada, se utiliz�o una propori�on isor�atia deMetanol{Agua (85:15) on un ujo de 1 ml�min�1.A ontinuai�on se muestran las ondiiones m�as adeuadas para la separai�ony detei�on de los pestiidas organolorados estudiados.A.2. Condiiones romatogr�a�as para suelosPara la determinai�on de los pestiidas organolorados en suelos agr��olas seutiliz�o una olumna C18, 250x4:6 mm (on relleno de part��ulas de 8 �m). La sepa-rai�on y determinai�on de los ompuestos bajo estudio se llev�o a abo inyetando30 �l de extrato en el romat�ografo l��quido y se midi�o la absorbania de adaanalito, orrespondiente a la longitud de onda m�axima. El tiempo de reteni�on yla longitud de onda para ada ompuesto se enumeran en la Tabla A.1.El romatograma obtenido para la mezla de seis pestiidas utilizando la mez-la etil omo extratante en el proeso MAME, se muestra en la Figura A.1.Se puede observar que la fase m�ovil usada permite una buena separai�on de losanalitos on ortos tiempo de an�alisis. Los romatogramas obtenidos para el restode surfatantes fueron similares. En el romatograma se observa que la separai�onentre pios es su�iente para uanti�ar satisfatoriamente los diferentes analitos.Adem�as, la se~nal del surfatante aparee en los primeros 5 minutos de romato-grama, por lo que no inter�ere en los pios de inter�es.



A. Cromatograf��a 179
No Compuesto � TR(nm) (min)1 4,4'-DDD 238 8.42 Dieldr��n 220 9.53 4,4'-DDT 238 13.34 2,4'-DDT 238 14.75 4,4'-DDE 238 16.66 Aldr��n 220 18.1Tabla A.1: Lista de pestiidas organolorados, longitudes de onda y tiempos dereteni�on
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Figura A.1: Cromatograma del extrato de suelo de Valleseo (mezla etil)



180 A.2. Condiiones romatogr�a�as para suelosA.2.1. Curvas de Calibrado para la uanti�ai�on en MAMEPara la uanti�ai�on de los ompuestos en estudio, presentes en los extratosde las muestras de suelo on que se ha trabajado, se estableieron urvas de ali-brado para ada analito en ada uno de los surfatantes utilizados. Debido a quelos pestiidas organolorados presentan diferentes absorbanias en funi�on de lanaturaleza de la disolui�on en que est�en inmersos, se realizaron tantas urvas dealibrado omo extratantes empleados.A ontinuai�on (Tabla A.2) se muestran los intervalos de onentrai�on em-pleados en ada aso as�� omo los par�ametros de las euaiones empleadas en lauanti�ai�on de los analitos del surfatante POLE (5%,v/v), siendo la euai�onde la forma: Y = AX + B, donde Y es el valor de absorbania obtenido, X laonentrai�on, A la pendiente, B la ordenada en el origen y R2 el oe�iente deorrelai�on lineal. S�olo se han espei�ado los par�ametros de uno de los surfatan-tes a nivel indiativo; on el resto se obtuvieron valores muy similares.Compuesto Int. Conent. A B R2(ng�ml�1) (pendiente) (ord.origen) (..lineal)4,4'-DDD 100-1000 368.63 -1147.8 0.9999Dieldr��n 100-1000 117.40 -1522.7 0.99824,4'-DDT 100-1000 435.59 2056.4 0.99992,4'-DDT 100-1000 290.21 6473.6 0.99964,4'-DDE 100-1000 460.36 597.11 0.9993Aldr��n 100-1000 76.96 1774.8 0.9972Tabla A.2: Par�ametros de las urvas de alibrado obtenidos utilizando POLEomo extratante en el proeso MAME



A. Cromatograf��a 181A.2.2. Curvas de Calibrado para MAME-SPMELas urvas de alibrado se realizaron para el proeso MAME-SPME utilizandoPOLE (5%,v/v) omo extratante, una �bra SPME 60 �m PDMS-DVB y volumende desori�on 80 �l de metanol, de los que se inyetaron en el romat�ografo l��quido50 �l. Las urvas de alibrado en el proeso MAME-SPME se realizaron de formainterna, para poder inluir en ellas el fator de preonentrai�on que produe laSPME.S�olo se han espei�ado los par�ametros de uno de los surfatantes a nivel in-diativo, on la Mezla Stearil se obtuvieron valores muy similares.En la Tabla A.3 se muestran los intervalos de onentrai�on empleados en adaaso, as�� omo los par�ametros de las euaiones empleadas en la uanti�ai�on delos analitos: A pendiente, B ordenada en el origen y R2 oe�iente de orrelai�onlineal.Compuesto Int. Conent. A B R2(ng�ml�1) (pendiente) (ord.origen) (..lineal)4,4'-DDD 50-500 174.98 1812.7 0.9927Dieldr��n 50-500 66.51 -1624.1 0.99134,4'-DDT 50-500 181.87 1880.9 0.99752,4'-DDT 50-500 112.33 1595.6 0.99584,4'-DDE 50-500 228.90 4215.4 0.9906Tabla A.3: Par�ametros de las urvas de alibrado obtenidos en el proesoMAME-SPME utilizando POLE omo extratante y la �bra SPME 60 �mPDMS-DVB



182 A.3. Condiiones romatogr�a�as para fangosA.3. Condiiones romatogr�a�as para fangosAl �nalizar el estudio de suelos se adquiri�o una nueva olumna romatogr�a�apara el resto de matries a analizar. La olumna utilizada a partir del estudio defangos fue una olumna C18, 150x4:6 mm (on relleno de part��ulas de 4 �m). Esuna olumna de las misma omposii�on que la anterior, pero on diferente tama~node part��ula interna y de menor longitud, lo que permite identi�ar y uanti�arlos ompuestos en menor tiempo.La fase m�ovil empleada para esta olumna fue Metanol{Agua (84:16) on unujo isor�atio de 1 ml�min�1.La separai�on y determinai�on de los ompuestos bajo estudio se llev�o a aboinyetando 50 �l de extrato en el romat�ografo l��quido y se midi�o la absorbaniade ada analito, orrespondiente a la m�axima absorbania. El tiempo de reteni�ony la longitud de onda para ada ompuesto se enumeran en la Tabla A.4.No Compuesto � TR(nm) (min)1 4,4'-DDD 238 5.42 Dieldr��n 220 6.13 4,4'-DDT 238 8.74 2,4'-DDT 238 9.65 4,4'-DDE 238 10.96 Aldr��n 220 11.9Tabla A.4: Lista de pestiidas organolorados, longitudes de onda y tiempos dereteni�on



A. Cromatograf��a 183El romatograma obtenido para la mezla de seis pestiidas utilizando POLEomo extratante aoplado a una �bra de SPME 60 �m PDMS-DVB, se muestraen la Figura A.2. En el romatograma se observa que la separai�on entre pios essu�iente para uanti�ar satisfatoriamente los diferentes analitos. Con el m�etodode extrai�on MAME-SPME optimizado se obtienen pios m�as de�nidos e intensosque si se inyetase diretamente el extrato MAME. Adem�as, se elimina la se~nalproduida por el surfatante, obteniendo una mejor l��nea base.

Figura A.2: Cromatograma del extrato de fango de Hoya Pozuelo utilizandoMAME-SPMEA.3.1. Curvas de Calibrado para MAME-SPMELas urvas de alibrado se realizaron para el proeso MAME-SPME utilizandoPOLE (5%,v/v) omo extratante, una �bra SPME 60 �m PDMS-DVB y volumende desori�on 55 �l de metanol, de los que se inyetaron en el romat�ografo l��quido50 �l. Las urvas de alibrado en el proeso MAME-SPME se realizaron de formainterna, para poder inluir en ellas el fator de preonentrai�on que produe laSPME.



184 A.4. Condiiones romatogr�a�as para algasEn la Tabla A.5 se muestran los intervalos de onentrai�on empleados en adaaso, as�� omo los par�ametros de las euaiones empleadas en la uanti�ai�on delos analitos: A pendiente, B ordenada en el origen y R2 oe�iente de orrelai�onlineal.Compuesto Int. Conent. A B R2(ng�ml�1) (pendiente) (ord.origen) (..lineal)4,4'-DDD 50-500 302.73 2326.7 0.9976Dieldr��n 100-1000 73.09 4593.5 0.99294,4'-DDT 50-500 303.38 377.67 0.99492,4'-DDT 50-500 203.92 -1753.6 0.99724,4'-DDE 50-500 387.63 -2797.1 0.9997Aldr��n 100-1000 73.66 -2992.6 0.9944Tabla A.5: Par�ametros de las urvas de alibrado obtenidos en el proesoMAME-SPME utilizando POLE omo extratante y la �bra SPME 60 �mPDMS-DVBA.4. Condiiones romatogr�a�as para algasLa determinai�on de algas se realiz�o on la misma olumna que para fangos,una olumna C18, 150x4:6 mm (on relleno de part��ulas de 4 �m). La fase m�ovilempleada para esta olumna fue Metanol{Agua (84:16) on un ujo isor�atio de1 ml�min�1.La separai�on y determinai�on de los ompuestos bajo estudio se llev�o a aboinyetando 50 �l de extrato en el romat�ografo l��quido y se midi�o la absorbania



A. Cromatograf��a 185de ada analito, orrespondiente a la longitud de onda m�axima. El tiempo dereteni�on y la longitud de onda para ada ompuesto se enumeran en la Tabla A.4.El romatograma obtenido para la mezla de seis pestiidas utilizando POLEomo extratante y el artuho SPE Envirelut-Pestiide 500mg, se muestra en laFigura A.3.En el romatograma se observa que la separai�on entre pios es su�iente parauanti�ar satisfatoriamente los diferentes analitos. Con el m�etodo de extra-i�on MAME-SPE optimizado se obtienen pios muho m�as de�nidos e intensosque si se inyetase diretamente el extrato MAME, o inluso que on el m�etodoMAME-SPME. Adem�as, se elimina la se~nal produida por el surfatante y por lasinterferenias de la matriz, obteniendo una mejor l��nea base.

Figura A.3: Cromatograma del extrato de alga de Ulva rigida utilizandoMAME-SPE



186 A.4. Condiiones romatogr�a�as para algasA.4.1. Curvas de Calibrado para MAME-SPMELas urvas de alibrado se realizaron para el proeso MAME-SPME utilizandoPOLE (5%,v/v) omo extratante, una �bra SPME 60 �m PDMS-DVB y volumende desori�on 55 �l de metanol, de los que se inyetaron en el romat�ografo l��quido50 �l. Las urvas de alibrado en el proeso MAME-SPME se realizaron de formainterna, para poder inluir en ellas el fator de preonentrai�on que produe laSPME.En la Tabla A.6 se muestran los intervalos de onentrai�on empleados en adaaso, as�� omo los par�ametros de las euaiones empleadas en la uanti�ai�on delos analitos: A pendiente, B ordenada en el origen y R2 oe�iente de orrelai�onlineal.Compuesto Int. Conent. A B R2(ng�ml�1) (pendiente) (ord.origen) (..lineal)4,4'-DDD 50-500 285.75 856.65 0.9984Dieldr��n 100-1000 72.78 -1200.3 0.99634,4'-DDT 50-500 336.02 -3197.2 0.99902,4'-DDT 50-500 186.96 -2958.4 0.99924,4'-DDE 50-500 397.89 -6110.5 0.9991Aldr��n 100-1000 51.83 2194.4 0.9955Tabla A.6: Par�ametros de las urvas de alibrado obtenidos en el proesoMAME-SPME utilizando POLE omo extratante y la �bra SPME 60 �mPDMS-DVB



A. Cromatograf��a 187A.4.2. Curvas de Calibrado para MAME-SPELas urvas de alibrado se realizaron para el proeso MAME-SPE utilizandoPOLE (5%,v/v) omo extratante, un artuho SPE Envirelut-Pestiide 500 mg,un volumen de desori�on 2 ml y un volumen de inyei�on en el sistema HPLC-UVde 50 �l. Las urvas de alibrado en el proeso MAME-SPE se realizaron de formainterna, para poder inluir en ellas el fator de preonentrai�on que produe laSPE.En la Tabla A.7 se muestran los intervalos de onentrai�on empleados en adaaso, as�� omo los par�ametros de las euaiones empleadas en la uanti�ai�on delos analitos: A pendiente, B ordenada en el origen y R2 oe�iente de orrelai�onlineal.Compuesto Int. Conent. A B R2(ng�ml�1) (pendiente) (ord.origen) (..lineal)4,4'-DDD 10-400 1584.60 10214.0 0.9968Dieldr��n 20-800 642.66 -5558.0 0.99404,4'-DDT 10-400 1931.8 -5547.7 0.99612,4'-DDT 10-400 1173.6 -1017.9 0.99484,4'-DDE 10-400 1739.1 -1874.9 0.9951Aldr��n 20-800 356.46 1312.6 0.9961Tabla A.7: Par�ametros de las urvas de alibrado obtenidos en el proesoMAME-SPE utilizando POLE omo extratante y el artuho SPE Envirelut-Pestiide 500mg para algas



188 A.5. Condiiones romatogr�a�as para molusosA.4.3. An�alisis de extratos SoxhletLas ondiiones empleadas para la determinai�on romatogr�a�a de los pesti-idas organolorados fueron las mismas que para los extratos MAME, MAME-SPME o MAME-SPE. Los tiempos de reteni�on obtenidos y las longitudes de ondaempleadas son por lo tanto oinidentes on las que se muestran en la Tabla A.4.Las urvas de alibrado se realizaron para el proeso Soxhlet de forma externaen metanol, inyetando 50 �l en el sistema HPLC-UV. Los intervalos de onen-trai�on utilizados fueron de 50-500 ng�ml�1 para la familia del DDT y de 100-1000ng�ml�1 para el Aldr��n y Dieldr��n; los oe�ientes de orrelai�on lineal fueron entodos los asos superiores a 0.999.A.5. Condiiones romatogr�a�as para molusosLa determinai�on de los molusos se realiz�o on la misma olumna que parafangos y algas, una olumna C18, 150x4:6 mm (on relleno de part��ulas de 4 �m).La fase m�ovil empleada para esta olumna fue Metanol{Agua (84:16) on un ujoisor�atio de 1 ml�min�1.La separai�on y determinai�on de los ompuestos bajo estudio se llev�o a aboinyetando 50 �l de extrato en el romat�ografo l��quido y se midi�o la absorbaniade ada analito, orrespondiente a la longitud de onda m�axima. El tiempo dereteni�on y la longitud de onda para ada ompuesto se enumeran en la Tabla A.4.El romatograma obtenido para la mezla de seis pestiidas organoloradosutilizando POLE omo extratante y el artuho SPE Envirelut-Pestiide 500 mg,se muestra en la Figura A.4.



A. Cromatograf��a 189En el romatograma se observa que la separai�on entre pios es su�iente paradeterminar satisfatoriamente los diferentes analitos. Con el m�etodo de extrai�onMAME-SPE optimizado se obtienen pios muho m�as de�nidos e intensos que si seinyetase diretamente el extrato MAME, y adem�as se eliminan las interfereniasy prote��nas que ausar��an da~nos en la olumna romatogr�a�a. La ola produidaen el pio 4 (2,4'-DDT) es debido a interferenias on la matriz, pero no perjudiaen la uanti�ai�on del analito.

Figura A.4: Cromatograma del extrato de mejill�on utilizando MAME-SPESe apliaron las urvas de alibrado obtenidas en el proeso MAME-SPEpara algas (Tabla A.7), porque los par�ametros utilizados eran id�entios: POLE(5%,v/v) omo extratante, artuho SPE Envirelut-Pestiide 500 mg, volumende desori�on 2 ml y 50 �l de volumen de inyei�on en el sistema HPLC-UV. Lasurvas de alibrado se realizaron de forma interna, para poder inluir en ellas elfator de preonentrai�on que produe la SPE.





Anexo B
Publiaiones y Congresos

Los estudios realizados en la presente Tesis Dotoral han dado lugar a lassiguientes publiaiones y omuniaiones a ongresos:B.1. PubliaionesUse of Polyoxyethylene surfatants for the extration of organohlorine pes-tiides from agriultural soils.D. Vega Moreno, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodr��guezJournal of Chromatography A 1104 (2006) 11-17Mirowave assisted miellar extration oupled with solid phase miroex-tration for the determination of organohlorine pestiides in soil samples.D. Vega Moreno, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodr��guezAnalytia Chimia Ata 571(2006) 51-57Sample extration method ombining Miellar Extration-SPME and HPLCfor the determination of organohlorine pestiides in agriultural soils.191



192 B.1. PubliaionesD. Vega Moreno, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodr��guezJournal of Agriultural and Food Chemistry 54 (2006) 7747-7752Appliation of mirowave assisted miellar extration ombined with solidphase miroextration and HPLC-UV for the determination of organohlo-rine pestiides in di�erent mud samples.D. Vega Moreno, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodr��guezInternational Journal of Environmental Analytial Chemistry, aeptadoSPME and SPE omparative study for oupling with mirowave-assistedmiellar extration in the analysis of organohlorine pestiides residues inseaweed samples.D. Vega Moreno, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodr��guezMirohemial Journal, aeptado (MICROC-00862)Extration of organohlorine pestiides from agriultural spiked soils usingmirowave assisted extration with surfatants prior their determination byHPLC.D. Vega Moreno, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodr��guezJournal of Chromatographi Sienes, enviadoAnalysis of organohlorine pestiides in mollus samples by HPLC after mi-rowave assisted miellar extration oupled with solid phase extration.D. Vega Moreno, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodr��guezJournal of Liquid Chromatography & Related Tehniques, enviado



B. Publiaiones y Congresos 193B.2. Comuniaiones a CongresosMirowave assisted extration of organohlorine pestiides from soils usingnon-ioni surfatant solution.D. Vega Moreno, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodr��guez.5th European Meeting on Environmental. Bari (Italia). Diiembre 2004.Appliation of mirowave assisted miellar extration and hpl to the deter-mination of pestiides in agriultural soil samples.D. Vega Moreno, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodr��guez.29th International Symposium on High Performane Liquid Phase Separa-tions and Related Tehniques / HPLC 2005. Estoolmo (Sueia). Junio 2005.Chromatographi determination of organohlorine pestiides in soils aftermirowave assisted miellar extration.D. Vega Moreno, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodr��guez.I Congreso Internaional de Qu��mia Anal��tia Apliada. Lima (Per�u). Sep-tiembre 2005.Coupling mirowave assisted miellar extration and SPME for the determi-nation of pestiides in soils.D. Vega Moreno, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodr��guez.11a Jornadas de An�alisis Instrumental. Barelona (Espa~na). Noviembre 2005.Sample extration method ombining MAME-SPME and HPLC for the de-termination of pestiides in environmental solid samples.



194 B.2. Comuniaiones a CongresosD. Vega Moreno, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodr��guez.12th Symposium on Sample Handling for Environmental and Biologial Analy-sis. Zaragoza (Espa~na). Otubre 2006.Mirowave assisted miellar extration as alternative methodology for theextration of organohlorine and organophosphorous pestiides in solid sam-ples.D. Vega Moreno, C. Padr�on Sanz, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodr��guez.VI Congreso Internaional de Qu��mia de la ANQUE: Qu��mia y DesarrolloSostenible. Tenerife (Espa~na). Diiembre 2006.Green extration methods for the determination of organohlorine and or-ganophosphorus pestiides in environmental marine samples.D. Vega Moreno, C. Padr�on Sanz, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodr��guez.Simposio Internaional de Cienias del Mar / Simposio GLOBEC{IMBEREspa~na. Valenia (Espa~na). Marzo 2007.A new analytial method ombining mirowave assisted miellar extrationfollowed by solid phase miroextration for the determination of organoh-lorine pestiides in mud samples.D. Vega Moreno, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodr��guez.31th International Symposium on High Performane Liquid Phase Separa-tions and Related Tehniques / HPLC 2007. Gante (B�elgia). Junio 2007.Clean-up in mirowave assisted miellar extration using SPME for the h-romatographi analysis of organohlorine pestiides in seaweed samples.D. Vega Moreno, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodr��guez.
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