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CAPÍTULO 1 

INTRODUCCIÓN 



Introducción 

1.1. FENOLES 

El incremento en la producción y uso de compuestos químicos en los 

últimos cien años ha dado origen a una preocupación creciente sobre el efecto 

que dichos compuestos pueden tener sobre los ecosistemas terrestre y acuático. 

El concepto de contaminante prioritario fue introducido por el "Clean Water 

Act", de los Estados Unidos de América, en 1977 (BNA, 1976). En este documento 

se consignó una lista de 129 sustancias químicas consideradas como 

contaminantes prioritarios en aguas, de las cuales posteriormente fueron 

eliminadas tres. Esta lista se hizo basada en criterios tales como el conocimiento 

de la presencia de esas sustancias en efluentes de fuentes puntuales, en el medio 

ambiente acuático, en peces y en agua de abastecimiento, y por medio de la 

evaluación siguiente: 

• Carcinogenicidad

• Mutagenicidad

• Teratogenicidad

• Bioacumulación

• Persistencia

Los contaminantes prioritarios, tanto los llamados convencionales 

(demanda bioquímica de oxígeno, sólidos suspendidos totales, pH, coliformes 

fecales y grasa y aceite) como los no convencionales (todos los contaminantes a 

excepción de los incluidos entre los convencionales), constituyen la clasificación 

de contaminantes adoptada por la Agencia de Protección Ambiental de los 

Estados Unidos (USEPA). Entre estos contaminantes prioritarios se encuentran 11 

derivados fenólicos (Tabla 1.1) [1]. 

El impacto de los fenoles en el medioambiente es un tema de gran interés 

debido a la alta toxicidad de algunos fenoles sustituidos. Estos compuestos son 

derivados del benceno que se obtienen reemplazando uno o más átomos de 

hidrógeno del anillo bencénico por otros átomos como cloros, grupos nitro o 
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Capítulo I 

grupos alquilo. Son utilizados generalmente como pesticidas, en la industria 

farmacéutica, en la fabricación de tintes, pinturas, como conservantes de la 

madera, fibras vegetales y pieles. Normalmente son liberados al medio por 

industrias que utilizan el cloro en sus procesos químicos como, por ejemplo, las 

industrias papeleras y las plantas de conservación de madera, entre otras. 

Tabla 1.1. Lista de fenoles considerados contaminantes 
prioritarios por la USEPA. 

- - - -

Compuesto Abreviatura 
-- - -- - --

Fenol PH 

2-Clorofenol 2-CP

2 ,4-Diclorofenol 2,4-DCP 

2,4,6-Triclorofenol 2,4,6-TCP 

Pentaclorofenol 4,6-DNOC 

2,4-Dirnetilfenol 2,4-DMP 

4-Clorornetacresol 4-CMC

2-Nitrofenol 2-NP

4-Nitrofenol 4-NP

2,4-Dinitrofenol 2,4-DNP 

4,6-Dínitroortocresol PCP 

Asimismo, la Unión Europea (normativa 80/778/EC) establece que la 

máxima concentración admisible (MAC) de fenoles en agua potable no debe 

superar 0.5 µgr
1 

de fenoles totales y 0.1 µgr
1 

como concentración máxima 

individual. Esta normativa está recogida en el Real Decreto 1138/1990 del 14 de 

septiembre (BOE del 20 de septiembre de 1990). La Unión Europea ha 

establecido también niveles para aguas naturales susceptibles de ser 

potabilizadas. La normativa 75/440/EC clasifica este agua en tres tipos en función 

4 
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Introducción 

del tratamiento requerido para su potabilización y establece valores máximos de 

concentración de fenoles entre 1 y 1 O µgr
1

• Por otra parte, la normativa 

76/160/EC (Real Decreto 734/1988 del 11 de julio) establece una concentración

máxima de fenoles en aguas de baño de 5 µgr1
. Por último, la Organización

Mundial de la Salud (OMS) recomienda concentraciones máximas del 2,4,6-

triclorofenol, 2-clorofenol y pentaclorofenol de 200, 10 y 9 µgr
1
, respectivamente. 

Tabla 1.2. Fenal y derivados fenólicos estudiados. 
----

Nº Nombre Abreviatura Fórmula 

Fenol PH CsHsO 

2 4-Nitrofenol 4-NP CsHsNO3 

3 2,4-Dinitrofenol 2,4-DNP CsH4N2Os 

4 Paracresol PC C1HaO 

5 2-Nitrofenol 2-NP CsHsNO3 

6 2-Clorofenol 2-CP CsH5CIO 

7 4-Clorofenol 4-CP CsH5CIO 

8 2,4-Dimetilfenol 2,4-DMP CaH1oO 

9 4,6-Dinitroortocresol 4,6-DNOC CsHsN2Os 

10 4-Clorometacresol 4-CMC C1H7CIO 

11 2,4,6-Trimetilfenol 2,4,6-TMP CsH12O 

12 2,4-Diclorofenol 2,4-DCP CsH4C'2O 

13 4-Cloro-3,5-dimetilfenol 4-C-3,5-DMP CaHsCIO 

14 2,4,6-Triclorofenol 2,4,6-TCP CsH3C'3O 

15 Pentaclorofenol PCP CsHClsO 

5 



Capítulo I 

Los analitos estudiados en esta tesis son un grupo de derivados fenólicos 

entre los que se incluyen clorofenoles, nitrofenoles y alquilfenoles. Los 

sustituyentes en el anillo bencénico determinan las propiedades físicas y químicas 

de los derivados fenólicos, por lo que la capacidad para adsorberse en muestras 

sólidas o la solubilidad que presentan los mismos en muestras líquidas será 

diferente para cada tipo de compuestos. También se han incluido otros fenoles en 

los que se combinan grupos diferentes para determinar la importancia de un grupo 

de átomos sobre otro y su influencia en los procesos de extracción. Entre los 

quince fenoles estudiados, Tabla 1.2, se encuentran los 11 incluidos en la lista de 

la USEPA. 

Las propiedades fisicoquímicas de los compuestos químicos son 

importantes para establecer la toxicidad de los mismos, en especial en aquellas 

sustancias consideradas como posibles contaminantes ambientales. Algunas 

sustancias estables y liposolubles pueden contaminar alimentos de consumo 

humano y producir efectos nocivos cuando éstos son ingeridos. Propiedades como 

la presión de vapor y la dimensión y densidad de las partículas son variables 

importantes para predecir el transporte atmosférico de las sustancias químicas. La 

adsorción de una sustancia química en las partículas del suelo puede aumentar la

probabilidad de que dicha sustancia sea transportada por el aire o por el agua y 

así podría depositarse en lugares remotos de su sitio de aplicación; o bien, puede 

retardar el movimiento de la misma a través de las aguas subterráneas, 

reduciendo la probabilidad de contaminación de las fuentes de agua subterránea 

cerca del lugar de aplicación. En la Tabla 1.3 se relacionan algunas propiedades 

físicas y químicas de los fenoles estudiados. La Figura 1.1 muestra las estructuras 

de los derivados fenólicos estudiados. 

A continuación se describen las características, usos y vías de entrada al 

medioambiente de los fenoles estudiados en esta tesis. Se ha hecho especial 

hincapié en los clorofenoles debido a su mayor uso y toxicidad. 
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Tabla 1.3. Propiedades físico-químicas del fenol y sus derivados. 
- - - - - - - - - - - - -

Masa 
Densidad Punto de Punto de Compuesto molecular 
( L-1) b 11" .. (ºC) f .

. (ºC) 
pka 

relativa g.m e u 1c1on us1on 

- - - - - - - - - - - - - - -

PH 

2-CP 

4-CP

2,4-DCP 

2,4,6-TCP 

PCP 

PC 

2,4-DMP 

2,4,6-TMP 

2-NP 

4-NP 

2,4-DNP 

4,6-DNOC 

4-CMC

4-C-3,5-DMP

ª Dato no disponible. 

1.1.1. Clorofenoles 

94.11 

128.56 

128.56 

163.00 

197.50 

266.40 

108.14 

122.16 

136.19 

139.11 

139.11 

184.11 

198.13 

142.58 

156.61 

1.07 

1.38 

1.49 

1.98 

1.03 

0.96 

1.49 

1.27 

1.68 

181.75 40.8 9.99 

174.9 9.3 8.55 

220.0 43.0 9.38 

210.0 37-40 7.85 

246.0 69.0 7.42 

300.0 190.0 4.93 

202.0 35 

211.5 25.4-26 10.60 

70-72

216.0 44-45 7.21 

279.0 113-114 7.16 

112-114 4.09 

312.0 87.5 4.34 

235.0 66-68 9.55 

114-116 

Existen 19 clorofenoles diferentes formados al sustituir los hidrógenos del 

anillo bencénico por átomos de cloro. Entre ellos hay 3 monoclorofenoles, 6 

diclorofenoles, 6 triclorofenoles, 3 tetraclorofenoles y un pentaclorofenol. Sólo 8 de 

los clorofenoles están en uso comercial, pero todos pueden estar presentes como 

contaminantes en muchos productos debido a que se pueden formar por la 

cloración de aguas o por degradación de fenoles más complejos en el medio 

ambiente. 

Hay dos maneras básicas de producir clorofenoles. Una es clarar 

sucesivamente el fenal y la otra es hidrolizar clorobencenos. Este último proceso, 

especialmente a altas temperaturas, puede producir dioxinas. Por esta razón, 
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Introducción 

todos los productos producidos a partir de clorobencenos están contaminados con 

dioxinas en cierto grado [2,3). 

Todos los clorofenoles tienen puntos de ebullición a temperaturas 

superiores al punto de ebullición del agua, la mayoría de ellos, por encima de los 

200ºC, o incluso pueden sublimarse. Sólo el 2-CP es líquido a temperatura 

ambiente, los otros son generalmente sólidos cristalinos en forma de agujas. Las 

presiones de vapor son bajas y tienden a disminuir en los fenoles con un mayor 

número de átomos de cloro en la molécula. 

Los clorofenoles son ácidos débiles y la constante de disociación 

generalmente aumenta con el número de átomos de cloro en la molécula. Las 

especies neutras son adsorbidas más fuertemente que las especies iónicas. A 

medida que el número de cloros aumenta, la solubilidad de las especies neutras 

decrece y la adsorción aumenta (Tabla 1.4). Algunos clorofenoles, particularmente 

el PCP, se ioniza bien por debajo del pH ambiental, de esta manera los animales 

entran en contacto con los clorofenoles ionizados presentes en disoluciones 

acuosas. 

La vida media de estos compuestos es bastante corta en la mayoría de las 

condiciones naturales: los valores van desde días a semanas y, en algunas 

ocasiones, meses. Por tanto, la acumulación de niveles altos de clorofenoles en 

los organismos y el mantenimiento de dichos niveles se debe a un constante 

aporte de los mismos. 

Las bacterias descomponen los clorofenoles mediante dos mecanismos 

diferentes: ruptura del anillo, por lo que pasan a ser compuestos alifáticos en vez 

de aromáticos, y la declaración. El primero de estos mecanismos ocurre en primer 

lugar y más fácilmente. 
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Tabla 1.4. Solubilidad en agua de algunos clorofenoles [7). 
- ---- ----

Compuesto Solubilidad 

2-CP

4-CP

2,4-DCP 

2,4,6-TCP 

PCP 

--- -----

28 g/L a 20ºC 

27 g/L a 20ºC 

4.5-4.6 g/L a 20ºC 

4.5 gil a 25ºC 

6.2 g/L a 25°C y pH 5.1 

800-900 mg/L a 25ºC

434 mg/L a 25ºC y pH 5.1 

5 mg/L a 0ºC 

12 g/L a 15ºC 

14 g/L a 20ºC 

9.6 g/L a 25ºC y pH 5.1 

20 g/L a 30ºC 

35 gil a 50°C 

Una definición bastante completa de tóxico, agente tóxico o sustancia 

tóxica, es la que se encuentra en el Registro de Efectos Tóxicos de Sustancias 

Químicas del U.S. National lnstitute for Occupational Safety and Health (U.S. 

NIOSH, 1976) y que define una "sustancia tóxica como la que demuestra el 

potencial de inducir cáncer, tumor o efectos neoplásicos en el humano o animales 

de experimentación; de inducir un cambio trasnmisible permanente en las 

características de la descendencia de aquellos padres en experimentación, 

humanos o animales; de causar la producción de defectos físicos en el embrión en 

desarrollo, de humanos o de animales de experimentación; de producir la muerte 

en animales de experimentación o animales domésticos expuestos por vía 

respiratoria, piel, ojos, boca u otras vías; de producir irritación o sensibilización de 

la piel, ojos o vías respiratorias; de disminuir la actividad mental, reducir la 
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motivación o alterar el comportamiento humano; de efecto adverso a la salud de 

una persona normal o incapacitada de cualquier edad o sexo, debido a peligro de 

vida o por muerte debida a exposición por vía respiratoria, piel, ojos, boca, o 

cualquier otra vía en cualquier cantidad, concentración o dosis relatada, para 

cualquier período de tiempo". 

La toxicidad de una sustancia química, es decir su capacidad de producir 

un efecto nocivo, está relacionada con la cantidad administrada o adsorbida 

(dosis), la vía de administración de esa cantidad, por ejemplo, vía respiratoria, 

digestiva, dérmica, el tipo de efecto y la gravedad del mismo, y el tiempo necesario 

para producirlo. 

En el caso de los clorofenoles, todos los lugares de sustitución de la 

molécula de fenol no son iguales a efectos de toxicidad en los organismos. El 4-

CP es mucho más tóxico que el 2-CP o el 3-CP, ya que la posición para es mucho 

más tóxica que las demás. Si hay sustituciones simultáneas en posición meta y 

para, la toxicidad también es elevada. La toxicidad se reduce para las posiciones 

orto, o las posiciones 2 y 6 simultáneas. Así la toxicidad del 2,6-DCP es menor 

que la del 3,5-DCP. Este hecho explica que la toxicidad del 2,4,6-TCP sea menor 

que la esperada. Como la toxicidad aumenta con el número de átomos de cloro, 

cabría esperar una toxicidad elevada para el PCP. Sin embargo, los átomos de 

cloro en las posiciones 2 y 6 amortiguan ese efecto y la toxicidad de este 

clorofenol es menor que la esperada [5-7]. 

La temperatura no es un factor crítico en la toxicidad de los clorofenoles en 

animales homeotermos (sangre caliente) pero es importante en los poiquilotermos 

(sangre fría). En este caso, la respiración y el metabolismo es función de la 

temperatura ambiental. 

Los clorofenoles ionizados son menos lipofílicos por lo que la toxicidad es 

mayor a pH bajos. En la Tabla 1.5 se dan los niveles de toxicidad de los 

clorofenoles estudiados. 
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Tabla 1.5. Toxicidad de los clorofenoles estudiados [8]. 
- - -- - - - -

Compuesto Toxicidad ª 

PH 

2-CP 

4-CP 

2,4-DCP 

2,4,6-TCP 

PCP 

- -- - - - -

Seres Humanos 1 g puede ser fatal 

Ratas DL50 414-530 mg/kg, oral 

Conejos DL50 400-600 mg/kg, oral 

Daphnia CL50 12 mg/L (48 h) 

Ratas DL50 950 mg/kg, percutáneo 

Ratas DL50 1390 mg/kg, percutáneo 

Ratas DL50 1730 mg/kg, percutáneo 

Ratas DL50 820 mg/kg, oral 

Ratas OL50 50 mg/kg, oral 

Algas CE50 0.01-7 mg/L (96 h) 

Truchas CL50 0.12-0.26 mg/L (96 h) 

ª DL50: dosis administrada, letal para el 50% de los individuos; CE5o: concentración que 
causa la inactivación al 50% de los individuos; CL5o: concentración administrada en el 
medio ambiente, letal para el 50% de los individuos. 

La cantidad y la calidad de los clorofenoles comerciales varía 

ampliamente. Como se indicó anteriormente, uno de los métodos para producir 

clorofenoles, la hidrólisis de clorobencenos, produce dibenzo-p-dioxinas 

contaminando el producto en cierto grado. 

La Tabla 1.6 da los niveles de contaminantes en el 2,4-DCP comercial. 

Como este producto se utiliza para la fabricación del herbicida 2,4-D (ácido 2,4-

diclorofenoxiacético), estos contaminantes se distribuyen en la naturaleza mientras 

se usa el 2,4-D [9, 1 O]. 

El PCP contiene un gran número de impurezas dependiendo del método 

de fabricación. Éstas incluyen clorofenoles, particularmente isómeros TTCP 
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(tetraclorofenoles), PCDDs (policloro-dibenzo-p-dioxinas), PCDFs (policloro

dibenzofuranos), policlorodifeniléteres, ciclohexanos dorados y ciclohexadienos, 

policlorofenoxifenoles, hexaclorobenceno y PCBs (bifenilos policlorados) [11). La 

dioxina más tóxica, 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina, no se ha encontrado en 

los clorofenoles utilizados para proteger la madera [12). Sin embargo, en un 

trabajo publicado por Fiedler et al. en 1990 se indica que estaba presente en el 

NaPCP utilizado para este propósito [13). En un PCP disponible en Suecia se 

encontró que la mayoría del producto era TTCP, un 80%, y el PCP era solo una 

impureza en el producto [2]. La Figura 1.2 muestra algunos de los productos que 

contaminan el PCP. 

Tabla 1.6. Impurezas del 2,4-DCP comercial [1]. 

Contaminante Valor medio(%} (n=10) 

2,6-DCP 

2,4,6-TCP 

2-CP

4-CP

4.48 

4.24 

1.09 

0.46 

Debido al amplio espectro de propiedades antimicrobianas de los 

clorofenoles, se les ha utilizado para la preservación de la madera, pinturas, fibras 

vegetales y cuero, y como desinfectantes. Encuentran, además, aplicación como 

herbicidas, fungicidas e insecticidas y como agentes intermediarios en la 

fabricación de productos farmacéuticos y tintes. 

Los clorofenoles menos sustituidos no se usan tanto debido a su olor 

penetrante, su mayor solubilidad en el agua y su mayor volatilidad. En general, los 

monoclorofenoles han sido usados como antisépticos desde hace más de 100 

años [14). La Tabla 1.7 recoge algunas aplicaciones de los clorofenoles. 
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A pesar de sus vidas medias, relativamente cortas, y su facilidad para la 

degradación, los clorofenoles se encuentran ampliamente distribuidos en el 

medioambiente: en el agua, en los sedimentos, en los suelos y en organismos 

[24). Esto es debido, al menos en parte, a su amplio uso. La mayoría de los países 

desarrollados han considerado necesario restringir el uso de clorofenoles. 

Inicialmente esta restricción sólo afectó a los usos domésticos y agrícolas, pero en 

la actualidad también se está llevando a cabo progresivamente en la conservación 

de la madera [11). 

Hexaclorodibenzo-p-dioxina 

C
�

CI 

C
�

o
�

CI 
CI CI 

Hexaclorodibenzofurano 

c,r¡Arc, 

Cly 

HO 

2 ,3,4,5-Tetraclorofenol 

Cl

o

�CI 

CI #'CI 
CI 

Hexaclorobenceno 

Figura 1.2. Contaminantes frecuentes en el PCP. 

El uso de muchos pesticidas clorados aumenta la cantidad de clorofenoles 

en el medio ambiente, ya que algunos productos de la degradación de dichos 

pesticidas y sus metabolitos son clorofenoles. 

La descomposición de la vegetación produce fenol; los vertidos 

procedentes de la destilación del carbón y de la madera, refinerías petroquímicas, 

plantas químicas y los desagües domésticos también contienen fenoles. Éstos son 
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convertidos en clorofenoles en los procesos de cloración en las plantas 

depuradoras [25]. Nuestra dependencia del cloro como herramienta para el 

tratamiento del agua es la responsable de la producción accidental de clorofenoles 

y su llegada al medio. Eliminar los compuestos orgánicos de los vertidos, antes de 

la cloración, o esterilizar el agua mediante ozono o radiación ultravioleta, tanto en 

los procesos de depuración como en los de potabilización, contribuirían a eliminar 

o, al menos, reducir enormemente esta fuente de clorofenoles y su distribución. 

Tabla 1.7. Usos de los clorofenoles. 
- - - - - -� 

Compuesto Utilización Ref. 

2-CP 

4-CP

2,4-DCP 

2,4,6-TCP 

PCP 

Intermediario en la fabricación de clorofenoles, 
cresoles y resinas sintéticas. 

Intermediario en la síntesis de colorantes, del 
2,4-diclorofenol y del herbicida 2,4-D. Disolvente 
en el refino de aceites minerales. 

Intermediario en la fabricación de desinfectantes, 
insecticidas, protectores de la madera y en la 
síntesis del 2,4-D y el PCP. 

Antiséptico, fungicida y bactericida. Agente 
exfoliante y antimoho. Protector de la madera 
(sales de sodio y potasio). 

Protector de la madera. Agente conservante en 
textiles, cuero, papel, adhesivos, pinturas, cola 
para la madera y aceites. lnhibidor de la 
fermentación bacteriana en los fluidos 
procedentes de la industria petroquímica. 

15 

15,16 

17,18 

19,20 

2,21,22,23 

Así, por ejemplo, el 2-CP se forma en un rango de concentración de 1. 7 

µg.L·
1 

durante la cloración de las agua en las depuradoras municipales [26,27). 

Este compuesto es el máximo responsable del olor. También se produce como 

consecuencia de la descomposición del herbicida 2,4-D por Pseudomonas [28]. El 

otro monofenol, el 4-CP, se encuentra en un rango de 0.7 µg. L-
1 

en las aguas 

residuales cloradas [27]. 
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El 2,4-DCP se forma en el rango de nano a micromolar durante la 

cloración de aguas en depuradoras municipales [26] y contribuye junto con el 2-CP 

al olor del agua. Se forma como producto de descomposición del herbicida 2,4-D y 

el Nitrofen [29]. Los efluentes de las fábricas de palpe! de Kraft contienen este 

clorofenol [30]. 

El maíz y los guisantes metabolizan el pentaclorociclohexano y el 1,3,5-

triclorobenceno a 2,4,6-TCP [31]. Es también uno de los productos de la 

degradación de otro pesticida, el Lindano [32-34]. En los vertidos de las fábricas 

de papel de Kraft también se ha encontrado este clorofenol [30]. En vertidos de 

aguas municipales e industriales de Vancouver se encontraron niveles de hasta 

3.12 µg. L-1 [35]. Se estima que, cuando el agua que contiene fenal es clorada, de

un 40 a un 50% de los clorofenoles formados es 2,4,6-TCP [36]. Es también uno 

de los clorofenoles predominantes producidos en el blanqueo de la pulpa de papel 

[37]. 

Incineradoras, chimeneas, incendios y otros procesos en los que se 

produce la combustión de madera liberan PCP a la atmósfera [38]. El 

hexaclorobenceno y el pentaclorobenceno son productos residuales comunes en 

los que el metabolismo natural microbiano los convierte en PCP [39,40]. Este 

clorofenol se usa, además de cómo herbicida, como protector de la madera que se 

utiliza para la construcción de granjas, casas, vallas, cajas, postes telefónicos, etc. 

Todos estos usos contribuyen a que vayan a parar a cursos de agua debido a 

inundaciones, tormentas y otros accidentes [41,42]. 

Los clorofenoles son preferentemente adsorbidos en partículas orgánicas 

del agua y en sedimentos orgánicos [43]. La mayoría del PCP permanecerá en los 

sedimentos, pero otros clorofenoles tienden a dispersarse por el medio. El tamaño 

del sedimento afecta a la adsorción y descomposición de los clorofenoles. Por 

tanto, el nivel neto medido es función de la velocidad de descomposición y 

deposición [44]. 
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El PCP puede ser degradado por la luz solar formándose 2,3,4,5-TTCP y 

2,3,5,6 TTCP, los cuales persisten en los sedimentos [45]. 

En cuanto a la presencia de clorofenoles en alimentos, en frutas y 

hortalizas el nivel de los mismos es generalmente inferior a 1 O µg.kg·1
. Lo mismo 

ocurre con las carnes, excepto en el hígado, en el que puede llegar a 100 µg.kg·1_ 

El PCP aparece en los alimentos [46,47] por estar en contacto con embalajes 

tratados con este producto. En pescado, la concentración de PCP es normalmente 

inferior a 4 µg.kg·1 [48]. Niveles de 1 a 100 µg.kg·1 se han encontrado en leche, 

refrescos, pan, dulces, arroz, cereales, azúcar y trigo [46]. El metabolito del PCP, 

el pentacloroanisol, se ha encontrado en niveles de 1 a 18 µg.kg·1 en pollos 

asados cuando los animales se crían entre virutas procedentes de madera tratada 

con este clorofenol [49]. 

Las personas están expuestas a los clorofenoles, principalmente el PCP, 

en sus alimentos, en el agua y el aire. En E.E.U.U. y Alemania se estima que son 

6 µg/día en alimentos, 2 µg/día en agua y 2 µg/día en el aire. Otras fuentes 

incluyen fábricas, desinfectantes, reactivos para fotografía, productos 

farmacéuticos y moquetas [11]. 

En zonas contaminadas, el nivel de PCP está por debajo de µg.kg·1 pero 

puede llegar a los mg.kg·1 en áreas industrializadas, como ocurre en torno a los 

Grandes Lagos: sus niveles son altos y persistentes en los sedimentos del lago, 

suelos y en la hojarasca [45,50-52]. 

Los niveles de PCP en peces son generalmente altos y persistentes en 

zonas industrializadas. En zonas de tratamiento de madera se encontraron niveles 

de 7 µg.kg·1 en cangrejos, 20 µg.kg·1 en mejillones y 1700 µg.kg·1 en gusanos 

Polychaete. En la Tabla 1.8 se muestran los valores de 2,4,6-TCP encontrados en 

tejidos de diferentes organismos en lagos contaminados en Finlandia [53]. 
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Tabla 1.8. Concentraciones de 2,4,6-TCP en tejidos de 
organismos marinos. 

-- -- - -- --

Organismo Concentración (µg.kg"1) 

Lucios 13.6-17.3 

Escarchos 4.7-55.9 

Almejas 1.4 

Esponjas 5.0-6.9 

Plancton 2.5 

La Tabla 1.9 muestra la concentración de PCP acumulada en tejidos de 

diferentes organismos después de 96 horas de exposición al producto [54]. 

Tabla 1.9. Acumulación de PCP en tejidos de organismos marinos. 
- -- --- - ---

º 
. Concentración en el agua Concentración en tejido rgamsmo (µg.L.1) (µg.kg-1) 
- -- ---

46.0 

Peces (Mugil cephalotis) 88.0 

157.0 

32.0 

Gambas (Palaemonetes pugio) 54.0 

249.0 

2.8 
Ostras (Crassostrea virginica) 

26.0 

1.1.2. Alquilfenoles 

290 

6700 

8800 

50 

100 

430 

180 

860 

Los alquilfenoles pueden ser sintetizados usando diferentes métodos, 

incluyendo la alquilación de fenoles usando diferentes catalizadores, hidroxilación 
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de un alquilbenceno, deshidrogenación de un alquilciclohexanol, o a partir de un 

compuesto de ciclo abierto sustituido. La elección del proceso depende del 

alquilfenol a sintetizar, de la disponibilidad de los materiales y del costo del 

proceso. La técnica usada generalmente para sintetizar los alquilfenoles es la 

alquilación de Friedel-Crafts. Cadenas de 3 a 12 átomos de carbono se someten a 

catálisis utilizando ácido sulfúrico. 

Los cresoles, o metilfenoles, se encuentran en la madera y en otros 

materiales biogénicos. Se obtienen a partir de la hulla o del petróleo. El 

denominado "cresol crudo" que se obtiene a partir del aceite pesado de alquitrán 

de hulla contiene considerables cantidades de metacresol y paracresol. 

Este tipo de compuestos se utilizan como desinfectantes, perfumes, 

agentes conservantes o herbicidas. También encuentran aplicación en la industria 

textil como agentes de limpieza. 

Los cresoles son expulsados hacia el medio ambiente por procesos de 

combustión en vehículos automotores y en sistemas de calefacción domésticos 

(abrasión del asfalto, vaporización de plásticos, perfumes, desengrasado de 

metales, etc.). La gran mayoría de los cresoles sufren descomposición 

fotoquímica. 

En el agua se disuelven muy lentamente, pero aun estando muy diluidos 

forman mezclas que resultan muy tóxicas para los organismos acuáticos. Debido a 

que los cresoles se adsorben en los minerales arcillosos, puede producirse una 

acumulación de los mismos en el sedimento. Si se infiltran en las capas 

subterráneas pueden llegar a contaminar las aguas. 

Cuando es liberado a la atmósfera, el p-cresol reaccionará con radicales 

hidroxilo producidos durante el día (vida media 1 O horas) y con los grupos nitro 

producidos durante la noche (vida media 4 minutos). En el agua, el p-cresol sufre 

biodegradación por lo que la volatilización, la acumulación en peces o la adsorción 

en sedimentos es poco importante. En aguas de ríos, la dilución es más 
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importante que la biodegradación y puede producirse fotolisis, catalizada por 

ácidos húmicos, en aguas superficiales. En aguas marinas y sedimentos la vida 

media del p-cresol es de 4 y 2 días, respectivamente. En la Tabla 1.10 se muestan 

los niveles de toxicidad del p-cresol en algunos organismos [8]. 

Tabla 1.10. Toxicidad del p-cresol en algunos organismos. 
- - - --

Compuesto Toxicidad ª 

- -- - - --

PC 

Ratas 

Conejos 

Algas Cianofíceas 

Carpas 

DLso 1.8 g.kg-1, oral

DLso 1.1 g.kg-1, oral

DLo 6.8 mg.L-1

TLm 21 mgr1 (24 h) 

ª DL0: dosis máxima tolerada; TLm: límite de tolerancia media. 

El 2,4-dimetilfenol se utiliza en la industria farmacéutica, en la fabricación 

de plásticos, aditivos para lubricantes y gasolinas, agentes humectantes y 

pesticidas. Este producto se libera al medioambiente en las fábricas de plásticos, 

industrias químicas y en el refino y procesado del carbón. Cuando llega al agua es 

biodegradado a temperatura ambiente en un periodo que va desde unas horas 

hasta unos pocos días. En aguas superficiales claras puede sufrir fotolisis. La 

acumulación en partículas y sedimentos del agua es moderada y la 

bioacumulación en peces no es significativa. En el suelo puede degradarse en un 

intervalo de 4 a 19 días. En la atmósfera, se degrada durante las horas del día 

mediante reacciones fotoquímicas con radicales hidroxilo. Durante la noche se 

degrada rápidamente por reacción con grupos nitro [8]. 

1.1.3. Nitrofenoles 

Los isómeros del nitrofenol son sólidos hidrosolubles con una acidez 

moderada en agua debido a la disociación. El 2-nitrofenol y el 4-nitrofenol se 
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utilizan como intermediarios en la síntesis de diversos plaguicidas 

organofosforados y algunos productos farmacéuticos. El 4-nitrofenol es un 

producto de degradación de insecticidas organofosforados derivados del paratión. 

Pero también se utiliza como producto intermediario en su producción [55-60] y en 

la del analgésico Paracetamol (N-acetil-4-aminofenol) [8]. La liberación en el 

medio ambiente se produce fundamentalmente por emisiones en el aire, el agua, y 

el suelo a partir del tráfico de vehículos, la degradación hidrolítica y fotolítica de los 

respectivos plaguicidas. 

Habida cuenta de la solubilidad en agua y la presencia prevista en la fase 

de vapor, cabe esperar una deposición húmeda de nitrofenoles del aire en las 

aguas superficiales y en el suelo. Numerosos estudios sobre la biodegradación del 

2-nitrofenol y el 4-nitrofenol indican que los isómeros son biodegradables en el

agua en condiciones aerobias. 

Poseen un potencial de adsorción de bajo a moderado en el suelo. Los 

nitrofenoles liberados al suelo se descomponen mediante biodegradación, por lo 

que su filtración hacia el agua freática sólo ocurriría bajo condiciones 

desfavorables para la biodegradación [8]. 

En cuanto a la toxicidad del 4-nitrofenol, en animales experimentales a los 

que se les administró excretaron la mayor parte de la dosis aplicada por vía 

urinaria en un plazo de 24-48 horas en forma de conjugados de glucurónidos y 

sulfatos. Los datos para el 2-nitrofenol son muy limitados, aunque se supone una 

transformación metabólica comparable. De los resultados disponibles de pruebas 

válidas sobre la toxicidad del 2-nitrofenol y el 4-nitrofenol para diversos 

organismos acuáticos, los nitrofenoles se pueden clasificar como sustancias con 

una toxicidad entre moderada y alta en el medio acuático. Por consiguiente, a 

pesar de la descomposición biótica y fotoquímica, estos compuestos emitidos al 

agua pueden representar algún peligro para los organismos acuáticos sensibles, 

particularmente en aguas superficiales que no favorezcan estas vías de 

eliminación [61]. 

21 



Capítulo I 

El 2,4-dinitrofenol es utilizado fundamentalmente como intermediario en la 

producción de colorantes azoicos, pero también ha sido usado como fungicida 

para la madera y como insecticida [62]. Este producto puede llegar al 

medioambiente a través de las emisiones o vertidos de las industrias químicas en 

las que se utiliza, debido a su uso como pesticida y, también, por las emisiones de 

los automóviles. Aunque no se adsorbe fácilmente en los sedimentos, sí puede 

hacerlo en suelos con un alto contenido en arcillas. Puede ser degradado por 

microorganismos mediante transformaciones que incluyen reducción del grupo 

nitro, hidroxilación del anillo y desplazamiento del grupo nitro. En el agua este 

fenal reacciona con radicales alquilperóxido (vida media 58 días) y puede sufrir 

fotolisis debido a la absorción de radiación ultravioleta [8]. 
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1.2. SURFACTANTES 

Los surfactantes (contracción de los términos ingleses "surface", "active" y 

"agent") son sustancias cuya estructura molecular presenta dos grupos con 

carácter diferente: un grupo no polar (hidrofóbico) y otro polar o iónico (hidrofílico). 

Este tipo de estructura se denomina "antipática". El grupo no polar, que 

generalmente es una cadena hidrocarbonada, con un número de átomos de 

carbono comprendido entre ocho y dieciocho, constituye la "cola" de la molécula 

de surfactante, mientras que el grupo polar, que puede ser de naturaleza iónica o 

no iónica, forma la "cabeza" de la misma. 

Esta estructura "antipática" de las moléculas de surfactante le confiere 

unas propiedades muy especiales al mismo. Entre ellas, la posibilidad de reducir la 

tensión superficial del agua y la de adsorberse en fas superficies e interfases de 

un sistema formado por fases inmiscibles, fenómeno responsable de la mayoría de 

las aplicaciones industriales de los surfactantes como detergentes, estabilizadores 

emulsionantes, etc. y la formación de micelas. 

Cuando el surfactante se disuelve en agua, la presencia del grupo 

hidrofóbico en el interior del agua causa distorsión provocando un aumento de la 

energía libre del sistema, lo que significa que el trabajo necesario para llevar una 

molécula de surfactante a la superficie es menor que el trabajo para trasladar una 

de agua. Por tanto, el surfactante se encontrará en la superficie. Esto hace que 

disminuya el trabajo necesario para aumentar la unidad de área de dicha 

superficie, es decir, su tensión superficial. 

Por otra parte, la presencia del grupo hidrofílico impide que el surfactante 

sea expulsado completamente del disolvente, lo que requeriría la deshidratación 

de dicho grupo. La estructura "antipática" del surfactante causa no sólo la 

concentración del mismo en la superficie, sino también la orientación de la 

molécula con su grupo hidrofílico en la fase acuosa y su grupo hidrofóbico hacia el 

exterior [63-65]. 
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Dependiendo de la naturaleza del grupo polar, los surfactantes se 

clasifican en cuatro grupos principales [66]: 

• Catiónicos: el grupo hidrofílico posee carga positiva, como por ejemplo, las

sales de amonio cuaternarias.

• Aniónicos: el grupo hidrofílico tiene carga negativa. Ejemplos de este tipo

de surfactantes son las sales de ácidos alquil carboxílicos o sulfónicos.

• Zwitteriónicos: en el surfactante existen grupos con carga positiva y

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

• No iónicos: el surfactante no posee grupos con carga, como por ejemplo,

los monoglicéridos.

En la Tabla 1.11 se recogen ejemplos de estos cuatro tipos de

surfactantes. 

En disoluciones muy diluidas, los surfactantes suelen encontrarse como 

monómeros, dímeros, etc. Pero si la concentración de la disolución aumenta se 

produce un proceso de agregación que da lugar a cambios en las propiedades 

físicoquímicas de la disolución. El agregado coloidal que se forma recibe el 

nombre de "micela" (cluster). El número de moléculas de surfactante que pueden 

formar la micela se denomina número de agregación (N) y se halla en un rango de 

50 a 100 [64,67]. 

Hay una concentración, característica para cada surfactante, a partir de la 

cual se forma la micela. A esta concentración se le denomina concentración 

mice/ar crítica (CMC). El proceso de agregación se da en un pequeño intervalo de 

concentraciones y parece ser un proceso altamente cooperativo. Puede 

considerarse que la formación de micelas es un mecanismo alternativo a la 

adsorción en las interfases para evitar el contacto entre los grupos hidrofóbicos y 

el agua, y así disminuir la energía libre del sistema [63]. 
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Tabla 1.11. Relación de sistemas micelares. 

Catiónicos 

Aniónicos 

Zwitteriónicos 

No iónicos 

Surfactantes 

Bromuro de hexadeciltrimetilamonio 

Bromuro de tetradeciltrimetilamonio 

Bromuro de dodeciltrimetilamonio 

Cloruro de dodecilamonio 

Tetradecilsulfato de sodio 

Dodecilsulfato de sodio (laurilsulfato de sodio) 

Dodecilsulfonato de sodio 

Dodecanoato de sodio 

N-Dodecilbetaína

N-Dodecilsultaína

Poliexietilen 10 Lauril éter (POLE) 

Polioxietilen 23 dodecanol (Brij 35) 

Tríton X-100 

Sorbitol Monooleato (Tween 80) 

Introducción 

La forma de la micela varía dependiendo del surfactante y del medio. 

Presentan el grupo hidrofóbico, la cola, orientado hacia el interior de las mismas 

(corazón), mientras que el grupo hidrofílico, la cabeza, hacia el exterior de la 

micela. Es posible que se formen micelas en medios orgánicos no polares. En este 

caso la micela formada recibe el nombre de "micela inversa". Aquí, la disposición 

de •as moléculas de surfactante es contraria a la descrita anteriormente, es decir, 

los grupos hidrofóbicos se extienden hacia la fase no polar y los hidrofílicos hacia 

el interior de fa micela [67]. 

Las micelas son esféricas, pero cuando la concentración de surfactante 

aumenta, la forma de las micelas iónicas cambia siguiendo la secuencia esférica-
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cilíndrica-hexagonal-laminar. En el caso de los surfactantes no iónicos las micelas 

pasan directamente de forma esférica a laminar al aumentar la concentración de 

surfactante [68-72]. 

Las propiedades microscópicas de las micelas, especialmente del "core" 

central, son muy diferentes a las del disolvente que las circunda y las micelas 

pueden ser consideradas como una segunda fase. Aunque la disolución sea 

considerada microscópicamente heterogénea, las propiedades macroscópicas del 

sistema total corresponden a una disolución verdaderamente homogénea. 

El proceso de micelización se pone en evidencia por los cambios en las 

propiedades físico-químicas de la disolución: tensión superficial, 

osmótica, conductividad, etc. 

1.2.1. Concentración micelar crítica 

presión 

Anteriormente se comentó que el estrecho rango de concentraciones en 

las que se producen cambios bruscos en las propiedades físicoquímicas en 

disoluciones de surfactantes se le llama concentración micelar crítica, CMC. Para 

determinar el valor de este parámetro se puede utilizar el cambio en algunas de 

esas propiedades y así, normalmente, se suele medir la conductividad eléctrica, la 

tensión superficial o el índice de refracción. Otras propiedades utilizadas para 

hallar la CMC son la densidad, la turbidez óptica, la viscosidad, el coeficiente 

osmótico, etc. [73,74]. La determinación de la CMC a partir de cambios en el color, 

espectros de absorción o cantidad de solubilización es más popular en trabajos 

comerciales y han sido ampliamente utilizadas en estudios fundamentales. 

Todas estas propiedades no son igual de convenientes para determinar la 

CMC, ni dan los mismos resultados. En algunos casos existen variaciones de casi 

un 50 % en los valores de la CMC obtenidos. Algunas de las variaciones puede 

deberse a la presencia de impurezas o a los procedimientos utilizados para el 

cálculo de la CMC: podemos representar la conductancia molar frente a la raíz 

cuadrada de la concentración o la conductividad frente al logaritmo de la 
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concentración [73]. 

En general, se encuentra que los valores de la CMC son menores para los 

surfactantes aniónicos que para los catiónicos y para los surfactantes no iónicos 

los valores son menores que para los iónicos, y los números de agregación mas 

altos [75). Esto se debe en parte a la ausencia de repulsiones electrostáticas 

entre las cabezas de los surfactantes no iónicos. Sin embargo, en las micelas 

iónicas estas repulsiones tienden a limitar el número de agregación y la CMC. En 

la Tabla 1.12 se presentan valores de CMC para diferentes tipos de surfactantes. 

Tabla 1.12. Concentraciones micelares críticas para diferentes tipos de 
surfactantes. 

Surfactante CMC (mM} Ref. 

Lauril sulfato sódico (NaLS) 8.100 68 

Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB} 0.920 76 

Polioxietilen 10 Lauril éter (POLE) 0.090 77 

Brij 30 0.064 78 

Triton X-100 0.250 79 

PONPE-7.5 0.085 80 

Tween 80 0.012 81 

1.2.2. Surfactantes no iónicos 

. La mayoría de los surfactantes no iónicos son "aductos" de óxido de 

etileno. Los grupos polioxietilén son la parte hidrofílica de la molécula de 

surfactante. La parte lipofílica de la molécula puede ser una variedad de grupos 

apolares, incluidas cadenas alquílicas (alcoholes, ácidos grasos o amidas), 

alquilbencenos y sus derivados fluorados, derivados de la silicona o cadenas de 

polioxipropileno [82]. En la Tabla 1.13 aparecen recogidos los diferentes tipos de 
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surfactantes no iónicos así como su estructura y fórmula general. 

Tabla 1.13. Surfactantes no iónicos [84]. 
- - � --- �- --- - - --

Tipo Estructura Fórmula 
- - - - - - - -

Polioxietilen alquil éteres 

C12E4 (Brij 30) 

C,2E9 (Polidocanol) 

Polioxietilen metil-n-alquil éteres 

Octilfenoxi polioxietilen éteres 

OPE5 (Triton X-45) 

OPE7-8 (Triton X-114) 

OPE9-10 (Triton X-100) 

Polioxietilen nonilfenil éteres 

NPE7.5 (PONPE-7.5) 

NPE8-9 (lgepal CO-610) 

NPE9-10 (Triton N-101) 

Polioxietilen sorbitan éteres de 
ácidos grasos 

Tween 20 (Sorbitol Monolaurato) 

Tween 40 (Sorbitol Monopalmitato) 

Tween 80 (Sorbitol Monooleato) 

Sistemas misceláneos 
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Los surfactantes no iónicos del tipo polioxietilen alquil éteres fueron 

sintetizados por primera vez a principios de los años 30 [83). Desde entonces, su 

detergencia, sus propiedades humectantes y esponjantes y los usos generales 

como surfactantes no iónicos los ha hecho ampliamente utilizados en la industria y 

como productos domésticos. 

Los polioxietilen alquil éteres tienen la fórmula general 

CnH2n+1(OCH2CH2)mOH. Son conocidos como CnEm, donde n indica el número de 

átomos de carbono en la cadena alquílica y m representa el número de unidades 

de óxido de etileno en la parte hidrofílica. 

El problema de los surfactantes no iónicos del tipo CnEm es que su síntesis 

implica la polimerización de los óxidos de etileno. El producto final obtenido es 

realmente una mezcla de moléculas con n átomos de carbono en la cadena 

alquílica, si el alcohol de partida es puro, y un número de unidades de óxido de 

etileno en el rango desde m-a hasta m+a, siendo a una constante que depende del 

proceso [85]. Por ejemplo, el análisis de un C12E10 comercial (Polioxietilen 10 

Lauril éter) da los resultados mostrados en la Tabla 1.14 [82]. En este caso 

particular, el 81,8 % no corresponde a la molécula de C12E10. 

En la mayoría de las aplicaciones de los surfactantes no iónicos esta 

dispersión en el número de unidades oxietilénicas no es un problema. Se convierte 

en problema cuando es necesario determinar las propiedades físicas y químicas 

del surfactante. Este hecho explica la variación observada en la bibliografía acerca 

de los datos de concentración micelar crítica, volúmenes molares o temperatura 

de punto de nube [82,85]. 

En un estudio realizado por Berthod et al. [86] se analiza el efecto del 

número de unidades oxietilénicas, así como el número de átomos de carbono en 

la cadena alquílica, en la concentración micelar crítica. Encontró que la CMC de 

los surfactantes del tipo CnEm disminuye exponencialmente con el número de 

átomos de carbono de la cadena alquílica. La variación es del mismo tipo, 
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exponencial, con el número de unidades oxietilénicas en la cadena hidrofílica, si 

bien este cambio es menor. 

Tabla 1.14. Análisis de un C12E10 comercial. 

Molécula % en masa 

C12E3 

C12E4 

C12Es 

C12Es 

C12E1 

C12Ea 

C12E9 

C12E10 

C12E12 

C12E1s 

C12E20 

- - ---

0.02 

0.45 

2.00 

5.00 

8.60 

11.70 

18.30 

18.20 

9.57 

3.55 

0.30 

Con cadenas alquílicas cortas se produce un aumento de la CMC, pero 

con cadenas alquílicas largas la CMC disminuye, Figura 1.3. El C12Em parece tener 

una CMC próxima a 10
-4 

molr
1
, independientemente del número de unidades

oxietilénicas presentes en la molécula. 

En este estudio se propone la siguiente ecuación general para obtener la 

concentración micelar crítica, en moles. L-
1
, de cualquier surfactante no iónico del

tipo CnEm en los rangos 5< n <16 y 3< m <30 

lag CMC = -0.011 ncmE + 0.135mE - 0.433nc + 1.117 
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ne indica el número de átomos de carbono en la cadena alquílica 

me representa el número de unidades oxietilénicas en la molécula 

La masa molar de un surfactante del tipo CnEm se puede obtener a partir 

de la expresión: 

m.m = 14 ne+ 44 mE + 18

Si se combinan las dos ecuaciones anteriores se puede obtener la 

concentración micelar crítica, en gL
1
, para un surfactante no iónico del tipo CnEm: 

log CMC = log (14nc + 44mE + 18) - 0.011 ncmE + 0.135mE - 0.433nc + 1.117 

o 

♦C,Em 
■C,2Em AC,sEm 

-1 

-2 • • 
• • 

• 

15-3 

-4 ■ ■ ■ ■ ■ 
■ ■ 

-5 

-6. 

-7 

2 4 6 8 10 12 14 

Número de unidades oxietilénicas 

Fig.1.3. Representación del log CMC (moles.L"
1
) frente al número de unidades oxietilénicas de un 

surfactante no iónico del tipo CnEm [86]. 

31 



Capítulo I 

Una de las propiedades más importantes de los surfactantes, directamente 

relacionada con su capacidad de formar micelas, es la solubilización de solutos. 

La mayoría de las aplicaciones de las micelas en medios acuosos se basan en 

esta propiedad (65, 87]. 

La solubilización de un analito en una micela determinada es un proceso 

de equilibrio dinámico y depende tanto de la naturaleza del soluto como del medio 

micelar empleado. En medios micelares, la cantidad de soluto solubilizado es 

directamente proporcional a la concentración de surfactante utilizado, una vez que 

la formación de micelas ha tenido lugar. La solubilización es un fenómeno 

claramente micelar. Una vez sobrepasada la CMC comienza la solubilización, 

pudiendo el soluto unirse a la micela en diferentes regiones de la misma 

dependiendo de la naturaleza del soluto y del surfactante. En la Figura 1.4 se 

muestra una representación esquemática de estas solubilizaciones . 

.....,... Micela • Soluto 

Figura 1.4. Representación esquemática para la solubilización de solutos en las micelas. 

Las interacciones entre ambos pueden ser electrostáticas, hidrofóbicas o 

más normalmente, una combinación de ambos efectos [65]. Aunque el mecanismo 

real de solubilización es complejo, se puede aceptar que los sustratos iónicos con 

carga opuesta a los grupos de cabeza de las micelas se pueden enlazar 
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fuertemente a ellos; las especies no polares que poseen electrones polarizables, 

como los compuestos aromáticos, residen cerca del grupo de cabeza, mientras 

que los radicales alquílicos interaccionan con el core de la micela, de modo que 

las interacciones hidrofóbicas y electrostáticas micela-soluto sean máximas. Los 

solutos apolares se localizan en el core de la micela. 

La constante de equilibrio, K, de la incorporación del soluto a la micela: 

Soluto + micela B micela-soluto 

se define como 

donde [Smic] y [Sac] son las concentraciones estequiométricas del soluto en la fase 

micelar y en la fase acuosa, respectivamente, y Cd es la concentración analítica 

del surfactante (que es igual a la concentración total de surfactante menos la 

concentración micelar crítica del mismo) [88]. Esta constante de equilibrio puede 

ser referida al coeficiente de partición (o distribución) P, distribución del soluto 

entre el disolvente y las micelas del surfactante. Este coeficiente se define como la 

relación entre la concentración de soluto en la fase micelar y aquella en la fase 

principal de la disolución. Por tanto, la constante de equilibrio vendría expresada 

por: 

K = (P-1) v 

donde ves el volumen molar parcial del surfactante [89]. 

Las micelas no son sistemas estáticos sino que están, junto con los 

solutos que han sido solubilizados por ellas, en equilibrio dinámico con el medio 

que las rodea [90]. Las moléculas de surfactante entran y salen de la micela en 

microsegundos. Estos monómeros y los solutos asociados pueden ser sustituidos 

por otros presentes en la disolución, en otras micelas o adsorbidos en otras 

superficies. La disolución completa y la redistribución de una micela pueden ocurrir 
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en milisegundos (91,92]. 

Se ha destacado la importancia de los medios micelares en la 

solubilización de especies químicas debido a su capacidad selectiva. Sin embargo, 

también hay que mencionar su intervención en otros procesos como pueden ser el 

desplazamiento de equilibrios, la modificación de cinéticas de reacción, aumento 

de fluorescencia y fosforescencia, procesos de extracción y preconcentración y 

separación por cromatografía líquida o en capa fina (93-96]. 

1.2.3. Aplicaciones de los medios micelares 

La utilidad analítica de las micelas es evidente en un gran número de 

técnicas y ha crecido enormemente en los últimos años. Las aplicaciones más 

importantes de los medios micelares en química analítica se pueden clasificar en 

tres grandes apartados [88,95,97]: 

• Medidas electroquímicas.

En análisis electroquímico desde_ hace unos años se ha visto la gran 

utilidad de las disoluciones de surfactantes con una concentración superior a la 

concentración micelar crítica. El uso de estas disoluciones puede producir un 

aumento de la sensibilidad de las técnicas electroanalíticas. 

• Espectroscopía.

La utilidad de las micelas en los métodos espectroscópicos de análisis ha 

ido aumentando enormemente en los últimos años. El uso de los surfactantes 

permite mejorar la determinación espectrofotométrica y fluorimétrica de muchos 

iones metálicos con indicadores metalocrómicos. Por otra parte, ciertos quelatos 

binarios pueden aumentar drásticamente su rendimiento cuántico, lo que se 

traduce en un aumento de la sensibilidad analítica [98-101]. 
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• Separaciones.

Los medios micelares se han utilizado en separaciones analíticas debido a 

la capacidad que poseen las micelas para interaccionar selectivamente con las 

moléculas, destacando su importancia en tres campos: procesos de extracción, 

cromatografía y separaciones electrocinéticas. 

Las micelas poseen la capacidad de solubilizar compuestos orgánicos y 

quelatos de metales insolubles en agua. De esta forma se pueden extraer los 

sustratos o complejos insolubles del medio acuoso en una fase de mucho menor 

volumen que está formada casi enteramente por surfactante. Esto supone una 

concentración de los analitos con el consiguiente aumento de sensibilidad al 

realizar el análisis. 

Esta técnica de extracción por separación de fases se basa en la 

propiedad que presentan las disoluciones acuosas de los surfactantes no iónicos 

de separarse en dos fases cuando se calientan por encima de una determinada 

temperatura: la temperatura de cloud point o temperatura de punto de nube. La 

disolución homogénea se separa en dos fases, una fase acuosa y otra fase rica en 

surfactante. Un soluto disuelto en la disolución homogénea a baja temperatura 

puede tener más afinidad por una fase que por la otra. La extracción por cloud 

point (CPE) se usa comúnmente para extraer y/o preconcentrar solutos apolares 

en la fase rica en surfactante obtenida al elevar la temperatura [65,87, 102,103]. 

Sobre este tema se hará especial hincapié en el Capítulo 11, ya que el 

estudio de la extracción de fenoles por punto de nube constituye uno de los 

objetivos de esta Tesis. 

Asimismo, debido a su capacidad para solubilizar solutos, los surfactantes 

pueden ser efectivos en la solubilización y extracción de analitos en matrices 

sólidas. La utilización de estos medios micelares, junto con la extracción asistida 

por microondas, se ha mostrado como un método rápido y eficaz para la 
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extracción de compuestos orgánicos en este tipo de muestras [104-106]. 

El estudio de la aplicación de esta nueva metodología para la extracción 

de derivados fenólicos se desarrolla en el Capítulo 111 de la presente Tesis, por lo 

que la misma se describirá extensamente en dicho capítulo. 

En cuanto a las separaciones cromatográficas, se han utilizado 

disoluciones micelares acuosas como fases móviles en cromatografía líquida. 

Aunque este tipo de fases se emplearon originalmente en cromatografía en 

columna y en capa fina, posteriormente se han utilizado en cromatografía líquida 

de alta eficacia, generando un nuevo tipo de cromatografía denominada 

Cromatografía Líquida Micelar (MLC) [107,108]. La separación se consigue por la 

distribución del soluto entre las fases estacionaria, acuosa y micelar. 

La Electroforesis Capilar (CE) se puede utilizar con fases micelares. El 

primer uso de tales fases se debe a Terabe, quien en 1984, denominó a esta 

técnica Cromatografía Micelar Electrocinética (MEKC) [109]. El éxito de esta 

técnica supuso extender la aplicación de la CE a moléculas y todo tipo de 

especies sin carga. De hecho, la MEKC se convirtió en una herramienta esencial 

en el campo de la separación de especies biológicas [110-112]. 
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1.3. OBJETIVOS DEL TRABAJO 

La búsqueda de nuevos métodos de análisis, que permitan mejorar la 

sensibilidad, selectividad, rapidez y coste de los ya existentes, ha sido siempre el 

objetivo de todo nuevo proceso analítico. En la presente Tesis Doctoral se ha 

planteado, como objetivo general, el desarrollo de nuevos métodos de extracción y 

preconcentración de derivados fenólicos presentes en muestras medioambientales 

de diferente naturaleza, utilizando medios micelares como extractantes. 

Se han elegido dos mezclas diferentes de derivados fenólicos: una de 

quince compuestos entre los se que incluyen clorofenoles, nitrofenoles y 

alquilfenoles, y otra más sencilla, con ocho compuestos, constituida 

fundamentalmente por clorofenoles. Esta última ha sido utilizada para el estudio 

del factor de preconcentración, en el capítulo 11, y para el diseño experimental, en 

el capítulo 111. Los surfactantes utilizados, del tipo polioxietilen alquil éteres, han 

sido: 

• Polioxietilen 1 O Lauril éter (POLE)

• Polioxietilen 9 Lauril éter (Polidocanol)

• Polioxietilen 6 Lauril éter

• Polioxietilen glicol monoalquil éter (Genapol X-080)

Entre otras ventajas, respecto a los métodos convencionales, se pretende 

conseguir una reducción considerable en el tiempo empleado en el análisis de las 

muestras y la sustitución de los disolventes orgánicos por otros extractantes, los 

surfactantes, menos agresivos con el medioambiente y de menor coste. 

En atención a lo expuesto se han planteado los siguientes objetivos 

parciales: 

• Establecer las condiciones de separación adecuadas para las dos

mezclas de fenoles estudiadas, utilizando la cromatografía líquida de alta 
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eficacia. 

• Caracterización de los surfactantes utilizados en el estudio, es decir,

determinación de su temperatura y concentración críticas. 

• Establecer los parámetros asociados a la obtención del punto de nube:

concentración de surfactante y fuerza iónica. 

• Determinar la influencia de la naturaleza y concentración de surfactante,

así como de la fuerza iónica, en la relación de los volúmenes de fase acuosa 

y fase rica en surfactante. 

• Optimizar la metodología de extracción y preconcentración por punto de

nube para muestras líquidas, determinando los valores óptimos de tiempo de 

equilibración, concentración de surfactante, pH de la disolución y fuerza 

iónica. 

• Aplicación de la metodología de extracción y preconcentración por punto

de nube a muestras de agua de mar y agua depurada, previamente 

acondicionadas con la mezcla de derivados fenólicos. 

• Optimizar la extracción asistida por microondas, con medios micelares

como extractantes para la extracción de derivados fenólicos en muestras de 

sedimentos marinos y muestras de suelo. La concentración y volumen de 

surfactante óptimos, así como el pH de la disolución, se establecerán 

previamente y se utilizará un diseño factorial para la optimización de las 

condiciones de irradiación del microondas, tiempo y potencia. 

• Establecer la influencia de algunas de las características de la matriz,

como el pH, el contenido en materia orgánica y la textura, en el proceso de 

extracción de los derivados fenólicos en muestras de suelo. 

• Aplicar la extracción asistida por microondas con medios micelares a

muestras de sedimentos marinos y muestras de suelo, previamente 
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enriquecidas con los derivados fenólicos, después de diferentes periodos de 

envejecimiento. 
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CAPÍTULO 11 

EXTRACCIÓN EN MUESTRAS LÍQUIDAS 



Extracción en muestras liquidas 

11.1. INTRODUCCIÓN 

La base de la técnica de extracción por separación de fases deriva del 

fenómeno que presentan algunas disoluciones de surfactantes no iónicos. Estas 

disoluciones presentan turbidez cuando se calientan o enfrían en un rango 

estrecho de temperatura característico para cada surfactante. Posteriormente, se 

produce una separación de la disolución en dos fases isotrópicas: la fase rica en 

surfactante de menor volumen, la fase micelar, y la fase acuosa de mayor 

volumen, donde la concentración de surfactante es próxima a su concentración 

micelar crítica. Esta separación de fases es reversible, de manera que una 

inversión de las condiciones hace que las dos fases converjan para formar de 

nuevo una sola fase [1-4]. 

La temperatura a partir de la cual se produce la separación de fases se 

denomina temperatura crítica o temperatura de punto de nube. Esta temperatura 

depende de la concentración de surfactante en la disolución. Para que se 

produzca la separación de fases es necesario que la concentración de surfactante 

en la disolución supere la concentración mícelar crítica [5]. Sí representamos 

gráficamente la temperatura a la que ocurre la separación de fases frente a la 

concentración de surfactante en disolución obtenemos un diagrama de fases. La 

curva obtenida se denomina curva de coexistencia y separa las dos regiones del 

diagrama: una en la que encontramos una sola fase (L) y la otra en la que 

coexisten las dos fases (2L). En la Figura 11.1 puede observarse la curva de 

coexistencia típica de un surfactante no ióníco. Al punto mínimo de esta curva se 

le llama punto crítico, y a la temperatura y concentración de ese punto se les 

denomina temperatura y concentración críticas, respectivamente [4,6]. 

El fenómeno de separación de fases puede obtenerse en casi todas las 

disoluciones micelares, independientemente del tipo de surfactante, alterando las 

condiciones del medio. Esta separación es debida a la diferencia de densidades 

de las dos fases. La afinidad que presentan algunos solutos por la fase rica en 
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surfactante permite extraerlos y preconcentrarlos en una sola etapa. 

El mecanismo por el cual tiene lugar la separación de fases es poco 

conocido. Para surfactantes no iónicos, algunos autores han propuesto que 

cuando aumenta la temperatura de la disolución, podría producirse un incremento 

en el número de agregación de las micelas con el consiguiente incremento en el 

tamaño de las mismas [7,8). Otros sugieren que para dichos surfactantes el 

mecanismo de la separación de fases puede estar basado en un cambio en las 

interacciones micelares, las cuales son repulsivas a temperaturas bajas, pero 

predominantemente atractivas a temperaturas altas [9]. Otros autores atribuyen el 

fenómeno de punto de nube a los procesos de deshidratación que tienen lugar en 

la capa externa de las micelas cuando se incrementa la temperatura [1 O]. 

100 

80 

60 

40 

20 

o 

o 10 20 30 

Concentración % (v/v) 

Figura 11.1. Diagrama de fases típico de una solución acuosa 
de un surfactante no iónico. 
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La metodología de extracción por cloud point o punto de nube es bastante 

competitiva con los métodos convencionales para extraer y preconcentrar analitos 

y entre sus ventajas podemos destacar: 

• No se utilizan disolventes orgánicos, por lo que disminuye el coste y

la toxicidad del proceso de extracción.

• No existen problemas de saturación de los absorbentes como en la

SPE. Si es necesario, se puede utilizar una mayor cantidad de

surfactante en la disolución.

• En comparación con las otras técnicas, reduce considerablemente el

tiempo que se necesita para extraer los analitos y no es necesario

acondicionar la muestra previamente.

11.1.1. Temperatura de punto nube o cloud point 

En la Tabla 11.1 se encuentra una recopilación de las temperaturas de 

cloud point o punto de nube de algunos surfactantes polioxietilénicos. Además de 

la concentración de surfactante hay otros factores como son la naturaleza del 

surfactante, la adición de sales o de compuestos orgánicos, así como la presencia 

de otros surfactantes, que pueden modificar la temperatura a la que se produce el 

fenómeno de punto de nube, y hay que tenerlos en cuenta ya que juegan un 

importante papel en el proceso de separación. 

• Naturaleza del surfactante.

Para una serie homóloga de surfactantes polioxietilénicos la temperatura 

de punto de nube aumenta a medida que disminuye la longitud de la cadena 

hídrocarbonada, y al aumentar la longitud de la cadena de oxietileno [21). En la 

Tabla 11.2 puede observarse que para surfactantes como el C12E6 y C12E8, que 

poséen el mismo número de átomos de carbono en la cadena alquílica, pero 

distinto número de unidades oxietilénicas, las temperaturas de punto de nube 

obtenidas para el C12E8 son superiores. Sin embargo, si comparamos las 

temperaturas obtenidas para los surfactantes C10E6 y C12E6, vemos que la 
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temperatura aumenta a medida que la cadena alquílica se hace más corta. 

Para un contenido constante de oxietileno en la molécula de surfactante, la 

temperatura de punto de nube disminuye también si lo hace la masa molecular del 

surfactante, cuando se ramifica el grupo hidrofóbico o si se reemplaza el grupo 

hidroxilo terminal del grupo hidrofílico por un grupo metilo. 

Tabla 11.1. Temperaturas de punto de nube para diferentes 
surfactantes polioxietilénicos. 

- ----·- - - - ---- -- - ----· 

Surfactante Temperatura (ºC) Ref. 
- - - - -

59-63 11 

58 12 

C10Es 60 13 

62.2 14 

63 15 

50 11 

50.3 16 

51.3 17 

C12Es 
52.5 15 

53.2 18 

51.1 14 

75.5 19 

77 11 

C12Ea 78 15,18 

78.4 14 

79.2 20 
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Extracción en muestras líquidas 

Tabla 11.2. Variaciones de la temperatura de punto de nube para diferentes 
surfactantes polioxietilénicos [4]. 

Surfactante Aditivo Temperatura (ºC) 

Ninguno 0-1 

3 mM CTAC > 85
C12E4 

1 mM SOS 78-81

5 mM SB-12 4-7

Ninguno 32.2 

C12Es 1.3 mM DoPyCI 91 

CTAC (x = 0.025) 52 

Ninguno 52 

0.04 M NaC03 36 
C12Es 

1 M NaCI 41 

10 % (m/v) NaCI 31.8 

Ninguno 74 

C12Ea 40 % Glicerol 62 

60 % Glicerol 43 

Ninguno > 100

C12E24 1.1 M NaCI 88

0.15 M Fenol 25 

• Adición de sales

La temperatura a la que se produce el fenól)1eno de separación de fases 

para un surfactante dado puede ser alterada por la presencia de sales en la 

disolución. La adición de electrolitos como cloruros, sulfatos, carbonatos, etc., 

provoca una disminución de la temperatura a la cual se produce el fenómeno de 

punto de nube. Este efecto se conoce con el nombre de "salting-out". Sin 
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embargo, hay electrolitos como nitratos, yoduros, tiocianatos, etc., que producen 

el efecto contrario, "sa/ting-in", es decir, provocan un aumento de la temperatura 

de punto de nube [22-28]. En la Tabla 11.2 se muestra el efecto de la adición de 

NaCI sobre algunos surfactantes. 

• Presencia de compuestos orgánicos.

La adición de hidrocarburos saturados de cadena corta no da lugar a 

disminuciones importantes en la temperatura de punto de nube, sin embargo, la 

presencia de compuestos orgánicos no polares, que pueden ser solubilizados en 

el interior de la micela, suelen originar aumentos en la temperatura de punto de 

nube [29]. Compuestos orgánicos polares, como alcoholes alifáticos o fenoles, 

disminuyen la temperatura de punto de nube [30,31]. Así, la presencia de fenal 

0.15 M disminuye la temperatura de punto de nube del C12E24, superior a los 

100ºC, hasta 25 ºC (Tabla 11.2). 

• Presencia de otros surfactantes.

Cuando la disolución contiene dos o más surfactantes no iónicos, la 

temperatura de punto de nube es una temperatura comprendida entre las 

temperaturas críticas de cada surfactante por separado, mientras que la adición de 

surfactantes iónicos eleva dicha temperatura, debido a que se forman micelas 

mixtas [35,36]. 

• Variación de la presión.

Un aumento de la presión causa un aumento de la temperatura del 

proceso de punto de nube [34,35]. 

Se puede considerar, por tanto, que es posible obtener una temperatura 

de punto de nube determinada, para una aplicación analítica concreta, 

seleccionando el surfactante adecuado, mezclando surfactantes o eligiendo un 

aditivo que varíe la temperatura en el sentido que nos interese. 
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11.1.2. Relación de fases 

Existen una serie de parámetros que afectan a los volúmenes que se 

obtienen de cada una de las fases después de la separación de las mismas. Ésto

tiene especial interés, ya que la relación de volúmenes entre la fase rica en 

surfactante y fase acuosa determina la preconcentración de los solutos después 

de su extracción. El factor de concentración, CF, viene dado por la relación Vac l V5, 

que es la relación entre el volumen original de fase acuosa y el volumen de la fase 

rica en surfactante [36,39]. Por tanto, cuanto más pequeño sea el volumen de fase 

rica en surfactante mayor será el factor de preconcentración. En general, el 

volumen de la fase rica en surfactante que se extrae después de la separación es 

reducido, lo cual justifica que los factores de preconcentración obtenidos por esta 

técnica sean elevados. Debido al reducido volumen de esta fase, es necesario 

establecer un volumen de la misma suficientemente alto como para que su 

manipulación no conduzca a errores, y que los resultados sean reproducibles. Por 

tanto, es necesario optimizar dicho volumen, al tiempo que se obtiene un factor de 

preconcentración adecuado, y tener en cuenta los factores que sobre él influyen. A 

continuación se describen los parámetros que afectan a la relación de fases. 

• Temperatura

Ésta debe estar siempre por encima de la temperatura de punto de nube

para que se produzca la separación de fases. Sin embargo, un aumento 

considerable de la temperatura provoca la disminución del volumen de fase rica en 

surfactante debido a que se produce una deshidratación al romperse los 

puentes/enlaces de hidrógeno y la cantidad de agua en esta fase disminuye [10]. 

Esto supone una mayor preconcentración de los analitos. 

• Tiempo.

Al igual que ocurre con la temperatura, si se prolonga demasiado el tiempo 

de calentamiento se produce una disminución del volumen de fase rica en 
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surfactante, debido también a un proceso de deshidratación [10]. 

• Efecto de la concentración de surfactante.

Para que se produzca la separación de fases es necesario que la 

concentración de surfactante en disolución sea superior a la concentración micelar

crítica. Cuanto mayor sea la concentración de surfactante en la disolución, mayor 

será el volumen de fase rica en surfactante, con lo que el factor de concentración 

disminuirá [24,25]. Teniendo en cuenta que a mayor concentración de surfactante, 

mayor es la extracción, hay que elegir una concentración que nos permita extraer 

suficientemente los analitos, y que nos proporcione una satisfactoria 

preconcentración de los mismos. Además, hay que considerar el hecho de que la 

fase rica en surfactante presenta una viscosidad muy alta, por lo que en algunas 

aplicaciones se añaden pequeñas cantidades de disolvente (agua, metanol, 

etanol, etc.) para disminuir la viscosidad de dicha fase y facilitar su manipulación 

[38]. 

• Efecto de la naturaleza del surfactante.

La relación de fases depende de la estructura del surfactante; así, para 

una serie homóloga de surfactantes no iónicos con cadena polioxietilénica, el 

volumen de fase rica en surfactante aumenta con el aumento de la cadena 

oxietilénica y con la de la longitud de la cadena hidrocarbonada. Para obtener 

mejores factores de preconcentración hay que elegir surfactantes con pocas 

unidades oxietilénicas y de cadena corta. Sin embargo, también es importante la 

capacidad extractante, por lo que habrá que tener en cuenta si estos surfactantes 

son los más adecuados a la hora de extraer los solutos [40]. 

La fase rica en surfactante puede situarse en el fondo o en la superficie de 

la disolución dependiendo de las densidades relativas. Generalmente, la fase rica 

en surfactante es más densa que la fase acuosa, por lo que aquella se sitúa en el 

fondo (ej. Tritons, PONPEs). Las disoluciones de surfactantes que contienen 

cadenas alquílicas poseen una fase rica en surfactante menos densa que la fase 
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acuosa, por lo que se sitúan en la superficie (ej. POLE, Polidocanol) [40]. 

• Efecto de la fuerza iónica.

Se ha observado que el volumen de la fase rica en surfactante no depende 

de la fuerza iónica [40). Sin embargo, la adición de sales provoca un aumento de 

la densidad de la fase acuosa, lo que facilita el proceso de separación de fases. 

11.1.3. Solubilización de solutos 

Los solutos, que inicialmente están en fase acuosa, pueden ser extraídos 

en la fase rica en surfactante en diferente extensión, dependiendo de las 

interacciones especificas soluto-micela [39). La Figura 11.2 representa 

esquemáticamente el proceso de extracción por cloud point o punto de nube. 

1 Surfactante 1 

Centrifuga 

� 

Figura 11.2. Proceso de extracción por cloud point o punto de nube.

Los factores que pueden afectar a la solubilización de los solutos tendrán 

una gran influencia en los porcentajes de recuperación obtenidos al aplicar el 

proceso a la extracción de analitos y a su preconcentración. Los parámetros más 
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importantes son: 

• Tiempo de equilibración.

Es el tiempo que permanece la muestra bajo las condiciones en las que se 

establece la separación de fases. Durante este tiempo se produce la interacción 

entre el soluto y la micela. Dependiendo del tipo de soluto y del tipo de surfactante 

se necesitará más o menos tiempo para que se produzca la solubilización del 

analito. Sin embargo, en la mayoría de los trabajos publicados se considera que 

tiempos de equilibración superiores a 30 minutos no mejoran la extracción [41]. 

• Temperatura de equilibración.

Tiene que ser siempre superior a la temperatura de punto de nube. Hay 

que tener en cuenta la elección de surfactantes con temperaturas de punto de 

nube no muy elevadas, ya que pueden ocasionar problemas de estabilidad en 

analitos termolábiles, con lo que los porcentajes de extracción pueden disminuir. 

En estos casos hay que elegir adecuadamente el surfactante o añadir los aditivos 

necesarios para modificar su temperatura de punto de nube. Además, en el paso 

de centrifugación, una caída brusca de la temperatura podría provocar la 

disolución de parte de la fase rica en surfactante, lo que se traduciría en una 

pérdida en la eficiencia de la extracción. Pequeños cambios de la temperatura en 

el paso de centrifugación no suponen pérdidas, siempre que se mantengan 

separadas las dos fases. Por lo general, se elige una temperatura del orden de 15 

a 20° C por encima de la temperatura de punto de nube [40]. 

• Concentración de surfactante.

Al aumentar la concentración de surfactante en disolución, el porcentaje 

de extracción de los solutos aumenta. Lógicamente, esta variación es más notable 

para los analitos más polares, ya que los solutos más hidrofóbicos se extraen muy 

bien, incluso con concentraciones de surfactante bajas. Sin embargo, una 

concentración muy grande se traduce en un pequeño factor de concentración, ya 
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que aumenta el volumen de la fase rica en surfactante. 

• Naturaleza del surfactante.

El carácter polar de un surfactante no iónico aumenta al aumentar el 

número de unidades etilénicas en su estructura (ej. es más polar el POLE, C12E10, 

que el Polidocanol, C12E9) y al disminuir la longitud de la cadena alquílica. Los 

surfactantes más hidrofóbicos serán aquellos que tengan un menor número de 

unidades oxietilénicas y las cadenas hidrocarbonadas más largas. Por otra parte, 

el grado de partición de las moléculas orgánicas neutras es mayor en surfactantes 

hidrofóbicos; por tanto, los surfactantes que teniendo el mismo grupo alquílico 

tengan un menor número de unidades etilénicas tendrán una mayor capacidad de 

extraer solutos. A igualdad en el número de unidades etilénicas, aquellos que 

posean una mayor cadena alquílica serán los mejores extractantes. El mejor 

surfactante, desde el punto de vista de la extracción, será aquel que tenga pocas 

unidades etilénicas y cadenas hidrocarbonadas largas [40). Si embargo, este tipo 

de surfactantes no nos proporcionaría buenos factores de concentración, como 

vimos anteriormente. Por tanto, hay que elegir entre ambos criterios para 

maximizar la extracción y la concentración de los analitos. 

• Adición de sal.

Al aumentar la concentración de sal en disolución el tamaño de las 

micelas y su número de agregación aumentan, mientras que su concentración 

micelar crítica permanece constante [42). Los analitos más polares se vuelven 

más insolubles en la disolución, por lo que su extracción mejora. 

• pH de la disolución.

Este factor es importante cuando los solutos a extraer presentan diferentes 

características en forma ácida o básica. La forma iónica de una molécula neutra 

no interacciona tan fuertemente con las micelas como lo hace su forma neutra por 

lo que habrá que ajustar el pH de la disolución para que los solutos no se 
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encuentren ionizados [40). En el caso de los fenoles, es necesario disminuir el pH 

de la disolución a fin de que éstos se encuentren en su forma neutra. Sin 

embargo, para compuestos como los PCBs, PCDFs o PCDDs, que no presentan 

formas iónicas, el pH de la disolución no afecta a la extracción de los mismos. 

11.1.4. Aplicaciones analíticas 

La metodología CPE fue inicialmente presentada y utilizada por Hiroto 

Watanabe y sus colaboradores en Japón [43) para extraer iones metálicos como 

complejos metálicos hidrofóbicos. Posteriormente, Bodier utilizó la técnica para la 

extracción de biomoléculas hidrofóbicas [44). Desde entonces, la técnica CPE se 

utiliza como paso previo para aislar y purificar proteínas y compuestos bioquímicos 

relacionados [45-48). 

Más recientemente, la CPE ha sido aplicada a la extracción y 

preconcentración de compuestos orgánicos de interés medioambiental. Esta 

metodología se ha utilizado para diseñar métodos de extracción eficientes para 

una gran variedad de analitos, como paso previo a su determinación. Las ventajas 

que presenta esta técnica frente a las convencionales, basadas en la utilización de 

disolventes orgánicos, son: 

• Aumento de la selectividad. Los medios micelares pueden ser muy

selectivos en cuanto a los analitos que pueden quedar retenidos en su 

interior. 

• Elevados factores de preconcentración. Esta característica se

encuentra favorecida por los reducidos volúmenes de fase rica en 

surfactante, en la que quedan retenidos los analitos, que originalmente se 

encuentran en un volumen de disolución acuosa mucho mayor. 

• Mayor seguridad en el trabajo y menores costes. Se utiliza un

pequeño volumen de surfactante frente a los grandes volúmenes de 

disolventes orgánicos que utilizan los métodos convencionales. Además, 
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los surfactantes son menos tóxicos que los disolventes orgánicos. 

• Compatibilidad de la fase de surfactante que se obtiene tras el

proceso de extracción, con las fase móviles generalmente empleadas en 

cromatografía líquida de alta eficacia. 

En la Tabla 11.3 se muestran algunas de estas aplicaciones. 

Tabla 11.3. Aplicaciones analíticas de la metodología CPE. 
- - -- - -- �

Compuestos Matriz Surfactante Ref. 
--------- - --

Agua 1% SOSA 49 

Agua Genapol X-080 36 

PAHs Agua 0.1% Triton X-114 50 

Cenizas 0.5% Triton X-114 50 

Partículas de humo 0.5% Triton X-114 50 

Agua de mar 2% Genapol X-080 51 
PCBs 

Agua de mar 2% Brij 30 ó Brij 97 52 

PCDFs Agua de mar 2% Genapol X-080 ó Brij 56 53 

PCDDs Suero humano 12% Triton X-100 42 

Pesticidas 
Agua de río 0.25% Triton X-114 54,55 

organofosforados 

Fungicidas Agua de río 0.25% Triton X-114 37 

Agua CaE3 40 
Clorofenoles 

Agua de río 0.5% Triton X-114 56 

Ácidos húmicos y 
Agua de río 4% Triton X-100 57 fúlvicos 
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Los resultados obtenidos indican claramente que el uso de soluciones 

micelares de diferentes surfactantes no iónicos en la metodología CPE es muy 

efectivo en la extracción y preconcentración de analitos. Basándose en estos 

resultados, muchos autores concluyen que la técnica CPE ofrece una alternativa a 

la extracción convencional con disolventes orgánicos debido a su gran eficiencia 

de extracción. 

11. 2. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

11. 2. 1. CARACTERIZACIÓN DE LOS SURFACTANTES

Los medios micelares han sido ampliamente utilizados en el campo de los 

métodos de separación, ya que permiten extraer y preconcentrar los analitos en 

una sola etapa. La propiedad de solubilizar compuestos de diferente naturaleza ha 

permitido aprovechar esta característica para desarrollar nuevos procesos de 

extracción sin el empleo de disolventes orgánicos. Además, las concentraciones 

que presentan los analitos de interés en muestras medioambientales, como 

sucede con los fenoles en agua de mar, puede requerir una etapa previa de 

preconcentración, que permita alcanzar los límites de detección necesarios. Por 

ello, a la hora de utilizar los surfactantes como extractantes se debe tener en 

cuenta aquellos parámetros que pueden afectar a la extracción y 

preconcentración. En función del tipo de surfactante, los parámetros que controlan 

la separación de fases y, por tanto, la extracción, pueden ser diferentes. Estos 

parámetros son, fundamentalmente, la concentración micelar crítica, la 

temperatura crítica a la cual se produce la separación de las fases y la relación 

entre los volúmenes de fase rica en surfactante y la fase acuosa. A continuación 

se estudian dichos parámetros. 
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11. 2. 1. 1. Concentración micelar crítica

Los surfactantes tienen la capacidad de formar agregados denominados 

micelas cuando se encuentran en disolución. Este proceso tiene lugar cuando la 

concentración del surfactante en la disolución supera un determinado valor. La 

concentración a partir de la cual se forman las micelas se denomina concentración

micelar crítica. Esta concentración es característica para cada surfactante y 

depende en gran medida de las condiciones del medio. Este parámetro puede 

determinarse mediante la utilización de diferentes técnicas físico-químicas; en 

nuestro caso la técnica utilizada ha sido la conductimetría. El valor de dicho 

parámetro se ha calculado mediante la representación gráfica de la conductividad 

de la disolución frente a la concentración de surfactante en disolución. El 

procedimiento seguido para determinar la conductividad de cada surfactante se 

explica en la Parte Experimental. 

Los valores de la concentración micelar crítica para cada uno de los 

surfactantes estudiados se muestran en la Tabla 11.4. Hay que tener en cuenta que 

la concentración micelar crítica obtenida se utiliza como valor de referencia, pero 

se trabaja siempre con concentraciones dos o tres veces superiores a la misma, 

como mínimo. 

Tabla 11.4. Valores de la concentración micelar critica de los diferentes 
surfactantes estudiados. 

S rf t t 
Concentración micelar crítica 

u ac an e (mol.L.1) 

Polioxíetilen 10 Lauríl éter (POLE)" 6.4.10"
5 

Polioxietilen 9 Lauril éter (Polidocanol) 6.9.10"
5 

Polioxietilen 6 Lauril éter 6.8.10"
5 

Genapol X-080ª 

5.0.10"
5 

ª Ref. (58) 
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11. 2. 1. 2. Temperatura crítica

Cuando se modifica la temperatura de la disolución en la que se encuentra 

un surfactante no iónico se produce la separación de dicha disolución en dos fases 

isotrópicas, una rica en surfactante y otra acuosa. La separación que se produce 

mediante este proceso se denomina separación por punto de nube y la 

temperatura a la cual se produce, temperatura de punto de nube o temperatura 

crítica. Los surfactantes estudiados en la presente Tesis son de tipo 

polioxietilénico y se caracterizan por poseer temperatura críticas superiores a la 

temperatura ambiente. 

La temperatura a la cual se produce la separación de fases se considera 

como aquella en la que la disolución se vuelve turbia. Si la concentración de 

surfactante en la disolución es pequeña es posible que no se forme una fase 

completa, sino que solo aparecerán unas pequeñas gotas en la disolución. A 

medida que la concentración de surfactante en la disolución aumenta aparecerán 

las dos fases. Para que éstas queden perfectamente separadas es necesario 

centrifugar la disolución, cuidando que la temperatura no descienda por debajo de 

la temperatura crítica. En tal caso, las dos fases volverían a unirse, puesto que el 

proceso es reversible. 

La temperatura a la que se observa el punto de nube depende, 

principalmente, de la concentración de surfactante en disolución. Los diagramas 

de fase, donde representamos la temperatura a la que ocurre la separación de 

fases frente a la concentración de surfactante en disolución, nos permiten obtener 

la temperatura crítica para cada surfactante. En estos diagramas de fases se 

observa una zona en la que predomina una sola fase (L) y otra en la que se 

observa la existencia de dos fases (2L). La curva que separa las dos zonas se 

denomina "curva de coexistencia" o "curva de codisolución". El punto mínimo de 

esta curva es el punto crítico, y la temperatura y concentración a la que ocurre se 

les denomina "temperatura crítica" (Te) y "concentración crítica" (Ce), 

respectivamente. La Figura 11.3 recoge las curvas de codisolución de los 
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surfactantes estudiados. Para los surfactantes polioxietilénicos, C12En, a medida 

que aumenta el número de unidades oxietilénicas en la molécula de surfactante, 

aumenta la temperatura crítica del mismo. La curva del Genapol X-080, a partir de 

una concentración del 2 % (v/v), está situada entre la del C12E6 y el C 12E9. 

140 

120 

100 

e.... 80 

E 60 
Q) 

40 

20 

--- POLE 

....,._ Polidocanol 

--+-- Genapol X-080 

O+---�---�--�---�-----� 

o 2 3 4 5 6 

Concentración % (v/v) 

Figura 11.3. Diagramas de fases para los surfactantes estudiados. 

Es posible modificar la temperatura crítica de un surfactante añadiendo 

determinadas sustancias a la disolución, como sales, alcoholes, etc., o añadiendo 

otros surfactantes. De esta manera es posible trabajar con cualquier surfactante 

puesto que podemos modificar la temperatura crítica del mismo, en el sentido que 

nos convenga, añadiendo un aditivo adecuado. En nuestro caso se ha utilizado 

NaCI como modificador de la temperatura crítica, puesto que algunos de los 

surfactantes estudiados poseen valores relativamente altos de este parámetro. 
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En la Tabla 11.5 se recogen las temperaturas críticas para cada surfactante 

estudiado en presencia de NaCI al 5 % (m/v) y sin la presencia de esta sal. Se 

observa que la adición de NaCI disminuye la temperatura de punto de nube 

considerablemente, lo cual permite trabajar en un rango de temperaturas más 

bajo. Esto es particularmente útil cuando se utiliza la metodología de extracción 

por punto de nube, ya que es más fácil mantener las dos fases separadas si la 

temperatura crítica es menor. 

Tabla 11.5. 

estudiados. 
Valores de la temperatura crítica de los diferentes surfactantes 

- - ---- --- --

Temperatura crítica (ºC) 
Surfactante 

Sin NaCI 5 % NaCI 

- - -- ----- --- --- ------ - -

Polioxietilen 1 O Lauril éter (POLE) 95.0ª 75.Qb 

Polioxietilen 9 Lauril éter (Polidocanol) 86.6 65.0 

Polioxietilen 6 Lauril éter 60.0 so.o 

Genapol X-080 75.0ª 65.0 

ª Ref. [58]; b 7.5 % NaCI 

11. 2. 1. 3. Relación de fases

Otra ventaja de los procedimientos de extracción basados en la utilización 

de surfactantes son los elevados factores de preconcentración que se pueden 

conseguir. Este hecho se ve favorecido por los reducidos volúmenes de fase rica 

en surfactante en que quedan retenidos los analitos que originalmente se 

encontraban en la disolución acuosa, con un volumen mucho mayor. La relación 

de los volúmenes de la fase rica en surfactante y de la fase acuosa, que se 
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obtiene después de la separación, determina la preconcentración de los solutos 

después de su extracción. Este factor viene determinado por el cociente entre el 

volumen inicial de la disolución acuosa y el volumen de la fase rica en surfactante. 

Para determinar la relación de dichos volúmenes se calientan disoluciones 

de diferentes concentraciones de cada surfactante, a una temperatura entre 1 O y 

1 SºC por encima de su temperatura crítica, y, después de la separación de las 

fases, se mide el volumen de fase rica en surfactante. En la Tabla 11.6 se muestran 

estos volúmenes, en función de la concentración, para los cuatro surfactantes 

estudiados. En la misma Tabla se presentan también la relación entre los 

volúmenes de las fases y el factor de preconcentración. Estos resultados se han 

obtenido añadiendo un 5 % (m/v) de NaCI a la disolución de cada uno de los 

surfactantes, excepto en el caso del POLE, que se ha utilizado un 7.5 %. Los 

rangos de concentración de surfactante analizados son diferentes para cada 

surfactante, puesto que para los más polares la concentración mínima para 

observar la dos fases era un 1 %. A pesar de esta pequeña diferencia, se observa 

que, en general, los mejores factores de preconcentración los proporciona el 

surfactante menos polar, el C12E6, ya que, con este surfactante se observa el 

fenómeno de separación de fases con una concentración menor, con lo que el 

volumen de fase rica en surfactante es más pequeño. Los resultados del Genapol 

X-080 se encuentran entre los del C12E6 y los del Polidocanol. Los valores

obtenidos con el POLE son ligeramente peores que los demás. 

Como se comentó en la introducción a este capítulo, hay otros factores, 

además de la naturaleza del surfactante y su concentración, que pueden influir en 

el volumen obtenido de fase rica en surfactante. Entre estos factores se 

encuentran la temperatura y tiempo de calentamiento y la fuerza iónica del medio. 

Cuando se trabaja con una concentración dada de surfactante, el volumen de fase 

rica en el mismo puede disminuir al aumentar la temperatura y el tiempo de 

equilibración [40]. Este fenómeno puede deberse a una deshidratación de las 

micelas. Así, cuando la temperatura aumenta, la cantidad de agua decrece y el 
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volumen de dicha fase disminuye. Este mismo proceso de deshidratación ocurre 

cuando se aumenta el tiempo de calentamiento. 

Tabla 11.6.. Volúmenes de las fases obtenidas con los diferentes surfactantes estudiados y sus 
factores de preconcentración. 

- - -----
- - --

ª Concentracion Volu�en de Factor de Surfactant e % (v/v)
fasrf

e ne
t
a e

t
n VacNs preconcent raciónsu ac an e 

3 

C12E10 
5 

(POLE) 
8 

10 

2 

C12Eg 3 
(Polidocanol) 

5 

7.5 

0.5 

0.75 

C12Es 

2.5 

5 

0.5 

Genapol X-080 3 

5 

7.5 

- - - - ----

0.4 

0.6 

1.4 

1.8 

0.2 

0.4 

0.6 

0.8 

0.1 

0.2 

0.3 

0.4 

0.8 

0.2 

0.4 

0.6 

0.8 

1.4 

24 

15.7 

9 

6.1 

4.5 

49 

24 

15.7 

11.5 

9 

99 

49 

32.3 

24 

11.5 

49 

24 

15.7 

11.5 

6.1 

ª Con un 5 % (m/v) de NaCI, excepto en el POLE, en el que se utilizó un 7.5 % (m/v). 
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Con objeto de investigar la influencia de estos parámetros en el proceso, 

se utilizó el Genapol X-080 con una concentración del 3 % (v/v) y se midió el 

volumen de fase rica en surfactante obtenido, aplicando un rango de temperaturas 

de calentamiento entre 80 y 100 ºC. También se aplicaron diferentes tiempos para 

obtener la separación de fases, entre 1 O y 30 minutos. En general, se encuentra 

que dentro del intervalo de temperaturas y tiempos estudiados los volúmenes de 

fase rica en surfactante varían entre 0.4 y 0.6 ml. 

Para determinar el efecto de la fuerza iónica se modificó la concentración 

de NaCI presente en la disolución de Genapol X-080, en las condiciones 

experimentales, de un 5 a un 1 O % (m/v). Los resultados obtenidos indican que un 

aumento de la fuerza iónica del medio no tiene influencia en el volumen final de la 

fase rica en surfactante. Sí se aprecia, no obstante, que una adición de sal facilita 

la separación de las dos fases. 

11. 2. 2. OPTIMIZACIÓN DE LA EXTRACCIÓN POR PUNTO DE NUBE

La metodología de punto de nube resulta eficaz para la extracción y 

preconcentración de analitos de interés medioambiental, ya que permite su 

extracción y preconcentración en una sola etapa, como paso previo a su 

determinación. Esta metodología puede ser una alternativa válida con relación a 

otras técnicas de extracción convencionales, ya que proporciona un aumento en la 

sensibilidad del método, al conseguir factores de preconcentración elevados, 

además de mayor seguridad en el trabajo, puesto que se eliminan los disolventes 

orgánicos del proceso, y se disminuyen los costes. El proceso de extracción por 

punto de nube viene determinado por diferentes factores que pueden afectar a la 

solubilización de los solutos. Estos factores tienen una gran influencia en los 

porcentajes de recuperación obtenidos al aplicar el proceso a la extracción de los 

analitos y a su preconcentración. Los parámetros más importantes son el tiempo y 

la temperatura de equilibración, la naturaleza y concentración del surfactante, la 
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fuerza iónica del medio y el pH. Estos factores fueron optimizados y la 

metodología de punto de nube fue aplicada a diferentes tipos de muestras de 

agua. 

11. 2. 2. 1. Tiempo de equilibración

Para la optimización del proceso de extracción es preciso investigar el 

tiempo necesario para que se produzca la interacción entre el soluto y la micela, 

es decir, el tiempo de equilibración. Dependiendo del tipo de soluto y de 

surfactante se necesitará más o menos tiempo para que se produzca la 

solubilización del analito en el interior de la micela. La temperatura utilizada para la 

optimización del tiempo de equilibración fue siempre superior a la temperatura 

crítica en 10-15ºC. Para cada surfactante en estudio se utilizó una concentración 

del mismo diferente, ya que sus características no son las mismas. Por esta 

misma razón, el contenido en NaCI de la disolución también fue diferente para 

cada surfactante. 

En la Figura 11.4 se muestra la variación de los porcentajes de 

recuperación en función del tiempo de equilibración para algunos derivados 

fenólicos utilizando Genapol X-080 como extractante. Para este estudio se utilizó 

una concentración de dicho surfactante del 2 % (v/v) y un 3.5 % (m/v) de NaCI. En 

dicha figura se observa que, en general, los analitos más hidrofóbicos se extraen 

mejor que los más polares. Para estos analitos, un tiempo de 20 minutos parece 

ser el tiempo óptimo, ya que a partir de este momento las recuperaciones 

disminuyen ligeramente. Para los menos polares, a partir de 20 minutos las 

recuperaciones permanecen prácticamente constantes. Se eligió un tiempo de 20 

minutos como el más adecuado, ya que este tiempo es el que permite una mejor 

extracción de los analitos que peor se extraen, los más polares. 

Para la optimización del tiempo de equilibración en el caso del POLE se 

utilizó una concentración de surfactante del 3 % (v/v) y de NaCI un 5 % (v/v). En 

este caso el intervalo de tiempos estudiados fue de 10 a 30 minutos. La Figura 11.5 
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muestra los resultados para este surfactante, donde se observa que los 

porcentajes de recuperación varían prácticamente de la misma forma para todos 

los analitos, y que para los analitos más polares se encuentran recuperaciones 

más bajas. También se observa que al aumentar el tiempo de equilibración entre 

25 y 30 minutos se producen mejoras en el rendimiento de la extracción. Se eligió 

un tiempo de equilibración de 25 minutos para continuar la optimización de los 

parámetros de la extracción con este surfactante. 

Respecto a los otros surfactantes estudiados, el Polidocanol y el C12E6, en 

sus correspondientes condiciones, los resultados obtenidos se muestran en las 

Figuras 11.6 y 11.7. En ellas puede observarse que, si bien en el caso del 

Polidocanol los porcentajes de recuperación disminuyen a medida que aumenta el 

tiempo de equilibración, para el C12E6 permanecen prácticamente constantes al 

variar dicho parámetro. Para ambos surfactantes se eligió un tiempo de 

equilibración de 8 minutos como el más adecuado para los analitos en estudio. 
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Figura 11.4. Efecto del tiempo de equilibración en la recuperación de derivados fenólicos utilizando 

Genapol X-080 como extractante. 
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Figura 11.5. Efecto del tiempo de equilibración en la recuperación de derivados fenólicos utilizando 
POLE como extractante. 
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Figura 11.6.. Efecto del tiempo de equilibración en la recuperación de derivados fenólicos utilizando 
Polidocanol como extractante. 

74 



100 

e: 75 ·O 
·¡:; 

50 

25 

o 

o 5 

-+-PH 

_._4CP 

--□CP 

10 15 

---2CP 

--4CMC 

20 

Tiempo de equílíbración (min) 

Extracción en muestras líquidas 

25 30 

Figura 11.7. Efecto del tiempo de equilibración en la recuperación de derivados fenólicos utilizando 
C12Es como extractante. 

11. 2. 2. 2. Naturaleza del suñactante

Como se indicó en la Introducción de este capítulo, la naturaleza del 

surfactante utilizado juega un papel muy importante en la capacidad del mismo 

para extraer los analitos, dependiendo de la fortaleza de la interacción soluto

micela. Con la finalidad de investigar el efecto de este parámetro en la eficacia de 

la extracción se utilizaron los surfactantes con estructura molecular similar, POLE, 

Polidocanol y C12E6, ya que el Genapol X-080 presenta ciertas diferencias 

respecto a los otros. Los surfactantes elegidos para realizar este estudio poseen 

la misma cadena alquílica pero diferente número de unidades oxietilénicas. 

En la Figura 11.8 se muestra la variación de los porcentajes de 

recuperación de cuatro derivados fenólicos, de diferente polaridad, con los tres 

surfactantes investigados. 

Los resultados obtenidos muestran que, para este tipo de surfactantes con 
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la misma cadena alquílica, la capacidad extractante disminuye al aumentar la 

polaridad del surfactante, es decir, al aumentar el número de unidades 

oxietilénicas. Los valores obtenidos para los otros derivados fenólicos muestran la 

misma tendencia, es decir, los mejores resultados se obtienen con el C 12E6 , el 

surfactante más hidrofóbico. 
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50 
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--2.4.6-TCP 

-+-2-CP 

-2.4-DCP 

25 

3 6 9 12 

Unidades de la cadena oxietilénica 

Figura 11.8. Influencia de la naturaleza del surfactante en la eficacia de la extracción. 

11. 2. 2. 3. Concentración de surfactante

Al aumentar la concentración de surfactante en disolución el porcentaje de 

extracción de los solutos aumenta. Sin embargo, en la práctica esta concentración 

no debe ser muy grande, ya que supondría aumentar el volumen de la fase rica en 

surfactante y la disminución de los factores de preconcentración. En la Figura 11.9 

se representa la variación en los porcentajes de recuperación en función de la 

concentración de surfactante y de la naturaleza del mismo para analitos de 

diferente polaridad. 
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Figura 11.9. Variación del porcentaje de recuperación de diferentes derivados fenólicos en función del 
tipo de surfactante y de su concentración. 
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En todos los casos se observa que el porcentaje de recuperación de los 

derivados fenólicos aumenta con la concentración de surfactante, pero a partir de 

un 3% del mismo la recuperación es prácticamente constante. El aumento inicial 

es más significativo para los compuestos polares, (Fig. 11.9a), que para los más 

hidrofóbicos (Fig. 11.9b). Estas diferencias se deben a que los analitos más polares 

se extraen peor con concentraciones de surfactante pequeñas, mientras que los 

más hidrofóbicos se extraen bien, incluso a concentraciones bajas de surfactante. 

Para todos los analitos los porcentajes de recuperación aumentan al 

disminuir la polaridad del surfactante, es decir, al disminuir el número de unidades 

oxietilénicas en la molécula del mismo. El comportamiento del Genapol X-080 está 

entre el del POLE y el Polidocanol cuando se extraen los analitos más polares. Sin 

embargo, para los más hidrofóbicos los porcentajes obtenidos con este surfactante 

son superiores a los obtenidos con los otros. 

En principio, una concentración del 5 % (v/v) permitiría una extracción 

óptima de los analitos. Sin embargo, cuando se utiliza esta concentración de 

POLE la resolución de los picos en el cromatograma no es satisfactoria, debido a 

la viscosidad de la fase rica en surfactante, por lo que decidimos utilizar una 

concentración menor de este surfactante, 4 % (v/v), para el resto del estudio y 

para las aplicaciones analíticas. Para el surfactante C12E6, puesto que se obtienen 

porcentajes de recuperación bastante satisfactorios, incluso para los analitos más 

polares, se eligió una concentración de un 1 % (v/v) con objeto de conseguir un 

mayor factor de preconcentración. 

11. 2. 2. 4. pH de la disolución

La influencia de este parámetro en la eficacia de la extracción va a 

depender de si los analitos que van a ser extraídos presentan diferentes 

características en forma ácida o básica. Las moléculas neutras interaccionan 

mejor con las micelas del surfactante que las formas iónicas, por lo que el pH de la 

disolución puede afectar a la mayor o menor solubilización de dichos analitos por 
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parte del surfactante. El rango de pKa de los fenoles estudiados se encuentra 

aproximadamente entre 4 y 1 O, por tanto, es necesario disminuir el pH de la 

disolución a fin de que éstos se encuentren en su forma neutra. Además, hay que 

considerar que las disoluciones de los surfactantes poseen un pH en torno a 5. 

Para estudiar la influencia del pH de la disolución en la eficacia de la 

extracción, se añadió un 1 % de ácido acético puro a las disoluciones de los 

surfactantes antes de proceder a la extracción de los analitos. De esta manera se 

consigue bajar el pH de la disolución hasta 2.5, con lo que nos aseguramos de 

que todos los fenoles están en forma neutra. 

En la Figura 11.1 O se muestran los porcentajes de recuperación obtenidos 

con el Genapol X-080 cuando se modifica el pH de la disolución. 
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Figura 11.10. Influencia de la modificación del pH de la disolución de Genapol X-080 en los 
porcentajes de recuperación de los derivados fenólicos. 
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En general, como era de esperar, los resultados son mejores cuando la 

extracción se realiza a pH ácido; incluso, para algunos analitos, como el 2,4-DNP 

y el 4,6-DNOC, se consiguen unos porcentajes de recuperación que duplican a los 

obtenidos sin modificar el pH. Hay que tener en cuenta que, precisamente, estos 

compuestos son los que poseen los pKa más bajos. 

Sin embargo, cuando el extractante es el POLE, la extracción de los 

derivados fenólicos a pH ácido no mejora respecto a los resultados obtenidos 

cuando el pH no ha sido modificado. En la Figura 11.11 se muestran los 

porcentajes de recuperación obtenidos con este surfactante y se puede observar 

que no hay cambios significativos en la recuperación de los diferentes fenoles con 

el pH. En este caso, la interacción soluto-micela no se ve favorecida por una 

reducción del pH. 
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Figura 11.11. Influencia de la modificación del pH de la disolución de POLE en los porcentajes de 
recuperació!J de los derivados fenólicos. 
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11. 2. 2. 5. Fuerza lónica

La adición de electrolitos como cloruros, sulfatos, carbonatos, etc., a la 

disolución de surfactante provoca una disminución de la temperatura a la cual se 

produce el fenómeno de punto de nube. Este hecho es importante si la 

temperatura crítica del surfactante utilizado en la extracción es muy alta. 

Asimismo, la adición de sales provoca un aumento de la densidad de la fase 

acuosa, lo que facilita el proceso de separación de las fases y la manipulación de 

las mismas. Estas dos ventajas son suficientes como para añadir un electrolito a la 

disolución del surfactante en el proceso de extracción. 

La utilización del NaCI permite reducir considerablemente la temperatura 

crítica de los surfactantes estudiados, como se describió en la sección 11.2.1, 

Caracterización de los surfactantes. 

Con objeto de establecer la concentración más adecuada de esta sal para 

realizar el proceso de extracción con cada surfactante, se estudió la influencia de 

diferentes concentraciones de NaCI en los porcentajes de recuperación de los 

derivados fenólicos. Los resultados obtenidos se muestran en las Figuras 11.12 a 

11.15. En todos los casos los valores obtenidos indican que al aumentar la 

concentración de sal en la disolución mejora la extracción de los analitos. El 

Genapol X-080 y el POLE muestran variaciones en la recuperación más acusadas 

que los otros dos surfactantes, siendo éstas más importantes para los analitos 

más polares. En el caso del POLE, a partir de un 1 O % de sal hay un descenso 

brusco en los porcentajes de recuperación, pero creemos que no se debe a que 

los analitos no se extraigan bien con este porcentaje, sino a que la fase rica en 

surfactante posee una viscosidad muy alta, con lo que su manipulación se hace 

más difícil y, por tanto, los errores en los porcentajes de recuperación sean 

posiblemente mayores. Sin embargo, este mismo porcentaje de NaCI en 

disolución favorece la extracción de analitos y la manipulación de la fase rica en 

surfactante en el caso del Polidocanol. 
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Figura 11.12. Influencia de la fuerza iónica en los porcentajes de recuperación de los derivados 
fenólicos utilizando Genapol X-080 como extractante. 
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Figura 11.13. Influencia de la fuerza iónica en los porcentajes de recuperación de los derivados 
fenólicos utilizando POLE como extractante. 
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Influencia de la fuerza iónica en los porcentajes de recuperación de los derivados 
fenólicos utilizando Polidocanol como extractante. 
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Figura 11.15. Influencia de la fuerza iónica en los porcentajes de recuperación de los derivados 
fenólicos utilizando C 12E6 como extractante. 
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En atención a los resultados experimentales obtenidos anteriormente, se 

establecieron las condiciones más idóneas para cada surfactante para su 

utilización en los procesos de extracción y preconcentración de fenoles, mediante 

la metodología de punto de nube. Estas condiciones se muestran en la Tabla 11.7. 

Tabla 11.7. Condiciones óptimas para la extracción y preconcentración de fenoles mediante la 
metodología de punto nube. 

--- -- -- -- -- --- - -

Genapol POLE Polidocanol 
C E 

X-080 (C12E10) (C12E9) 
12 6 

- --- - - -

Concentración de 
3 4 3 

surfactante {%, v/v) 

Concentración de 
6 10 12.5 12.5 

NaCI {%, m/v) 

Tiempo de 
20 25 8 8 

equilibración {min) 

Factor de 
5 5 5 20 

preconcentración 

11. 2. 3. PARÁMETROS ANALÍTICOS Y VALIDACIÓN DEL MÉTODO

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los apartados anteriores, 

para establecer las características analíticas del método que nos permita la 

determinación de una mezcla de compuestos fenólicos, basada en la extracción y 

preconcentración con un medio micelar, se realizó un estudio estadístico del 

mismo con seis muestras acondicionadas con la mezcla de los derivados 

fenólicos. Estas muestras fueron sometidas al proceso completo de extracción por 

punto de nube con los cuatro surfactantes estudiados, y a su separación y

determinación posterior por cromatografía líquida de alta resolución con detección 

UV. Las Figuras 11.16 y 11.17 muestran los cromatogramas obtenidos para la 

mezcla de fenoles utilizando Genapol X-080 y C12E6 como extractantes. 
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Figura 11.16. Cromatograma del extracto obtenido al aplicar la extracción por punto de nube utilizando 
Genapol X-080 como extractante. 
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Figura 11.17. Cromatograma del extracto obtenido al aplicar la extracción por punto de nube utilizando 
C12Es como extractante. 
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En dichos cromatogramas se observa que las separaciones entre picos 

son suficientemente adecuadas para cuantificar los diferentes analitos en un 

tiempo adecuado de análisis. Además puede comprobarse que las señales del 

Genapol X-080 y del C12E6, al igual que los otros surfactantes utilizados, se 

encuentran al principio del cromatograma, por lo que no interfieren en los picos de 

interés. 

Tabla 11.8. Recuperaciones obtenidas de los fenoles tras aplicar la extracción 
por punto de nube utilizando los diferentes surfactantes estudiados. 

- - � � -

Recuperación (%)
ª 

A rt Genapol POLE Polidocanol 
C E na I o X-080 (C12E10) (C12Eg) 12 6 

- -- - - - - - -

PH 40.5 68.1 63.9 65.7 

4-NP 59.9 85.2 81.4 74.8 

2,4-0NP 54.5 81.6 76.7 64.1 

PC 53.7 74.6 77.1 66.0 

2-NP 54.0 77.3 73.4 61.4 

2CP 51.1 77.9 81.8 91.0 

4CP NO 93.0 83.8 109.0 

2,4-0MP 59.2 72.5 87.8 75.0 

4,6-0NOC 66.8 86.0 86.4 82.5 

4-CMC 79.6 95.5 91.4 100.0 

2,4,6-TMP 51.4 53.5 85.2 89.0 

2,4-0CP 76.8 97.8 89.9 99.5 

4-C3,5-0MP 81.5 96.4 92.4 101.6 

2,4,6-TCP 88.5 98.6 96.2 95.1 

PCP 93.0 110.3 90.6 102.1 

• Valor promedio de seis determinaciones; NO: no determinado. 

En la Tabla 11.8 se presentan los resultados promedio de las 

recuperaciones obtenidas para los derivados fenólicos con las seis muestras 

después de someterlas al proceso de extracción, preconcentración y 
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determinación, según las condiciones optimizadas para cada surfactante, con una 

concentración de 100 µg-L-
1 

de cada uno de los fenoles. Los valores obtenidos

para los analitos más hidrofóbicos, excepto en el caso del 2,4,6-TMP, son mejores 

que los que se obtienen con los fenoles más polares. Los surfactantes que 

proporcionan mejores resultados son el polidocanol y el C12E6, es decir, los 

mejores porcentajes de recuperación se obtienen con los surfactantes más 

hidrofóbicos, incluso para los analitos más polares, con recuperaciones superiores 

al 80 %. 

Tabla 11.9. Desviación estándar obtenida tras aplicar el método de extracción 
por punto de nube utilizando los surfactantes estudiados. 

A rt Genapol POLE Polidocanol 
C E na I o 

X-080 (C12E10) (C12Eg) 12 6 

PH 5.4 6.6 8.2 7.4 

4-NP 4.7 5.3 3.4 5.3 

2,4-DNP 5.4 6.2 7.4 6.2 

PC 6.4 4.6 9.0 4.6 

2-NP 4.8 6.4 8.5 6.4 

2CP 7.1 7.7 11.0 7.2 

4CP a 8.2 17.0 6.2 

2,4-DMP 5.4 6.4 5.0 6.4 

4,6-DNOC 3.9 7.6 5.1 6.7 

4-CMC 3.8 5.8 6.6 4.3 

2,4,6-TMP 6.2 7.3 8.9 7.3 

2,4-DCP 5.8 5.0 6.9 7.3 

4-C3,5-DMP 6.1 4.9 6.4 2.3 

2,4,6-TCP 5.9 7.1 6.6 7.7 

PCP 4.7 4.3 6.7 5.3 

ª No detectado. 

Los valores obtenidos de la desviación estándar relativa RSD (%), Tabla 

11.9, muestran que éstas oscilan entre un 4 y un 9 %, a excepción de los valores 

obtenidos para el 2-CP y el 4-CP con Polidocanol. Hay que destacar que la 
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precisión obtenida en presencia de un medio micelar es comparable, e incluso 

superior, a otros valores encontrados en la bibliografía para la determinación de 

fe no les en muestras acuosas [59]. 

Tabla 11.10. Límites de detección obtenidos para la determinación de fenoles en 
muestras de agua utilizando la metodología de punto de nube. 

- --- - -

LOD(µg.L"1) 

Analito 
Genapol POLE Polidocanol C E b 

X-080 ª (C12E10)
ª 

(C12E9)" 
12 6 

-- -- - --- -

PH 4 

4-NP 2

2,4-DNP 3 1 

PC 6 4 3 3 

2-NP 3 2 

2CP 5 3 3 3 

4CP 5 6 3 

2,4-DMP 6 4 4 2 

4,6-DNOC 3 1 1 

4-CMC 5 3 3 1 

2,4,6-TMP 5 3 3 4 

2,4-DCP 5 3 3 3 

4-C3,5-DMP 5 4 4 3 

2,4,6-TCP 5 5 5 3 

PCP 10 25 30 3 

ª Factor de preconcentración de 5; b Factor de preconcentración de 20; e No detectado. 

Por último, los límites de detección determinados para cada uno de los 

fenoles estudiados, con el método analítico desarrollado empleando un medio

micelar, aparecen recogidos en la Tabla 11.10. Fueron calculados teniendo en 

cuenta la concentración de analito correspondiente a dos veces la altura de la 

línea base o ruido de fondo [60]. Como puede observarse, estos límites se 

encuentran comprendidos entre 1 y 6 µg.L"
1 en las condiciones establecidas, a
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excepción del PCP que presenta valores superiores. Los mejores resultados se 

obtienen para el C12E6, ya que los límites de detección no superan los 3 µg.L-
1
• 

Estos límites de detección pueden mejorarse, ya que para el Genapol X-080 es 

posible conseguir un factor de preconcentración de 1 O veces, para la mayoría de 

los analitos, excepto para el PC, 4-CP y el 2,4,6-TMP, con lo que los valores 

medios de los límites de detección se sitúan en 3 µgL
1
. En el caso del POLE y el 

Polidocanol también es posible conseguir mejores límites de detección para los 

clorofenoles, ya que éstos pueden preconcentrarse hasta 1 O veces. En la Figura 

11.18 se muestra un cromatograma de un extracto de una muestra previamente 

acondicionada con la mezcla de ocho fenoles, utilizando Polidocanol como 

extractante. 
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15 

0.002 
6 
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0.000 

-0.002 ---i---r----.----.----.--.-----r-----r---r---r-------.

12 16 20 
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Figura 11.18. Cromatograma del extracto obtenido al aplicar la extracción por punto de nube a una 
muestra, previamente acondicionada con la mezcla de ocho clorofenoles, utilizando Polidocanol como 

extractante. 
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Con objeto de validar el método propuesto, se utilizó una disolución 

estándar con los once fenoles considerados como contaminantes prioritarios por la 

USEPA. Esta mezcla de derivados fenólicos fue añadida a 1 O mL de una 

disolución acuosa de cada surfactante y se procedió a su extracción y 

preconcentración mediante el método propuesto, empleando las condiciones de 

extracción optimizadas para cada uno de ellos, Tabla 11.11. La Figura 11.19 

representa el cromatograma obtenido después de aplicar la extracción por punto 

de nube con el POLE a las disoluciones acondicionadas con esta mezcla estándar 

de fenoles. 
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Figura 11.19. Cromatograma obtenido al aplicar la extracción por punto de nube a la mezcla estándar 

de fenoles utilizando POLE como extractante. 
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�n dicha figura se observa que los diferentes fenoles contenidos en la 

disolución estándar pueden ser separados y cuantificados satisfactoriamente. Para 

la cuantificación de los picos se utilizaron las curvas de calibrado basadas en el 

área de los picos que se muestran en la Tabla A.2 del Anexo I de la presente 

Tesis. 

Tabla 11.11. Porcentajes de recuperación de los derivados fenólicos de la 
disolución estándar obtenidos tras aplicar el proceso de extracción por punto de 
nube con los diferentes surfactantes estudiados. 

Recuperación (%)" 

�allio d 
G I X 080b POLEº Polidocanol C 

E d 
enapo -

(C12
E

10) (C12
E

9) 12 6 

PH 70.3 30.5 63.8 48.1 

4-NP 87.5 80.4 73.5 68.3 

2,4-DNP 89.4 75.0 74.6 72.9 

2-NP 80.9 68.5 66.7 56.0 

2CP 75.3 62.2 86.0 67.7 

2,4-DMP 66.7 40.1 53.3 73.6 

4,6-DNOC 108.4 99.0 101.6 92.4 

4-CMC 100.5 91.5 87.7 99.8 

2,4-DCP 109.8 91.7 92.0 110.4 

2,4,6-TCP 118.5 90.5 99.0 73.0 

PCP 102.1 108.7 108.2 87.9 

ª Media de tres determinaciones; b Concentración añadida 100 µg.L·1; 

ºConcentración añadida 200 µg.L"1
; 

d Concentración añadida 50 µg.L"1• 

Los resultados de las recuperaciones obtenidas con cada uno de los 

surfactantes estudiados se muestran en la Tabla 11.11. Las cantidades añadidas a 

la disolución de la mezcla estándar de fenoles es diferente para cada surfactante, 
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ya que que el factor de preconcentración que se consigue para cada uno de ellos 

no es el mismo. Como puede observarse, los valores obtenidos dan porcentajes 

de recuperación superiores al 80 % para la mayoría de ellos y, por tanto, se puede 

afirmar que la extracción por punto de nube es una alternativa válida frente a los 

métodos convencionales de extracción líquido-líquido. 

11. 2. 4. APLICACIONES EN MUESTRAS REALES

Los derivados fenólicos pueden encontrarse en el medio marino, puesto 

que normalmente son liberados a dicho medio por industrias que utilizan el cloro 

en sus procesos químicos. También pueden llegar a las costas como 

consecuencia del uso de determinados pesticidas, cuyos productos de 

degradación son fenoles. La alta toxicidad de algunos fenoles sustituidos, 

especialmente los clorofenoles, puede tener una gran repercusión sobre los 

organismos presentes en este medio. Generalmente, los clorofenoles son 

preferentemente adsorbidos en partículas orgánicas del agua y en sedimentos, 

debido a la baja solubilidad de algunos de estos compuestos en el agua. También 

son consumidos por los organismos marinos, con lo que se incorporan a la cadena 

trófica. Como consecuencia de todo ello, la concentración de este tipo de 

compuestos en agua de mar es reducida, por lo que es necesario, antes de 

proceder a su determinación, una etapa previa de preconcentración de los 

mismos. 

Una vez que el método de extracción por punto de nube fue optimizado, 

éste se aplicó a la extracción y preconcentración de derivados fenólicos en 

muestras de agua de mar de las costas de las Islas Canarias y en aguas 

depuradas. Todas las muestras fueron previamente acondicionadas con la mezcla 

de quince fenoles, ya que en nuestras costas las aguas no presentan 

contaminación por este tipo de compuestos. Las concentraciones de los diferentes 

analitos utilizadas para acondicionar las muestras varían de 50 a 200 µgr
1

, ya 
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que los factores de preconcentración varían de un surfactante a otro. 

Cuando se aplica el método de extracción y preconcentración por punto de 

nube a muestras de agua de mar es necesario tener en cuenta la concentración 

de sal presente en las mismas. Por ello, solo se añade la cantidad de cloruro 

sódico necesario para alcanzar la concentración establecida para cada surfactante 

en la parte de optimización de condiciones. 

Tabla 11.12. Porcentajes de recuperación obtenidos después de la aplicación de 
la extracción y preconcentración de fenoles en muestras de agua de mar mediante 
la metodología de punto de nube

ª

. 

Ge na poi POLE Polidocanol 
Compuestos X-080 (C12E10) (C,2E9

) C12EB 

PH 69.4 54.0 63.6 43.8 

4-NP 85.0 66.6 78.6 70.5 

2,4-DNP 71.2 55.0 73.8 62.0 

PC 61.5 71.1 78.7 67.6 

2-NP 73.2 58.2 72.8 56.5 

2CP 74.5 56.4 102.2 76.3 

4CP 75.0 102.4 

2,4-DMP 87.5 38.9 83.1 72.9 

4,6-DNOC 93.9 74.3 91.2 85.7 

4-CMC 98.7 85.6 90.3 100.0 

2,4,6-TMP 74.4 -b 48.9 103.1 

2,4-DCP 96.7 79.5 105.9 101.3 

4-C3,5-DMP 106.1 90.6 109.6 100.1 

2,4,6-TCP 106.9 84.7 105.3 82.9 

PCP 110.1 128.9 112.2 102.1 

ª Media de tres determinaciones; b No detectado. 
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La Tabla 11.12 muestra los porcentajes de recuperac;;ión obtenidos al 

aplicar la extracción por punto de nube a muestras de agua de mar. En general, 

los resultados obtenidos para los compuestos más hidrofóbicos, con los cuatro 

surfactante estudiados, son mejores que los obtenidos para los compuestos más 

polares. Para estos últimos, los porcentajes de recuperación varían entre un 50 y 

un 80 %, dependiendo del analito y del surfactante. El 4-CP no pudo ser 

cuantificado con dos de los surfactantes utilizados. 

En la Figura 11.20 se muestra un cromatograma obtenido tras aplicar la 

metodología de punto de nube a una muestra de agua de mar para la 

determinación de los derivados fenólicos, utilizando Polidocanol como extractante. 
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Figura 11.20. Cromatograma obtenido al aplicar la extracción por punto de nube a muestras de agua 
de mar utilizando Polidocanol como extractante. 
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En las plantas de depuración de aguas, los fenoles procedentes de 

desagües domésticos y vertidos industriales son convertidos en clorofenoles en 

los procesos de cloración. Por esta razón, la técnica de extracción optimizada fue 

aplicada también a muestras de agua procedentes de una depuradora. 

En la Figura 11.21 se presenta un cromatograma obtenido para una 

muestra de agua depurada después de aplicarle la metodología de punto de nube, 

utilizando POLE como extractante. 
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Figura 11.21. Cromatograma obtenido al aplicar la extracción por punto de nube a muestras de agua 
depurada utilizando POLE como extractante. 
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En la Tabla 11.13 se recogen los porcentajes de recuperación obtenidos al 

aplicar la extracción por punto de nube a este tipo de muestras. 

Tabla 11.13. Porcentajes de recuperación obtenidos después de la aplicación de 
la extracción y preconcentración de fenoles en muestras de agua depurada 
mediante la metodología de punto de nube

ª
.

Genapol POLE Polidocanol Compuestos X-080 (C12E10) (C12E9) C12E6 
-- ----

PH 58.2 56.4 61.2 

4-NP 70.4 60.0 81.4 

2,4-DNP 66.0 58.1 78.0 

PC 63.9 67.3 64.8 

2-NP 65.1 52.7 77.5 

2CP 70.4 67.0 96.0 

4CP 81.9 b 

2,4-DMP 74.3 67.8 50.7 

4,6-DNOC 82.0 71.0 91.1 

4-CMC 91.9 86.2 96.6 

2,4,6-TMP 67.4 64.3 90.3 

2,4-DCP 100.7 83.8 105.0 

4-C3,5-DMP 103.5 84.6 110.2 

2,4,6-TCP 102.1 76.1 112.3 

PCP 103.5 114.9 98.6 

ª Media de tres determinaciones; b No detectado. 

40.9 

79.0 

65.7 

67.6 

79.0 

114.8 

b 

72.0 

101.2 

b 

104.9 

108.5 

87.2 

99.9 

Los resultados obtenidos son similares a los que se obtienen con las 

muestras de agua de mar. Los compuestos más hidrofóbicos se extraen mucho 

mejor, con porcentajes comprendidos entre el 90 y el 100 % de recuperación para 

la mayoría de ellos. Sin embargo, la media en los valores de los porcentajes de 

recuperación de los compuestos más polares oscila entre el 60 y el 80 %. Cabe 
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señalar que la extracción y preconcentración de los derivados fenólicos en estas 

muestras con el surfactante C12E6 presenta más dificultades con la matriz. Esto 

creemos que puede ser debido a que este tipo de aguas posee un alto contenido 

en materia orgánica y el factor de preconcentración con este surfactante es mayor, 

por lo que se extraen impurezas que interfieren en la cuantificación de los analitos. 

Sin embargo, con los otros surfactantes esta situación no se pone de manifiesto al 

ser la preconcentración menor. 
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EXTRACCIÓN EN MUESTRAS SÓLIDAS 



Extracción en muestras sólidas 

111.1. INTRODUCCIÓN 

Los métodos tradicionales para la extracción de compuestos orgánicos 

contaminantes de muestras sólidas han sido el Soxhlet, desarrollado por F. 

Soxhlet en 1879, y el baño de ultrasonidos o sonicación. Estos métodos emplean 

grandes cantidades de disolventes orgánicos bajo condiciones de temperatura y 

agitación muy agresivas. 

El Soxhlet es particularmente útil porque muchos contaminantes suelen 

estar muy fuertemente adsorbidos en las matrices sólidas (sedimentos, tierras, 

tejidos de orgamismos y plantas, etc.,) pero requiere tiempos de extracción 

demasiado largos y el uso de los mencionados disolventes orgánicos en grandes 

cantidades. Este hecho aumenta la toxicidad y encarece el proceso. Como 

consecuencia de las condiciones utilizadas para la extracción, puede producirse, 

además, la degradación de los analitos y pérdidas por volatilización de los mismos 

[1,2]. 

La extracción por sonicación es más rápida que la extracción por Soxhlet y 

permite la extracción desde grandes cantidades de muestras, pero también en 

esta técnica se utilizan grandes cantidades de disolventes orgánicos como en la 

extracción por Soxhlet. 

En la última década se ha producido una demanda creciente de nuevas 

técnicas de extracción susceptibles de ser automatizadas, con tiempos de 

extracción cortos y un consumo reducido de disolventes orgánicos, a fin de 

prevenir problemas de toxicidad en los laboratorios y reducir los costes de 

preparación de muestras [3,4]. De esta forma han surgido nuevas técnicas como 

la extracción con fluidos supercríticos, SFE [5-7), la extracción líquida presurisada, 

PLE [8] y la extracción asistida por microondas, MAE [9-11). 

La extracción asistida por microondas (MAE) ha tenido un gran desarrollo 

en los últimos años debido a que permite la rápida extracción de los analitos de las 
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matrices sólidas con una eficiencia en la extracción comparable a la que presentan 

los métodos clásicos. Además, ofrece claras ventajas sobre éstos, ya que reduce 

considerablemente el tiempo de extracción, (de 20 a 30 minutos por muestra) y lo 

que es más importante, el consumo de disolventes orgánicos. Al mismo tiempo 

presenta la posibilidad de realizar la extracción de varias muestras, hasta doce, 

simultáneamente. 

Otra ventaja adicional de la MAE sobre las otras nuevas técnicas de 

extracción, como son la SFE o la PLE, es que es una técnica de menor coste 

instrumental y más fácil de optimizar. 

El uso de la energía de las microondas como fuente de calor en el 

tratamiento de muestras sólidas fue inicialmente aplicada al análisis de trazas 

metálicas en muestra biológicas [12). Desde entonces, la digestión por microondas 

se ha utilizado para la extracción de compuestos orgánicos e inorgánicos de 

diferentes tipos de muestras, con especial atención a aplicaciones 

medioambientales. 

Actualmente, este tipo de extracción es una técnica consolidada, y ya han 

sido publicados algunos métodos estandards, fundamentalmente para la 

extracción de compuestos orgánicos en matrices sólidas [13-16). Ganzler et al. 

[17) fueron los primeros en utilizar un horno microondas convencional para la 

extracción de compuestos orgánicos de muestras sólidas, utilizando los mismos 

disolventes que se usan normalmente en la extracción con Soxhlet. A comienzo de 

los años 90, varios grupos de investigadores comienzan a utilizar los hornos 

microondas caseros para la extracción de diferentes contaminantes en diversos 

tipos de muestras. A estos trabajos les seguió una extensa publicación de López 

Ávila et al. [18) donde presentan los procedimientos de extracción de diferentes 

compuestos orgánicos tales como hidrocarburos aromáticos policíclicos (PAHs), 

pesticidas organoclorados (OCPs) y fenoles en materiales de referencia, tanto en 

suelos como en sedimentos. Utilizaron como extractante una mezcla de acetona

hexano ( 1: 1) y determinaron los porcentajes de recuperación a diferentes 
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temperaturas y tiempos de extracción. 

Desde entonces, numerosas aplicaciones de la extracción asistida por 

microondas han sido publicadas para diferentes compuestos orgánicos en 

diversas matrices, con especial énfasis en aplicaciones medioambientales [1 O]. 

La extracción asistida por microondas (MAE) consiste en calentar el 

extractante (generalmente un disolvente orgánico) en contacto con la muestra 

mediante la energía de las microondas. La partición de los analitos de interés de la 

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

extracta nte. 

Cuando se utiliza la energía de microondas, al contrario de lo que ocurre 

en los procesos clásicos de calentamiento, toda la muestra se calienta 

simultáneamente, sin que se produzca el calentamiento del recipiente. Esto hace 

que se alcance el punto de ebullición del disolvente más rápidamente, y conduce a 

tiempos de extracción más cortos. En recipientes cerrados, el disolvente puede ser 

calentado por encima de su punto de ebullición, lo cual aumenta su velocidad y la 

eficacia de la extracción. 

El calentamiento usando energía de microondas se basa en el efecto 

directo de las radiaciones de microondas en las moléculas, bien por conducción 

iónica o por rotación de dipolos. En muchas aplicaciones estos dos mecanismos 

tienen lugar simultáneamente. La conducción iónica se debe a la migración de los 

iones cuando un campo eléctrico es aplicado. La resistencia del disolvente a este 

movimiento de los iones produce una fricción y, como consecuencia, un 

calentamiento. La rotación de los dipolos se debe al alineamiento de las moléculas 

de la muestra y del disolvente que poseen momentos dipolares permanentes o 

inducidos debido al campo eléctrico aplicado. Estos movimientos moleculares son 

los que producen el calentamiento. 

La capacidad de un disolvente para absorber la energía de microondas y 

liberarla en forma de calor a otras moléculas depende del factor de disipación (tan 
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t5 ), que es la relación entre la pérdida dieléctrica de la muestra (factor de pérdida, 

e') y su constante dieléctrica (e). El factor de pérdida dieléctrica es una medida de 

la capacidad que posee la muestra para disipar la energía absorbida en forma de 

calor y la constante dieléctrica es una medida de la polarizabilidad de una 

molécula en un campo eléctrico. 

Para una frecuencia dada, cuanto mayor sea la constante dieléctrica, 

mayor cantidad de energía térmica se libera y más rápidamente se calienta la 

muestra. Así, moléculas polares y disoluciones iónicas absorben la energía de 

microondas rápidamente, ya que poseen momentos dipolares permanentes, que 

son afectados por la radiación de microondas. Sin embargo, los disolventes no 

polares no se calientan cuando se exponen a la radiación de microondas y hay 

que mezclarlos con disolventes más polares. 

Por tanto, el efecto de la energía de microondas es totalmente 

dependiente de la naturaleza de la muestra y del disolvente. La mayoría de la 

veces el extractante elegido tiene una constante dieléctrica alta para que absorba 

fuertemente la energía de las microondas. Sin embargo, en algunos casos, 

solamente la matriz puede ser calentada, para que los analitos pasen a un 

extractante frío. Esto es particularmente útil en el caso de los compuestos 

termolábiles, para prevenir su degradación. El hecho de que diferentes sustancias 

químicas absorban la radiación de microondas en diferente extensión, implica que 

el calentamiento efectuado en un determinado medio varía dependiendo del tipo 

de sustancia. Por tanto, en medios de características estructurales no 

homogéneas, o que contengan especies químicas de diferentes propiedades 

dieléctricas, dispersas en un medio homogéneo, es posible que se produzca un 

calentamiento selectivo de algunas áreas o compuestos de la muestra [19). 

La aplicación de la energía de las microondas para la extracción de 

compuestos de una muestra puede llevarse a cabo mediante dos técnicas 

diferentes: con vasos cerrados (controlando la presión y la temperatura) y con 
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vasos abiertos (a presión atmosférica). 

En los sistemas de vasos cerrados, el extractante puede ser calentado por 

encima de su punto de ebullición a presión atmosférica. Así se consigue aumentar 

la velocidad y la eficiencia de la extracción. Estos sistemas permiten el control de 

la temperatura en el proceso de extracción. Además, se puede realizar la 

extracción simultánea de varias muestras en un solo proceso, reduciendo el 

tiempo total de extracción. Todos los vasos de las muestras son colocados en un 

carrusel en el interior de la cavidad del horno microondas, y giran 360° durante el 

proceso. La principal desventaja en los sistemas de vasos cerrados es que un 

aumento muy rápido de la temperatura en el interior de los vasos puede provocar 

la pérdida de los compuestos más volátiles. Por ello, después de realizar la 

extracción, los vasos se deben enfriar a temperatura ambiente antes de abrirlos 

para evitar la pérdida de este tipo de compuestos. Este paso puede aumentar 

sensiblemente el tiempo total requerido para la extracción. 

En los sistemas de vasos abiertos, el proceso se realiza a presión 

atmosférica por lo que la temperatura máxima a la que se puede realizar la 

extracción viene dada por el punto de ebullición del extractante a esa presión. En 

estos sistemas la extracción de diferentes muestras hay que llevarla a cabo de 

manera secuencial, además, el tiempo de operación requerido para obtener 

resultados similares a los que se obtienen con vasos cerrados es mayor. Estos 

sistemas funcionan con microondas enfocadas, es decir, las radiaciones son 

enfocadas a una zona restringida donde la muestra es sometida a un campo 

eléctrico más fuerte que en el caso anterior, por lo que el calentamiento de la 

muestra es homogéneo y muy eficiente. 

La optimización de la extracción asistida por microondas implica el estudio 

de los parámetros que tienen influencia en la extracción. Muchos investigadores 

han utilizado diseños factoriales, de composición central u ortogonal, para 

determinar las condiciones óptimas [20-22]. Entre los parámetros más estudiados 

se encuentran la composición y la naturaleza de los extractantes, así como el 
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volumen del mismo; el tiempo y la temperatura de extracción; las características 

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

111.1.1. Naturaleza de los extractantes 

La elección del extractante es fundamental para conseguir una extracción 

óptima, puesto que la naturaleza del mismo es uno de los factores que influyen en 

la eficacia del proceso. 

Para la selección del disolvente, tenemos que tomar en consideración 

algunas de las propiedades del mismo, como son su capacidad para absorber la 

radiación de microondas, sus interacciones con la matriz, así como su capacidad 

para solubilizar el analito. Otro importante aspecto es la compatibilidad del 

disolvente utilizado para la extracción con el método analítico usado como paso 

final en la determinación. 

Es común utilizar como disolventes en la extracción por microondas los 

mismos que se utilizan en los métodos convencionales de extracción. Sin 

embargo, no siempre son los más adecuados. El extractante elegido debe ser 

capaz de absorber la energía de las radiaciones de microondas. La cantidad de 

energía absorbida es proporcional a la constante dieléctrica del disolvente, y en la 

práctica, muchas veces, la absorción es proporcional también a la polaridad del 

disolvente. Además de absorber la energía, el extractante debe ser capaz de 

convertirla en calor, ya que la eficiencia de la extracción depende del factor de 

pérdida dieléctrica. Así por ejemplo, se ha encontrado que disolventes puros que 

absorben la energía de microondas fuertemente pueden ser utilizados 

satisfactoriamente, como es el caso del diclorometano, que se encontró que el 

era el disolvente adecuado para la extracción de oligoelementos de bajo peso 

molecular [23], o el tetrahidrofurano, que era el mejor extractante para los 

pesticidas organoclorados (OCPs) [24]. 
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Es posible combinar disolventes para mejorar la eficiencia del proceso. Se 

ha encontrado que pequeñas variaciones en la composición del disolvente 

producen una mejora en la eficacia de la extracción. Por ejemplo, la mezcla de 

diclorometano-metanol (90: 1 O) para la extracción de atrazina y sus metabolitos 

polares en sedimentos produce una sensible mejora en la selectividad de la 

extracción [25]. Otro ejemplo de la eficiencia de una mezcla de disolventes en la 

extracción es el uso de tolueno-agua (90:10) para extraer numerosos compuestos 

(PAHs, PCBs y pesticidas organoclorados) en sedimentos marinos [26]. 

Aunque predomina el uso de disolventes orgánicos, también se han 

utilizado fases acuosas en algunos casos. Una mezcla metanol-agua (80:20) se 

usó para extraer especies del arsénico en tejidos de peces [27]; o una reguladora 

de acetato de amonio (pH=1 O) se utilizó para la extracción de herbicidas en 

sedimentos [28]. 

Para evitar la degradación de compuestos termolábiles se utilizan 

mezclas de disolventes con alta y baja pérdida dieléctrica. López-Ávila et al. han 

extraído 95 compuestos orgánicos semivolátiles utilizando una mezcla hexano

acetona como extractante. [29]. Esta mezcla de disolventes también se ha 

utilizado para la extracción de otros compuestos contaminantes en muestras 

medioambientales tales como hidrocarburos aromáticos policiclícos, (PAHs), 

hidrocarburos alifáticos, fenoles, pesticidas organoclorados, etc. [21,30-32]. 

Barnabas et al. [33] estudiaron el efecto de la relación hexano-acetona en la 

recuperación de PAHs, y encontraron que la recuperación aumenta con el 

incremento en la cantidad de acetona. En lugar de utilizar una mezcla de dos 

disolventes orgánicos, también se ha incorporado agua a disolventes que no 

absorben la radiación de microondas. Muchas veces una pequeña cantidad de 

agua (aproximadamente el 10%) es añadida a los disolventes no polares como 

hexano, o tolueno [26], con objeto de mejorar la velocidad de calentamiento y la 

polaridad. 

Cuando tenemos una muestra con alta pérdida dieléctrica, es decir, con 
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un alto contenido en agua, una buena eficacia en la extracción puede ser 

conseguida utilizando un disolvente puro transparente a la radiación de 

microondas. Esto es posible ya que el agua en el interior de la muestra puede ser 

localmente calentada. Un ejemplo de esta situación es la extracción de aceites 

esenciales de plantas, donde la radiación de microondas interacciona 

directamente con las moléculas de agua libres en el interior de la matriz, con lo 

cual, sufren una drástica expansión que rompe los tejidos permitiendo a los 

aceites esenciales pasar al disolvente. [34]. 

111.1.2. Volumen de extractante 

En algunos casos el volumen del disolvente puede ser un parámetro 

importante para mejorar la eficacia de la extracción. Dicho volumen debe ser 

suficiente como para que toda la muestra se encuentre inmersa en el mismo. La 

cantidad de disolvente necesaria para la extracción está comprendida, 

generalmente, entre 1 O y 30 ml. Algunos investigadores han llegado a la 

conclusión de que la proporción entre la cantidad de muestra y de disolvente no 

debería exceder de un 30-34 % (m/v) [32]. 

Generalmente, en las técnicas convencionales de extracción, al aumentar 

el volumen de extractante se consiguen mejores porcentajes de recuperación, 

pero en la extracción asistida por microondas no siempre ocurre así. Se ha 

comprobado en algunos casos que, al aumentar el volumen de disolvente, 

disminuye la eficacia de la extracción. El fenómeno ha sido estudiado por varios 

grupos de investigación [35-37]. En algunos casos, pequeños volúmenes de 

extractantes son suficientes para conseguir una extracción óptima; así, por 

ejemplo, con sólo 1 O mL de extractante es posible extraer satisfactoriamente fenol 

y metilfenol de 5 gramos de una muestra de sedimento [38]. 

111.1.3. Temperatura 

La temperatura, probablemente el parámetro más estudiado, es un factor 

fundamental en el proceso de extracción por microondas. Valores elevados de la 
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misma generalmente aumentan la eficiencia de la extracción, bien como resultado 

de un aumento de la difusión del disolvente en el interior de la matriz, bien debido 

a la desorción de los analitos de los sitios activos de la misma. 

Cuando la extracción por microondas es llevada a cabo en sistemas 

cerrados, la temperatura puede superar la temperatura de ebullición del 

disolvente, lo que produce una mejora en la eficacia de la extracción. Además, al 

aumentar la temperatura, el disolvente tiene mayor capacidad para solubilizar los 

analitos, la tensión superficial y la viscosidad del disolvente disminuyen, lo que 

mejora la penetración del mismo en la matriz de la muestra. 

En numerosos trabajos, sobre todo en aplicaciones a muestras 

medioambientales, el uso de altas temperaturas, 1 00ºC o mayores, ofrecen una 

alta eficacia en la extracción [39-41 ]. Cuando se extraen pesticidas, como las 

triazinas, de suelos, la temperatura óptima depende de la polaridad del analito así 

como del tipo de suelo; pero temperaturas entre 80 y 1 00ºC dan porcentajes de 

recuperación aceptables [42]. En otros casos, la influencia de la temperatura en la 

extracción es escasa, como se ha demostrado en la extracción de diversos 

contaminantes orgánicos en materiales de referencia de suelos y sedimentos [18]. 

Sin embargo, hay que tener en cuenta que, a temperaturas elevadas, 

también pueden ser extraídas sustancias no deseadas, por lo que se pierde 

selectividad en la extracción. Además, hay que considerar la posible degradación 

de los analitos a temperaturas elevadas. Esto ha quedado demostrado en la 

extracción de herbicidas sulfonilurea [25] utilizando una temperatura de 1 00ºC. Los 

porcentajes de recuperación obtenidos fueron bajos, debido probablemente a la 

descomposición de los analitos. Para obtener resultados satisfactorios hubo que 

disminuir la temperatura hasta 70ºC. Un efecto similar se ha observado en la 

extracción de aminas aromáticas añadidas a muestras de cuero. Se estudió un 

intervalo de temperaturas entre 40 y 80ºC y los mejores resultados se obtuvieron 

con la temperatura más baja [43]. 
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La temperatura óptima de la extracción depende también del tipo de 

matriz. Esto se comprobó en la extracción de pesticidas en diferentes tipos de 

cultivos: mientras que 1 OOºC era una temperatura óptima para lechugas, para 

tomates era necesario elevar la temperatura hasta 120ºC [44]. 

111.1.4. Potencia 

En los sistemas cerrados la presión es también una variable importante, 

pero ésta es función de la temperatura. Por lo general, es este el parámetro que 

se investiga. Sin embargo, cuando se trabaja con hornos microondas en los que 

no se puede controlar la temperatura, la presión en los vasos es el parámetro a 

optimizar [45,46]. 

La potencia elegida, en los sistemas de vasos cerrados, depende del 

número de vasos utilizados durante el proceso. Hay que tener en cuenta que 

algunos sistemas permiten realizar la extracción de 12 muestras simultáneamente. 

Para evitar la posible degradación de algunos compuestos y una presión elevada 

en el interior de los vasos, esta potencia debe ser elegida cuidadosamente. La 

influencia de la potencia en la extracción está relacionada con el tiempo de 

extracción por microondas. Se ha comprobado que en la extracción de 

hidrocarburos en sedimentos [32], con una potencia de 300 W, el tiempo necesario 

para obtener porcentajes de recuperación óptimos era 9 minutos; sin embargo, 6 

minutos eran suficientes para obtener buenos resultados si la potencia se elevaba 

a 500-700 W. 

111.1.5. Tiempo de extracción 

Como en otras técnicas de extracción, el tiempo es otro parámetro que 

influye en la misma y que necesita ser considerado. En MAE, los tiempos de 

extracción son mucho más cortos que los necesarios en las técnicas 

convencionales, donde los tiempos de extracción pueden ser en muchos casos 

superiores a 24 h. A menudo 1 O minutos son suficientes, como se ha demostrado 

para la extracción de contaminantes orgánicos [47], pero incluso se ha 
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demostrado que 3 minutos suficientes para la extracción de pesticidas en suelos y 

sedimentos [46,48]. 

En muchos casos, se ha comprobado que utilizar tiempos de extracción 

más largos no conlleva una mejora de la eficacia de la extracción. [25,36,49]. En 

estos casos no se ha observado que exista degradación o alteración de los 

compuestos por largos tiempos de irradiación. 

En el caso de compuestos termolábiles, el uso de tiempos de extracción 

muy largos puede provocar la degradación de estos compuestos, como ha sido 

demostrado para la extracción de pesticidas [44]. 

111. 1.6. Naturaleza de la matriz

La naturaleza de la matriz en la que se encuentran enlazados los analitos 

de interés tiene una profunda influencia sobre la extracción de los mismos. Las 

diferentes interacciones que los contaminantes orgánicos presentan con los 

componentes orgánicos e inorgánicos de la matriz pueden jugar un papel 

importante en su solubilidad y en la difusión de los mismos en el disolvente. 

López-Ávila et al. estudiaron la influencia de la matriz en la extracción de 

contaminantes orgánicos en cuatro muestras certificadas de sedimentos marinos y 

dos muestra de suelos. Encontraron que la extracción de PAHs varía entre 60-

100% [18] aplicando el mismo procedimiento, dependiendo de la naturaleza de la 

matriz. En particular, es sabido que el contenido en materia orgánica inhibe la 

extracción debido a la fuerte interacción que se establece entre el analito y la 

matriz, lo que dificulta su ruptura. 

Por esta misma razón, bajo las mismas condiciones, resulta mas fácil la 

extracción de los contaminantes en muestras enriquecidas que la de los 

contaminantes nativos de las mismas [33]. En la mayoría de los casos, se 

obtienen mayores recuperaciones para muestras enriquecidas que para los 

contaminantes nativos, demostrando el efecto de la fuerte interacción de la matriz 
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con estos contaminantes nativos en función del tiempo de contacto. Este hecho 

también explica la disminución de la recuperación en la extracción en muestras 

envejecidas. Este es un fenómeno bien conocido, que se ha puesto de manifiesto 

también en otras técnicas de extracción como SFE. Esto puede ser explicado 

teniendo en cuenta el tiempo que el analito ha estado en contacto con la muestra 

(50-52], y si éste es incorporado solo por adsorción superficial, donde la formación 

de enlaces de hidrógeno y las interacciones por fuerzas de Van der Waals son los 

procesos predominantes, o está fuertemente ligado a la materia orgánica de la 

matriz de la muestra debido a mecanismos de transporte por difusión (53]. En un 

estudio realizado por López Ávila et al. (29] sobre muestras enriquecidas, los 

porcentajes de recuperación de algunos pesticidas organoclorados disminuían 

desde un 80-120 % hasta un 50-60 % después de 24 horas, mientras que los 

porcentajes de recuperación de pesticidas organofosforados prácticamente no 

variaban después de un periodo de envejecimiento de tres semanas. 

Otro factor de gran importancia en la eficacia de la extracción es el 

contenido en agua de la matriz. Esto se debe a que las moléculas de agua tienen 

un momento dipolar alto y absorben la energía de las microondas fuertemente; 

esto conduce a un calentamiento eficiente de la muestra. Como consecuencia de 

este hecho, para obtener resultados reproducibles es necesario controlar el 

contenido de agua de la matriz. En el caso de muestras de suelos y sedimentos, 

hay una discusión sobre si la muestra debe estar húmeda o seca para obtener un 

mejor rendimiento en la extracción. El efecto de este parámetro, desde luego, va a 

depender del disolvente utilizado para realizar la extracción. Excepto para 

disolventes polares, el agua añadida, o contenida en la muestra, siempre mejora la 

absorción de radiaciones de microondas y, por tanto, facilita el proceso de 

calentamiento de la muestra. También, puede tener un efecto dilatador en la 

matriz, e influir en la interacción matriz-analito, haciendo al analito más disponible 

para ser extraído por el disolvente. 

Esto ha quedado demostrado en un trabajo de extracción de pesticidas de 
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sedimentos, donde la humedad de la muestra era un parámetro significativo a la 

hora de tener resultados satisfactorios. La mejor recuperación se obtuvo usando 

isa-octano como extractante [48] con un 15 % de humedad. Este porcentaje 

coincidía con el nivel de saturación del sedimento. Similares investigaciones sobre 

el efecto del agua han sido realizadas para otros tipos de muestras. En la 

extracción de PAHs, fenoles y derivados bencénicos de muestras de suelos 

usando MAE, la presencia de agua (20 %) aumentaba la extracción de algunos 

compuestos pero reducía los porcentajes de recuperación de otros [18]. Con 

solutos básicos y con algunos compuestos fenólicos, las extracciones han sido 

mejores con matrices húmedas que con matrices secas [31]. Este hecho puede 

ser atribuido a que el agua añadida queda atrapada entre la estructura del material 

orgánico de la matriz, y cuando se calienta, destruye dicha estructura rompiendo 

los enlaces de los analitos y éstos pueden ser extraídos con mayor facilidad. Sin 

embargo, no siempre la humedad de la matriz mejora la extracción de los solutos. 

Extracciones realizadas con diferentes combinaciones de disolventes han 

demostrado que para solutos neutros las mayores recuperaciones se producen 

cuando las matrices están secas [54]. 

El pH de la matriz es otro parámetro que puede tener influencia en la 

extracción. M.A. Crespín et al. [55], en un estudio realizado con diferentes tipos de 

suelos, observaron que para tierras con pH ácido, un mayor contenido en materia 

orgánica favorecía la extracción de fenoles, siendo el efecto más marcado para 

clorofenoles que para alquilfenoles. Esto puede deberse a la presencia de 

sustancias orgánicas tales como ácidos húmicos. Cuando el contenido en materia 

orgánica del suelo es pequeño los fenoles pueden adsorberse sobre estos ácidos, 

que se encuentran sobre la superficie del mineral. Sin embargo, al aumentar el 

contenido de materia orgánica, los ácidos húmicos adoptan una configuración 

interfacial que reduce la adsorción de los fenoles, con lo que facilitan su 

extracción. 

En suelos alcalinos el efecto era el contrario, es decir, se produce una 
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menor extracción de estos compuestos al aumentar el contenido en materia 

orgánica. En los suelos alcalinos la materia orgánica está negativamente cargada 

por lo que los grupos hidroxilos no están disociados, y, por tanto, la carga positiva 

del anillo prevalece sobre el carácter dador de electrones del grupo metilo y las 

interacciones electrostáticas tienen lugar entre la materia orgánica y los 

alquilfenoles. La presencia de cloros o grupos nitro dota al analito de un carácter 

aceptar de electrones; por otro lado, la materia orgánica puede actuar como dador 

de electrones debido a su estructura aromática. Por ello, es posible que se 

establezcan fuertes enlaces entre ambos. El efecto es más pronunciado con altos 

contenidos en materia orgánica [56]. 

111.1.7. Aplicaciones de la extracción asistida por microondas 

Las aplicaciones de la MAE se centran principalmente en la extracción de 

compuestos orgánicos en matrices sólidas. Aunque las primeras aplicaciones 

estuvieron relacionadas con la determinación de PAHs y PCBs en suelos y 

sedimentos, desde entonces, otros compuestos tales como pesticidas, fenoles y 

compuestos organometálicos han sido extraídos eficazmente. 

En la Tabla 111.1 se recogen algunas de las numerosas aplicaciones de la 

MAE. En todas ellas se utilizan disolventes orgánicos como extractantes. Puede 

observarse que la extracción asistida por microondas representa una alternativa 

viable a las técnicas de extracción convencionales, ya que la eficacia conseguida 

por esta técnica es comparable a las obtenidas con otras. Además, con respecto a 

las técnicas convencionales, la MAE presenta una gran reducción del tiempo de 

análisis y de consumo de disolvente, así como la posibilidad de realizar 

extracciones simultáneas con reproducibilidades aceptables. 

Por otro lado, los resultados evidencian que la MAE puede competir 

favorablemente con otras técnicas modernas como la extracción con fluidos 

supercríticos (SFE) o la extracción líquida presurisada (PLE). Particularmente, la 

optimización de las condiciones experimentales para utilizar MAE es mas sencilla, 
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ya que en ella el número de parámetros experimentales que hay que optimizar es 

menor. 

Tabla 111.1. Aplicaciones de la extracción asistida por microondas [43,57]. 

. . Tiempo de Recuperación Compuestos Matriz Disolvente extracción (min) (%) 

Suelos y 
sedimentos Hexano-acetona 

10 65-115 
(material (1 :1) 

certificado) 

PAHs 
Hexano-acetona 

Cenizas 
(1:9) 

20 90 

Suelos 
Acetona 20 

contaminados 
75-105

Suelos y 
sedimentos Hexano-acetona 

(material (1 :1) 
10 70-110

certificado) 

PCBs Suelos (material Hexano-acetona 
40 94-110

certificado) (26:74) 

Sedimentos 
Hexano-acetona 

(material 
(1 :1) 

15 73-93
certificado) 

Sedimentos 
PCDDs/PCDFs (material 

Hexano-acetona 
20 80-105

(1 :1) certificado) 

Suelos y 
sedimentos Hexano-acetona 

10 18-89 
(material (1 :1) 

certificado) 

Fenoles 
Suelos Hexano-acetona 

contaminados (1 :1) 
20 

Muestras de suelos Hexano-acetona 
16.5 50-125

enriquecidas (1 :1) 
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En la Tabla 111.2 se comparan las características de las principales técnicas 

de extracción. 

Tabla 111.2. Características de las principales técnicas de extracción. 
- -- -- - --

Tiempo de 
extracción 

Extractante 

Costo 

Desventajas 

Extracción 
S 

. . . 
SFE PLE MAE 

Soxhlet 
omcac1on 

- - -- - -- - -- - -

De 24 a48 De 30 a 60 De 30 a 60 
15 minutos 

De 20 a 30 
horas minutos minutos minutos 

Disolventes 

Disolventes Disolventes 
Disolventes en orgánicos a 

Disolventes 
orgánicos orgánicos 

su estado elevadas 
orgánicos 

supercrítico presiones y 
temperaturas 

Bajo Bajo Alto Alto Moderado 

Se utilizan 
Se utilizan 

Cantidad 
grandes 

grandes 
limitada de la 

Se requiere 
cantidades de muestra y 
disolventes y 

cantidades de 
dependencia 

Dependencia tratamiento 
disolventes y de la matriz previo de la 

es necesario 
se requiere 

del tipo de 
muestra 

evaporar el 
filtación 

matriz y 
extracto analito 

111.1.8. Extracción asistida por microondas utilizando surfactantes 

Una nueva posibilidad de aplicación de MAE es el uso de medios 

micelares como extractantes, es decir, la extracción asistida por microondas con 

utilización de medios micelares, MAME. Los medios micelares pueden ser 

aplicados para la solubilización, extracción y preconcentración de diferentes 

compuestos presentes en diferentes muestras medioambientales, tales como 

suelos y sedimentos, con los beneficios que aporta la utilización de los mismos, 

como son bajo coste, fácil manipulación y reducción de los efectos tóxicos 

respecto al uso de disolventes orgánicos. 
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Los surfactantes no iónicos pueden ser efectivos en la solubilización y 

extracción de compuestos orgánicos desde matrices sólidas. Además, la 

disolución de surfactante es compatible con las fases móviles hidroorgánicas 

usualmente empleadas en cromatografía líquida de alta resolución, que suele 

utilizarse como técnica final de análisis. 

En la Figura 111.1 se representa esquemáticamente el proceso de 

extracción por microondas utilizando surfactantes. 

La utilización de medios micelares en la extracción asistida por 

microondas es relativamente reciente. En la Tabla 111.3 se recogen algunas de 

estas aplicaciones. 

Microondas 

Surfactante Sedimento 

Figura 111.1. Representación del proceso de extracción por microondas con utilización de surfactantes. 
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Tabla 111.3. Aplicaciones de medios micelares en la extracción asistida por microondas (MAME). 

Compuestos Matriz Surfactante Recuperación (%) Ref. 
-- - -- --- --

Sedimentos marinos POLE 85.7-100.7 

Material de referencia 

certificado Brij 35 Superior a 80 

(Sedimentos marinos) 

PAHs 
Material de referencia 

certificado POLE 77.4-86.5 

(Sedimentos marinos ) 

Material de referencia 

certificado POLE 58.6-111.5 

(Sedimentos marinos) 

PCBs Sedimentos marinos 
Genapol X-080 

81.0-95.0 
POLE 

PCDFs Sedimentos marinos 
Genapol X-080 > 70

POLE 

PCBs > 70
Organismos marinos POLE 

PCDFs >80

Genapol X-080 
55.1-107.5 

PCDDs Sedimentos marinos 
POLE 

61.6-108.5 
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111.2. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

En el desarrollo de nuevos métodos analíticos es importante establecer 

aquellos valores de las variables experimentales que puedan influir en la señal a 

medir. En este sentido, una parte importante de los estudios a desarrollar se han 

dirigido a la optimización de estos factores. Cuando se utiliza la metodología de 

extracción asistida por microondas (MAE) los factores principales que deben 

tenerse en cuenta a la hora de optimizar dicho método son aquellos que pueden 

tener alguna influencia, no solo sobre los analitos en estudio, sino también sobre 

la matriz en la que se encuentran y sobre el extractante utilizado en el proceso. La 

optimización de la metodología MAME se ha realizado para una mezcla de ocho 

clorofenoles con los dos tipos de matrices utilizadas en este trabajo, sedimentos 

marinos y suelos. En ambas matrices se han estudiado los siguientes factores: 

• Volumen de surfactante

• Concentración de surfactante

• pH de la disolución extractante

• Tiempo de irradiación

• Potencia de irradiación

En las estrategias tradicionales, para alcanzar las condiciones óptimas de 

trabajo solo se cambia una variable cada vez, mientras permanecen constantes el 

resto de los factores. Esta aproximación requiere un gran número de 

experiencias, y no permite el análisis de los cambios en algunas de las respuestas 

que pueden tener lugar cuando dos o más factores se modifican simultáneamente. 

El diseño experimental constituye una alternativa a estas estrategias, permitiendo 

que se puedan variar simultáneamente los factores a la vez que se estudian sus 

efectos. Por ello, dado que el tiempo y la potencia de irradiación del microondas 

son dos parámetros que se influyen mutuamente, para su optimización se ha 

utilizado un diseño factorial. 
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111.2.1. SEDIMENTOS MARINOS 

111.2.1.1. OPTIMIZACIÓN DEL PROCESO DE EXTRACCIÓN POR 

MICROONDAS CON MEDIOS MICELARES EN SEDIMENTOS MARINOS 

La optimización de los factores antes señalados se llevó a cabo utilizando 

un sedimento marino procedente del Puerto de Taliarte (Gran Canaria), de textura 

arenosa y con un tamaño de grano inferior a O, 150 mm. 

Inicialmente se siguió un procedimiento secuencial para optimizar el 

volumen y concentración de surfactante, ya que en experiencias previas se 

comprobó que la interacción entre ellas no era estadísticamente significativa. Se 

eligió una potencia de 200 W y un tiempo de 3 minutos para optimizar el volumen 

de surfactante y la concentración del mismo. Una vez fijados, estos valores se 

utilizaron para determinar las condiciones óptimas de irradiación, tiempo y 

potencia. La influencia del pH de la disolución en la eficiencia de la extracción se 

estudió posteriormente. 

111.2.1.1.1. Efecto del volumen de surfactante 

En algunos casos este parámetro puede ser importante a la hora de 

conseguir una extracción eficiente. El volumen de surfactante utilizado en la 

extracción debe permitir que toda la muestra esté en contacto con el mismo [33]. 

En este estudio se analizó la influencia de este parámetro en la extracción 

variando la relación entre el volumen de surfactante y la masa de muestra. Se 

utilizaron cuatro relaciones diferentes pero en todas se mantuvo constante la 

cantidad de muestra, 2 gramos; los volúmenes de surfactante fueron 2, 4, 8 y 12 

mL, manteniendo la concentración del mismo constante. 

La Tabla 111.4 muestra los porcentajes de recuperación obtenidos para la 

mezcla de clorofenoles utilizando diferentes volúmenes de Polidocanol. Estos 

resultados muestran que, una vez que el volumen de surfactante es suficiente 

para mojar toda la muestra, un aumento del mismo no modifica, prácticamente, los 
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porcentajes de extraccción. Así los valores obtenidos para 4, 8 y 12 mL son 

similares para todos los compuestos. Cuando se utilizan 2 mL de surfactante el 

volumen de extractante no es suficiente y la muestra no se moja totalmente. Para 

2 gramos de muestra, 4 ml de surfactante son suficientes, por lo que se eligió 

este volumen para continuar la optimización. Este mismo comportamiento se 

observó para los otros surfactantes estudiados. 

Tabla 111.4. Porcentajes de recuperación de clorofenoles utilizando 
diferentes volúmenes de Polidocanol como extractante ª. 

Volumen de surfactante 
Compuesto 

4ml 8ml 12ml 

PH 95.2 93.9 99.6 

2CP 91.3 88.9 90.9 

4CP 100.5 94.7 98.5 

4-CMC 100.1 92.5 91.8 

2.4-DCP 95.1 92.0 90.2 

4-C-3.5-DMF 98.8 91.8 80.8 

2.4.6-TCP 103.2 94.8 96.6 

PCP 94.5 92.8 88.2 

ª Media de tres determinaciones. 

111.2.1.1.2. Efecto de la concentración de suñactante 

La eficiencia del surfactante para extraer los analitos presentes en las 

muestras de sedimento dependerá, entre otros factores, del número de micelas 

presentes en la disolución del mismo, es decir, de la concentración de surfactante. 

A fin de establecer la influencia de este parámetro en el proceso de extracción, se 

utilizaron cuatro concentraciones diferentes de cada uno de los surfactantes 
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estudiados, superiores a la concentración micelar crítica. 

La Figura 111.2 muestra los porcentajes de recuperación obtenidos para 

concentraciones de surfactante comprendidas entre 1 y 7.5 % (v/v). En las gráficas 

se han representado los valores obtenidos para tres analitos de diferente 

polaridad. En general, el comportamiento de los tres compuestos es el mismo para 

un surfactante dado y este mismo comportamiento se repite en los otros 

clorofenoles estudiados. Sin embargo, puede observarse la diferencia entre el 

Genapol X-080 y los otros surfactantes polioxietilénicos: mientras que para éstos 

los porcentajes de recuperación aumentan o se mantienen prácticamente 

constantes a medida que aumenta la concentración de surfactante, en el caso del 

Genapol X-080 los mejores resultados se obtienen para bajas concentraciones del 

mismo. Así, a partir de una concentración del 3% (v/v) los porcentajes de 

recuperación disminuyen. Una posible explicación a este fenómeno sería el hecho 

de que el Genapol posee mayor viscosidad que los otros surfactantes a la misma 

concentración, con lo que la interacción, entre los analitos y las micelas del 

surfactante, no sería tan eficiente. Por tanto, se eligió una concentración del 2% 

(v/v) de este surfactante para continuar optimizando el resto de parámetros 

implicados en la extracción. 

Para los otros surfactantes estudiados una concentración del 5% (v/v) 

proporciona los mejores resultados. A partir de esta concentración los porcentajes 

de recuperación disminuyen ligeramente o permanecen constantes. Esta 

concentración fue la elegida para la optimización del proceso de extracción con los 

surfactantes polioxietilen 1 O lauril éter (POLE) y polioxietilen 9 lauril éter 

(polidocanol). 

En el caso del surfactante polioxietilen 6 lauril éter, C12E6, a pesar de que 

los porcentajes de extracción mejoran con la concentración de surfactante, se 

utilizó un 2% (v/v) para la optimización de las condiciones de irradiación del 

microondas con objeto de determinar si era posible obtener resultados 

satisfactorios modificando únicamente dichas condiciones. 
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C12E6 Polidocanol 
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Figura 111.2. Porcentajes de recuperación obtenidos en la extracción de clorofenoles utilizando 
diferentes concentraciones de surfactante. 

111.2.1.1.3. Tiempo y potencia de irradiación 

Como se comentó previamente, el tiempo y la potencia de irradiación son 
parámetros que están interrelacionados, por lo que su influencia en la eficiencia de 
la extracción se estudió utilizando un diseño factorial para obtener así los niveles 
óptimos de dichos parámetros. Este tipo de estrategia implica realizar un número 
relativamente bajo de experimentos para establecer las condiciones óptimas. El 
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método tradicional de variar "un factor cada vez" no suele ser la mejor opción; 

puede implicar más experimentos de los necesarios y, a pesar de ello, 

proporcionar sólo información parcial, ya que solo estima el efecto de una única 

variable en unas condiciones seleccionadas y fijas del resto. Para realizar la 

optimización de variables existen diferentes métodos [65-67]. En nuestro trabajo 

se utilizó un diseño central compuesto (CCD) que está basado en un diseño 

factorial de dos niveles que incluye réplicas del punto central y puntos axiales. 

Este es el resultado de superponer un diseño factorial de dos niveles, (2
N
), a un 

diseño estrella, (2N+1), dando lugar a 2N+2N+1 experimentos, que son suficientes 

para definir los términos lineal, cuadrático e interacciones, así como el error en los 

términos. 

Los datos obtenidos para cada compuesto se pueden ajustar a una 

función polinómica de primer o segundo grado del tipo: 

donde x1 y x2 representan las variables a optimizar, en nuestro caso potencia y 

tiempo de irradiación respectivamente, y /J; los parámetros del modelo que hay que 

determinar. Dichos parámetros se estiman mediante regresión múltiple. Una vez 

obtenida la función que relaciona la variable dependiente, porcentaje de 

recuperación, con las independientes, tiempo y potencia, podemos obtener las 

superficies de respuesta, es decir, la representación tridimensional de la función 

que nos permite visualizar las condiciones óptimas. 

En nuestro caso, el diseño central compuesto implicó 11 experimentos, 

puesto que son dos las variables o factores a optimizar. Se eligieron como valores 

inferior y superior del tiempo 2 y 14 minutos; para la potencia, 100 y 500 watios, 

respectivamente. El resto de variables implicadas en el proceso se mantuvieron 

constantes: 2 gramos de muestra, 4 ml de surfactante, con la concentración 

previamente establecida, y la concentración de analito añadida a la muestra. 

Para realizar la optimización de las variables con el surfactante 

128 



Extracción en muestras sólidas 

polioxietilen 1 O lauril éter (POLE) se utilizaron disoluciones con una concentración 

del 5 % (v/v) del mismo. En la Tabla 111.5 se muestran los valores de los diferentes 

niveles de los factores, tiempo y potencia, en el diseño experimental y los 

porcentajes de recuperación obtenidos en cada experimento utilizando dicho 

surfactante como extractante. 

Tabla 111.5. Diseño de la matriz y porcentajes de recuperación obtenidos en el diseño experimental 
utilizando POLE como extractante. 

. . . 

100 

100 

100 

300 

300 

300 

300 

300 

500 

500 

500 

Diseño Recuperación (%) 

.. 

2 80.2 79.9 78.3 76.2 78.2 63.6 

8 91.1 90.7 91.7 91.1 91.8 81.1 

14 99.7 99.2 102.8 103.8 103.6 95.4 

2 89.1 90.0 93.0 92.4 92.2 84.5 

8 93.3 93.7 96.8 97.0 97.0 91.0 

8 99.0 98.4 101.5 102.9 101.2 97.8 

8 97.2 97.9 101.9 100.8 99.1 97.0 

14 97.5 97.3 100.5 101.5 101.8 97.6 

2 95.7 98.0 105.4 106.6 104.5 102.1 

8 95.5 96.7 101.8 102.9 102.2 100.9 

14 93.2 93.4 95.8 97.4 98.1 96.5 

76.6 64.2 

95.7 74.8 

112.3 86.0 

96.6 81.4 

102.9 86.5 

106.5 93.9 

109.1 92.1 

109.2 91.6 

114.1 99.4 

110.1 98.2 

103.8 98.2 

En la Tabla 111.6 se muestran los valores de los parámetros (coeficientes) 

obtenidos al aplicar la regresión múltiple a los datos procedentes del diseño 

central compuesto. Todos los parámetros poseen el mismo signo y orden de 

magnitud para los ocho clorofenoles estudiados. En la misma tabla se presentan 

los valores obtenidos para R
2

, coeficiente de determinación; este parámetro nos 
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proporciona una medida descriptiva del ajuste global del modelo. 

Tabla 111.6. Valores de los parámetros obtenidos con el CCD para la extracción de clorofenoles con 
POLE. 

- - - --- - - - - -- -

Compuesto Po p, p, p,, P,1 p22 R
2 

- --- - - - -- - -- --

PH 67.63 0.0793 3.012 -4.58.10-
3 

-5.24.10-
5 

-0.0582 0.936 

2CP 66.92 0.0843 2.991 -4.98.10
º3 

-4.86.10-
5 

-0.0554 0.951 

4CP 61.22 0.1148 3.727 -7.10.10·
3 

-5.47. 10·
5 

-0.0608 0.967 

4-CMC 58.02 0.1216 3.989 -7.67.10
º3 

-5.08.10-
5 

-0.0578 0.971 

2.4-DCP 62.88 0.1010 3.435 -6.63.10·
3 

-3.67. 10·
5 

-0.0408 0.983 

4-C-3.5-DMF 40.88 0.1552 4.691 -7.79. 10·
3 

-7.22. 10·
5 

-0.0789 0.975 

2.4.6-TCP 54.66 0.1455 4.899 -9.58.10
º3 

-5.45.10
º 5 

-0.0605 0.981 

PCP 46.47 0.1246 3.100 -4.79. 10·
3 

-4.54.10
º5 

-0.0504 0.963 

La Figura 111.3 muestra la superficie de respuesta obtenida para el 2-

clorofenol utilizando POLE como extractante. En esta representación se observa 

que los porcentajes de recuperación son altos cuando se aumenta el valor de uno 

de los dos parámetros, independientemente del valor que tenga el otro. En la 

región de tiempos y potencias bajos el porcentaje de recuperación es menor, 

debido, probablemente, a que no tiene lugar una buena interacción entre el 

surfactante y los analitos, por lo que no se produce la difusión de los mismos 

desde la matriz al seno de la disolución. Las superficies de respuesta para los 

otros clorofenoles estudiados presentan la misma forma, con valores óptimos de 

recuperación para potencias de irradiación de 500 W, mientras que el tiempo de 

irradiación puede oscilar entre 2 y 14 minutos. A la vista de estos resultados, se 

eligieron como condiciones óptimas para la extracción una potencia de 500 W y el 

tiempo mínimo, 2 minutos, con objeto de no alargar el tiempo de análisis. 
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Para los otros surfactantes estudiados, C12E9, C12E6 y Genapol X-080, se 

llevó a cabo el mismo procedimiento para optimizar, en cada caso, las mejores 

condiciones para la extracción mediante el uso del diseño factorial. Los resultados 

obtenidos se encuentran recogidos en las Tablas numeradas de 111.7 al 111.12. En la 

Figura 111.4 se muestran a modo de ejemplo las superficies de respuesta obtenidas 

para el 4-CMC con cada uno de estos surfactantes. Como se observa en todos los 

casos, la eficacia en la extracción aumenta con la potencia y es ligeramente mejor 

para tiempos de extracción cortos. 

En la superficie de respuesta del 4-CMC, utilizando Genapol X-080 como 

extractante, puede observarse que, aunque la zona del máximo es la misma que 

en la de los surfactantes mencionados anteriormente, a medida que aumenta el 

tiempo disminuye la eficacia en la extracción si la potencia es alta. Esta 

disminución es más significativa con este surfactante que con los otros. 
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Figura 111.3. Superficie de respuesta del 2-CP utilizando POLE como extractante. 
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Tabla 111.7. Diseño de la matriz y porcentajes de recuperación obtenidos en el diseño experimental 
utilizando Polidocanol como extractante. 

- --- -- - - -- - - - - --

Diseño Recuperación (%) 

Poteocia Tie�po PH 2-CP 4-CP 4-CMC 2 4-DCP 4-C-3 5-DMP 2 4 6-TCP PCP 
(W) (mm) ' ' '' 

- - --- -- -- - - -- - ----- -- - ---------

100 2 85.8 79.4 83.7 79.0 77.9 72.9 84.9 70.2 

100 8 90.5 85.8 91.8 94.6 84.0 84.0 93.3 79.1 

100 14 95.1 91.7 99.1 110.7 94.0 92.9 102.6 87.0 

300 2 94.6 91.1 99.1 96.1 94.9 94.9 101.6 90.5 

300 8 95.1 90.8 98.5 100.7 92.7 95.6 101.0 92.4 

300 8 94.9 90.8 99.5 100.3 95.6 98.7 102.5 97.2 

300 8 95.5 91.8 101.6 99.9 94.6 99.0 104.0 91.9 

300 14 95.6 90.5 97.9 105.4 96.4 96.4 100.4 94.3 

500 2 103.4 102.1 114.0 113.7 106.0 114.2 120.1 110.0 

500 8 99.7 95.7 105.3 106.9 107.3 107.3 108.7 105.8 

500 14 95.8 88.4 96.3 100.7 93.8 97.1 102.4 101.1 

Tabla 111.8. Valores de los parámetros obtenidos con el CCD para la extracción de clorofenoles con 
Polidocanol. 
- - - -- -- - - - - - - -

Compuesto Po P1 P2 P12 P11 P22 R
2 

- - - - - - - - - - - -

PH 78.96 0.0521 1.163 -3.52.10-3 -0.18. 1f
f5 -0.0582 0.999 

2CP 69.77 0.0736 1.721 -5.42. 10-3 -0.98.10-5 -0.0554 0.998 

4CP 70.54 0.1005 2.324 -6.90.10-3 -1.86. 10-
5 -0.0608 0.990 

4-CMC 63.96 0.1000 3.412 -9.31. 10-3 0.89.1f
f5 -0.0578 1.000 

2.4-DCP 63.81 0.1018 2.272 -5.90.10-3 -1.99. 10·
5 -0.0408 0.936 

4-C-3.5-DMF 53.93 0.1451 3.208 -7.73. 10·
3 

-4.32.10
º5 -0.0789 0.994 

2.4.6-TCP 72.15 0.0998 2.144 -7.38.1f
f3 0.20.10·5 -0.0605 0.984 

PCP 54.59 0.1224 2.321 -5.35.10
º3 -2.07.10

º5 -0.0504 0.986 

132 



Extracción en muestras sólidas 

Tabla 111-�- Diseño de la matriz y porcentajes de recuperación obtenidos en el diseño experimental 
utilizando C12Es como extractante. 

. . . 

100 

100 

100 

300 

300 

300 

300 

300 

500 

500 

500 

Diseño Recuperación (%) 

. . 
. . 

2 93.6 64.5 67.6 79.2 66.2 71.4 

8 92.8 86.6 89.2 81.0 88.7 73.9 

14 94.3 93.4 91.1 83.5 92.4 75.8 

2 94.9 91.7 96.8 91.9 97.7 89.1 

8 92.8 89.6 92.7 87.7 95.5 87.4 

8 64.6 76.6 68.3 84.0 87.9 63.8 

8 92.8 83.3 95.3 88.5 96.4 92.3 

14 90.8 87.5 88.5 83.5 93.2 85.6 

2 98.6 103.7 106.4 105.3 110.3 106.3 

8 92.8 92.6 96.2 94.4 102.3 100.9 

14 89.6 86.0 86.6 84.1 94.7 94.7 

96.0 70.2 

98.9 71.2 

99.7 70.9 

107.6 91.6 

105.4 87.9 

107.1 92.0 

112.8 93.6 

103.3 84.2 

116.9 112.5 

111.9 104.6 

105.0 98.2 

Tabla 111.10. Valores de los parámetros obtenidos con el CCD para la extracción de clorofenoles 
con C12Es. 

Compuesto /Jo /31 /32 /312 /3,1 /322 R
2 

PH 96.05 -0.0124 -0.615 -1.98. 10·
3 

4.77.10"
5 

0.0544 0.625 

2CP 86.33 -0.0047 -0.591 -5.54.10"
3 

10.64.10"
5 

0.1183 0.801 

4CP 82.69 0.0487 0.556 -4.77.10"
3 

1.20.10·
5 

0.0120 0.925 

4�CMC 72.25 0.0665 0.611 -5.31.10·
3 

1.57.10"
5 

0.0175 0.979 

2.4-DCP 80.96 0.0502 0.423 -4.54.10"
3 

3.24.10"
5 

0.0346 0.904 

4-C-3.5-DMF 60.43 0.0994 0.886 -3.33.10"
3 

-0.91.10-
5 

-0.0115 0.970 

2.4.6-TCP 85.27 0.0885 1.490 -3.25.10"
3 

-4.97.10"
5 

-0.0539 0.919 

PCP 55.76 0.1336 1.030 -3.13. 10·
3 

-3.80. 10·
5 

-0.0423 0.987 
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Tabla 111.11. Diseño de la matriz y porcentajes de recuperación obtenidos en el diseño experimental 
utilizando Genapol X-080 como extractante. 

- - - -- - - - -
- -

. . . 

100 

100 

100 

300 

300 

300 

300 

300 

500 

500 

500 

Diseño Recuperación (%) 

. . 

' .
. 

2 87.3 86.1 83.9 81.2 82.4 77.7 

8 87.6 85.6 89.2 84.4 83.7 85.2 

14 87.6 83.5 84.5 75.8 84.7 64.9 

2 90.2 91.1 96.8 90.5 90.7 91.2 

8 86.8 85.9 92.7 84.8 86.4 91.9 

8 86.5 87.3 83.9 82.9 88.8 83.4 

8 89.0 86.8 87.7 86.5 88.5 79.1 

14 83.4 80.8 88.5 79.1 82.1 92.7 

2 93.0 94.8 96.8 97.4 99.8 96.7 

8 86.0 86.3 96.2 85.2 89.0 98.7 

14 78.5 74.2 73.4 73.7 79.8 72.4 

92.3 66.0 

91.4 69.7 

89.0 60.6 

102.7 84.8 

97.0 82.0 

100.0 87.3 

100.8 89.7 

91.2 79.3 

111.7 95.5 

102.5 94.3 

92.1 79.3 

Tabla 111.12. Valores de los parámetros obtenidos con el CCD para la extracción de clorofenoles 
con Genapol X-080. 

-
-- - - - - - --- - -

-

Compuesto Po P1 P2 P12 P11 P22 R
2 

- - -- - - - -- - -- -

PH 84.23 0.0266 0.522 -3.08.10-
3 

-1.01.10-5 
-0.0113 0.972 

2CP 81.09 0.0454 0.649 -3.75.10
º3 -2.56.10

º5 
-0.0284 0.992 

4CP 75.19 0.0778 1.561 -5.00.10-3 -5.08.10
º5 

-0.0578 0.692 

4-CMC 75.70 0.0644 0.654 -3.81.10-
3 -3.57.10

º5 -0.0397 0.936 

2.4-DCP 75.47 0.0608 0.903 -4.65.10-
3 -1.47. 10·

5 
-0.0150 0.981 

4-C-3.5-DMF 65.33 0.1124 1.505 -2.40.10-
3 -9.99. 10·5 -0.1110 0.553 

2.4.6-TCP 84.16 0.0770 0.709 -3.40. 10·3 -3.63.10
º5 -0.0404 0.980 

PCP 46.87 0.1624 2.380 -2.25.10-3 -13.95.10
º5 -0.1536 0.966 
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Figura 111.4. Superficies de respuesta del 4-CMC, utilizando como extractante Polidocanol (a), C12Ea 
(b) y Genapol X-080 (c).
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111.2.1.1.4. Efecto del pH 

Con objeto de comprobar si el proceso de extracción también puede verse 

influenciado por el pH de la disolución extractante, se modificó el pH de la misma 

añadiendo ácido acético o hidróxido de sodio. La variación en el pH de la 

disolución puede modificar la forma iónica de los analitos a extraer y, con ello, 

afectar las interacciones analito-surfactante y analito-sedimento. Para investigar el 

efecto de este parámetro en la eficiencia de la extracción, las muestras de 

sedimento se sometieron al proceso de extracción utilizando estas disoluciones en 

las condiciones de potencia y tiempo previamente establecidas. 

Los resultados obtenidos muestran que un pH básico mejora ligeramente 

la extracción de algunos analitos, como el fenal y el 2-clorofenol, pero en los 

restantes clorofenoles los porcentajes de recuperación apenas varían. Los fenoles 

son ácidos débiles y en disoluciones básicas se transforman en fenolatos. Estos 

son menos volátiles que las moléculas sin ionizar, por lo que un pH básico evitaría 

la pérdida de los compuestos más volátiles de la mezcla. Esto podría justificar los 

porcentajes de recuperación ligeramente más altos de los clorofenoles más 

sencillos cuando se aumenta el pH de la disolución [68,69]. Sin embargo, 

decidimos no modificar el pH de la disolución extractante ya que no se mejora 

significativamente la extracción de los otros compuestos presentes en la mezcla. 

111.2.1.2. PARÁMETROS ANALÍTICOS Y VALIDACIÓN DEL MÉTODO 

Para determinar la precisión del método de extracción propuesto se realizó 

un estudio estadístico del mismo con seis muestras de sedimento marino 

procedentes del Puerto de Taliarte. Las muestras se acondicionaron con la mezcla 

de quince fenoles, de manera que la concentración final de cada uno de ellos 

fuese la misma que la utilizada en el proceso de optimización. Esta nueva mezcla 

incluye fenoles con grupos nitro, grupos metilo y los clorofenoles utilizados en la 

optimización de variables. La presencia de átomos o grupos de átomos diferentes 
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en la molécula de fenal a los utilizados en el proceso de optimización confiere a 

dichas moléculas características diferentes, por lo que las interacciones que se 

establecen entre el analito y las partículas de sedimento o entre el analito y las 

micelas del surfactante pueden ser también diferentes. La extracción de estos 

nuevos analitos nos permite determinar si las condiciones de irradiación 

optimizadas pueden ser aplicadas con éxito a otro tipo de compuestos de la 

misma familia. 

Estas muestras fueron sometidas al proceso completo de extracción 

asistida por microondas, con los cuatro surfactantes estudiados, y a la posterior 

separación y determinación por HPLC con detección UV. La Figura 111.5 muestra el 

cromatograma obtenido para la mezcla de los quince fenoles utilizando C12E6 

como extractante. 
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Figura 111.5. Cromatograma del extracto obtenido al aplicar MAME con una disolución de C12E6 a 

muestras de sedimento del Puerto de Taliarte. 
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En dicho cromatograma se observa que la separacion entre picos es 

suficiente para cuantificar satisfactoriamente los direrentes analitos. Además, 

puede comprobarse que la señal del C12E6, al igual que los otros surfactantes 

utilizados, se encuentra al principio del cromatograma, por lo que no interfiere en 

los picos de interés. 

Tabla 111.13. Recuperaciones obtenidas para la mezcla de quince fenoles tras 
aplicar MAME a muestras de sedimento marino procedentes del Puerto de 
Taliarte. 

- - - - - -

Recuperación (%}" 

A rt Genapol POLE Polidocanol 
C E na I o X-080 (C12E,o) (C 12E9) 

12 6 
- -- - - -- -

PH 78.1 93,1 100.2 103.6 

4-NP 88.0 93,8 106.8 115.8 

2,4-DNP 101.2 86,7 110.3 118.1 

PC 88.6 94,0 90.7 106.5 

2-NP 97.6 90,8 101.8 116.2 

2CP 93.4 89,4 95.8 114.8 

4CP 65.9 96,5 105.9 111.0 

2,4-DMP 70.7 60,0 69.4 88.2 

4,6-DNOC 98.7 86,2 107.8 119.5 

4-CMC 85.7 80,6 101.3 113.0 

2,4,6-TMP 23.7 12,1 14.9 25.0 

2,4-DCP 87.7 87,3 103.3 108.6 

4-C3,5-DMP 78.6 77,2 95.2 107.7 

2,4,6-TCP 101.1 80,6 107.3 102.7 

PCP 99.4 84,0 97.9 112.5 

ª Valor promedio de seis determinaciones. 

Los resultados obtenidos para todos los surfactantes se muestran en la 

Tabla 111.13. En general, los porcentajes de extracción son bastante satisfactorios, 

si bien los del Genapol X-080 son ligeramente inferiores a los obtenidos con los 

otros surfactantes. Cabe destacar las recuperaciones bajas del 2,4-DMP y del 
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2,4,6-TMP. Estos compuestos, con 2 y 3 grupos metilo respectivamente, quedan 

más fuertemente retenidos en el sedimento, por lo que las condiciones 

previamente optimizadas no son las más adecuadas para realizar su extracción. 

Por otra parte, los fenoles con grupos nitro presentan porcentajes de recuperación 

iguales o superiores a los de los clorofenoles, por lo que la potencia y el tiempo de 

irradiación aplicados también son adecuados para la extracción de este tipo de 

compuestos. 

Respecto a los compuestos con grupos metilo en la molécula, además de 

grupos nitro o átomos de cloro, hay que señalar la poca influencia de los mismos 

en la adsorción; estos compuestos se comportan como nitrofenoles o clorofenoles. 

Tabla 111.14. Valores de la desviación estándar(%) obtenidos tras aplicar 
MAME a muestras de sedimento marino procedentes del Puerto de Taliarte. 

A rt Genapot POLE Polidocanol C E na I o X-080 (C12E10) (C12E9) 12 6 

PH 5.1 7,2 3.8 6.4 

4-NP 1.1 4,0 1.3 4.8 

2,4-DNP 2.9 8,0 2.0 5.2 

PC 9.6 11,4 9.9 6.2 

2-NP 5.0 6,5 4.6 5.0 

2CP 7.9 9,3 9.5 9.5 

4CP 4.8 15,9 2.7 3.8 

2,4-DMP 5.7 4,5 2.6 5.8 

4,6-DNOC 4.7 5,0 3.2 5.0 

4-CMC 3.9 7,3 4.1 4.5 

2,4,6-TMP 9.5 15.9 9.1 8.7 

2,4-DCP 5.0 7,3 5.7 3.3 

4-C3,5-DMP 4.3 5,0 5.6 2.5 

2,4,6-TCP 5.1 4,4 6.2 3.8 

PCP 5.0 5,4 5.8 4.4 
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Los valores obtenidos para la desviación estándar relativa RSD (%), Tabla 

111.14, muestran valores inferiores al 10%, excepto para el PC, el 4-CP y el 2,4,6-

TMP con el POLE como extractante. 

Por último, los límites de detección para la determinación de los derivados 

fenólicos en sedimentos aparecen recogidos en la Tabla 111.15. Estos límites se 

encuentran comprendidos entre 1 y 16 µg.L"
1
, valores que se encuentran dentro 

del intervalo de concentraciones de estos analitos en muestras contaminadas [70]. 

Tabla 111.15. Límites de detección obtenidos para la determinación de fenoles 
en muestras de sedimento marino utilizando MAME. 

---

A rt Genapol POLE Polidocanol C E na I o 
X-080 (C12E10) (C12E9) 

12 6 
- - - - -

PH 13 5 5 12 

4-NP 3 2 2 2 

2,4-DNP 3 3 3 4 

PC 11 16 10 13 

2-NP 4 3 3 4 

2CP 10 8 9 5 

4CP 17 12 12 14 

2,4-DMP 11 2 8 3 

4,6-DNOC 3 1 2 

4-CMC 16 3 5 3 

2,4,6-TMP 15 3 5 3 

2,4-DCP 15 2 5 2 

4-C3,5-DMP 19 3 6 3 

2,4,6-TCP 14 2 4 2 

PCP 20 17 10 15 

Con objeto de validar el método propuesto, se utilizó una disolución 

estándar conteniendo los once fenoles considerados como contaminantes 

prioritarios por la USEPA. Los sedimentos procedentes del Puerto de Taliarte se 
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acondicionaron con esta mezcla y se sometieron al proceso de extracción con 

microondas empleando las condiciones de extracción optimizadas en los 

apartados anteriores. La Figura 111.6 representa el cromatograma obtenido 

después de aplicar la extracción con Polidocanol al sedimento enriquecido en 

dichas condiciones. El análisis de los datos obtenidos muestra que para los 

diferentes fenoles contenidos en dicha muestra se obtienen tiempos de retención 

satisfactorios utilizando una fase móvil de agua:metanol (70:30) en régimen 

isocrático durante 16 minutos y un gradiente de 24 minutos para alcanzar un 100 

% de metano!. Para la cuantificación de los picos se utilizaron las curvas de 

calibrado basadas en el área de los picos que se muestran en la Tabla A.2 del 

Anexo I de la presente Tesis. 
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Figura 111. 6. Cromatograma del extracto de muestras de sedimento marino procedentes del Puerto de 
Taliarte, utilizando Polidocanol como extractante. 
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Los resultados obtenidos con cada uno de los surfactantes estudiados se 

muestran en la Tabla 111.16. Como puede observarse, se pone de manifiesto que la 

extracción asistida por microondas utilizando medios micelares puede 

considerarse una alternativa válida frente a los métodos convencionales de 

extracción. 

Tabla 111.16. Resultados obtenidos al aplicar MAME a una muestra de sedimento 
marino procedente del Puerto de Taliarte, conteniendo la disolución estándar de 
derivados fenólicos ª. 

- -- --- -
-

Concentración de analito encontrada (µg.L"1)b 

Analito 
POLE Polidocanol 

Genapol X-080 (C12E1o) (C12E9) 
C12Es

-- - - - - -- --

PH 1.9 1.9 2.2 1.9 

4-NP 2.0 1.9 2.1 1.9 

2,4-DNP 2.2 2.1 1.7 2.2 

2-NP 2.2 2.0 1.8 2.0 

2CP 2.1 1.9 1.8 1.8 

2,4-DMP 1.0 1.1 1.2 0.8 

4,6-DNOC 2.0 2.1 1.8 1.7 

4-CMC 1.8 1.6 1.8 1.9 

2,4-DCP 1.8 1.8 1.9 1.9 

2,4,6-TCP 2.0 1.7 2.1 2.0 

PCP 1.8 2.2 1.9 2.0 

ª Media de tres determinaciones; b Concentración de analito añadida: 2 µg.L"1

111.2.1.3. APLICACIÓN DEL PROCESO DE EXTRACCIÓN POR MICROONDAS 

CON MEDIOS MICELARES A MUESTRAS DE SEDIMENTOS MARINOS 

Tras optimizar los factores de los que depende el método de extracción 

por microondas, diferentes muestras de sedimentos marinos fueron sometidas al 

mismo. Estos sedimentos proceden de diferentes zonas de las costas de las islas 

de Gran Canaria y Fuerteventura. Se utilizaron dos sedimentos arenosos 
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procedentes de la playa de Las Canteras (Gran Canaria) y de la playa de Jandía 

(Fuerteventura). Éstos presentan características diferentes en cuanto a tamaño de 

grano, porcentaje de materia orgánica, carbonatos y óxidos de hierro. Las 

muestras fueron previamente acondicionadas, tal y como se explica en la Parte 

Experimental, con una mezcla de 15 fenoles. En la Figura 111.7 se muestra un 

cromatograma del extracto obtenido de una muestra de la Playa de Jandía 

utilizando POLE como extractante. 
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Figura 111. 7. Cromatograma del extracto de muestras de sedimento marino procedentes de la Playa 
de Jandía, utilizando POLE como extractante. 

Los porcentajes de recuperación obtenidos, media de la determinación de 

tres muestras independientes, se muestran en la Tablas 111.17 y 111.18. A efectos de 

comparación, en cada una de las tablas se recogen los porcentajes de 
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recuperación de la extracción de los quince derivados fenólicos en cada uno de los 

sedimentos, Las Canteras y Fuerteventura, con los cuatro surfactantes estudiados. 

Tabla 111.17. Porcentajes de recuperación obtenidos tras aplicar MAME a 
muestras de sedimento marino procedentes de la Playa de Las Canteras (Gran 
Canaria). 

Recuperación (%)ª 

A rt Genapol POLE Polidocanol C E na I o X-080 (C12E10) (C 12E9) 
12 6 

- - ---- -- � - - - ----- - - - ----- --

PH 86.0 88,2 111.1 102.9 

4-NP 88.9 97,4 113.9 114.3 

2,4-DNP 99.5 98,8 117.1 115.6 

PC 85.6 114,0 101.3 105.8 

2-NP 97.3 93,5 103.6 106.9 

2CP 94.2 83,4 88.9 113.5 

4CP 49.4 78,9 114.4 80.6 

2,4-DMP 79.4 78,8 104.2 101.9 

4,6-DNOC 97.0 85,7 114.9 110.2 

4-CMC 92.2 84,4 107.4 107.3 

2,4,6-TMP 75.7 77,1 79.4 94.2 

2,4-DCP 83.3 86,5 117.4 105.5 

4-C3,5-DMP 82.0 78,9 100.7 104.1 

2,4,6-TCP 97.0 86,9 108.3 111.3 

PCP 71.1 103,2 94.9 96.7 

ª Media de tres determinaciones. 

En general, los resultados que se obtienen ponen de manifiesto que la 

utilización de la extracción asistida por microondas, utilizando medios micelares 

como extractantes, conduce a resultados muy satisfactorios en todos los casos. 

Cabe destacar el aumento de la extracción de los compuestos con grupos metilo, 

2,4-DMP y 2,4,6-TMP respecto a los obtenidos con los sedimentos procedentes 

del Puerto de Taliarte. En aquellos sedimentos, con un tamaño de grano mayor, 

estos compuestos están menos retenidos, por lo que es más fácil su extracción. 

Aunque la composición de estos dos nuevos tipos de sedimentos es diferente a la 
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Extracción en muestras sólidas 

del Puerto de Taliarte, están constituidos básicamente por carbonatos, creemos 

que el tamaño de partícula es el factor determinante en la absorción de los 

analitos y su posterior extracción. 

Por otra parte, y como ocurría con el sedimento del Puerto de Taliarte, el 

Genapol X-080 es el surfactante que da lugar a recuperaciones ligeramente 

inferiores, fundamentalmente en el sedimento de Playa de Jandia, si bien se 

obtienen valores superiores al 70% para el sedimento de Playa de las Canteras. 

Tabla 111.18. Porcentajes de recuperación obtenidos tras aplicar MAME a 
muestras de sedimento marino procedentes de la Playa de Jandía 
(Fuerteventura). 

- - --

Recuperación (%)
ª 

--�---- ----- ------ - -

A l"t 
Genapol POLE Polidocanol 

C E na 1 0 
X-080 (C12E10) (C12Eg) 12 6 

PH 73.0 80,7 101.9 94.2 

4-NP 82.4 100,4 107.5 108.7 

2,4-DNP 92.9 103,5 110.5 101.1 

PC 71.3 106,2 98.1 80.8 

2-NP 82.3 87,4 97.4 85.7 

2CP 67.1 74,1 89.7 74.8 

4CP 59.2 73,3 107.2 111.1 

2,4-DMP 67.3 72,3 96.4 92.3 

4,6-DNOC 83.7 87,9 107.8 103.1 

4-CMC 71.1 78,4 99.6 99.9 

2,4,6-TMP 58.3 76,7 82.1 86.9 

2,4-DCP 64.8 86,9 99.3 96.3 

4-C3,5-DMP 61.3 75,5 90.7 94.3 

2,4,6-TCP 86.4 86,0 100.6 101.5 

PCP 58.3 99,2 97.9 89.2 

ª Media de tres determinaciones. 
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111.2.1.3.1. Aplicación del proceso MAME a muestras de sedimentos marinos 

envejecidas 

Los métodos de extracción tradicionales no consiguen extraer la totalidad 

de los analitos presentes en una muestra cuando éstos llevan mucho tiempo en 

las mismas. En estos casos, las fuerzas de interacción que existen entre los 

analitos y el sedimento son mucho más intensas [52,71]. 

Con objeto de estudiar la influencia del tiempo de envejecimiento de las 

muestras en la absorción de los analitos, se analizaron muestras con 3 y 6 meses 

de envejecimiento antes de realizar la extracción. El sedimento procedente del 

Puerto de Taliarte fue el utilizado para realizar este estudio. 

■ Muestras frescas ■ Muestras de 3 meses ■ Muestras de 6 meses

e 
75 
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Figura 111.8. Influencia del tiempo de envejecimiento en los porcentajes de recuperación de los 
derivados fenólicos en muestras del Puerto de Taliarte usando Polidocanol como extractante. 
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En la Figura 111.8 se han representado los resultados obtenidos en la 

extracción de muestras de sedimento utilizando Polidocanol como extractante. En 

dicha figura se observa que los porcentajes de recuperación disminuyen al 

aumentar el tiempo de envejecimiento de la muestra, excepto en el caso del 2,4,6-

TMP y del PCP. A pesar de la disminución de la eficiencia en la extracción, la 

mitad de los analitos estudiados pueden ser extraídos con unos porcentajes 

superiores al 70 % después de tres meses. Este mismo estudio fue realizado con 

el POLE como extractante y los resultados obtenidos fueron similares . 

. Estos resultados pueden ser considerados satisfactorios si tenemos en 

cuenta que, durante los periodos de envejecimiento estudiados, los compuestos 

pueden degradarse e incluso, los más ligeros, llegar a volatilizarse. Después de 6 

meses, 1 O compuestos pueden extraerse del sedimento con una recuperación 

superior al 50 %. Aunque este porcentaje es relativamente bajo, esta metodología 

podría utilizarse para determinar cualitativamente la presencia de estos 

contaminantes en sedimentos marinos. 

La Figura 111.9 muestra la variación en los porcentajes de extracción de 

los derivados fenólicos incluidos en la lista de la USEPA como contaminantes 

prioritarios después de 6 meses de acondicionamiento utilizando los cuatro 

surfactantes en estudio. Se han omitido los otros compuestos para mayor claridad 

en la figura. 

Se puede observar que los derivados fenólicos con grupos nitro son los 

que presentan los mejores resultados. Los porcentajes de recuperación más bajos 

corresponden a un compuesto con dos grupos metilo, el 2,4-DMP. Excepto este 

compuesto y el 2-CP, el resto de los analitos pueden ser extraídos con porcentajes 

de recuperación superiores al 50 %. El PCP se extrae mejor con los surfactantes 

más polares, el POLE y el Polidocanol. En general, en este período de tiempo 

estudiado, los surfactantes que proporcionan mejores porcentajes de extracción 

son el Genapol X-080 y el polioxietilen 6 lauril éter, C12E6. 
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Figura 111.9. Porcentajes de recuperación de los derivados fenólicos considerados contaminantes 
prioritarios por la USEPA tras aplicar MAME a muestras del Puerto de Taliarte con seis meses de 

envejecimiento, utilizando los cuatro surfactantes. 

111.2.2. SUELOS 

111.2.2.1. OPTIMIZACIÓN DEL PROCESO DE EXTRACCIÓN POR 

MICROONDAS CON MEDIOS MICELARES EN MUESTRAS DE SUELOS 

Los suelos constituyen un tipo de matriz más compleja que la estudiada 

en el apartado anterior, por lo que, además de optimizar los parámetros 

relacionados con el microondas y el extractante, se han estudiado algunas 

características de los suelos como el pH, la textura o granolumetría y el contenido 
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en materia orgánica. También se estudió la influencia de la concentración de 

analito en la muestra sobre los porcentajes de recuperación. Para los estudios de 

este apartado se eligieron tres tipos de suelos cuyas características se recogen en 

la Tabla 111.19. 

Inicialmente se realizó una prueba con las condiciones optimizadas para 

los sedimentos marinos; sin embargo, los resultados obtenidos demostraron que 

tanto el volumen de surfactante como las condiciones de irradiación del 

microondas no eran las más adecuadas, por lo que estos factores fueron 

optimizados nuevamente para este tipo de matriz. 

Para el proceso de optimización se utilizó un suelo procedente de un 

jardín (Tafira) con un contenido en materia orgánica del 4.8 % y un pH de 8.3. Se 

utilizaron las mismas concentraciones de surfactante que las del apartado anterior. 

Tabla 111.19. Características de los suelos estudiados. 

Tamaño de partícula (%) Materia 
Suelos pH organica (%) 

Tafira 

San Roque 

Santa Brigida 

0.3 mm 0.2 mm 0.15 mm 0.1 mm [72] 

44.4 

52.1 

56.5 

17.2 

20.0 

17.8 

14.6 

13.2 

12.8 

23.8 

14.6 

12.8 

8.3 

8.3 

5.9 

4.8 

12.5 

3.9 

111.2.2.1.1. Efecto del volumen de suñactante 

Para estudiar la influencia de este parámetro en la recuperación de los 

analitos se eligió una cantidad de muestra de 2 g y, en primer lugar, un volumen 

de surfactante de 4 ml, como en el caso de los sedimentos, utilizando una 

potencia de 200 W y 3 minutos en el microondas. Con 4 ml de surfactante las 

recuperaciones que se obtuvieron eran bajas y poco reproducibles debido, 

probablemente, a que las muestras de suelo no se humedecían suficientemente. 

Se probaron otros volúmenes de surfactante para determinar el óptimo en las 
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mismas condiciones. Los resultados obtenidos con los diferentes volúmenes 

estudiados, utilizando POLE como extractante, aparecen en la Tabla 111.20. 

Tabla 111.20. Porcentajes de recuperación de clorofenoles utilizando 
diferentes volúmenes de POLE como extractante. 

- - - - - -

Volumen de surfactante 

Compuesto 

4 ml 8 ml 12 ml 
- - - - - --

PH 80.4 116.8 150.2 

2CP 89.9 92.1 102.3 

4CP 41.1 98.3 102.0 

4-CMC 47.2 92.5 117.6 

2.4-DCP 65.6 82.7 90.2 

4-C-3.5-DMF 60.5 76.2 95.3 

2.4.6-TCP 70.0 87.7 81.2 

PCP 73.9 112.0 113.9 

ª Media de tres determinaciones. 

En dicha Tabla se observa que cuando se aumenta el volumen de 

surfactante añadido a la muestra de 4 a 8 ml los porcentajes de recuperación 

aumentan. Sin embargo, cuando se realiza la extracción con 12 ml las 

recuperaciones no varían apreciablemente respecto a las obtenidas con 8 ml, 

excepto para el PH, en este caso la recuperación es demasiado alta y creemos 

que se debe a la posible degradación de otros fenoles más sustituidos o a una 

concentración de la disolución, ya que al aumentar el volumen de extractante en el 

vaso del microondas la temperatura en el interior del mismo también aumenta. 

111.2.2.1.2. Tiempo y potencia de irradiación 

El tiempo y la potencia de irradiación del microondas se estudiaron, como 

en el caso anterior, mediante un diseño factorial para obtener los valores óptimos 
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de dichos parámetros. Teniendo en cuenta los resultados de las pruebas iniciales, 

se empleó un diseño central compuesto de dos variables o factores con dos 

niveles, lo que implica once experimentos. Se eligieron como valores del tiempo 3 

y 15 minutos y para la potencia 300 y 700 W. 

En la Tabla 111.21 se muestran los parámetros del diseño experimental y 

las recuperaciones obtenidas para cada clorofenol utilizando el POLE como 

extractante. Los valores obtenidos son satisfactorios cuando se utilizan potencias 

superiores a 500 W independientemente del tiempo utilizado. Las diferencias son 

bastante significativas para el 4-CP, ya que este compuesto solo se extrae bien, 

con unos valores aceptables, cuando la potencia aplicada es la máxima. 

En la Tabla 111.22 se presentan los coeficientes de las ecuaciones 

obtenidas para cada compuesto analizado, así como los coeficientes de 

correlación (R2) de cada una de ellas. Se puede observar que los valores de R2 

para el 2-CP y el PCP son los más bajos de todos los obtenidos; sin embargo, el 

modelo se ajusta bien para el resto de los compuestos. 

La Figura 111.10 muestra la superficie de respuesta para el PH y el 2,4-

DCP. A pesar de ser dos compuestos de diferentes polaridades, sus superficies de 

respuestas son muy similares. Los máximos se encuentran en la zona de las 

potencias más altas, si bien en el caso del fenal se obtienen valores del porcentaje 

de recuperación ligeramente más altos con tiempos mayores. Sin embargo, la 

diferencia es muy pequeña y no compensa aumentar el tiempo de la extracción 

para conseguir ese pequeño aumento. Por otra parte, hay que tener en cuenta que 

con tiempos muy altos algunos compuestos podrían degradarse y con ello 

aumentar el porcentaje de fenal obtenido. La superficie de respuesta del 2,4-DCP 

muestra que con una potencia de 700 W, independientemente del tiempo utilizado 

para realizar la extracción, se consiguen los mejores porcentajes de recuperación. 

Por tanto, esta potencia y un tiempo de 3 minutos fueron elegidos para realizar las 

aplicaciones analíticas con este surfactante. 
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Tabla 111.21. Diseño de la matriz y porcentajes de recuperación obtenidos en el diseño experimental 
utilizando POLE como extractante. 

- --

Potencia Tiempo Recuperación (%) 
(W) (min)

PH __ 2-CP _ 4-CP _ �-_CMC 2,4-DCP 4-C-3,5-DMP 2,4,6-TCP PCP 

300 3 75.5 81.4 35.9 84.1 92.3 82.1 99.0 117.4 

300 9 69.8 85.1 29.9 78.7 88.5 78.1 92.8 113.2 

300 15 66.2 81.5 20.3 74.7 87.1 80.8 96.2 109.4 

500 3 65.4 87.3 18.9 81.2 93.8 84.4 100.0 115.1 

500 9 64.2 77.0 20.9 77.4 87.6 73.5 92.7 105.9 

500 9 63.4 80.1 19.7 72.7 85.5 74.8 95.9 110.0 

500 9 60.6 74.6 19.3 71.3 82.2 70.4 89.6 102.6 

500 15 64.7 62.2 24.1 76.4 85.4 75.5 94.2 110.7 

700 3 87.3 86.7 62.9 107.2 97.5 103.3 105.7 116.6 

700 9 90.7 84.7 79.5 96.4 98.6 97.6 107.0 115.0 

700 15 91.8 86.6 76.6 96.9 98.0 94.8 101.4 110.2 

Tabla 111.22. Valores de los parámetros obtenidos con el CCD para la extracción de clorofenoles con 
POLE. 

-- --- ----

Compuesto /Jo Pt fh /J12 p,, p22 R
2 

-- -- ------ - -- - - ---

PH 157.36 -0.3841 -2.1258 2.88.10"3 4.07.10"5 0.0298 

2CP 128.45 -0.2045 0.1355 -0.04.10-3 2.13.10"5 -0.0451 

4CP 180.61 -0.7164 -1.8038 6.10.10·3 7.72.10"5 -0.0643

4-CMC 142.24 -0.2655 -2.6065 -0.19. 10·3 3.20.10-5 0.1122 

2.4-DCP 127.30 -0.1432 -2.0695 1.19.10"3 1.54.10"5 0.0618 

4-C-3.5-DMF 137.51 -0.2535 -2.0708 -1.50. 10"3 3.13.10"5 0.1279 

2.4.6-TCP 122.56 -0.1060 -1.4139 -0.31. 10·3 1.31.10·5 0.0673 

PCP 144.66 -0.1020 -2.0994 0.33.10"3 1.01.10-5 0.0784 
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Figura 111.10. Superficies de respuesta del PH {a) y el 2,4-DCP (b) utilizando POLE como extractante. 

Para los otros surfactantes estudiados se aplicó también el diseño factorial 

en las mismas condiciones que las descritas para el POLE. Los resultados 

obtenidos se recogen en las Tablas numeradas del 111.23 al 111.28. Como puede 

observarse en todos los casos, la mayor eficacia en la extracción se obtiene 

cuando se utilizan potencias altas, 700 W, aunque, en general, las recuperaciones 

no son muy altas. En cuanto a los parámetros obtenidos con la regresión múltiple, 

los valores de R
2 

para el Polidocanol y el C12E6 son ligeramente inferiores a los
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que se obtienen con el POLE, sin embargo, se puede decir que para la mayoría de 

los compuestos estudiados se obtiene un buen ajuste con el modelo utilizado. 

En las Figuras 111.11 y 111.12 se muestran las superficies de respuesta para 

el 4-C-3,5-DMP y el PH, utilizando como extractantes el polidocanol y el C12E6, 

respectivamente. En ambos casos las condiciones óptimas de extracción se 

encuentran en la región de potencias altas (700 W), no siendo el tiempo de 

extracción el parámetro crítico en este proceso. 

En el caso de la utilización de Genapol X-080 como extractante, los 

resultados obtenidos son, en general, más bajos para la mayoría de los 

compuestos, excepto para el fenal (Tabla 111.27). Los valores de R2 para el 

Genapol X-080, Tabla 111.28, muestran que solamente para uno de los compuestos 

analizados, el 2-CP, la ecuación propuesta podría utilizarse para explicar la 

dependencia de la recuperación con las variables optimizadas, tiempo y potencia. 

Estos resultados indican unos valores aleatorios de la respuesta y podrían 

deberse a que el contacto entre el analito y las micelas del surfactante no fuese 

del todo eficaz. Debido a la mayor viscosidad que presenta, quizás habría que 

trabajar con disoluciones más diluidas de este surfactante o con un volumen 

mayor del mismo para favorecer una mejor interacción con la muestra. 
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Tabla 111.23. Diseño de la matriz y porcentajes de recuperación obtenidos en el diseño experimental 
utilizando Polidocanol como extractante. 

Potencia Tiempo Recuperación (%) 
(W) (min)

PH 2-CP 4-CP 4-CMC 2,4-DCP 4-C-3,5-DMP 2,4,6-TCP PCP 

300 3 87.2 57.2 44.6 60.2 47.1 46.6 49.6 65.0 

300 9 84.7 65.6 42.4 60.5 55.9 52.0 57.7 70.2 

300 15 94.7 67.8 52.2 63.6 59.3 56.5 56.3 72.4 

500 3 86.7 63.6 42.5 62.4 58.7 52.3 55.4 71.3 

500 9 87.5 58.6 42.8 64.5 64.1 55.8 54.4 70.5 

500 9 92.9 60.1 48.8 67.0 70.2 58.8 62.1 75.7 

500 9 86.3 61.9 39.1 60.8 55.0 50.6 51.6 71.3 

500 15 95.1 55.1 47.6 73.7 61.1 62.7 58.3 74.3 

700 3 87.9 63.5 46.7 74.6 55.7 58.5 63.6 72.3 

700 9 95.0 60.1 51.0 74.2 65.0 72.1 62.4 77.9 

700 15 101.4 44.7 48.9 72.8 52.8 72.5 65.1 73.2 

Tabla 111.24. Valores de los parámetros obtenidos con el CCD para la extracción de clorofenoles 
con Polidocanol. 

Compuesto Po P1 Pz P12 P11 Pzz R
2 

PH 94.29 -0.0328 -1.0583 1.25.10"
3 

0.36.10"5 
0.0694 0.923 

2CP 44.98 0.0190 3.9973 -6.13.10'
3 

0.18.10"5 -0.0777 0.952 

4CP 54.26 -0.0609 0.2567 -1.13.10"
3 

0.77.10"5 0.0400 0.683 

4-CMC 54.74 0.0056 -0.1539 -1.08.10"
3 

0.35.10"
5 

0.0586 0.872 

2.4-DCP 2.56 0.1503 4.4256 -3.15. 10·
3 

-1.13.10"5 -0.1404 0.922 

4-C-3.5-DMF 54.05 -0.0639 0.8770 0.85.10"
3 

0.96.10"5 -0.0195 0.967 

2.4.6-TCP 54.42 -0.0386 1.0250 -1.08. 10·
3 

0.71. 10·5 -0.0097 0.914 

PCP 51.91 0.0343 1.7949 -1.35. 10·
3 

-0.09.10"5 
-0.0447 0.906 
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Tabla 111.25. Diseño de la matriz y porcentajes de recuperación obtenidos en el diseño experimental 
utilizando C12Es como extractante. 

------ - - -- --

Potencia Tiempo Recuperación (%) 
(W) (min)

______ __ PH 2-CP 4-CP 4-CMC _ 2,_4-D� _ _  4-_C:�5-DMP 2,4,6-!_CP __ PCP 

300 3 69.3 79.6 33.7 79.0 79.4 72.9 92.0 94.8 

300 9 56.5 73.1 21.1 57.3 67.0 55.0 70.1 69.6 

300 15 61.6 64.1 20.9 42.8 53.1 39.5 57.4 53.5 

500 3 71.6 76.1 38.4 78.2 76.5 67.8 86.0 90.1 

500 9 63.2 61.4 30.0 51.1 59.0 48.5 60.5 52.1 

500 9 64.5 56.3 30.6 57.6 56.1 53.5 64.1 66.5 

500 9 60.4 59.6 25.7 37.7 48.5 29.4 44.1 37.0 

500 15 63.6 60.4 27.7 77.4 81.9 70.6 88.6 93.9 

700 3 84.6 83.8 71.1 108.1 92.7 95.6 98.8 104.7 

700 9 87.8 81.9 77.2 97.3 93.7 90.4 100.0 113.1 

700 15 88.8 83.7 74.6 97.8 93.1 88.0 95.0 117.1 

Tabla 111.26. Valores de los parámetros obtenidos con el CCD para la extracción de clorofenoles 
con C12Es. 

- �--

Compuesto Po P1 Pz P12 /J,1 P22 R
2 

- --- � --- ---- ---

PH 111.9 -0.184 -3.75 2.48.10-
3 

2.23.10
º4 

0.122 

2CP 165.6 -0.345 -4.72 3.21.10·3 3.44.10
4 

0.125 

4CP 110.4 -0.373 -3.51 3.40.10-
3 4.65.10

4 
0.D70

4-CMC 172.7 -0.337 -12.10 5.40.10-3 3.92.10
4 

0.449 

2.4-DCP 159.7 -0.294 -8.99 5.56.10
º3 3.11.10

4 
0.313 

4-C-3.5-DMF 168.2 -0.365 -10.11 5.38.10
º3 4.05.10

4 
0.353 

2.4.6-TCP 183.9 -0.317 -11.76 6.42.10
º3 3.22.10

4 
0.420 

PCP 230.7 -0.478 -16.11 11.19. 10·3 4.74.10
º4 

0.545 
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Tabla 111.27. Diseño de la matriz y porcentajes de recuperación obtenidos en el diseño experimental 
utilizando Genapol X-080 como extractante. 

Potencia Tiempo Recuperación (%)

(W) (min) 
PH 2-CP 4-CP 4-CMC 2,4-DCP 4-C-3,5-DMP 2,4,6-TCP PCP 

300 3 72.7 63.2 28.4 37.6 37.2 35.5 24.7 31.8 

300 9 71.6 48.3 37.5 47.3 44.7 49.4 45.4 47.9 

300 15 65.8 30.2 18.4 17.3 16.0 15.1 7.4 9.2 

500 3 76.0 62.2 27.2 24.8 25.6 21.7 12.0 18.0 

500 9 70.0 49.4 26.3 34.7 36.1 36.7 30.0 31.0 

500 9 66.8 30.9 27.3 31.0 32.5 31.0 19.2 24.7 

500 9 66.8 30.9 27.3 31.0 32.5 31.0 19.2 24.7 

500 15 80.8 34.5 45.4 42.2 33.6 38.0 23.8 34.5 

700 3 69.4 55.7 27.7 29.6 32.5 24.8 19.6 43.5 

700 9 72.3 43.4 35.4 34.7 32.7 31.0 20.8 22.6 

700 15 77.1 25.8 38.2 41.3 29.6 37.6 20.7 31.1 

Tabla 111.28. Valores de los parámetros obtenidos con el CCD para la extracción de clorofenoles 
con Genapol X-080 . 

Compuesto /Jo P, P2 P12 P,1 p22 R
2 

PH 77.86 0.0256 -3.6758 3.04.10-3 -0.46.10-5 
0.1284 0.564 

2CP 92.74 -0.0630 -4.9527 0.65.10'
3 

0.43.10'
5 

0.1174 0.811 

4CP 39.63 -0.0297 -1.6489 4.27.10'
3 

o.os.10·
5 

0.0018 0.377 

4-CMC 70.15 -0.1340 -0.8757 6.61.10·
3 

0.71.10·5 
-0.1230 0.464 

2.4-DCP 53.58 -0.0859 1.2163 3.81.10·
3 

0.49.10-5 -0.1983 0.504 

4-C-3.5-DMF 65.42 -0.1331 0.6504 6.92.10·
3 

0.65.10·
5 

-0.2148 0.526 

2.4.6-TCP 58.28 -0.1728 3.0690 3.83.10·
3 

1.25.10-5 
-0.2838 0.428 

PCP 64.38 -0.1471 0.2249 2.13. 10"
3 

1.35.10·5 -0.1001 0.150 
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Figura 111.11. Superficie de respuesta para el 4-C-3,5-DMP utilizando Polidocanol como extractante. 
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Figura 111.12. Superficie de respuesta del PH utilizando C12E6 como extractante. 
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111. 2.2.1.3. Influencia del pH

Al igual que con los sedimentos, cuando se modifica el pH de la disolución 

extractante hacia medios más básicos, los analitos más polares, como el PH y el 

2-CP, mejoran ligeramente sus porcentajes de recuperación; para el resto de los

derivados fenólicos esta modificación del pH no tiene ninguna influencia sobre la 

eficacia de la extracción. Hay que destacar, además, que al aumentar el pH de la 

disolución extractante se consiguen extractos más oscuros, debido a la extracción 

de los ácidos húmicos presentes en los suelos. Este hecho podría repercutir 

negativamente en la determinación de los analitos debido a un aumento de 

interferencias en el cromatograma. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos 

decidimos no modificar el pH de la disolución extractante. 

111.2.2.1.4. Influencia de la concentración de analito en la muestra 

Puesto que podemos encontrarnos con diferentes concentraciones de 

fenoles, en diferentes muestras de suelos, es importante conocer la influencia de 

este parámetro en la extracción. Con objeto de comprobar si una modificación en 

la concentración de analito podría provocar cambios en las condiciones óptimas 

de la extracción, se realizaron un conjunto de experimentos utilizando un intervalo 

de concentraciones de clorofenoles entre 0.5 y 4 µgL
1 

en las condiciones de 

extracción previamente optimizadas. 

Los resultados obtenidos muestran que en el intervalo de concentraciones 

estudiado no se aprecian diferencias significativas en los porcentajes de 

recuperación obtenidos. 

111. 2.2.2. PARÁMETROS ANALÍTICOS Y VALIDACIÓN DEL MÉTODO

Para evaluar la precisión del método desarrollado se utilizaron seis 

muestras de suelo (Tafira). Dichas muestran se acondicionaron con la mezcla de 

quince fenoles y se sometieron al proceso de extracción por microondas utilizando 
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el surfactante polioxietilen 1 O lauril éter como extractante, en las condiciones 

experimentales optimizadas. 

En la Figura 111.13 se muestra el cromatograma obtenido. Este surfactante 

fue el elegido para realizar las aplicaciones analíticas puesto que fue el que 

mejores resultados proporcionó. 
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Figura 111.13. Cromatograma del extracto de muestras de suelo de Tafira. 

40 

La Tabla 111.29 muestra los porcentajes de recuperación obtenidos, la 

desviación estándar para cada uno de los fenoles estudiados y sus respectivos 

límites de detección. Las recuperaciones obtenidas son bastante satisfactorias, ya 

que once de los quince compuestos pueden ser extraídos con porcentajes del 
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80% o superiores. Los compuestos con uno, dos o tres grupos metilo se extraen 

deficientemente en este tipo de suelos, debido, probablemente, a su textura, 

puesto que las muestras recogidas en Tafira presentan un mayor porcentaje de 

grano pequeño que las otras. Un tamaño de grano menor implica un mayor 

contenido en arcillas y esto supone una mayor adsorción de los analitos en las 

partículas del suelo. 

Para todos los analitos, los valores de la desviación estándar son 

inferiores a 8.1, excepto para el PC y el 2,4,6-TMP, que presentan valores muy 

superiores debido a su peor extracción. Los límites de detección obtenidos están 

comprendidos entre 2 y 22 µgL
1
. 

Tabla 111.29. Porcentajes de recuperación, desviación estándar y 
límites de detección para la extracción de derivados fenólicos en 
muestras se suelo usando MAME con POLE. 

Analito Recuperación (%}" RSD (%) LOD (1-1g.L·1¡ 

PH 79.6 4.1 10 

4-NP 92.1 2.2 3 

2,4-DNP 106.0 2.5 4 

PC 8.7 20.7 14 

2-NP 80.6 1.5 5 

2CP 86.0 4.5 7 

4CP 61.9 8.1 8 

2,4-DMP 15.9 6.0 2 

4,6-DNOC 97.9 1.9 2 

4-CMC 88.0 2.7 10 

2,4,6-TMP 5.1 17.1 14 

2,4-DCP 98.9 4.6 12 

4-C3,5-DMP 95.1 4.3 14 

2,4,6-TCP 91.9 1.4 11 

PCP 105.1 4.0 22 

ª Media de tres determinaciones. 
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El método oficial para la extracción de fenoles en muestras de suelo es la 

metodología Soxhlet [73-75], la cual requiere la utilización de disolventes 

orgánicos y un mayor tiempo de extracción. Con objeto de validar el método de 

extracción propuesto se realizó la extracción Soxhlet de muestras de suelo de 

Tafira, previamente acondicionadas con la mezcla de quince fenoles según las 

condiciones que se indican en la Parte Experimental. 

1 □MAME ■Soxhlet 

e: 75 
·O 

·¡:; 

50 

25 

Figura 111.14. Comparación entre la extracción Soxhlet y MAME para muestras de suelo de Tafira con 

24 horas de acondiconamiento. 

En la Figura 111.14 se muestran los resultados obtenidos con ambos 

métodos. Los compuestos más polares, los que aparecen al principio del 

cromatograma, no se pudieron cuantificar debido a interferencias en esta parte del 

cromatograma en el caso de los extractos obtenidos al emplear la extracción 

Soxhlet. Como se puede observar, los valores obtenidos mediante MAME son 

similares a los que se obtienen con Soxhlet, excepto para el 2,4-DCP y el 2,4,6-
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TMP. El primero se extrae mejor utilizando la extracción asistida por microondas, 

mientras que del segundo se recupera más de un 50 % utilizando la extracción 

Soxhlet. Los analitos con grupos metilo en la molécula quedan más fuertemente 

retenidos en las partículas del suelo, por lo que las condiciones optimizadas para 

los clorofenoles parecen no ser las más idóneas para la extracción de este tipo de 

compuestos. La menor recuperación del 2,4-DCP con el Soxhlet creemos que 

puede ser debida a que en las condiciones en las que se realiza la extracción, con 

largos tiempo de calentamiento, se puede producir una degradación de este 

compuesto en otro más sencillo. 

111.2.2.3. APLICACIÓN DEL PROCESO DE EXTRACCIÓN POR MICROONDAS 

CON MEDIOS MICELARES A MUESTRAS DE SUELOS 

Tras optimizar los factores de los que depende el método de extracción 

por microondas, diferentes muestras de suelos fueron sometidas al mismo 

utilizando el surfactante POLE como extractante. Estos suelos proceden de 

diferentes zonas de la isla de Gran Canaria y presentan características diferentes: 

tamaño de grano, porcentaje de materia orgánica y pH, descritas previamente en 

la Tabla 111.19. Las muestras fueron previamente acondicionadas, tal y como se 

explica en la Parte Experimental, con la mezcla de quince fenoles. En la Figura 

111.15 se muestran los cromatogramas de los extractos de muestras de suelo de 

San Roque sin acondicionar y acondicionada con la mezcla de fenoles. 

Los porcentajes de recuperación obtenidos, media de las 

determinaciones en tres muestras independientes, se muestran en la Figura 111.16. 

Las muestras procedentes de Santa Brígida y de Tafira poseen un contenido 

similar en materia orgánica pero diferente pH. Los compuestos con grupos metilo, 

como el PC, 2,4-DMP y el 2,4,6-TMP, se extraen mejor en las muestras 

procedentes de Santa Brígida, con un pH más ácido. Para el resto de los 

compuestos estudiados apenas hay diferencias entre los porcentajes de 
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extracción conseguidos en ambos tipos de suelos. 
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Figura 111.15. Cromatogramas de los extractos de muestras de suelo de San Roque sin acondicionar 
(a) y acondicionada con la mezcla de 15 fenoles (b). 
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Figura 111.16. Porcentajes de recuperación de los derivados fenólicos obtenidos al aplicar MAME a 
diferentes muestras de suelos. 

Cuando se comparan los valores obtenidos para las muestras de Tafira y 

San Roque, igual pH y diferente contenido en materia orgánica, se observa que 

los compuestos mencionados anteriormente, los alquilfenoles, se extraen mejor en 

el suelo con mayor contenido en materia orgánica. En la bibliografía relativa a la 

absorción de este tipo de compuestos en suelos se explica que los compuestos 

con grupos metilo quedan más retenidos en aquellos suelos con alto contenido en 

materia orgánica [55]. Sin embargo, los resultados obtenidos en las muestras de 

San Roque muestran un comportamiento totalmente diferente. Creemos que esta 

diferencia se debe fundamentalmente a dos factores. En primer lugar, las 

muestras de suelo procedentes de Tafira tienen un mayor porcentaje de partículas 

con un tamaño menor, es decir, probablemente su contenido en arcillas es 
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superior al de las otras muestras investigadas. Las arcillas retienen más a los 

analitos que los otros constituyentes del suelo, ya que cuanto menor sea el 

tamaño de partícula mayor será el área superficial y, por tanto, la interacción; de 

ahí que las recuperaciones obtenidas sean más bajas para este tipo de suelos. 

Por otra parte, los fenoles pueden absorberse sobre las sustancias húmicas y ser 

extraídos conjuntamente con éstas, puesto que los surfactantes han demostrado 

ser buenos extractantes de ácidos húmicos y fúlvicos. Como consecuencia de ello, 

en aquellos suelos con un alto contenido en materia orgánica, la utilización de 

surfactantes favorece la extracción de los analitos. 

Por tanto, puede concluirse que el factor determinante en la absorción de 

estos fenoles en los suelos estudiados es la textura de los mismos, más que su pH 

o contenido en materia orgánica.

Cuando se estudió la extracción de fenoles en sedimentos marinos los 

resultados fueron similares, es decir, los mejores porcentajes de recuperación se 

consiguieron en sedimentos con un mayor tamaño de partícula. En estos 

sedimentos el contenido en materia orgánica era menor, por lo que no se podía 

establecer la mayor o menor influencia de ambos factores, textura y contenido en 

materia orgánica, en la absorción de los analitos. 

111.2.2.3.1. Aplicación del proceso MAME a muestras de suelos envejecidas 

Cuando se realiza la extracción de contaminantes de muestras de suelos, 

los porcentajes de extracción disminuyen con el tiempo de envejecimiento de las 

mismas [52). Esto es debido a que a medida que aumenta el tiempo de contacto 

entre los analitos y las partículas del suelo las fuerzas que se establecen entre 

ambos son diferentes. En la primeras etapas los analitos son incorporados 

mediante adsorción, es decir, quedan retenidos en la superficie externa de las 

partículas del suelo, prevaleciendo las fuerzas de van der Waals. Estas fuerzas, 

las más débiles entre las interacciones moleculares, aumentan su intensidad con 

el tamaño de la partícula, por lo que este factor tiene cierta influencia en la 
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adsorción de los analitos. A medida que transcurre el tiempo, las moléculas de los 

contaminantes se incorporan a la estructura interna de las partículas del suelo. A 

este fenómeno de le denomina absorción. A veces se utiliza también el término 

"secuestración" para referirse a este mecanismo [53,71). 

La influencia del tiempo de envejecimiento en la extracción de los 

derivados fenólicos en suelos fue estudiada analizando muestras de los tres tipos 

de suelos en diferentes períodos de tiempo, hasta ocho semanas después de ser 

acondicionadas. Como se comentó anteriormente, cuando se extraen analitos de 

muestras envejecidas los porcentajes de recuperación van disminuyendo con el 

tiempo de contacto entre los analitos y las partículas del suelo; por esta razón se 

aumentó la concentración de los analitos en las muestras envejecidas respecto a 

las frescas. 

En la Figura 111.17 se representan las variaciones en los porcentajes de 

recuperación de los derivados fenólicos, agrupados según los sustituyentes 

presentes en la molécula, correspondientes a muestras de suelo de San Roque. 

Para los nitro y clorofenoles, los porcentajes de recuperación disminuyen 

notablemente con el tiempo de contacto entre los analitos y las partículas del suelo 

en los dos primeras semanas de acondicionamiento. Después de este tiempo la 

cantidad de analito extraído es prácticamente la misma. Sin embargo, en los 

alquilfenoles el comportamiento es sensiblemente diferente, destacando el caso 

del PC, para el cual las recuperaciones aumentan con el tiempo a partir de un mes 

después del acondicionamiento. 

Para las tres familias puede observarse que los compuestos más ligeros 

de cada grupo, con un solo sustituyente en la molécula además del grupo 

hidroxilo, aumentan sus porcentajes de recuperación después de cierto tiempo. 

Creemos que este hecho puede deberse a una posible degradación de los analitos 

más sustituidos de la mezcla, a consecuencia de transformaciones químicas o por 

la acción microbiana [18,29). 
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Figura 111.17. Variación de los porcentajes de recuperación para los diferentes grupos de derivados 
fenólicos en muestras de suelo de San Roque en función del tiempo de acondicionamiento. 
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Los compuestos que poseen otros grupos o átomos en la molécula 

además de los grupos metilo no se comportan como alquilfenoles: el 4,6-DNOC se 

comporta como un nitrofenol y el 4-C-3,5-DMP, a pesar de poseer dos grupos 

metilos, se comporta como un clorofenol. Este comportamiento de los derivados 

fenólicos estudiados es similar al obtenido en las otras muestras de suelo 

investigadas. 
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Figura 111.18. Porcentajes de recuperación de los derivados fenólicos obtenidos al aplicar MAME a 

diferentes muestras de suelo después de 8 semanas de acondicionamiento. 

En la Figura 111.18 se muestran los porcentajes de recuperación de los 

quince fenoles presentes en la mezcla, tras 8 semanas de acondicionamiento, en 

los tres tipos de suelo investigados. Como en el caso de las muestras frescas los 

mejores resultados se obtienen en las de San Roque. A pesar del tiempo 
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transcurrido, once de los quince fenoles pueden ser extraídos con porcentajes de 

recuperación próximos o superiores al 75 %. 

111.2.2.3.2. Comparación de MAME con la extracción Soxhlet para muestras 

de suelos envejecidas 

Siguiendo la misma sistemática de trabajo que se empleó con las 

muestras frescas, muestras de suelo de Tafira, previamente acondicionadas con 

la mezcla de quince fenoles, fueron utilizadas para comparar el método de 

extracción desarrollado con el de extracción Soxhlet, después de un tiempo de 

envejecimiento. Los fenoles fueron extraídos ocho semanas después de ser 

acondicionadas las muestras. En la Figura 111.19 se muestran los resultados 

obtenidos con ambos métodos. 
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Figura 111.19. Comparación de MAME con la extracción Soxhlet para muestras envejecidas (8 
semanas) de suelo de Tafira. 
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Al igual que con las muestras frescas, los compuestos más polares no se 

pudieron cuantificar en los extractos del Soxhlet. Se puede observar que los 

valores obtenidos mediante MAME son similares a los que se obtienen con el 

Soxhlet, excepto para el 2,4-DMP. Este compuesto es líquido a temperatura 

ambiente y es posible que durante el proceso de extracción alguna cantidad se 

perdiese por volatilización. Podemos concluir que el método desarrollado es 

aplicable a la determinación de fenoles en muestras de suelos contaminadas, con 

igual eficacia que los métodos convencionales, pero con la ventaja de no utilizar 

disolventes orgánicos y emplear un menor tiempo de análisis. 

111.2.2.4. APLICACIÓN DEL PROCESO MAME A UNA MUESTRA DE SUELO 

CERTIFICADA 

Algunos autores consideran que las recuperaciones obtenidas con 

muestras enriquecidas no son comparables a las obtenidas con muestras reales 

debido a los procesos e interacciones que tienen lugar en este tipo de muestras 

[76-78). Los analitos añadidos son ligeramente retenidos en la superficie de la 

matriz, mientras que los contaminantes nativos son más fuertemente retenidos en 

el interior de los poros de la matriz. Por ello, los resultados obtenidos en la 

eficiencia de la extracción en muestras acondicionadas pueden ser 

sobreestimados. Esta es la razón por la que es importante validar el proceso de 

extracción desarrollado aplicándolo a un material certificado. Con este fin, se 

adquirió un material de referencia certificado conteniendo ocho de los fenoles 

estudiados. La textura de la muestra de suelo era arenosa (marga), con un pH de 

6.96 y se obtuvo de un centro de tratamiento de madera en la región de las 

Montañas Rocosas, E.E.U.U. Las concentraciones de cada uno de los fenoles fue 

certificada mediante USEPA SW846, 3
rd edición, método 8041. 

En la Figura 111.20 se muestra el cromatograma obtenido a partir de un 

extracto de este material certificado después aplicar la extracción asistida por 

microondas a una muestra del mismo, utilizando POLE como extractante. 
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La Tabla 111.30 muestra los fenoles presentes en la muestra, los valores de 

concentración certificados, los intervalos de predicción y los valores de 

concentración obtenidos al aplicar MAME a muestras de este material certificado. 

Se utilizaron dos gramos de muestra y se les aplicó las condiciones optimizadas 

de potencia y tiempo. Con objeto de soslayar las interferencias provocadas por 

otras sustancias presentes en el material de referencia se utilizó el método de las 

adiciones estándar para la obtención de los valores de concentración. Como se 

puede observar, las concentraciones obtenidas están muy próximas a los valores 

del intervalo de predicción y la desviación estándar relativa de cada uno de los 

fenoles resulta ser menor que la del valor certificado. 
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Figura 111.20. Cromatograma del extracto obtenido al aplicar MAME al material certificado. 
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Tabla 111.30. Datos de la muestra certificada y valores de concentración obtenidos al aplicar 
MAME ª. 

C t Concentración R S D b Intervalo de Concentración ompues O certificada · · · predicción encontradac 

PH 2.45 1.63 1.35 - 3.55 1.19 ± 0.026 

4-NP 5.66 4.32 2.56- 8.76 9.57 ± 0.003 

2-NP 4.33 2.75 2.40 - 6.27 2.34 ± 0.006 

2-CP 2.38 1.44 1.35 - 3.41 1.15±0.019 

4.6-DNOC 4.75 4.53 2.35 - 7.15 7.56 ± 0.007 

4-CMC 4.94 2.80 3.04 - 6.84 2.64 ± 0.004 

2.4-DCP 2.53 1.11 1.69 - 3.37 3.21 ± 0.009 

PCP 5.05 4.05 2.12 - 7.98 3.40 ± 0.006 

ª Todos los valores están expresados en mg.kg ·1; b Desviación estándar relativa de los valores 
certificados; e Media de tres determinaciones. 
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Parte Experimental 

IV.1. APARATOS

IV.1.1. Cromatografía líquida de alta resolución

Para la determinación cromatográfica se utilizó un sistema compuesto por 

dos bombas Waters 510, un inyector Rheodyne 7725i y un detector ultravioleta

visible de diodos modelo 996, también de Waters (Waters Cromatografía S.A. 

Barcelona, España). La columna utilizada fue una Nova-pack C18, 3.9 x 150 mm 

(con relleno de partículas de 4 µm) de Waters. El software utilizado para la 

obtención de los cromatogramas y su posterior tratamiento fue Millenium 2.15 de 

Waters. 

Para el tratamiento estadístico de los datos se hizo uso del Software 

Statqraphics de Statistical Graphics Corporation, así como del programa Excel de 

Microsoft. 

IV.1.2. Control de temperatura

El proceso de extracción por punto de nube se realizó utilizando un baño 

termostatizado de la marca Selecta (Barcelona, España), modelo Tectron 

3473200. La separación de las fases se llevó a cabo centrifugando las muestras 

en una centrífuga marca Selecta, modelo Mixtasel. 

IV.1.3. Microondas

El equipo de extracción consistió en un sistema de digestión por 

microondas modelo Multiwave B30MC06A, de la marca Anton Paar, (Graz, 

Austria), con control de tiempo y potencia, rotor 6EVAP, con una frecuencia de 

2450 MHz a potencia total, con 6 vasos de PFA, modelo MF100, para un volumen 

máximo de 50 mL. 
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IV.2. REACTIVOS

Los fenoles utilizados en la Tesis, indicados en la Tabla 2, son de la marca 

Fluka y fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (Madrid, España). 

Los surfactantes polioxietilénicos, polioxietilen 1 O lauril éter (POLE), 

polioxietilen 9 lauril éter (Polidocanol), polioxietilen 6 lauril éter (de la marca 

Sigma) y el Genapol X-080 (de la marca Fluka), fueron suministrados también por 

Sigma-Aldrich (Madrid, España). 

La mezcla de fenoles certificada nº X190103 de Laboratories Dr. 

Ehrenstorfer GmbH (Alemania) se adquirió en !matra (Barcelona, España). La 

muestra de suelo certificada conteniendo fenoles fue suministrada por LGC 

Promochen (Barcelona, España). La muestra era arenosa (marga), con un pH de 

6.96 y se obtuvo de un centro de tratamiento de madera en la región de las 

Montañas Rocosas, USA. Las concentraciones de cada uno de los fenoles fue 

certificada mediante USEPA SW846, 3rd edición, método 8041. 

Para modificar el pH se utilizó ácido acético glaciar, calidad "pro análisis" 

de la marca Merck. La fuerza iónica del medio se modificó añadiendo a las 

disoluciones cloruro sódico de la marca Panreac. El metanol utilizado para la 

preparación de las disoluciones, así como para la fase móvil, fue de la marca 

Panreac (grado HPLC). Para la determinación del contenido de materia orgánica 

de los suelos se utilizó ácido sulfúrico del 96 % de riqueza, dicromato potásico y 

sal de Mohr (sulfato de amonio hierro II hexahidratado), de calidad "pro análisis", 

también de la marca Panreac. 

El agua utilizada (agua Milli-Q), tanto para la preparación de disoluciones 

como para la preparación de la fase móvil, se obtiene de un sistema de 

purificación de la marca Millipore (MA, E.E.U.U). 
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IV.3. DISOLUCIONES

Las disoluciones patrón de los fenoles se prepararon disolviendo las 

cantidades adecuadas de cada uno de ellos en metano!, a excepción del 2-

clorofenol y el 2,4-dimetilfenol, de los que se tomó el volumen necesario para 

conseguir la concentración final requerida. Se prepararon disoluciones de 200 

mg.L-1 y, a partir de éstas, otras de menor concentración. 

Las disoluciones de los surfactantes se obtuvieron por dilución de éstos en 

agua Milli-Q hasta conseguir una concentración final del 1 O % (v/v). Las 

disoluciones de concentración inferior se preparaban por dilución de las anteriores. 

IV.4. PROCEDIMIENTOS

IV.4.1. Determinación de la concentración micellar crítica

La concentración micelar crítica se determinó por medidas de 

conductividad. Para ello se parte de una disolución acuosa a la cual se van 

añadiendo diferentes volúmenes de una disolución concentrada del surfactante en 

estudio. Mediante la conductividad medida de forma directa sobre las diferentes 

disoluciones, cuya concentración en surfactante va aumentando, se calcula la 

conductividad real. Esta se obtiene mediante la expresión 

Conductividad real= conductividad medida X [(Vinicial + Vañadido)N;niciail 

La representación gráfica de estos valores experimentales de la 

conductividad frente a la concentración de surfactante en disolución nos permite 

obtener la concentración micelar crítica. Este valor se obtiene de la intersección de 

las tangentes trazadas en los dos tramos de la curva obtenida. 

IV.4.2. Determinación de la temperatura de punto de nube

Para obtener la temperatura crítica de cada surfactante preparamos 
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disoluciones con concentraciones diferentes de los mismos en tubos de ensayo. 

Estos tubos se introdujeron en un baño termostatizado y la temperatura de dicho 

baño se fue aumentando gradualmente SºC cada 1 O minutos. La aparición de 

turbidez permanente nos indicó la presencia de dos fases en la disolución. La 

temperatura a la cual se produce este fenómeno es la temperatura de punto de 

nube o temperatura de cloud point del surfactante a esa concentración. 

Si representamos gráficamente la temperatura de nube de cada 

surfactante frente a su concentración obtenemos una curva. La temperatura crítica 

del surfactante coincide con el punto de intersección de las tangentes a los tramos 

de dicha curva. Los resultados que se representan corresponden al valor medio de 

tres medidas independientes. 

IV.4.3. Determinación de la relación de volúmenes

La relación de volúmenes, fase acuosa y fase rica en surfactante, bajo 

diferentes condiciones experimentales, se determinó colocando en tubos 

graduados de 1 O mL la disolución de surfactante y sometiéndola a las condiciones 

de formación del punto de nube. Una vez que la separación de fases se produce 

se mide el volumen de cada una de las fases. Los resultados que se muestran 

corresponden al valor medio de tres determinaciones independientes. 

IV.4.4. Análisis cromatográfico

El análisis cromatográfico de fenoles en presencia de los diferentes 

surfactantes se realizó como se describe en el Anexo I de esta Tesis. En todos los 

casos el volumen inyectado en el cromatógrafo fue siempre de 20 µL y por 

triplicado para asegurar el llenado completo del inyector. Los tiempos de retención 

obtenidos corresponden al valor medio de cinco determinaciones. 

IV.4.5. Extracción y preconcentración de fenoles en muestras líquidas por

Punto de Nube 

Disoluciones de fenoles en los diferentes surfactantes estudiados, con la 
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concentración elegida, se mantienen en un baño termostatizado a temperatura 

constante (15ºC por encima de la temperatura de punto de nube de cada 

surfactante) durante diferentes periodos de tiempo. Una vez fuera del baño, los 

tubos se introdujeron en la centrífuga durante 5 minutos a 3500 rpm. A fin de evitar 

que las fases se mezclasen por un descenso de la temperatura, los tubos de la 

centrífuga se mantuvieron calientes en una estufa hasta el momento de su 

utilización. 

Después de centrifugar las disoluciones, se introdujo una jeringuilla en el 

tubo para retirar la fase acuosa. A la fase rica en surfactante se le añadió agua 

Milli-Q hasta 1 O ml. De esta manera tenemos los analitos en el mismo volumen 

que el utilizado inicialmente. Después de agitar la disolución para homogeneizarla 

la inyectamos en el cromatógrafo. 

Cuando lo que se pretendía era preconcentrar los analitos se procedía de 

igual forma, pero no se añadía agua después de separar las fases; solo se le 

añadió unos pocos microlitros de metano! a la fase rica en surfactante para 

disminuir la viscosidad de la misma antes de inyectarla en el cromatógrafo. 

IV.4.6. Extracción y preconcentración de fenoles en muestras líquidas reales

por Punto de Nube 

Se tomaron 4 ml de las muestras de agua de mar o agua depurada y se 

les añadió el volumen necesario de la disolución que contenía los analitos para 

obtener la concentración final deseada. A continuación añadimos el volumen de 

metano! requerido hasta alcanzar un 2% (v/v), la disolución de surfactante y 

enrasamos con agua Milli-Q hasta alcanzar un volumen final de 1 O ml. En algunos 

casos se añadió, además, O, 1 ml de ácido acético para modificar el pH. Luego se 

procedió como en el apartado anterior. 

IV.4.7. Extracción por microondas en medio micelar

La muestra de 2 g de sedimento o suelo, previamente acondicionada, se 
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depositó en el vaso de extracción y se le añadió 4 mL de la disolución de 

surfactante. Después de cerrados, los tubos se introdujeron en el microondas y se 

les aplicó la potencia y el tiempo previamente establecidos para realizar el proceso 

de extracción. Una vez fuera del microondas, y antes de abrirlos, los vasos se 

dejan durante un tiempo mínimo de 1 O minutos a temperatura ambiente, para que 

se enfríen y evitar pérdidas por evaporación. 

Con una pipeta Pasteur se recoge todo el líquido sobrenadante; este 

líquido es filtrado mediante filtros de jeringa de la marca Millipore de 0,45 µm de 

poro y 25 mm de diámetro antes de ser inyectado en el sistema cromatográfico. 

IV.4.8. Extracción Soxhlet

La muestra de 1 g de suelo, previamente acondicionada con la mezcla de 

fenoles, se extrajo con 70 mL de una mezcla acetona-hexano (1:1) durante 16 

horas, con una media de 6 ciclos por hora. El extracto fue llevado a sequedad 

utilizando un rotavapor y posteriormente se disolvió en 1 O mL metanol para 

inyectarlo en el sistema cromatográfico. 

IV.4.9. Acondicionamiento de las muestras sólidas

IV.4.9.1. Sedimentos marinos

Las muestras de sedimentos marinos, procedentes de diferentes puntos 

de las costas canarias, se lavaron con agua destilada para eliminar las sales y 

otras posibles impurezas. Posteriormente se tamizaron, recogiéndose la fracción 

correspondiente a un tamaño inferior a O, 15 mm., en el caso de los sedimentos del 

puerto de Taliarte, y 0,30 mm en los sedimentos de Las Canteras y Fuerteventura. 

Después de tamizar el sedimento, éste se volvió a lavar con agua destilada y se 

introdujo en la estufa, a 1 OOºC, el tiempo necesario para eliminar la humedad. 

Una vez secas las muestras, se pesaron 2 g de sedimento y se llevaron a 

unos tubos de cristal; se les añadió el volumen necesario de la disolución que 

contenía la mezcla de fenoles, se agitaron y se cerraron herméticamente. Estas 
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muestras se guardaron en la oscuridad, a temperatura ambiente, y se utilizaron 

después de 24 horas de acondicionamiento. 

Para obtener muestras envejecidas utilizamos 20 g de sedimento. Se les 

añadió 25 mL de la disolución que contenía la mezcla de fenoles en metano!, se 

agitaron, se cerraron herméticamente los recipientes de cristal y se mantuvieron a 

4ºC en la oscuridad durante 3 meses. Después de este tiempo de 

acondicionamiento, se determinó el contenido de los analitos presentes en el 

sedimento. Previamente se retiró el metano! sobrenadante en el mismo.

IV.4.9.2. Muestras de suelos

Se tomaron muestras de suelos de diferentes zonas de la isla de Gran 

Canaria: en Tafira y San Roque, tierra procedente de jardines, y en Santa Brígida, 

procedente de un pinar. Las muestras de suelos se dejaron secar a temperatura 

ambiente antes de proceder a tamizarlas. En el tamizado se eligió una fracción de 

tamaño inferior a 0,30 mm. El acondicionamiento de estas muestras, 

independientemente del tiempo del mismo, se realizó de la misma forma que el de 

las muestras frescas de sedimentos marinos. 

IV.4.1 O. Caracterización de los suelos

IV.4.10.1. Determinación del contenido en materia orgánica

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

parámetro se basan todos en la oxidación de la materia orgánica del suelo por vía 

húmeda con dicromato potásico y ácido sulfúrico. Por su amplitud de aplicación en 

las condiciones más variadas, el método de Sauerlandt fue el método utilizado 

para determinar el contenido de carbono en las muestras de suelo estudiadas. 

Se tomó 1 gramo de tierra de San Roque (esta muestra de suelo tiene 

mayor contenido en materia orgánica) y 3 gramos de las restantes, después de 

dejarlas secar a temperatura ambiente. Después de tamizarla, la muestra de suelo 

tenía un tamaño de grano inferior a 0,3 mm. Se introdujeron en un vaso de 
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precipitado de 250 mL y se añadieron 50 mL de ácido sulfúrico concentrado. La 

muestra se dejó en contacto con el ácido de 5 a 1 O minutos, a temperatura 

ambiente. Posteriormente, se añadió, lentamente, agitando y enfriando bajo el 

grifo, 25 mL de una disolución 2 N de dicromáto potásico. A continuación se 

calentó durante hora y media la mezcla a una temperatura de 125ºC. Después de 

refrigerar la disolución, se enrasó en un matraz a 250 mL con agua destilada 

agitando convenientemente. Se tomaron 1 O mL de esta disolución y se pasaron a 

un erlenmeyer; se añadieron 100 mL de agua destilada, 3 gotas de ácido fosfórico 

y 5 gotas de disolución de difenilamina. Posteriormente se valoró con sal de Mohr 

0,2 N el exceso de dicromato potásico que no reaccionó con la materia orgánica. 

Para determinar el contenido de carbono hay que tener en cuenta que 1 

miliequivalente de dicromato potásico equivale a 3 miligramos de carbono. Los 

resultados obtenidos para los tres tipos de suelo se muestran en la Tabla IV.1. 

IV.4.10.2. Determinación del pH

Debido a la naturaleza sólida de la matriz, el pH del suelo es el que se 

obtiene potenciométricamente en la suspensión obtenida por agitación del suelo 

con agua. El tiempo de agitación y de decantación elegido debe ser suficiente para 

asegurar que el suelo en suspensión haya alcanzado el equilibrio químico con la 

fase líquida cuando se realice la lectura del pH. En nuestro caso utilizamos 5 g de 

tierra con 20 mL de agua destilada; agitamos durante 1 minuto y dejamos decantar 

durante media hora. Los pH medidos se muestran en la Tabla IV.1. 

IV.4.10.3. Tamaño de grano (granulometría)

El conocimiento de la composición granulométrica del suelo es 

fundamental en nuestro estudio, puesto que la distribución de las partículas del 

suelo en función de su tamaño tiene una gran influencia en el comportamiento 

físico y químico de los contaminantes. Para determinar el tamaño de grano de las 

muestras de suelo se tamizaron cada una de ellas con tamices de alambre de 

tamaños comprendidos entre 0.3 y 0.1 mm. Después de desechar las fracciones 
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superiores a 0.3 mm se obtuvo la distribución granulométrica que se recoge en la 

Tabla IV.1. 

Tabla IV.1. Características de los suelos estudiados. 

Tafira 

Tamaño de partícula (%) 
M t · · S I H 

a ena orgamca 
ue os p 

(%) 
0.3 mm 0.2 mm 0.15 mm 0.1 mm 

San Roque 

Santa Brígida 

44.4 

52.1 

56.5 

17.2 

20.0 

17.8 

14.6 

13.2 

12.8 

23.8 

14.6 

12.8 

8.3 

8.3 

5.9 

4.8 

12.5 

3.9 
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Conclusiones 

De los estudios realizados en la presente Tesis Doctoral se pueden extraer 

las siguientes conclusiones: 

1. La metodología de extracción por punto de nube facilita en gran

medida los procesos de extracción y preconcentración de derivados 

fenólicos presentes en muestras acuosas. La aplicación de esta 

metodología requiere de un menor número de etapas respecto a otras 

técnicas convencionales, con lo que se reduce el tiempo de análisis. 

Además, se sustituyen los disolventes orgánicos por otro tipo de 

extractantes, los surfactantes, con lo que se disminuye el coste y la 

toxicidad del proceso. 

2. El tiempo y la temperatura de equilibración, la naturaleza y

concentración de surfactante, así como la fuerza iónica del medio son 

factores con una influencia importante en el proceso de extracción por 

punto de nube. A fin de conseguir resultados satisfactorios dichos 

factores han de ser optimizados para cada surfactante. 

3. La utilización del cloruro de sodio, en concentraciones

superiores al 3% (m/v), mejora el proceso de extracción de los 

analitos y facilita la separación, y posterior manipulación, de la fase 

rica en surfactante. Además, al añadir esta sal a la disolución se 

consigue disminuir la temperatura a la que se produce el fenómeno 

de punto de nube. Este hecho tiene especial interés en el caso del 

POLE, ya que su temperatura crítica es muy alta. 

4. Los valores de recuperación obtenidos para los distintos

analitos con cada uno de los surfactantes estudiados son bastante 

satisfactorios, observándose que los menos polares son los que 

proporcionan mejores porcentajes de extracción y mayores factores 

de preconcentración. 
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5. Los resultados obtenidos al aplicar la metodología desarrollada

a muestras reales, agua de mar y agua depurada, previamente 

acondicionadas con la mezcla de derivados fenólicos, indican que la 

misma no se ve influenciada por las características fisicoquímicas de 

la matriz. 

6. La aplicación de la metodología de extracción por punto de

nube a muestras reales de agua de mar y agua depurada presenta 

resultados similares a otras metodologías convencionales, como por 

ejemplo, la extracción líquido-líquido. Es por tanto que la extracción 

por punto de nube puede considerarse como una metodología 

alternativa a las ya existentes para la extracción y preconcentración 

de derivados fenólicos en muestras acuosas. 

7. Se desarrolla un método de extracción de fenoles contenidos

en muestras sólidas, basado en combinar el poder de solubilización 

de los surfactantes y la acción de la radiación de microondas en un 

recipiente cerrado. Para cada surfactante se optimizaron los 

parámetros de los que depende el proceso, es decir, la concentración 

y el volumen de surfactante y las condiciones de irradiación del 

microondas, tiempo y potencia. Además, se investigó la influencia del 

pH de la disolución extractante en la eficiencia de la extracción. La 

optimización de la potencia y el tiempo de irradiación del microondas 

se llevó a cabo utilizando un diseño factorial. 

8. Los valores obtenidos en la etapa previa de optimización de

condiciones muestran que el volumen de la disolución de surfactante 

debe ser suficiente como para que toda la muestra quede 

humedecida por el mismo. En la extracción de derivados fenólicos en 

muestras de sedimentos marinos, 4 mL son suficientes para 2 gramos 

de muestra. Sin embargo, en muestras de suelos, el volumen ha de 

ser mayor, 8 mL, puesto que la textura de este tipo de matriz es muy 
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diferente. Aumentar el volumen de la disolución de surfactante, por 

encima de los valores indicados, no mejora la eficiencia de la 

extracción, pero sí supone un aumento de la temperatura en el 

interior de los vasos del microondas, con lo que se pueden producir 

datos erróneos por degradación de los compuestos o por pérdidas de 

los mismos debido a su volatilización. 

9. En el caso de la extracción de derivados fenólicos en muestras

de suelos es necesario tener en cuenta las características de la 

matriz, fundamentalmente el pH, el contenido en materia orgánica y la 

textura de la misma. Dentro de los valores elegidos para nuestro 

estudio, la granulometría de la matriz se mostró como el factor que 

más influencia tenía sobre el proceso de extracción. 

1 O. La estructura química de los analitos determina su grado de 

adsorción sobre las partículas de los sedimentos o suelos, y, por 

tanto, determina la mayor o menor facilidad con la que pueden 

extraerse de los mismos. De los derivados fenólicos estudiados, los 

alquilfenoles son los que presentan una mayor dificultad para ser 

extraídos. Sin embargo, cuando en una molécula están presentes, 

además de los grupos metilo, átomos de cloro o grupos nitro, dichas 

moléculas se comportan más como clorofenoles o nitrofenoles, por lo 

que no presentan dificultad para ser extraídas de la matriz. 

11. Los resultados obtenidos en la extracción de fenoles en

muestras de sedimentos marinos son bastante satisfactorios con los 

cuatro surfactantes utilizados, si bien, el Genapol X-080 presenta 

valores más bajos que los otros surfactantes. En muestras de suelos, 

los porcentajes de extracción de los derivados fenólicos son 

ligeramente más bajos que los obtenidos con los sedimentos marinos, 

excepto en el caso del POLE. Por esta razón, este surfactante se 

eligió para las aplicaciones analíticas. 
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Cromatografía Líquida 

1. CONDICIONES CROMATOGRÁFICAS PARA LA DETERMINACIÓN DE

FENOLES 

La separación, y posterior determinación, de los analitos que se estudian 

en esta Tesis se ha llevado a cabo mediante la técnica de Cromatografía Líquida 

de Alta Resolución (HPLC) utilizando un detector de diodos. 

Como en otras técnicas de análisis, es necesario realizar el estudio que 

permite optimizar los parámetros de los que depende. En primer lugar, hay que 

establecer las longitudes de onda de detección más adecuadas para cada analito, 

para posteriormente elegir la composición de la fase móvil que permita una 

adecuada resolución entre los picos de los diferentes compuestos presentes en la 

mezcla. 

Por otra parte, el tiempo de análisis para la determinación de los 

compuestos ha de ser el menor posible, por lo que debemos buscar aquellas 

condiciones que permitan una adecuada resolución cromatográfica en un intervalo 

óptimo de tiempo. Para optimizar este parámetro hay que tener en cuenta que 

trabajar en gradiente nos permite acortar el tiempo de análisis, ya que la 

composición de la fase móvil puede acelerar la elución de algunos analitos. La 

modificación del pH de la fase móvil puede ser necesaria en algunos casos, bien 

para acelerar la elución de los compuestos, bien para retrasarla. 

En nuestro estudio utilizamos inicialmente una fase móvil constituida por 

metanol:agua (80:20) y un flujo de 1 ml.min·
1
. La proporción de los dos 

componentes se fue variando hasta conseguir la separación de los quince analitos 

presentes en la mezcla. Finalmente se estableció como más adecuada una fase 

móvil de agua:metanol (70:30) en régimen isocrático durante 16 minutos y un 

gradiente de 24 minutos para alcanzar un 100 % de metano!. Además, fue 

necesario añadir ácido acético (1 %) al agua para reducir el pH de la fase móvil y 

evitar la elución de los derivados nitrogenados con el frente. 
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La Figura A.1 muestra un cromatograma representativo en el que, además 

de poner de manifiesto que se alcanzan separaciones satisfactorias, se consigue 

un tiempo razonable de análisis para la mezcla más compleja. 

Para la determinación de la mezcla de clorofenoles se procedió de idéntica 

forma. En este caso, la mejor resolución se obtiene con un gradiente de 20 

minutos, con una fase móvil inicial constituida por agua:metanol (60:40), para 

finalizar con un 100% de metanol. También añadimos ácido acético para evitar 

que el PCP interfiriera con otros compuestos. El cromatograma obtenido se 

muestra en la Figura A.2. 

0.004 

"' 

0.002 

0.000 

o 

3 

2 5 

4 

10 

6 

8 

7 

20 
Tiempo (min) 

14 15 

12 

11 13 

10 

30 

Figura A.1. Cromatograrna de la mezcla de los quince derivados fenólicos. 
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Figura A.2. Cromatograma de la mezcla de clorofenoles. 

Los tiempos de retención característicos de los diferentes compuestos 

estudiados se obtuvieron inyectando varias réplicas (n = 5) y calculando la media 
.. 

de los tiempos obtenidos para cada uno de ellos en las condiciones óptimas de 

análisis previamente establecidas. En la Tabla A.1 se muestran los tiempos de 

retención de cada analito en las dos fases móviles utilizadas para determinación 

de fenoles así como las longitudes de onda utilizadas para su determinación. La 

variación de estos tiempos, en función del medio micelar utilizado, no es 

significativa. 
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Tabla A.1. Longitudes de onda y tiempos de retención de los diferentes derivados 
fenólicos. 

�~� - -- - ------ - � 

. Longitud de onda Tiempos de retención (min) 
Nº Anallto 

(nm) Fase móvil 1 Fase móvil 2 

PH 270 5.3 3.5 

2 4-NP 315 8.7 

3 2,4-DNP 270 10.3 

4 PC 280 11.9 

5 2-NP 280 12.9 

6 2CP 280 14.0 6.2 

7 4CP 280 19.5 7.5 

8 2,4-DMP 280 24.7 

9 4,6-DNOC 270 25.3 

10 4-CMC 280 28.1 9.9 

11 2,4,6-TMP 280 29.1 

12 2,4-DCP 290 29.4 10.8 

13 4-C-3,5-DMP 280 31.4 12.1 

14 2,4,6-TCP 290 33.0 13.5 

15 PCP 300 38.2 18.2 

1.1. Curvas de calibrado 

La absorbancia que presentan los analitos varía ligeramente de un medio 

micelar a otro por lo que es necesario establecer una curva de calibrado para cada 

analito en los diferentes surfactantes utilizados. Para ello, se construyen gráficas 

de calibración en las que se representa el área del pico frente a la concentración 

de cada uno de los fenoles en estudio. 

El intervalo de concentración elegido para realizar las curvas de calibrado 

fue de 50 a 1000 µg.L"
1
, tanto para muestras líquidas en el estudio de extracción y 

preconcentración de fenoles mediante la metodología de punto de nube, como en 
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la extracción de fenoles de sedimentos marinos, mediante la técnica de extracción 

asistida por microondas. Los parámetros obtenidos para dichas curvas de 

calibrado se muestran en la Tabla A.2. Para la extracción de clorofenoles en 

muestras de suelos se utilizaron curvas de calibrado con intervalos de 

concentración de 100 a 1500 µgr
1
, Tabla A.3. En la Tabla A.4 se muestran, 

asimismo, las curvas de calibrado para los 15 derivados fenólicos que se utilizaron 

para su cuantificación en muestras de suelo utilizando el POLE como surfactante. 

En este caso el intervalo de concentraciones utilizado fue de 400 a 2000 µgL
1
, 

intervalo superior, ya que el mismo se utilizó tanto en muestras frescas como en 

muestras envejecidas. Los coeficientes de correlación obtenidos en todos los 

casos fueron superiores a 0.995, por lo que se han omitido en las tablas. 
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Tabla A.2. Parámetros característicos de las curvas de calibrado obtenidas para la determinación de la mezcla de quince fenoles en los 
diferentes medios micelares para muestras líquidas (CPE). 

- --- -- - - ----- - --- --

- - - --- -----

Compuesto 
Genapol X-080 POLE (C12E10) Polidocanol (C12E9) C12E6 

� � A B A B A B 
--- - - - ---- - - - - - - -

- -- - ---

PH 15.30 27.4 42.60 484.4 42.20 -261.8 19.00 -67.1

4-NP 82.90 867.5 95.80 4370.9 98.20 -633.3 92.70 -905.2

2,4-DNP 67.90 116.9 72.60 620.4 76.10 -1390.3 57.60 -521.0

PC 17.20 363.8 14.20 -398.9 19.10 -911.3 17.50 -404.6

2-NP 49.90 39.8 62.30 343.2 63.70 -335.8 50.50 -818.6

2CP 19.20 193.1 22.00 -884.7 21.70 -984.1 33.60 -1212.0

4CP 0.00 O.O 14.60 -146.9 12.90 797.7 12.90 -859.4

2,4-DMP 17.20 574.2 18.30 -218.4 19.00 -667.5 35.50 -699.5

4,6-DNOC 59.60 884.3 79.40 398.4 78.00 -979.1 76.60 -986.7

4-CMC 15.30 27.4 42.60 484.4 42.20 -261.8 19.00 -67.1

2,4,6-TMP 82.90 868.0 95.80 4371 98.20 -633.3 92.70 -905.2

2,4-DCP 67.90 117.0 72.60 620.4 76.10 -1390.0 57.60 -521.0 

4-C-3,5-DMP 17.20 364.0 14.20 -398.9 19.10 -911.3 17.50 -404.6 

2,4,6-TCP 49.90 39.8 62.30 343.2 63.70 -335.8 50.50 -818.6 

PCP 19.20 193.0 22.00 -884.7 21.70 -984.1 33.60 -1212.0

ª Pendiente: b Ordenada en el oriaen. 



Tabla A.3 Parámetros característicos de las curvas de calibrado obtenidas para la determinación de la mezcla de clorofenoles en los diferentes 
medios micelares para muestras sólidas (MAME). 

Genapol X-080 POLE (C12E10) Polidocanol (C12E9) C12E6 
Compuesto 

A
ª 

B
b 

A B A B A B . 

PH 28.16 -850.1 42.57 43.2 23.42 -887.9 29.70 -470.8

2CP 35.54 -751.1 74.76 -258.6 42.55 -1461.4 37.80 -260.0

4CP 16.89 -539.9 34.00 -361.5 18.13 -856.4 18.60 -944.8

4-CMC 17.65 -500.5 29.57 -2.0 16.62 -952.2 16.70 626.8

2.4-DCP 17.50 -1012.7 34.36 -580.0 19.27 -783.5 18.20 -651.1

4-C-3.5-DMP 12.82 -348.1 24.31 -332.0 12.65 -318.5 13.70 456.8

2.4.6-TCP 15.33 418.0 28.13 3350.2 17.38 -482.6 16.24 385.2

PCP 15.31 -167.4 26.11 -35.3 12.68 -887.9 14.25 1086.2 

ª Pendiente; b Ordenada en el origen. � 
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Tabla A.4. Parámetros característicos de las curvas de 
calibrado para la determinación de fenoles en muestras de 
suelo utilizando POLE como extractante. 

-- ------ - ----- -

Compuesto A
ª B' 

-- -
- - -

PH 31.81 -3765.7

4-NP 101.79 -5834.2

2.4-DNP 88.76 -8331.9

PC 23.61 -2715.2

2-NP 65.20 -3542.9

2CP 47.18 -6733.1

4CP 15.49 -2131.6

2.4-DMP 64.19 -3395.9

4.6-DNOC 93.10 -7788.9

4-CMC 19.77 -1510.0

2.4.6-TMP 14.72 -779.4

2.4-DCP 16.17 -930.4

4-C-3.5-DMP 13.86 -571.0

2.4.6-TCP 18.78 -1678.6

PCP 14.49 1237.8

ª Pendiente; b Ordenada en el origen. 
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Publicaciones y comunicaciones 

Los estudios realizados en la presente Tesis han dado lugar a las 

siguientes publicaciones y comunicaciones: 

Publicaciones 

• Use of non-ionic surfactant solutions far the extraction and preconcentration of

phenolic compounds in water prior to their HPLC-UV detection. 

C. Mahugo Santana, Z. Sosa Ferrara y J.J Santana Rodríguez

The Analyst 127 (2002) 1031 

• Extraction and determination of phenolic derivativas in water samples by using

polyoxyethylene surfactants and liquid chromatography with photodiode array 

detection. 

C. Mahugo Santana, Z. Sosa Ferrara y J.J Santana Rodríguez

J. AOAC lnternational 87 (2004) 166

• Use of polyoxyethylene 6 lauryl ether and microwave-assisted extraction to the

determination of chlorophenols in marine sediments. 

C. Mahugo Santana, Z. Sosa Ferrara y J.J Santana Rodríguez

Analytica Chimica Acta, en prensa (2004) 

• Determination of phenols in marine sediments by using microwave assisted

micellar extraction and liquid chromatography. 

C. Mahugo Santana, Z. Sosa Ferrara y J.J Santana Rodríguez

J. Chromatography Science, enviado para su consideración (2004)

• An enviromentally friendly method far the extraction and determination of

priority phenols in soils using microwave assisted micellar extraction. 

C. Mahugo Santana, Z. Sosa Ferrara y J.J Santana Rodríguez

Analytical Chemistry, enviado para su consideración (2004) 
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Comunicaciones 

• Determinación de compuestos fenolicos en agua usando un surfactante no

iónico para su extracción y preconcentación previo a su detección mediante 

HPLC-UV. 

C.Mahugo Santana, Z.Sosa Ferrera, J.J.Santana Rodríguez

XII Reunión Científica de la Sociedad Española de Química Analítica 

Huelva (España) Septiembre 2001 

• Comparative study of the extraction and preconcentration of phenolic

compounds in water using two non-ionic surfactants prior to their HPLC-UV 

detection. 

C. Mahugo Santana, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodríguez

VII lnternational Symposium on Analytical Methodology in the Environmental 

Field 

Valladolid (España) Marzo 2002 

• Application of microwave-assisted extraction using micellar media to the

determination of phenols in marine sediments. 

C. Mahugo Santana, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodríguez

1 Oª Jornadas de Analisis Instrumental 

Barcelona (España) Noviembre 2002 

• Use of polyoxyethylene 6 lauryl ether and microwave-assisted extraction to

the determination of chlorophenols in marine sediments 

C. Mahugo, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodríguez

XIII Reunión de la Sociedad Española de Química Analitica. 

VIII lnternational Symposium on Analytical Methodology in the Environmental Field 

A Coruña (España) Octubre 2003 

• Use of polyoxyethylene 1 O lauryl ether on the extraction and determination of

phenolic compounds in marine sediments. 
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C. Mahugo, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodríguez

4th European Meeting on Environmental Chemistry 

Plymouth (Inglaterra) Diciembre 2003 

Publicaciones y comunicaciones 

• Determination of priority phenols in marine sediments after microwave assisted

micellar extraction. 

C. Mahugo, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodríguez

XII EUROANAL YSIS 

Salamanca (España) Septiembre 2004 
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A simple and rapid HPLC melhod wilh spectrophotometric detection to determine phenolic compounds in water, 
including !he 11 priority phenolic pollutants, is described. As lhey are present in low concentrations, an exlJlll:tion 
and preconcentration step is necessary prior to lheir determinalion. A melhodology based on the cloud point 
phenomenon is applied using !he non-ionic surfactant oligoelhylene glycol monoalkyl elher (Oenapol X-080) as 
extractanL The optimum conditions for !he extraction and preconcentration of phenolic derivatives have been 
established and detection limits lower !han JO µg L-1 were obtained for ali studied compounds. The melhod has 
been applied to lheir determination in sea water and depurated waste water saroples. 

lntroduction 

Phenol and its derivatives are widely used in !he chernical 
industty and in agricullure as herl>icides, insecticides and 
fungicides.'•2 However, phenolic compounds are not only 
generated by human activity, lhey are also íormed nanually as 
a result of sorne types of vegetable decomposition. 

Phenols. especially chlorophenols. have a highly toxic 
character and it is well known that lhese substances exhibit 
properties lhat are hazanlous to human health.3 Owing to lheir 
toxicity and presence in !he environment, 11 pbenols have been 
included in !he priority pollutant list of the United States 
Environmental Protection Agency (USEPA).4 

The interest in deterrnining phenolic compounds in water has 
increased in recent years, not only as a result of lheir toxicity to 
fish and aquatic life in general, but also due to lheir affecting !he 
taste and odour of water at non-toxic concentrations.s 

There are various melhods lhat can be used to determine 
phenols in water and lhese include gas• and liquid chromatog
raphy .7-10 However, lhese compounds are present in !he 
envi.ronment in low concentrations and an enrichment step 
lherefore needs to be canied out prior to separation ami 
detection. Commonly used melhods for sample preconcentra
tion are liquid-liquid and solid-phase extraction.' 1-13 

These melhods have severa! disadvantages. Standanl ami 
official melhods for determining phenols in water still used 
liquid-liquid extraction (LLE) as a preconcentration step.'+-16 
The majar disadvantages of LLE are !he use of large volumes of 
high purity organic solvents, wilh !he high costs lhat Ibis 
involves and lheir toxicity. Moreover, olher drawbacks include 
!he lenglh of !he analysis time and !he diflicullies regarding 
automating the procedures. The recoveries of this melhod are 
generally acceptable and vary from one componen! to anolher 
and are lower for !he more volalile ones. A further serious 
lirnitation is !he problems associated with !he fonnat.ion of 
emulsion or foam when suñace or waste waters are extracted. 

Neverlheless, lhere is an increasing tendency to replace LLE 
by solid-phase extractinn (SPE) and solid-phase rnicroextrac
tion (SPME). SPE is based on differential migration processes, 
during which compowuls are adsorbed and e!uted as lhey are 
swept lhrough a porous medium by a mobile phase flow, which 
is dependent on !he differential affinities between !he sorbent 

material and !he mobilc phase. Severa! sorbents have been 
tested for determining pesticides and phenolic compounds. 17 

The most frequenUy used design for SPE is !he cartridge, 
allhough the disk has grown in popularity over recent years. 
Canridge designs have certain disadvantages for water analysis: � 
the cross-sectional area is small; sarnple processing rates are �.t 
slow, !he tolerance to blockage by particles and adsorbed matrix -
components is low. and channelling reduces the capacity to f 
retain analytes. Sorne oflhese problems may be solved by using :, 
:::18

However, cartridges use Jess solvent volume !han j 
Anolher determining factor in !he choice of the so lid phase is -

!he volume of !he sample to be analysed. lbe volume of analyte g 
solution that can flow through the cartridge before break.through � 
occurs is the 'breakthrough volume' and is used as a measure of ii. 
!he extraction capacity. Lower breakthrough volume results in a • 
Jower extraction capacity of !he solid sorbenL One of !he f 
drawbacks of using disks instead of cartridges is !he decrease in , 
!he breakthrough volume, mainly in !he case of more polar .:, 
compounds. The high variability of breakthrough volumes for :! 
phenols. which is mainly dependent on !he polarity of !he "!
cornpounds considered, Jeads to low recoveries for the more 
polar cornpounds. � 

Anolher drawback in SPE, which is !he same for LLE, is the j
considerable amount of time needed and manual opetations .1l involved. Sarnplc lhrougbpot is Jow and !he econornic expense 
is high. Laborious operations such as conditioning. washing. } 
elulion and solvent evaporation are needed. In addition. il 
clotting, channelling and percolation are typical problems of .g 
SPE encountered in everyday laboratory worl<. 1'l 

The main problem encountered wilh SPE is !he lack of " 
selective sorbents when analyzing tap, suñace and river water. 
Many published results on SPE of phenols corresponded to 
model or synlhetic water samples, so matrix effects were not 
sufficiently addressed. There are two main drawbacks asso
ciated wilh SPE of phenol compounds from large volumes of 
real water samples. Fmt. a decrease in recovery and break
lhrough volume valoes, in comparison wilh !he results obtained 
for artificial samples. This dirninotion is related to !he presence 
of olher species which can saturare !he load capacity of !he 
sorbenL Fulvic and hurnic acids are normally responsible for 
Ibis behaviour. Secondly, when UV or electrochernical detec-

001: 10.1039/b202092k Analyst, 2002. 127, 1031-1037 
Thls joornal Is e Tbe Royal Soc:lety of Chemiotry 2002 

1031 

mailto:josejuanjiantana@quimica.uIpgc.es


tion is used, these acids result in a broad band being observed 81 
the beginning of the chromatograms. This band can affect the 
most polar compounds, eluted with relatively low retention 
times, which prevents them from being determined. •• 

Other methodologies bave been develope,l with a view ro 
eliminating or, at least, minimizing the use of organic solvents 
and simplifying the operating procedure. The use of pre
concenlnltion steps based on pbase separation bY the cloud 
point methodology offers a convenient altemative to more 
conventional extraction systems. Aqueous solutions of sorne 
suñactants bave been used in cloud point extraction (CPE) of 
different species, prior to their detemúnation using severa) 
techniques.20-30 From the analytical point of view, one of the 
most importan! properties of these organized structures is their 
good capacity to solubilize solutes of different types and nature. 
The smaJl volume of the suñactant-rich pbase allows us to pre
concentr81e ami extract the analytes in one step, prior to gas or 
liquid chromatogmphic analysis. Moreover, this methodology 
has the advantages of safety, low cost and no toxicological 
effects due to their biodegradabilily. 

In this paper, we describe the results of a study of the 
experimental parameters which affect the extraction efficiency 
and preconcentration factor of the CPE process of a series of 
phenolic compounds, prior to determining them by means of 
high-performance liquid chromatogmphy (HPLC), using the 
non-ionic suñactant oligoethylene glycol monoalkyl ether 
(Genapol X-080). This CPE methodology has been applied to 
tite analysis of a mixture of 14 phenolic derivatives in sea water 
and depurated waste wBler samples. 

Experimental 

Reagents 

Srock solutions of the phenolic compounds were obtained from 
Sigma-Aldrich (Madrid, Spain) and prepared by dissolving 
appropriare amounts of tite commercial products in methanol. 
They are listed in Table l. Numbers identify the compounds in 
the tables and figures. The standard certified mixture of 
phenolic cornpounds no. X 190103 was oblained from tite 
Laboratories Dr. Ehrenstorfer GmbH (Germany) (provided bY 
Irnatra, Barcelona, Spain ). 

The surfactant oligoethylene glycol monoalkyl ether, Gena
pol X-080, was obtained from Sigma--Aldrich and prepared in 
de-ionized wBler. Methanol HPLC-grade ami NaCJ were 
obtained from Panreac Química S.A. (Barcelona, Spain). 

All solvents and analytes were filtered through a 0.45 pro 
nylon membrane filter and ul1n1-high-quality wBler obtained 
from a WB!er purification systern was used throughouL 

Tabl<l Llst of phmolíc derivativos, ..-oo times and wavelengths 

No Compound Abbreviatioo r,Jmio .1/nm 

1 - PH 5.3 270 
2 4-Nitropheool 4NP 8.7 313 
3 2.4-Dinilropheuol 2.4-DNP 10.3 260 

4 paro-Cresol PC 11.9 279 
s 2-Nhropbenol 2-NP 12.9 279 
6 2-Chloropbeool 2-CP 14.0 275 
7 2.4-Dimemylpheool 2.4- DMP 24.7 280 
8 4,6-Dinitto-<>rrlw-<resol 4.6-DNOC 25.3 280 
9 4-0tloro-mda-crcsol 4-CMC 28.1 280 

JO 2,4,6-Trimemylph<nol 2,4,6-TMP 29.1 280 
11 2,4-Dicbloropbenol 2.4-DCP 29.4 280 
12 4-0iloro-3,54imelhylpheool 4-C-3,5-DMP 31.4 280 

13 2.4,6-Trichloropbeool 2.4,6-TCP 33.0 290 
14 �bloropbenol PCP 382 303 
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Apparalns 

The chromatographic systern consisted of two Waters 510 
pumps fitted with a Warers injector model Rheodyne 7725i with 
a 20 µL sample loop and a Waters 996 phorodiode an-ay 
detector. The sysrem and the data management were controlled 
by Millenium software from WB!ers (Waters Chromatograffa 
S.A. Barcelona, Spain). The statiollBJ)l-pbase column was a 
W81ers Nova-Pack C,8, 3.9 x 150 mm id 4 pro particle 
diameter. The analytical column and the mobile pbase reservoir 
were water-jacketed and thermostared at 25 ± 1 °C with a 
circulating bath. 

A thermosta!ed bath (fectron 200) and a centrifuge (Mixta
sel), from Selecta (Barcelona, Spain), were also used. 

Procedures 

Clood polnt determluation. The cloud point of different 
Genapol X-080 solutions was derermined by observing tite 
appearance of !he two pbases when the aqueous solutions of 
surfactant in a 0.1-7.5% v/v and NaCI 5% m/v concentration 
range were heB!ed in the thermostated bath. The remperature 
was increased by 5 ºC every 10 min until turbidity and the 
consequent pbase separation was observed. In order to avoid the 
evaporation of the solvent, this study was carried out using 10 
mL calibrated, hermetically sealed test-tubes. 

Ratio of pbases. The ratio between the volume oí tite 
aqueous pbase (V w) and the volume of suñactant-rich pbase 
(V J. (V .JY.), was measured in tu bes calibra!ed for solutions 
with differenl amounts of surfactant and NaCI 5% m/v, under 
the same experimental conditions as !hose used for tite pbase 
separation (healing al 85 ºC and centriíuging al 3500 rpm for 5 
min). 

Extraction and preconcentration. Aliquots of 10 mL, with 
the analytes in the presence of suñactant and NaCI aqueous 
solution were kept in a eontrolled temperature bath for 20 min 
81 85 ºC. The pH was adjusted by adding 1 % acetic acid. 
Separation of the two pbases was achieved by centrifuging for 
5 min 81 3500 rpm. 

To determine the percentage extraction, after pbase separa
tion, 0.5 mL of methanol and wBler were added IO tite 
surfactant-rich pbase up to initial volume, and 20 pL of this 
solution was injected inro the LC sysrem. 

To obtain the preconcen1ration, after pbase separation. tite 
suñactant-rich pbase was diluted with methanol (0.25 mL) to 
reduce its viscosity, and water until a final volwne of 2 mL was 
reached. Under these conditions, a preconcentlalion factor of 5 
was obtained. Following thls, 20 pL of this solution was 
injected. To obtain a preconcentration factor of 10, 20 pL ofthe 
surfactant-rich pbase, without dilution, was injected directly 
inro HPLC system, after surfactanl pbase separation In ali cases, 
the values reported are the average of duplicale determina
tions. 

Llquld cbromatograpby analysis with UV detection. The 
chromB!ographic conditions were established in a wBler (con
taining 1 % acetic acid) : methanol, mobile pbase with a 
gradient elution 70 : 30 in 16 min (isocratic), up IO 100% 
methanol in 24 min. The llow rate was I mL min-1, which 
allowed an efficient separation of the phenolic compounds 
studied. 

The separation ami derermination of the compounds under 
study were performed bY directly injecting 20 pL of solution 
inlO the liquid chromatograph and the absorbance for each 
analyte, corresponding IO the wavelength maxima, was meas
ured. The retention time and the wavelength for each compound 



are listed in Table l. The range of calibration cwve concentra
tion was between 20 and 400 µg L -1. 

De1ermloation of pheoolic compounds in water samples. 
Prior to the analysis, sea waler and depurated waste Waler were 
sw:cessively passecl through filters with different porosity (0.45 
and 0.22 µm) and l/V radiation to avoid !he possible 
interference of micro-mganisros. 

Solutions of 10 mL containing 4 mL of sea water or depurated 
waste water were spiked with suitable amounts of phenolic 
derivatives and analysecl according to the established CPE 
melhod. The values reporte<! are !he average of triplicate 
determinations. 

ResuJts and discussion 

Pbase diagram 

When non-ionic suñactant solutions are heated above cloud 
point temperature, the micellar solution separates into two 
phases. The phase diagram (coexistence curve) for the surfac
tant Genapol X-080 and 5% m/v NaCI can be seen in Fig. 1 (L 
meaos single isotropic solution and 2L irulicates that two 
isotropic phases coexist). This curve shows the cloud point 
values at different suñactant concentrations. lt may be seen that 
the temperature of the cloud point remains almost constant and 
equal to 65 ºC for suñactant concentration values ranging 
between 1% and 7.5% v/v. The cloud point temperature 
obtained when NaCI is added in a 5% v/v concentration, is less 
than the temperature obtained when working withoUI this 
salL31 

Pbase volume ratio 

The volume of surfactant-rich pitase depends on the surfactant 
volume and concentration, 32.33 among others factors. The effect 
of these factors upon the pitase ratio was evaluated. These 
parameters were studied by fmt keeping the volume of 
surfactant added constan!, but modifying the final concentration 
in solution, and then by varying the added volume of suñactant 
in solu.tion with a final constant concentration. 

90 

60 

2L 

L 

4 6 
ll (v/v) Oenapol X--080 

Flg. 1 Phase diagram far Genapol X-080 in NaQ 5% w/v. Toe IOgÍOO 
abovc tbc eoosolution curve is a two � n:gioo (2L). 

Table 2 shows the vanallon of volu.me ratio as the 
concentration of Genapol X-080 is increasecl. The variation is 
more significant when !he concentration is in the range 0.5-1 % 
v/v, as the ratio decreases more slowly using this concentration. 
Although greater preconcentration factors could be obtained if 
the surfactant concentration were decreased, the volume of the 
suñactant-rich pitase would be too small to measure and worlc 
with and the accuracy and reproducibility would probably 
suffer. A 3% v/v concentration was chosen in order to establish 
an adequate relation between the concentration of smfactant in 
solution and volume of extracted suñactanl-rich phase. With 
these conditions, we obtain a suñactant-rich phase volume of 1 
mL, which leads to a preconcentration factor of 10. However, in 
order to reduce the viscosity of the surfactant-rich pitase and 
facilitate its manipulation, 250 µL of methanol and waler were 
added, until a final volume of 2 mL was reached and a 
preconcentration factor of five times was obtained 

In order to check the influence of the volume of suñactant 
added, with the concentration being kept constant, the suñactant 
volume was varied between I and 8 mL, and it was seen that 
changes in the volume of surfactant added did not have any 
significan! effects on the volume ratio. This remains almost 
constan! in the range of volumes studied, and a volume of 3 mL 
has therefore been chosen for subsequent studies. 

It had been reporte<! that the volume of the suñactant-rich 
pitase might decrease when the cloud point temperalllre and the 
pitase equilibration time are increased. 34 However, the equili
bration time in this study was varied from 10 to 30 min and the 
temperature was changed between 80 and 100 °C with no 
appreciable effects on pitase ratio. 

Optimizatlon of the extractlon of phenotic c:ompouods ; 

The extraction process can be altered by different factors such 
as equilibration time, pH, concentration of surfactant and 
addition of sa!L 35 The effect of these factors on the pen:entage 
extraction of studied analytes therefore needs to be estab
lished. 

Etrect of the equllibratlon time and pH. The recove,y 
percentage depends on the time that the analytes have to interact 
with the micelles and get into their core. 36 The equilibration 
time at a temperature close to the cloud point temperature for the 
analytes under study therefore needs to be considered in order to 
optimize the extraction process. 

lt had been reported that longer equilibration times (more .a 
than 30 min) do not have any significant etTect on the extmction � 
parameters and that an equilibration time of 20 min is sufficient J 
to obtain a good extraction. 36 � 

Fig. 2 shows the dependence of the pen:entage extraction of j 
phenolic compounds on the equilibration time. In the case of e 
more polar compolUlds, such asphenol, 2-CP or 2,4-DNP, the J:l 
fraction of solutes in the surfactant-rich pitase increases to a Ii 
maximurn value (20 min) and then decreases as the equilibra- � 
tion time is increasecl. After 25 min of equilibration time, the � 
percentage of solutes extracted only increases slightly. How
ever, for most hydrophobic solutes, such 2.4-DCP, 2,4,6-TCP � 

Table Z Jnffuence of rbediff=ot COO<CDtraaoo, of Gc,iapol X-080 in lhe 
volume ratio 

Genapol X-080 
(%v/v) 

05 
1.0 
3.0 
5.0 
7.5 

Vw/mL Vs/inL Vw/Vs 

9.8 02 49.0 
9.6 0.4 24.0 
9.4 0.6 15.7 
92 0.8 115 

8.6 1.4 6.1 
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ami PCP, the perceniage ex1raction is essentíally the same in the 
time range studied. An equilibration time of 20 mín was chosen 
as being the rnost appropriate for subsequent studies. 

1he ionic forro of a neutral rnolecule nonnally does not 
interact with the rnicellar aggregate as sirongly as its neutral 
forro does and a lesser arnount of the analyte is therefore 
extracted. 35 This was studied at two pHs in onler lo determine 
the effect of pH on the percentage extraction. Firstly, the solutes 
were extracted without any pH rnodiftcation (thís pH corre
sponds to the pH of the final solution once the surfactant had 
been added) and secondly. the pH was rnodifted by adding 1 % 
acelic acid to the solution so thal the solutes were in their non
ioniz.ed forro. When worlting with pH modiftcation. the 
percentage extraction is better for most solutes and is the most 
noticeable change for more polar compounds. For exarnple, the 
percentage of 2,4-DNP extracted increases from 21 to 49% 
when modifyíng the pH, while the recovery obtained for 
2,4,6-TCP or PCP was alrnost the same. 

Effect of tbe concentration of surfactant. This study was 
carried out by varying the concentration of Genapol X--080 
between 0.5 and 7.5% v/v. Fig 3 shows the effect of increasing 
the concentration of surfactanl on the percentage extraction of 
the analytes. 1be recoveries increase as the concentration of 
surfactant increases, although the cbanges are 001 the sarne for 
ali compounds. In the case of the most polar analytes, sucb as 
phenol or 4-NP, thís increase is greater when the concentration 
is increased from 0.5 to 3% v/v. lben, the fraction of analytes 
extracted increases slightly more between 3 and 7.5% v/v. The 
most hydrophobic compounds, such as 2.4,6-TCP and PCP, 
with higher recoveries, show a slight increase up to 3% v/v and 
the recoveries rcmain constant over this concentration value. 

11 is possible to achieve almost complete extraction of tite 
analytes when worlúng with a concentration of Genapol X--080 
above 7% v/v, but the preconcentration factor would be too 
srnall as the surfactant-rich pilase volume increase. Fur
therrnore, a concentration of surfactant over 3% v/v leads to a 
loss of efficiency in the chromatographic separation of sorne of 
these cornpounds. Under these conditions a surfactant-rich 
phase volume of approximately 1 mL is obtained. which means 
these is a preconcen1ration factor of 10. However, thís results in 
an overlap of the peaks of sorne cornponents, especially in the 
cases of PC, 2,4-DMP and 2,4,6 TMC. This situation may be 
due to the high viscosity and density of the surfactant-rich pilase 
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dcrivativcs. For an cxplanatioo oftbe numbering refer to Table l. 
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which leads to the chromatographic peaks of these phenols 
being overlapped partially (or appearing very close). Toe 
addition of up to 2 mL of rnethanol and water to the surfactant
rich phase, in onler to n,duce its viscosity, allows ali the 
components of the mixture to be satisfactorily separated, with a 
preconcentration factor of 5. 

Higher preconcenuation factors could be obtained if the 
surfactanl concentration decreases, but worlting with smaller 
surfactant-rich pbase volurnes malees the handling of the sarnple 
more difficult and the exactness and reproducibility of the 
method decrease. Finally, a 3% v/v surfactanl concentration was 
chosen because it allows high recoveries of most analytes ami a 
good separation. 

Effect of tbe ionlc strength. Toe study of the influence of 
this pararneter was carried out by adding different percentages 
of NaCI. Tite addition of an inen sait can facili1ate the pilase 
separation process for sorne non-ionic surfactants sysiem, as it 
increases the density of the bulk aqueous phase. 20Jbe two 
phases forrned after the cloud point extraction with Genapol X-
080 are of very similar densities and co-míngled almost 
immediately after the cenlrifugation step. Tite use of NaCI 
facilitates the separation of the surfactant-rich pilase from the 
aqueous phase. When the salt concentration is increased, the 
micelle siz.e and lhe aggregation number are increased and the 
critica) micellar concentration remains consJant 21 In addition. 
non-polar analytes may becorne less soluble in the solution at 
higher salt concentrations and thus contribute to higher 
recoveries. Toe results obtained indicate that the addition of salt 
produces an increase in the cxtraction of the more polar solutes 
while the recoveries of the less polar compounds are not 
affected. Fig 4 shows the variation of the extraction percentages 
for sorne phenolic cornpounds when the sait concentration is 
increased. For example, a 20% increase in the recovery of 4-NP, 
2-NP and 2-CP was obtained as the concentration of NaCI was 
increased from I to 7.5%. A concentration of 6% m/v was 
chosen for subsequent studies. 

HPLC analysls 

Another important step in thís study is the optirnization of the 
chromatographic conditions for the separation ami determína
tion of the 14 phenolic derivatives. An eluent mixture 
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COlllaining 70% wau,, (wilh J'I, acelic acid) and 3()'I, methanol 
was used to acbieve the separation of the first six pbenols. After 
16 min, most bydrophobic pbenols were eluted by a S1ep 
gnulient up to 100% medumol in 24 min. The chromatogram 
obtained for the mixnm, of pbenols is sbown in Fig. 5. lt can be 
obsetved tbat Ibis mobile pbase allows a good separation of 
analytes and a sbon analysis lime. 

1be conesponding calibration CUJVes for each analyte were 
obtained by duplicale injection of the sample containing 3% v/v 
Genapol X-080, 5% v/v methanol and tbe corresponding 
analyte concentration. Concentrations ranged between 20 and 
400 µg L -•. A linear relationship was obtained between the 
peak areas and the analyte concentrations, witb a high 
correlation coefficient (0.999). Table 3 shows the parameters of 
the regression equations of the cahoration curves, together with 
the relative standanl deviation (RSD) values and limits of 
detection (LOO). 1be relative standard deviation was calculated 
for 11 samples, to which the complete procedure (cloud point 
extraction. preconcentration and chromatogn,phic separation) 
was applied for ali compounds sludied and a stmdard deviation 
value range of between 3.78 and 7.14% was obtained. Toe 
detection limits37 were calculated as twice the noise for each 
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Fig. 4 lnfluence of iooic strc:ngtb. oo thc recovcry pcreentagcs.For an 
explanatioo of tbo: DDtllbering IOfer to Table l. 
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pbenolic compound in Genapol X-080 8IK1 NaCI, using CPE 
methodology. 1be detection limils variod bet,oeen 2 and 10 µg 
L -1 for ali compounds studied whm tbe preconcentration factor 
was 5 and were between 1 8IKI 5 Jlll L -• wben the 
preconcentration factor was 10. For PC, 2,4-DMP and 2,4,6 
TMC the detection limits can not be de!ennined in UDder these 
cooditions acconling to the previous explanation. 

A standard cenified mixtun, of 11 pbenols was prepared in 10 
mL of a 3% v/v aqueous solution of Genapol X-080 and 5'1> m/v 
NaCI and the complete extraction procedure was applied to test 
the vali1lily of the proposed method. After the CPE step, 20 µL 
of the extraeted suñactant-ricb pbase were injected directly into 
the chromatographic system. Fig 6 shows the chromatogram 
obtained. In general, the data listed in Table 4 show highly 
satisfactorY recovery percentages for the pbenols detenuined. 

Analytical appllcatlons 

Once the method was optimized, it was applied to the 
detennination of phenols in two kinds of waier samples, sea 
water from the SW area of Gran Canaria lsland (Canary Islands, 
Spain) and depurated waste water. Both samples were pre
viously spiked with two concentrations, at 100 and 300 µg L 1, 

Table 3 Analytical cbm:aácristics of tbe mc1hod 

LOD"/pg LOD'/ 
Compoond Slope lolffl:Cpl RS0-(\11,) L-• pgL-• 

PH 15.28 27.38 5.42 4 2 
4-NP 82.94 867.50 4.66 2 1 
2.4-DNP 67.91 116.90 5.39 3 1.5 
PC 17.20 363.76 6.40 6 .....,, 
2-NP 49.91 39.81 4.81 3 1.5 
2CP 19.17 193.07 7.14 5 2.5 
2.4-DMP 17.16 574.16 5.44 6 .....,, 
4�DNOC 59.57 884.27 3.85 3 1.5 
4-CMC 12.92 478.71 3.78 5 2.5 
2,4.6-TMC 11.99 287.43 6.20 5 .....,, 
2,4-0CP 12.54 426.65 5.n 5 2.5 
4-C-3,5-DMP 11.29 -24.Sl 6.07 5 2.5 
2.4.6-TCP 13.47 533.70 5.87 5 2.5 
PCP 10.53 1042.5 4.72 10 5 

• n = 6. b Preoonceotntiao factor of 5. '"Prcconccntration factor of 10. 
• LOD cannot be clemmincd due to ovclapping of tbe cbromatogn,pbic 
peaks. 
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F",g. 6 Elution of standanl catificd -- of phenolic compounds, 
cootaming 0.8 mg L -' of eacb pl,cnol. afta, CPE process. Chromatograplúc 
oooditions as describcd in tbe lexL For an e�anatioo of tbe oumbering 
rcfcr to Table l. 
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of a mixture of 14 phenolic derivatives. The results shown in 
Table 5 indicale very satisfactory recoveries for ali phenolic 
compounds present in the mixture. 

Conclusions 

The optirnized method described in this work gives satisfactory 
results for the extraction. preconcentration and detennination of 
phenoüc derivatives. The cloud point procedure is very 
competitive with ali conventional methods for extracting 
phenols. Organic solvents are required as either the extracting 
solvent in LLE oras eluting solvent for SPE. No volatile organic 
solvents are required in the cloud point procedure, which is an 
imponant advantage. Another advantage of the CPE method
ology is that the wide variation of the initial analyle concentra
tion does not appreciably alier the extraction recoveries 
achieved. Moreover, the CPE technique is not 81 ali analogous 
to the breakthrough volume associated with the solid-phase 
sorbent procedures. Should the surfactant-rich phase becomes 
saturared. a higher concenlration of surfactant in the solution 
may be employed. Finally, this methodology considerably 
reduces the time needed to prepare the sample, as it is not 
necessary to prepare it, and the extraction time is also lower. 

Table 4 Recovcry pm::cotages of pbc:nolic compouods in water pre
viously spikcd witb a slandard ccrtified mixture 

Reoovcry"(%) 

Amount addcd 100 Amount addcd 
Compow,d pg L-• 300pgL-• 

PH 70±9'> 70±3 
4-NP 87±7 83:1: 1 
2,4-DNP 89:I: 11 82:1:6 
2-NP 80:1:5 78±6 
2CP 75 ± 12 76±7 
2.4-DMP 66±6 61 ±6 
4,6-DNOC 108±6 109±7 
4-CMC 100:1:4 1117:1:4 
2,4-DCP 110±6 114 ±6 
2,4,6-TCP 119 :1: 1 121 ±7 
l'CP 102:1: 10 118 ±5 

o1 Mean of duce delCllllinatioos. b Average recovcry :t sa:andard dcviation. 

Table 5 Reoovery pen:cmagcs of pllenolic compounds in sea waf« and 
deponlcd wasre water p,eviously spik<d witb tbe 14 pllenolic dcrivatives 
srudiccl 

Reoovcry"(%) 

Sea wata' Dtpurat<d wasu, ...... 

IOOpgL-• 300psL-• JOOµsL-• JOOpgL-1 

Compow,d added addcd addcd addcd 

PH 69:f:jb 61±5 58±5 61 ±5 
4-NP 85 :1:3 82 :1: 8 70± 3 77±5 
2,4-DNP 71 :1:5 77±5 66±5 66±5 
l'C 61 ± JO 81 ±8 64±10 63,t6 
2-NP 73±7 76±6 65±7 68±5 
2CP 74±7 79±7 70±7 70±7 
2,4-DMP 87 ± 11 84±5 74± 11 84±5 
4.6-DNOC 94±4 98 ±4 82±4 87±4 
4-CMC 99±4 109±2 92±4 102±4 
2,4,6-TMP 74±8 79±6 67±8 67±6 
2,4-DCP 97±7 106±5 l01 ±7 l03±6 
4-C-3,5-DMP 106±13 100±5 104 :1: J3 98±6 
2,4,6-TCP 107:1:6 111 ± 11 102±6 102:1:6 
PCP 110±5 107:I:9 104±5 J03,t5 
., Mean of dm:c dcterminatiom. " A venge ra:overy :t standard deviation 
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Toe deiection ümits ofthe method, in the 1-5 µg L -• range, 
are süghUy higher !han !hose obtained with soüd-phase 
extraction, where enrichment makes il possible for phenols to be 
delermined 81 the part-per-Irillion leve!, but the method can be 
considered asan allernlltive in the analysis of surface waiers, for 
which requirements are in the 1-10 µg L ' range." We 
consider that lower detectlon limi15 may be obtained using more 
sensitive delectors, such as mass spectromelry coupled to liquid 
chromatography. Finally, the results oblained with the proposed 
melhod indicaie that the CPE rnethodology is a good allemative 
extraction technique for these kinds of analyies in aqueous 
samples and also demonstrale lhe vaüdi1y of lhe method for 
aqueous samples with different leve Is of salinity. 
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Abstract 

Microwave-assisted miccllar extraction was optimised and applied to the extraction, prior to analysis by liquid cbromatography with diode anay spectrophotometric detection, of chlorophenols in marine sediment samples. This study was carried out using a non-ionic surfactant polyoxyethylene--6-iau,yl ether as extnlClant Puameters studied included surfactant concentration, pH of the solution, extraction time an<I power. Once the method was optimised, it was applied to different spiked marine sediments from coasts of the Canary lslands (Spain). The results obtained indicate that irradiation of SOOW for 2min achieved the best extraction efficiency (100% recove,y) and standard deviation "' values -dO¾. Detection limits were obtained in the range 1.2-12.7 µ.gg·' for the chlorophenols studied. Toe proposed method provides a � simple, fast an,I organic solvcnt-free procedure to analyse for chlorophenols in marine sediment samples. 0 2004 Elsevier B.V. All rights reserved. f Keywonla: Cblorophenols; Miceu.r medíum; Exttaclion medlods; Microwave; Marine scdimcnts; liquid chromatography :, 

---------------------------------------¡ 
1. lntrodnctlon 

Chlorophenols are widely used in the chemical indus
try for manufilcturing polymers, textiles, drugs, and dyes, 
among others substances. Furthermore, these compounds 
have substantial applications in agriculture as hetbicides, in
secticides and fungicides, thus becoming potential pollutants 
of soils and surface and underground waters owing to their 
bighly hydrophilic nature [l,2]. 

Chlorophenols have a high]y toxic cbaracter and it is 
well known that these substances exlu'bit properties that are 
hazanlous to human health [3]. Owing to their toxicity and 
their presence in the environment, sorne of them, such as 
2-chlorophenol, 2,4-dichlorophenol, 2,4,6-trichlorophenol 
and pentachlorophenol, have been included in the US Environmental Protection Agency (EPA) list of the 11 priority 
pollutant phenols in waters [4]. 

Sediments or suspended solids are good adsorbents of 
phenolic contaminants because oftheir high surrace area and 
suñace activities. Toe sediments can adsorb and accumulate 

• Com:spooding authoc Tel.: +34-928452915; lilx: +34-928-452922. E-mail address: jS01ll3Dll@dqui.ulpgc.es (JJ.S. Rodríguez). 
0003-2670/$ - scc lront mattcr O 2004 Elscvicr B.V. Ali rigbts rcservcd. doi:10.1016/j.aca.2004.03.085 

the compounds in relatively high concentrations and affect g 
aquatic life. Analysis for tbe phenolic compounds in sedi- [ 
ment or suspended solid samples has therefore been studied i'l 
extensively because of their importance in the monitoring ll 
of envíronment contamination levels [5]. jMany methods for phenol analysis are based on chro- g 
matographic tecbniques, such as liquid chromatography-¡¡ 
[6,7], gas chromatography [8,9] and capillary electrophore-il' 
sis [10,l l]. Befare chromatographic measurement can take� 
place, appropriate sample pre-treatments are usually re-i
quired to clean up or enrich the species. Conventionally,11 
liquid--liquid extraction and solid-phase extraction havef 
been applied for the pre-treatment of phenolic deriva-E 
tives in soil samples, whereas the sonication and Soxhlet� 
methods were mainly employed in the determination oii!ipentachlorophenol in wood. Although these extraction"' 

methods offi:r efficient and precise results, they are rela
tively time-consuming, possibly hazardous to health due to 
the use of organic solvents, and highly expensive [ l 2]. 

Microwave-assisted extraction (MAE) is a viable alter
native to the conventional techniques and exhibits many 
substantial improvements in analytical sample preparation, 
as it requires much smaller volumes of organic solvent, 
reduces extraction time and increases sample throughput 

http://www.elsevier.cotn/locate/aca
mailto:jsantana@dqui.alpgc.es
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tbrougb extraction of multiple samples [13,14]. In the last 
few years, the number of procedures using extraction of 
organic compounds ftnm environmental matrices by mi
crowave energy has increased [12,15,16]. Many of these 
studies made use of experimental design approaches for the 
optimisation ofthe MAE procedures [17,18]. Toe variables 
considered differ ftnm one publication to another, but the 
most commonly studied are temperature, extraction time 
and power, solvent volume and concentration of different 
types of extracting solvents. 

Toe use of mi ce llar systems, to extract and pre-concentra te 
organic compounds ftnm aqueous or solid samples, as al
ternative extractants to organic solvents, offers advantages 
such as safety, cost, and, compatibility with aqueous-organic 
mobile phase in liquid chromatography (LC). Micellar me
dia have been applied to the extraction of many compounds 
present in different environments such as water samples, 
marine sediments and soils [ 19-23]. 

In this study, we used MAE combined with micellar me
dia, hereinafter described as microwave-assisted micellar 
extraction (MAME), for the extraction of chlorophenols 
from marine sediments in a closed-vessel system using 
the non-ionic surfilctant polyoxyethylene-6-llllll)'l ether as 
extractan!. Toe determination of the chlorophenols was 
canied out using liquid chromatography with UV (ultravi
olet) detection. Toe parameters studied included surfactant 
concentration, pH of the solution, and extraction time and 
power. Once the method was optimised, it was applied to 
spiked marine sediments ftom coasts of the Canary !stands 
(Spain). 

2. Experimental 

2.1. Reagents 

Stock solutions of the phenolic compounds were ob
tained from Sigma-Aldrich (Madrid) and prepared by dis
solving appropriate amounts of the commercial products in 
methanol. Tbey are listcd in Table 1 (numbers identify the 
compounds in the figures). Toe standard certified mixture of 
phenolic compounds no. X I 90 I 03 was obtained from the 
Laboratories Dr. Ebrenstorfer GmbH (Germany) (provided 
by lmatra, Barcelona, Spain). Toe non-ionic surfuctant used 

Table l 
List of pbeoolic derivatiw;s. rctention times and detection wavclengths 

No. Campound Abbreviatioo 1>.(min) ¡ (nm) 

1 Pbcnol PH 3.5 270 
2 2-cbloropbenol 2-CP 6.2 280 
3 4-Chloropbenol 4-CP 7.5 280 

4 4-Chlorometacrosol 4-CMC 9.9 280 

s 2,4-Dícbloropbeool 2,4-0CP 10.8 290 
6 4-Chloro-3,5-dimetbylpbeool 4-C-3,S-DMP 12.1 280 
7 2,4,6-Tricbloropbeool 2,4,6-TCP 13.S 290 
8 Peow:bloropbcool PCP 18.2 303 

in Ibis study, polyoxyethylene-6-llllll)'l ether (C12�). was 
obtained from Sigma-Aldricb (Madrid) and prepared in 
de-ionised water. Methanol HPLC-grade was obtained from 
Panreac Química S.A. (Barcelona). 

All solvents and analytes were filtered througb a 0.45 µ.m 
nylon membrane filter and ultra-higb-quality water obtained 
ftom a Milli-Q water purification system (Millipore Corp.) 
was used througbout. 

2.2. Apparatus 

Toe chromatograpb system consists of two Waters 51 O 
pumps füted with a Water.! injector model Rheodyne 7725 i 
pump with a 20 µ.L sample loop and a Waters 996 photodiode 
array detector (Waters Cromatografia S.A. Barcelona). Tbe 
system and the data management were controlled by Millen
nium software from Waters. Toe stationary-phase column 
was a Waters Nova-Pack Cl8, 3.9 x 150 mm i.d. 4 µ.m par
ticle diameter. Toe analytical column and the mobile phase 
reservoir were water-jacketed and thermostated at 25 ± 1 'C 
witb a circulating water batb. 

Toe microwave oven used in this study was a Multiwave 
(Anton Paar, Graz, Austria) witb a 6 EVAP rotor and 6 
MFIOO vessels (Anton Paar). 

2.3. Procedures 

2.3.J. Preparation ofspilred sediments 
Marine sediments were collected from different parts of 

the coastline of tbe Canary Islands. After sieving, fractions 
of sediments witb particle size <0.3 mm, Las Canteras beach 
(Gran Canaria Island) and Jandía beacb (Fuerteventura Is
land), and 0.1 mm, Taliarte harbour (Gran Canaria Island) 
were taken. These sediments were washed with Milli-Q wa
ter and dried in an oven. These sediment samples were 
spiked as follows: 2 g of sediment was spiked witb a vol
ume of the chloropbenols dissolved in methanol to obtain 
a concentration of eacb analyte at 2 fl,g g-1. Toe samples 
were stored in the dark at room temperature for 24 b before 
analysis. 

The aged spiked samples were prepared as follows: 
the mixture of pbenolic derivatives dissolved in 25 mL of 
methanol was added to 20 g of sedimenl After it was mixed 
tborougbly, the sample was stored at 4 ºC for 6 months be
fore the fust extraction. The concentrations in thc sediment 
were between 1.14 and 1.65 µ.gg-1. lt was assumed that the 
phenols were uniformly distnl>uted in the sample and that, 
as the sediment still retained residual moisture tbrougbout 
the storage period, any analyte-matrix interactions would 
have occurred over tbe ageing period and to a similar ex
tent to those in real contaminated sediments with similar 
properties. 

2.3.2. Mtcrowave-assisted extraction 
Once tbe sediment sample was transferred to the vessel, 

4 mL of the surfuctant solution was added and the sediment 
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was subjected to MAE. After Ibis, 1he vessels were al
lowed to cool to room temperatun: (I0-15 min) before 
opeoing. Toe extracted solution was filtered with a 0.45 µ.m 
syringe-driveo filler ami transferred to a glass tube before 
injection. 

2.3.3. Liquid chromatogrophic onalysis with UV detection 
For the separation of the eight chlorophenols mixture, the 

eluent used was methanol-water (40:60, v/v) increasing to 
100% methanol in 20 min. Toe eluent used for separating 
the mixture of 14 phenolic derivatives (mixture 2) was wa
ter (with 1% acetic acid)-methanol (70:30, v/v) for 16min 
(isocratic), increasing to 100% methanol in 24 min. In both 
instances, the flow rate was 1 mL min-1 • 

Toe separation and determination of the compounds un
der study were perfonned by injecting 20 µ.L of extracts ob
tained into the liquid chromatogmph and the absomance for 
each analyte, conesponding to the wavelength maximum, 
was measured. Toe retention time and the wavelength for 
each compound are listed in Table l. The range of calibra
tion concentration was between 100 and 1500 µ.g L -•. 

2.3.4. Statistical analysis 
Ali statistical tests (analysis of variance (ANOVA), ex

perimental design) were performed using Statgraphics plus 
software, version 4.0 (Manugistic, Rockville, MD). 

3. Results and dlscossion 

Optimisation of MAE conditions has been reported in 
severa! applications. Many studies have used factorial, cen
tral composite and orthogonal array designs to find optima! 
conditions (24). 

In this study, the variables considered in the MAME op
timisation process were surfactant concentration, surfactant 
volume, pH of the solution, extraction time and power. To 
optimise the MAME procedure, we chose marine sediments 
from Taliarte harbour. 

3.1. Su,factant volume 

In sorne cases solvent volume may be an importan! pa
rameter for efficient extractions. The solvent volume must 
be sufficient to ensure that the entire sample is immersed 
[25]. Toe surfactant volum�le amount ratio was in
vestigated by varying the volume of surfactant and keeping 
the sample mass constanL We studied four different ratios: 
2, 4, 8 and 12 mL of surfilctant solution and 2 g of sample. 
Toe results obtained showed that 2 mL is not enough to wet 
the sample; however, the recoveries achieved with the oth
ers solvent volumes were similar. Therefore, if the sample is 
fully immersed in the solvent, an increase ofthe solvent vol
ume does not seem to have eoy influence on the extraction 
percentages. We chose 4 mL of surfactant for suhsequent 
studies. 
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Fig. l. lnBuence of tbc final ccnc-.üoo of surfaotant oo thc ,ocovery 
pen:entages of &01DC cbloropbcnols. 

3.2. Su,factant concentration 

Four concentrations were studied to establish the effect of 
this parameter on the extraction process. This initial study 
was carried out using a power of200W and a time of2min. 
Toe recoveries obtained are 60% higher, even with the lowest 
surfactant concentration. Even though the highest recovery 
percentages were obtained with 5% (v/v) surfilctant (Fig. l ), 
2% (v/v) was chosen to study the influence of microwave � 
irradiation conditions, time and power on the extraction pro
cess. Very acceptable recovery percentages were obtained f 
with this sudiictant percentage. i 

:, 

3.3. pH of the so/ution 

¡ 
When working with sediment samples, the extraction pro- 0 

cess might also be influenced by the pH. Toe pH of the ex- � 
tracting solution can alter the ionic form of the analytes un- g_ 
der study. To investigate the effect of this parameter on the • 
process, samples containing 2 g of sediment in acidic and 1 
basic media were subjected to MAE using a surfactant con- .:, 
centration of 2% (v/v) and the power and time mentioned ¡¡ 
above. Toe results obtained, after analysing the extracted so- j, 
lutions, indicated that the basic medium slightly enhanced � 
the extraction of Ph and 2-CP, while in the case of the other j 
chlorophenols, the pH had no effect on the recoveries. It .. 
was therefore decided not to modify the initial pH of the .1l 
solution. 

f 
3.4. Optimisation of microwave irradiation conditions 

In closed vessels system, the chosen power setting de
pends on the number of samples to be extracted during one 
extraction run. The power must be chosen correctly to avoid 
excessive temperatures, which could lead to solute degrada
tion and overpressure inside the vessels. This parameter is 
of prime importan ce in ensuring efficient extraction as it has 
to allow the diffusion of the solvent into the interior parts 
of the matrix as well as enhanced desorption of the compo
nents from the active sites of the matrix. 
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Thblc 2 
Design ma!rix in thc scrccniog dcsign 

Run Power (W) lime (min) 

100 2 
2 100 8 

3 100 14 

300 
5 300 
6 300 
7 300 8 

8 300 14 

9 500 2 

10 500 8 

11 500 14 

As in other extraction techniques, time is another param
eter whose influence needs to be taken into account. Extrae· 
tion times in MAE are very short compared to conventional 
tecbniques; often 1 O min is sufficient, but even 3 min has 
been demonstrated to give ful! recovery for pesticides ftom 
soils and sediments [26,27]. 

The influence of the irradiation power and the irradiation 
time of microwaves on the extraction were investigated 
using a factorial design. This model allows the direct evalu
ation of the variables considered. Moreover, the application 
of a statistical approacb using a factorial design can both 
reduce the development time and provide less ambiguous 
data. We used a central composite design, 22 + star with 
three central points. The experimental design involving 11 
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2 
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0.004 

0.002 

0.000 

-0.002 

3 
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Fig. 2. Response surface for the cffcct oftimc aod powcr on thc c:x.tractioo 
of 2,4-dicblorophcoot 

nms (Table 2) was used as an approacb to the response 
swface of the microwave extraction process [28). Otber 
variables involved in the extraction process were kept 
constant: surfactant concentration, 2% (v/v), surfactant vol
ume, 4 mL, and sediment amount, 2 g. The concentration 
of pbenolic compounds spiked was also kept constan!: 
2µ.gg-1. 

Fig. 2 shows tbe response surface for 2,4-dichlorophenol. 
Results indicated that the best recoveries are in the region 
ofbigb powers and short times. Response surfaces modelled 
for the otber chloropbenols lead to the same conclusions. 
Consequently, we cbose an irradiation power of 500 W and 
an extraction time of 2 min. 

5 
4 

o 5 10 

Time(min) 

15 20 

Fig. J. Ellltion of thc mi.<tun, of cíght cl!loropheno15. Ouomatogn,¡,híc condirions as dcscribed ín thc texL Thc numbcring refm to Table l. 
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Table 3 
Analytical dwacteristics of tbe mcthod 

Compound LOO RSD Rccovery (%) 
(certificd sblDdanl) 

PH S.I 6.41 94.7 
:Z.CP 4.2 9.51 91.2 
4-CP 11.7 3.79 -·

4-CMC 9.8 4.51 96.6 
2,4-DCP 8.3 3.33 96.1 
4-C-3,5-DMP 12.7 2S3 -·

2,4,6-TCP 1.2 3.77 101.8 
PCP 8.0 4.38 1022 

WD: limit of detcction (2 x no&e) in µ.gg-1; RSD: rclative slaDdan:I 
deviatioo (n = 6). 

• Compounds ool ava ilablc in certificd standard. 

3.5. Liquid chromalographic analysis 

Toe analysis of the extracted samples was carried out 
using liquid chromatography with UV detection. Toe eluent 
used was methanol-water (40:60, v/v) increasing to 100% 
methanol in 20 min. Toe flow rate was I mL min-1 • 

Toe chromatogram obtained for the mixture of cblorophe
nols is shown in Fig. 3. lt can be observed tbat this mobile 
pbase allows a good separation of analytes and a short anal
ysis time. 

Toe corresponding calíbration graphs for each ana1yte 
were obtained by duplicate injection of the sample con
taining 2% (v/v) polyoxyethylene-6-lauryl ether, 5% (v/v) 
methanol and the corresponding analyte concentratioo. Con
centrations ranged betweeo 100 and 1500 µg L -I. A linear 
relatiooship was obtained betweeo peak areas and the analyte 
concentrations, with bigh correlation coefficients (0.995). 

Toe relative standard deviations were calculated for six sam
ples, to which tite MAME process was applied, and are 
shown in Table 3, together with detection limits values. Toe 
results obtained indicate standard deviation values <9 .5%. 

Table 4 
Analysís for pbc:nolic dcrivatives in dilfetcot typeS of marine � 

Toe detection limits [29] were calculated as twice the noise 
for each phenolic compound, and varied betweeo 1.2 and 
12.7 fl,gL -l for ali compounds studied. 

Once the MAME cooditioos were optimised, sedimeot 
samples were spiked witlt a standard certified mixture of 
eleven phenols. Toe extraction procedure was applied to 
test the validity of the proposed metbod. The concentratioos 
obtained (Table 3) were similar to the certified values. 

3. 6. Analytical appfícations 

As the chlorophenols exhibit differeot behavioUT in terms 
of acidity and polarity, different interactions between matrix
and analytes occur. In order to study whether the experimen
tal conditions defined to analyse a restricted set of chlorophe
nols may be adequate to aualyse for other molecules of the 
same group, the MAME procedure was applied to a new 
mixture of phenolic derivatives. 

This new mixture, with 14 compouods, included nitro
phenols and methylphenols. Toree sediment samples were 
spiked with this mixture: Taliarte harbour, Las Canteras 
beach and Jandía beach. These samples have ditferent char
acteristics: particle size, organic matter, caroonates amouot 
and ferrous materials. Toe selected coocentration leve! for 
spiking was the one typical of acute pollution events that � 
may occur in industrial sites [30]. Toe sediments were spiked 
24 h before extraction. Table 4 shows tite recoveries obtained f 
in the extraction of these compouods from the three types :: 
of sediments. It can be observed that, although the recovery " 
perceotages for the analytes uoder study are very satisfac-

"'
j 
__ tory in general, the values acbieved for the sediment from '.'. 

Jandía beach are lower for sorne analytes. Toe main differ- 0 
ence between this type of sediment and the others is a higher � 
amouot of carbonates and lower ferrous materials. [ 

Decreasing recoveries resulting from ageing of matrices • 
is a well-known phenomenon [3 l]. lt can be explaioed by f 

J 
------------------------------------------/l' Compound Abbreviatioo Recovery (%) 

Las Canteras Jandía Taliarte 

Phenol PH 102.9 ± 6.4 94.2 ± 6.4 103.6 ± 6.4 
4-Nitropbenol 4-NP 114.3 ± 4.8 108.7 ± 4.8 IIS.8 ± 4.8 
2,4-Diniuopbenol 2,4-DNP llS.6 ± S.2 101.1 ± S.2 118.1 ± S.2 
Paracresol PC I0S.8 ± 6.2 80.8 ± 6.2 106.5 ± 6.2 
2-Nitropbcnol 2-NP 106.9 ± 4.9 8S.7 ± 4.9 116.2 ± 4.9 
2-Chlorophcool 2-CP 113.S ± 9.5 74.8 ± 9.5 114.8 ± 9.5 
4-Chloropbcnol 4-CP 80.6 ± 3.8 111.1 ± 3.8 111.0 ± 3.8 
2.4-Dimethylpbenol 2,4-DMP 101.9 ± S.8 92.3 ± 5.8 88.2 ± 5.8 
4,6-Dinitroortbocresol 4.6-DNOC 110.2 ± 5.0 103.1 ± s.o 119.5 ± s.o 
4-Cb.loromctacrcsol 4-CMC 1073 ± 4.S 99.9 ± 4.5 113.0 ± 4.S 

2,4-Dicblorophenol 2,4-DCP I0S.S ± 3.3 96.3 ± 3.3 108.6 ± 3.3 
4-Cbloro-3,S-dimetbylpbenol 4-C-3,S-DMP 104.1 ± 2.S 94.3 ± 2.5 107.7 ± 2.S 
2,4,6-Tricbloropbenol 2,4,6-TCP 111.3 ± 3.8 101.S ± 3.8 102.7 ± 3.8 
Pentacbloropbenol PCP 96.7 ± 4.4 89.2 ± 4.4 112.5 ± 4.4 

• Cbronudograpbic cooditioos: w- (witb 1% acctic acid)-metbaool (70:30) fur 16rnin (isocratic), in=asing mctbaool in 24min; 8ow ratc: 
1 mL mio-1. Cooccolruioo of each add<d analyte: 2 µgg~I. 

j 
11 

1 
� 
@ 
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Fig. 4. Rc:ccwcries of phcoolic derivativcs from spikcd marine sediments after diffcrcnt srorage periods. 

analytes being more strongly bound to the matrix than !hose 
spi.ked due to longer conlact times. In order to study the age
ing effects, we applied the MAME procedure to a marine 
sediment (Taliarte harbour) 6 months alter the samples were 
spi.ked. Fig. 4 shows the recoveries obtained for fresb sam
ples and aged samples. We found sligbtly lower, but accept
able recoveries on ageing. Most compounds were extracted 
with a recovery >60"/o. 

A comparison between the results achleved with aged 
samples using different surfactants, polyoxyethylene-10-
lauryl ether and polyoxyethylene-9-lauryl ether, shows that 
wben the storage period is 3 months, tbese results are bigber 
than tbe results obtained with 6-month-old samples. It can be 
explained according to whether tbe analytes are incorporated 
by adsorption ( sbort periods) or by sequestration (Jonger pe

riod) (32]. Toe former phenomenon is involved at tbe early 
stages of sorption, wbere H-bonding and van der Waals 
forces prevail. 0n the other band, sequestration involves 
sorption at remole microsites within the soil matrix [33). 

4. Concln1lon1 

The results obtained in Ibis wru:k demonstrate tbat MAE
with a micellar mediom is a viable alternative to other ex
traction tecbniques. Tbe main advantages of MAME are 
sborter extraction times, bigber sarnple througbput and the 
use of organic solvents not being required, resulting in re
duced cost and toxicity. 

Toe metbodology developed allows tbe simple, fast and 
selective determination of phenolic derivatives, includíng 
eleven compounds considered priority pollutants by the EPA, 
in marine sediments. 
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Table 2. Nonlonic surfactants used in thls study and 
thelr cloud-point temperatures 

Surfactant 

Polyoxyethylene 6 lauryl ether 

Polyoxyethylene 9 lauryl ether 

Polyoxyethylene 1 O lauryl ether 

• Without NaCI. 
' With 5% (w/v) NaCI. 
' With 7.5% (w/v) NaCI. 

Cloud point, •e 

(C12Ee) 
(C12E9) 

(C12E10) 

so.o• 

86.6ª 

95.0ª 

so.ob 

65.0b 

75.0c 

Iisted in Table l. The concentration range of the calibration curves was between 100 and 1000 µg/L. 
Determination of Phenolic Compounds in Water 
Samples 

Befare analysis, seawater and depurated wastewater were successively passed through filters with different porosities 
(0.45 and 0.22 µm) and ultravíolet radiation to avoid the possible interference of microorganisrns. Solutions of I O mL containing 4 mL seawater or depurated wastewater were spiked with suitable amounts of phenolic derivatives and analyzed according to the established CPE method. Toe values reported are averages of triplicate determinations. 
Results and Discussion 

The phase diagrarn for the surfactants under study is shown in Figure l. The consolution curves show a sharp decrease in temperature up to a concentration of around 2% (v/v). These results are in line with those found for other polyoxyethylated nonionic surfactants, for which the cloud-point temperature increases as the length of the ethylene oxide moiety incre&$g¡.1 The presence of salts can alter the cloud-point mperature of aqueous surfactant solutions. In fact, ad · • (w/v) NaCI to the surfactant solutions decreases e éi-point temperatures. Table 2 surnmarizes the el t tempera-tures ofthe nonionic surfactants used, · i out NaCl. The volurne of the extraction laye on the nature ofthe surfactant and its concentrati The results ofthis study. índicate that the volurne of tant-rich phase in-creases as the surfactant con solution increases and the number of ethylene the use of C12E6 allows a does the use of the other 
eters can alter the extraction effi- f tíon factor ofthe CPE process (15). � following experimental factors were studied: § t ( ethylene oxide chain length), surfactant :.�-concentr on, uilibration time, pH, and ionic strength. : 

� ex ciency decreases when the surfactant molecule : = actant nature (ethylene oxide chain).-The 0 

bec re polar, that is, when the nurnber of ethylene ox- � 
Optimization of the Cloud-Point Process Aoieties present in the nonionic surfactant molecule in- f

� (16). The surfactants studied had the same alkyl group , The cloud-point temperature depends on the structure o�t a different number of ethylene oxide units; thus, the one j 

bthe surlidaifictaned tbandthon its concentraf tio1 n. Thdis tthemperaurliture
�
c�'V.th the fewest number of ethylene oxide moieties wil! extract J e mo 1 y e presence o sa ts an o er s ac salutes more effectively. Figure 2 shows the extraction per- � 

(1 l, 14). The effect ofthese factors on cloud-point effi centages for sorne phenolic derivatives of different polarities j was studied. 
o 
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Figure 1. Phase diagram for the surfactants studied. The region above the consolution curve is a 2-phase region, 2 L; L denotes the single isotropic solution region. 
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Figure 2. Dependence of the extraction percentage of sorne phenollc compounds on the number of ethylene oxide moleties present in a series of C12E1 nonionlc surfactants . 
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2 SANTANAET AL.: JOURNALOF AOAC lNTERNATIONAL VOL. 87, No. 1, 2004 Table 1. Phenollc derivativas, retention times, and wavelengths used in this study 
No. 

2 

3 

4 5 6 7 8 9 
10 
11 

12 
13 .. 

14 

15 

Compound 

Phenol 
4-Nitrophenol 

2,4-Dinitrophenol 
p.Cresol 

2-Nitrophenol 
2-Chlorophenol 

4-Chlorophenol 

2,4-Dlmethylphenol 

4,6-Dinitro-o-cresol 

4-Chloro-m-<:resol 

2,4,6-Trimethylphenol 
2,4-Dichlorophenol 

4-Chloro-3,5-dimethylphenol 
2,4,6-Tnchlorophenol 

Pentachlorophenol • t,. = retention time. 

Abbreviation 

PH 

4-NP 
2,4-DNP 

PC 

2-NP 
2-CP 

4-CP 

2,4-DMP 
4,6-DNOC 

4-CMC 
2,4,6-TMP 
2,4-DCP 

4-C-3,5-DMP 
2,4,6-TCP 

PCP 

J..,nm 

270 

·315 
270 

280 

280 
280 

280 

280 
270 

280 
280 

290 
280 
290 

303 

Mobile phase 1 

5.3 
8.7 

10.3 

10.3 
12.9 

14.0 

19.5 

tR,minª 

Mobile phase 2 

3.5 

� 

� 7.4 �::.�: s 
� ,p 

9

.

4 

""'t, :�:� 
.L1"\ ........ 0 13.3 
-v 38.2 17.5 

& ter. NaCI and LC-grade methanol were obtained from Panreac sur· �s calibrated for solutions with different amounts Quínúca S.A. (Barcelona, Spain). �f ;;s::_ The tubes were heated l Sº

C above the critica!Ali so\vents and analytes were filtered through a 0.45 µm ture for I O min and then centrifuged at 3500 rpm for nylon membrane filter, and ultrahigh-quality water obtained · . · . from a water purification system was used throughout. Tab 
Extraction and Preconcentration 

Apparatus The LC system consisted of 2 Waters Mode fitted with a Rheodyne Mode\ 7725 injecto matographic S.A., Barcelona, Spain) with loop and a Waters Model 996 photodiode Iennium software from Waters was used to m and for data management The stationary- as a WatersNova-Pack Cl8,3.9x 150 mm i diam-eter. The analytical column and the mobil . ase reservoir were water-jacketed and thermos c lled at 25 ± 1 ºC with a circulating bath. A thermostat-controll on Model 200) and a centrifuge (Mixtasel) fr Seli�ll"3 celona, Spain) were also used. 
The cloud poin nt surfactant solutions were determined by v · ture 5°C every 1 O min until phase separation observed. Toe phase diagrams or consolution curves obtained by measuring the cloud-point temperature as a function of surfactant concentration. 
Ratio of Phases The ratio of the volume of the aqueous phase (V wl to the volume of the surfactant-rich phase (V,), V .,/V,, was mea-

Aliquots (10 mL) ofthe analytes with different surfactants in NaCI aqueous so\ution were kept in a controlled-temperature bath. The pH was adjusted by adding 1 % acetic acid. Separation of the 2 phases was achieved by centrifuging at 192lx g for 5 min. To determine the extraction percentage, after phase separation, 0.5 mL methanol and water were added to the surfactant-rich phase until the initial volume was obtained, and 20 µL of this solution was injected into the LC system. 
Liquid Chromatography with UV Detection 1\vo mobHe phases were used. The eluant used to separate the mixture of 14 phenolic derivatives (mixture \) was methanol-water(with 1% acetic acid; 30+ 70) for 16 min (isocratic) to 100% methanol in 24 min (mobile phase 1 ). The eluant used to separate the mixture of 8 chlorophenols (mixture 2) was methanol-water (with 1% acetic acid; 40 + 60) up to 100% methanol in 20 min (mobile phase 2). In both instances, the flow rate was 1 mUmin. The compounds under study were separated and determined by directly injecting 20 µL solution into the liquid chromatograph and measuring the absorbance of each analyte at the appropriate maximum wavelength. The retention time and the wavelength for each compound and mobile phase are 

.VP, Author's Galley © Copyright 2003 by AOAC INTERNATIONAL. This proof is NOT for further distribution. 
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Table 2. Nonlonic surfactants used in thls study and 
their cloud-point temperatures 

Surfactant 

Polyoxyelhylene 6 lauryl elher 

Polyoxyethylene 9 lauryl ether 

Polyoxyethyfene 1 O lauryl ether 

'WllhoutNaCI. 
• Wilh 5% (w/v) NaCI. 
• Wrth 7.5% (w/v) NaCI. 

Cloud point, •e 

(C12Es) so.o• so.o
b 

(C12E9) 86.6ª 65.0b 

(C12E10) 95.0ª 
75.0

º 

listed in Table 1. The concentration range of the calibration curves was between 100 and 1000 µg/L. 
Determination of Pheno/ic Compounds in Water 
Samples 

Before analysis, seawater and depurated wastewater were successively passed through filters with different porosities (0.45 and 0.22 µm) and ultraviolet radiation to avoid the possible interference of microorganisms. Solutions of 1 O mL containing 4 mL seawater or depurated wastewater were spiked with S\Utable amounts ofphenolic derivatives and analyzed acconling to the established CPE metbod. Toe values reported are averages of triplicate detenninations. 
Results and Discussion 

The phase diagram for the surfactants under study is shown in Figure J. The consolution curves show a sharp decrease in temperature up to a concentration of around 2% (v/v). These result,s are in line witb tbose found for other polyoxyethylated nonionic surfactants, for which the cloud-point temperature increases as the lengtb ofthe ethylene oxide moiety incteisgs:1 The presence of sa!ts can alter the cloud-point mperature of aqueous surfactant solutions. In fact, ad · 0 (w/v) NaC! to the surfactant solutions decreases e d-point temperatures. Table 2 surnmarizes the el - · t temperatures ofthe nonionic surfactants used, · an i out NaCI. Toe volurne of the extraction laye e ofthe surfactant and its concentrad study. indicate that the volurne of creases as the surfactant con and the number of ethylene the use of C 12E6 allows a ,.,_, ,, .• �does the use ofthe other 
. ...:-�r.;;,.,..ll!:...eters can alter the extraction effition factor of the CPE process (1 S). e following experimental factors were studied: l!l t ( ethylene oxide chain lengtb), surfactant � concentr on, uilibration time, pH, and ionic strength. Í 

ex ciency decreases when the surfactant molecule 11= actant nature (ethylene oxide chain).-The ) 

beco e polar, that is, when the number of ethylene ox-j 
Optímizatíon ofthe Cloud-Poínt Process �ieties present in tbe nonionic surfactant molecule in-� 

� (16). The surfactants studied had the same alkyl group� The cloud-point temperature depends on the structure o� a different nurnber of ethylene oxide units; thus, the one� tbe surfactant and on its concentration. This temperature �"V,th the fewest nurnber of ethylene oxide moieties will extracti be modified by the presence of salts and other surfat(. solutes more effectively. Figure 2 shows the extraction per-f ( 11, 14). The effect of these factors on cloud-point effi centages for sorne phenolic derivatives of different polaritiesi 
�� � 1 

c-'\":-' g

i 140 

120 

40 

� 

L .__ ________ c,,e. 

2 3 4 1 % (V/V) Surfac<an1 •1
Figure 1. Phase diagram for the surfactants studied. 
The region above the consolution curve Is a 2-phase re
gion, 2 L; L denotes the single isotropic solution 
region. 

100 

50 

25 .¡_.----------�-----� 

6 12 

Ethylene oxide cbaiJI leogth 

Figure 2. Dependence of the extraction percentage of 
sorne phenollc compounds on the number of ethylene 
oxide moleties present in a series of C12E1 nonionlc 
surfactants. 

, VP, Author's Galley © Copyright 2003 by AOAC INTERNATIONAL. This prooí is NOT for further distrlbution. 
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cc,,i;, 

100 ■e,,¡¡, 

2S 

o 

Figure 3. Extractlon percentages obtalned for 
ehlorophenols by using the 3 surfaetants studled. 

increased from 1 to 3% (v/v), whereas a smaller increase was ob
served between 3 and 5% {v/v). 

Once the conditions were optimized, the CPE was applied to 
a mixture of8 chlorophenols to compare the extractant capabil
ity of the 3 surfactants uncler study. Figure 3 shows the extrac
tion percentages obtained for each compound with the 3 surfac
tants tested. Although the recovery percentag

�
s ar airly g9od 

in most cases, C12E6 appears to be the best e . . Fig 3 
Optimization ofthe Preconcentration to · 

For C121½ and C 12E10, a surfactant tration of be-
tween 3 and S% (v/v) needs to be use n satisfactory 
recovery percentages. Under conditions, a 
surfactant-rich phase volwne of ately 1 mL is ob-
tained, and a preconcentratio I O times could be 
reached. However, up to 2 ffií!lfflllla�l and water needs to be 
added to the surfactant-ric. e reduce its viscosity. This 
allows ali the componen m re 1 to be satisfactorily sep-
arated, with a precou.c�•lnJ;,n factor of 5. To achieve a 
greater preconcen��-�or of sorne phenolic derivatives, 
we prepared. a ontaining 8 chlorophenols (mix-
ture 2). To ex et concentrate this mixture, we needed 
only to dil it to a final volwne of 1 mL. Then a 

tor of 10 was obtained. 
such as PH and 2-CP, the most polar compounds, and 2,4-DCP 
and 2,4,6-TCP, more hydrophobic solutes, at a surfactant coil-
centration of 5% (v/v). In fact, the recovery percentage of each use of C 12E6 requires a lower surfactant coa-
analyte increased when the ethylene oxide chain length ofthe -¡,-¡¡ri\'lt 1 % (v/v), to achieve reasonable recovery 
surfactant decreased. It was found that this behavior was the per This all�ws greater preconc�tration fa7tors be-

ti u ds tud' d 'ndependent ofpolari""'' 2· cause oncentratJ.on ofthe surfactant-nch phase 1s lower. same or ª compoun 5 te • 1 •rlg "'°.25 mL of methanol has been added to reduce the vis-
Ejfe�t of equil�ra�on time.-Th: time 1:hªt th� analytes . · _ � the analytes present in both mixtures can be 

have to mteract WI� m1celles and get mto the1r core is another�concentrated with a preconcentration factor of 20 when
factor that greatly influences the recovery percentage ( 17). l� surfactant concentration is used. 
the case ofthe most hydrophobic solutes, the extractio� . 
centages were essentially the same for all surfactants � 

LC Analysts 

time range studied. With respect to the more p
5:

lar o . Mixture ¡ was separated by using a methaaol-water gradient: 
nents, the C12E.I and C121½ surfactants required a s  · e isocratic elution was perfonned for 16 min with methanol-water 
period to extrae! the analytes. . 

Effect ofíonic strength.-The addition of aa
E=

· facil-
ítate the phase separation process for sorne · t 
systems, because it increases the density oftdk us phase 
( 6, 18, 19). It has beea reported that increases -,.,nic strength, at 
low salt concentrations, did not · e ge the extraction 
of ana1ytes when the CPE tecbniqw¡ (20). Nevertheless, 
tire results obtained in our study, in the addition ofhigher 
salt concentrations, in a range bil!A._1!!11-.,�ld 12.5%, increases the 
extraction of analytes aad · is greater in the case of the 
more polar sotutes. 

Effect of suifactant ne tion.-This study shows that 
the recoveiy percen es o all the analytes studied increase as 
the surfactailt con

� 
increases. More specificalty, it was 

observed that in 1h of the more bydrophobic salutes, such 
as 2, 4,6-TCP, it was ible to obtain recoveries betweea 75 and 
100% when the surfactant concentration was >1% (v/v) and 
C12Ec; and C121½ were the extractants; however, only a C12E10 
concentration of>3% (v/v) resulted in these same recoveiy val
ues. For more polar solures, such as PH, a greater increase in the 
recoveries was obtained when the surfactant concentration was 

Figure 4. Elutlon of mixture 1 (14 phenols), contalning 
each phenol at 0.8 mg/L. The ehromatographic condi
tlons are as deserlbed In the text, and the peak 
identltles are glven In Table 1. 

. VP, Author 's Galley © Copyright 2003 by AOAC INTERNATIONAL. Thls proof Is NOT for further distrlbution • 



Table 3. Analytical characteristics of the methodª 

Compound 

PH 
4-NP 

2,4-DNP 
PC 
2-NP 

2-CP 
4-CPd 

2,4-DMP 
4,6-DNOC 
4-CMC 

2,4,6-TMP 
2,4-DCP 

4-C-3,5-DMP 

2,4,6-TCP 

PCP 

LOD, µg/Lb 

0.6 
1.0 

1.0 

2.5 
1.7 
2.5 
2.5 

2.0 
1.3 
1.4 

3.5 

2.5 

3.0 

2.7 
3.0 

• Chromatographic conditions: mobile phase 1. 
• Preconcentration factor of 20. 
ª n = 6. 

• Chromatographlc conditions: mobile phase 2. 

RSD,o/o" 

7.41 
5.25 

6.20 

4.56 
6.35 

7.23 

6.22 

6.41 
6.74 
4.26 

7.30 
7.31 

2.25 
7.65 

5.30 
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(with 1 % acetic acid; 30 + 70) to achieve the separation of the 
first 6 phenols; after that, the more hydrophobié phenols were 
eluted by a step gradient to 100% methanol in 24 min. Toe 
chomatogram obtained for this mixture of phenols by using 
C12E6 as the extractant (Figure 4) shows that these mobile phases 
allow good separation ofthe analytes in a short time. Fig 4

For the separation of the 8 chlorophenols, · ture 2, the 
gradient profile was initially methanol-water acetic 
acid; 40 + 60), reaching 100% methanol at 

Analytical Applications 

Because C12E6 achieved the high 
tor for the analytes under study, 
determine the phenolic derivativ 

Toe corresponding calib 
obtained by duplicate inj 
surfactant concentration ), 5% (v/v) methanol, and 
the analyte concen

�
· · e range of 100-1000 µg/L. A 

linear relationship ed between peak areas and 
analyte concen

� 
th high correlation coefficients 

(0.999). Toe rela . dard deviation (RSD) was calculated 
for 6 samp� to 'ch the complete procedure (CPE, 
preconcen��d chromatographic separation) was ap
plied for Ampounds studied; values between 2.25 and 
7.65

�
1/o �) were obtained. Toe limits of detection 

(LO · shown in Table 3, were calculated as twice the 
noise each phenolic compound in an aqueous solution of 

º
tan and NaCI by using CPE methodology. These detec-

Table 4. Recovery of phenollc compounds from water�lth a standard certifled mixture and from seawater 
and depurated wastewater spiked with the phenollc d �;udied 

Compound 

PH 
4-NP 

2,4-DNP 
PC 

2-NP 
2-CP 
4-CP 
2,4-DMP 
4,6-DNOC 
4-CMC 
2,4,6-TMP 

2,4-DCP 
4-C-3,5-DMP 
2,4,6-TCP 

PCP 

• n= 3. 

�

-

� 
6.0 

� 
67.7 

o 7;6 
92.4 
99.8 

110.4 

73.0 

87.9 

• Spiked with a standard certified mixture. 
' Not determinad because of the high interference of the matnx . 

Mean recovery, %8 

Seawater Wastewater 

43.8 40.9 

70.5 79.0 

62.0 65.7 

67.6 _e 

56.5 67.6 
76.3 79.0 

102.4 114.8 

72.9 _e 

85.7 72.0 
100.0 101.2 

103.1 _e 

101.3 104.9 

100.1 108.5 

82.9 87.2 

102.1 99.9 

. VP, Author's Galley © Copyright 2003 by AOAC INTERNATIONAL. Tbis proof is NOT for further distribution. 
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tion limits are within the range required in the analysls of 
surface waters for these compounds. Tab 3 
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ABSTRACT 

A new and fast method for the determination of priority phenols in marine sediment 

samples by HPLC using microwave assisted micellar extraction (MAME) was optimised. This 

study was carried out using the non-ionic surfactants Polyoxyethylene 9 lauryl ether 

(Polidocanol) and Genapol X-080 as extractants. Parameters studied included surfactant 

concentration, solution pH, extraction time and power. Once the method was optimised, it was 

applied to different spiked marine sediments from ofthe Canary Islands coastlines (Spain). The 

results obtained indicate that a power irradiation of 500 W for 2 minutes achieved the best 

extraction efficiency of about 100 % recovery and less than 1 O.% RSD. Detection limits were 

obtained in the 2-20 µg.g"1 range for the phenols studied. Finally, the proposed method provides 

a simple, fast and organic solvent-free procedure to analyse phenols from marine sediment 

samples. 

Keywords: Phenols; Extraction methods; Microwave assisted micellar extraction; Marine 

Sediments. 
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INTRODUCTION 

Phenolic compounds are wide\y involved in commercial applications, such as coa! 

conversion, petroleum refining, paper manufacturing, dye synthesis and photo processing (1,2]. 

They also have substantia\ applications in agriculture as herbicides, insecticides and fungicides. 

As a result, they are often found in waters (3-5], soils (6] and sediments (6, 7]. However, 

phenolic compounds are not only generated by human activity, they are also formed naturally, 

e.g., during the decomposition of leaves or wood (8]. Due to the widespread presence of

phenolic compounds in our environment and their high toxicity (9], many phenolic compounds 

are listed as US Environmental Protection Agency (EPA) priority pollutants (1 O]. Due to the 

increasing concem to human health, efforts have been devoted to quantitating phenols from 

environmental samples, such as waste water, sea water, ashes, sediments and soils (11-17]. 

High-performance liquid chromatography (HPLC) is frequently used for the analysis of 

phenolic compounds because, unlike in gas chromatography (CG) no derivatization of 

compounds is needed.(18]. A extraction step is required prior to their determination. 

The extraction of organic pollutants from solid samples requires the use of organic 

solvents, which compete in the release ofthe analytes retained owing to the high activity ofthe 

matrix. The most frequently used methods for the extraction of organic pollutants from that type 

of samples are the Soxhlet extraction and the use of an ultrasonic bath. Traditional methods use 

large volumes of solvents under aggressive shaking and/or temperature conditions. Soxhlet 

extraction is particularly suitable for this type of pollutants that are strongly adsorbed on 

matrices but requires long extraction times and the use of large volumes of frequently toxics 

solvents. Moreover, it can degrade the analytes (19,20]. 

In the last few years, microware-assisted extraction (MAE) has became a viable 

alternative to the conventional techniques and exhibits many substantial improvements in 

analytical sample preparations, as it requires much lower volumes of organic solvent, reduces 

extraction time and increases sample throughput through extraction ofmultiple samples (21,22]. 

The number of procedures using extraction of organic compounds from environmental matrices 

by microwave energy has increased [23-25]. However, the organic solvents are used as 

3 



extractant in most of them. An altemative to these type of extractants would be the use of 

micellar systems. The extraction of organic compounds from solid samples using micellar 

medium offers advantages such as safety, cost, compatibility with aqueous-organic mobile 

phase in HPLC, etc. The micellar media have been applied to the extraction of severa! 

compounds present in different environments such as water samples, marine sediments and 

soils (26-30]. 

In this paper, we present a new and fast method for the determination of priority 

phenols in marine sediment samples by HPLC using microwave assisted micellar extraction. 

The optimisation of the variables that affect the extraction of these compounds from marine 

sediment samples using MAE with micellar medium as extractants were studied. The variables 

considered differ from one publication to another, but the most commonly studied are 

temperature, extraction time and power, solvent volume and concentration of different types of 

extracting solvents. Many ofthese studies made use of experimental design approaches for the 

optimisation of MAE procedures (31,32]. 

We used MAME (microwave assisted micellar extraction), for the extraction offifteen 

phenolic derivatives, including the eleven priority listed by EPA, from marine sediments using 

the non-ionic surfactants Polyoxyethylene 9 lauryl ether (Polidocanol) and Genapol X-080 as 

extractants. 

EXPERIMENTAL 

Reagents 

Phenolic compounds were obtained from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain) and their 

stock solutions (200 µg/mL) were prepared by dissolving appropriate amounts of the 

commercial products in methanol and stored in glass-stoppered bottles at 4°C. Appropiate 

volumes of the stocks were diluted with methanol to prepare more dilute solutions containing 

phenols at 50 µg/mL concentration. They are listed in Table 1 (numbers and abbreviations 

identify the compounds in figures). The standard certified mixture ofphenolic compounds nº X 

190103 was obtained from the Laboratories Dr. Ehrenstorfer GmbH (Germany) (provided by 
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Imatra, Barcelona, Spain).The non-ionic surfactants used in this study, Polyoxyethylene 9 lauryl 

ether (Polidocanol) and Genapol X-080, were obtained from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain) 

and prepared in de-ionised water. Methanol HPLC-grade was obtained from Panreac Química 

S.A. (Barcelona, Spain). 

Ali solvents and analytes were filtered through a 0.45 µm nylon membrane filter and 

ultra-high-quality water obtained by a Milli-Q (Millipore, USA) water purification system was 

used throughout. 

Apparatus 

The chromatograph system consists of two W aters pump 510 fitted with a W aters 

injector model Rheodyne 7725 i with a 20 µL sample loop and a Waters 996 Photodiode Array 

Detector. The system and the data management were controlled by Millenium software from 

Waters (Waters Cromatografía S.A. Barcelona, Spain). The stationary-phase column was a 

Waters Nova-Pack Cl8, 3.9 x 150 mm, 4 µm particle diameter. The analytical column and the 

mobile phase reservoir were water-jacketed and thermostated at 25 ± l º C with a circulating 

bath. 

The microwave oven used in this study was a Multiwave (Anton Paar, Graz, Austria) 

with a 6 EV AP rotor and 6 MFI 00 vessels (Anton Paar, Graz, Austria). 

Procedures 

Preparation of spiked sediments 

Marine sediments were collected from different parts ofthe Canary lslands coastline. 

After sieving, fractions of sediments with particle size under 0.3 mm, from Las Canteras beach 

(Gran Canaria lsland) and Jandía beach (Fuerteventura Island), and 0.1 mm, from Taliarte 

harbour, (Gran Canaria Island) were taken. These sediments were washed with purified water 

and dried in an oven. Uncontaminated sediments (blank samples) were previously analysed and 

then were spiked as follows: 2 g ofsediment was spiked with a volume ofthe phenols dissolved 

in methanol to obtain a concentration of each analyte at 2µg/g. The samples were then stored in 

the dark and air-dry at room temperature for 24 hours before analysis. 
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The aged spiked samples were prepared as follows: the mixture ofphenolic derivatives 

dissolved in 25 mL of methanol was added to 20 g of sediment. After it was mixed thoroughly, 

the sample was then stored at 4ºC for 3 months before the first extraction. The supematant 

solution was removed and analysed to determine the phenolic compounds concentration. The 

concentrations in the sediment were between 1.14 and 1.65 µg/g. It was assumed that the 

pheno1s were uniform1y distributed in the sample and that, as the sediment still retained residual 

moisture throughout the storage period, any analyte-matrix interactions would have occurred 

over the weathering period and to a similar extend to those in real contaminated sediments with 

similar properties. 

The results reported are the average oftriplicate measurements. 

Microwave assisted micellar extraction 

Once the sediment sample was transferred to the vessel, 4 mL ofthe surfactant solution 

were added and the sediment was subjected to the MAME process. After this, the vessels were 

allowed to cool down to room temperature, 10-15 minutes, before opening. The extracted 

solution was filtered with a 0,45 µm syringe-driven filter and transferred to a glass tube before 

injection. 

Effect of solution pH on the extraction 

In order to investigate the effect of solution pH in the extraction of phenolic 

compounds, 50 µL of acetic acid 100 %(v/v) or 50 µL of NaOH 25%(w/v) were added to the 

spiked sediment samples to obtained an acid or basic medium. Then the sediments were 

subjected to the MAME process. 

Liquid chromatography analysis with UV detection 

For the separation of the phenols mixture, the eluent used was water (with 1 % acetic 

acid)-methanol (70:30) for 16 minutes (isocratic), up to 100 % methanol for 24 minutes; the 

tlow-rate was 1 ml.min·'. 

The separation and determination of the compounds under study were performed by 

injecting 20 µL of extracts obtained into the liquid chromatograph and the absorbance for each 

analyte, corresponding to the wavelength maxima, was measured. The retention time and the 
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wavelength for each compound are listed in Table 1. The range of calibration curve 

concentration was between 100 and 1500 µg.L-1
• 

Statistica/ analysis 

Ali statistical tests (ANOV A, experimental design) were performed using Statgraphics 

plus software, version 4.0 (Manugistic, Rockville, MD, USA). 

RESUL TS AND DISCUSSION 

Optimisation of MAE conditions has b_een reported in severa) applications. Many 

studies have used factorial, central composite and orthogonal array designs to find optima) 

conditions [33]. 

In this study, the variables considered in the MAME optimisation process were 

surfactant concentration, surfactant volume, pH ofthe solution, the extraction time and power. 

Not ali the variables intluence in the same way on the extraction recoveries. As a result ofthis, 

those variables that are not mutually intluenced (their interaction is not statistically significant) 

were optimised sequentially. On the other hand, time and power are variables that are 

conditioned reciprocally; they were therefore studied using a factorial design. 

To optimise the MAME procedure, we choose marine sediments from Taliarte 

harbour. 

Surf actant volume 

In sorne cases solvent volume may be an important parameter for efficient extractions. 

The solvent volume must be sufficient to ensure ihat the entire sample is immersed [34]. The 

surfactant volume-sample amount ratio was investigated by varying the volume of surfactant 

and keeping the sample mass constant. We studied four different ratios: 2 mL, 4 mL, 8 mL and 

12 mL of surfactant solution and 2 g of sample. The results obtained for both surfactants 

showed that 2 mL is not enough to wet the sample; however, the recoveries achieved with the 

other solvent volumes were similar. Therefore, ifthe sample is full immersed in the solvent, an 

increase of the solvent volume does not seem to have any intluence on the extraction 

percentages. We choose 4 mL ofsurfactant for subsequent studies. 
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Surfactant concentration 

Four different concentrations for each surfactant, between 1 and 7.5% (v/v), were 

studied to establish the effect of this parameter on the extraction process. This initial study was 

carried out using a power of200 W and a time of2 minutes. Figure 1 shows the dependence of 

recoveries oftwo phenolic compounds, PH and 2,4-DCP, upon the surfactants concentration. A 

significant decrease on the recoveries was observed as the concentration ofGenapol X-080 was 

increased from 3,0 to 7,5 % (v/v). lt could be due to the fact that the solutions ofthis surfactant 

are more viscous than others at the same concentration so it will not contact the analytes as 

efficiently. 

When we used Polidocanol as extractant, the recoveries increased slightly with an 

increase of the surfactant concentration. For this surfactant, the highest recovery percentages 

were obtained with 5% (v/v) surfactant. Over this concentration the recoveries remained 

constant or decreased slightly. A concentration of2% (v/v) for Genapol X-080 and 5% (v/v) for 

Polidocanol were chosen to study the influence of microwave irradiation conditions, time and 

power, on the extraction process. 

SolutionpH 

When working with sediment samples, the extraction process might also be influenced 

by the pH. The pH of the extracting solution can alter the ionic form of the analytes under 

study. To investigate the effect of this parameter on the process, samples containing 2 g of 

sediment in an acid and basic medium were subjected to MAME using the surfactant 

concentration, the power and time which was mentioned aboYe. The results obtained, after 

analysing the extracted solutions, indicated that the basic medium slightly enhanced the 

extraction ofsome phenolic derivatives, such as phenol and 2-chlorophenol, while in the case of 

the most ofthem the pH solution had no effect on the recoveries. lt was therefore decided not to 

modify the initial pH ofthe solution. 

Optimisation of microwave irradiation conditions 

In closed vessels system, the chosen power setting depends on the number of samples 

to be extracted during one extraction run. The power must be chosen correctly to avoid 

excessive temperatures, which could lead to analyte degradation and overpressure inside the 
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vessels. This parameter is of prime importance in ensuring efficient extraction as it has to allow 

the diffusivity ofthe solvent into the internal parts ofthe matrix as well as enhanced desorption 

ofthe components from the active sites ofthe matrix. 

As in other extraction techniques, time is another parameter whose influence needs to 

be taken into account. Extraction times in MAE are very short compared to conventional 

techniques; often 10 minutes are sufficient, but even 3 minutes have been demonstrated to give 

full recovery for pesticides from soils and sediments [35,36]. 

The irradiation power and the irradiation· time of microwaves are two parameters that 

are interrelated, so their influence on the extraction were investigated using a factorial design. 

This model allows the direct evaluation of the variables considered. Moreover, the application 

of a statistical approach using a factorial design can both reduce the development time and 

provide less ambiguous data. We used a central composite design, 22 + star with three central 

points. The experimental design involving 11 runs, Table 2, was used as an approach to the 

response surface of the microwave extraction process [37]. Other variables involved in the 

extraction process were kept constant: surfactant concentration, 2% (v/v) for Genapol X-080 

and 5% (v/v) for Polidocanol, surfactant volume, 4 mL, and sediment amount, 2 g. The 

concentration ofphenolic compounds spiked was also kept constant: 2 µg/g. 

Fig.2a shows the response surface for PH using Polidocanol as extractant. This 

extraction model shows an increase in the amount of analyte extracted with the microwave 

power. A maximum in the region of high powers and low times for the extraction can be 

observed. Fig.2b shows the response surface for PH using Genapol X-080. In this case, it can be 

observed that the higher recoveries are also obtained in the region of high powers and low 

times, decreasing gradually the extraction percentages at longer times. Response surfaces 

modelled for the other phenols lead to the same conclusions. 

In accordance with these results, we therefore choose an irradiation power of 500 W 

and an extraction time of 2 minutes as the best irradiation conditions. 

liquid c/1romatograp/1ic analysis 

The analysis of the extracted samples was carried out using high performance liquid 

chromatography with UV detection. The chromatogram obtained for the mixture of phenols 
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extracted of spiked sediment from Jandia Beach using Genapol X-080 as extractant is shown in 

Fig.3. The chromatogram obtained with Polidocanol is similar. lt can be observed that this 

mobile phase allows a good separation of analytes, with both surfactants used, and a short 

analysis time. 

The corresponding calibration curves in both surfactants were obtained by duplicate 

injection of the sample containing a surfactant concentration of 2% (v/v) of Polidocanol and 

Genapol X-080 and the corresponding analyte concentration. Concentrations ranged between 

100 and 1500 µg.L·'. A linear relationship was obtained between peak areas and the analyte 

concentrations, with high correlation coefficients (0.995). The relative standard deviations were 

calculated for six samples, to which the MAME process was applied and are shown in Table 3, 

together with detection limit values. The results obtained indicate standard deviation values 

lower than 1 O %. The detection limits [38] were calculated as twice the noise for each phenolic 

compound and vary between 2 and 20 µg.L- 1 for ali compounds studied. 

Once the MAME conditions were optimised, the sediment was spiked with a standard 

certified mixture of the eleven phenols considered priority pollutants by the EPA. The 

extraction procedure was applied to test the validity of the proposed method. The results 

obtained are shown in Table 4, where we can observe the high degree of accordance with the 

certified values in the case of both studied surfactants. Only in the case of 2,4-DMP, the 

recoveries are lower but it is in line with the results obtained in other studies: the presence of 

methyl groups in the analyte inhibits the extraction [24]. 

Analytical Applications 

Three different sediment samples from the Canary Islands coast were spiked with the 

mixture of fifteen phenols: Taliarte harbour, Las Canteras beach and Jandía beach. These 

samples have different characteristics: particle size, organic matter, carbonates amount and 

ferrous materials. The selected concentration leve! for spiking was the one typical of acute 

pollution events that may occur in industrial sites [39]. The sediments were spiked 24 h before 

extraction. Table 5 shows the recoveries obtained in the extraction of these compounds in the 

three types of sediments using Polidocanol and Genapol X-080. lt can be observed that the 
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recoveries percentages, for the analytes under study, are better when we use Polidocanol as 

extractant. In the case of Taliarte sediment, sorne phenols, those which have methyl groups, 

have lower recoveries. This type of sediment has a lower particle size and a higher amount of 

organic matter. Electrostatic interactions can take place between the organic matter and the 

alkylphenols [24]. As a result of this, this type of analytes is more strongly retained in the 

sediment. 

When we use Genapol X-080 to extract the phenolic compounds from the sediment, 

the recoveries obtained are lower than those achieved with Polidocanol. As we have explained 

above, this surfactant is more viscous than Polidocanol and it could not contact the analytes as 

efficiently. The values achieved for the sediment from Jandía beach are lower for most of the 

analytes studied. The main difference between this type of sediment and the others is a higher 

amount of carbonates and lower ferrous materials. 

Decreasing recoveries resulting from aging of matrices is a well-known phenomenon 

[40]. The analytes present in the recent sediments are more easily extracted than those that have 

had a longer contact time. lt can be explained according to whether the analytes are 

incorporated by adsorption (short periods) or by sequestration (longer periods) [41]. The former 

phenomenon is involved at the early stages of sorption, where H-bonding and Van der Waals 

forces prevail. On the other hand, sequestration involves sorption at remote microsites within 

the soil matrix [ 42]. 

In order to study the aging effects, we applied the MAME procedure to marine 

sediment (Taliarte harbour) three and six months after the samples were spiked. Fig. 4 shows 

the recoveries obtained for fresh and aged samples using Polidocanol as extractant. The results 

obtained show that the recoveries decrease as the time of contact between the matrices and the 

analytes increases, except for PCP. In this way, we can observe that for samples aged for three 

months, this decreasíng is low (recoveries higher 70% are obtaíned for thirteen phenolic 

derivatives), whereas only ten compounds have recoveries above 50% in the case ofsix months. 

Although, in general, the recoveries obtained for aged samples are lower than those achieved 
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for fresh samples, the proposed method can be applied to detect the presence of this type of 

compound in marine sediments. 

CONCLUSIONS 

In this paper, the determination of phenolic compounds in marine sediments by 

MAME with HPLC and UV detection has been described .The optima) conditions have 

been established. As can be seen from the results, the applicability of the proposed method 

provides a viable alternative to other extraction techniques. The rnain advantages ofMAME are 

shorter extraction times, higher sample throughput and organic-free solvents, which result in 

reduced cost and toxicity. 

The methodology developed allows the simple, fast and selective determination of 

phenolic derivatives, including the eleven compounds considered priority pollutants by the 

EPA, in marine sediments. 
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Table 1.- List ofphenolic derivatives, retention times and wavelenghts. 

N
º Compound Abbrevation t..(nm) ta (mio) 

Phenol PH 270 5.3 

2 4-N itropheno 1 4 NP 315 8.7 

3 2,4-Dinitrophenol 2,4-DNP 270 10.3 

4 Para-Creso! PC 280 11.9 

5 2-Nitrophenol 2-NP 280 12.9 

6 2-Chlorophenol 2-CP 280 14.0 

7 4-Chlorophenol 4-CP 280 19.5 

8 2,4-Dimethylphenol 2,4-DMP 280 24.7 

9 4,6-Dinitro-ortho-Cresol 4,6-DNOC 270 25.3 

10 4-Chloro-meta-Cresol 4-CMC 280 28.1 

11 2,4,6-Trimethylphenol 2,4,6-TMP 280 29.1 

12 2,4-Dichlorophenol 2,4-DCP 290 29.4 

13 4-Chloro-3,5-Dimethylphenol 4-C-3,5-DMP 280 31.4 

14 2,4,6-Trichlorophenol 2,4,6-TCP 290 33.0 

15 Pentachlorophenol PCP 303 38.2 



Table 2.- Design matrix in the screening design. 

Run Power(W) Time (min) 

1 100 2 

2 100 8 

3 100 14 

4 300 2 

5 300 8 

6 300 8 

7 300 8 

8 300 14 

9 500 2 

10 500 8 

11 500 14 



Table 3.-Analytical characteristics ofthe method. 

LOD (µg/L) RSDª (%) 
Compound 

Polidocanol 
Genapol 

Polidocanol 
Genapol 

X-080 X-080

PH 5 13 3,8 5, I 

4NP 2 3 1,3 1,1 

2,4-DNP 3 3 2,0 2,9 

PC 10 11 9,9 9,6 

2-NP 3 4 4,6 5,0 

2-CP 9 10 9,5 7,9 

4-CP 12 17 2,7 4,8 

2,4-DMP 8 11 2,6 5,7 

4,6-DNOC 2 3 3,2 4,7 

4-CMC 5 16 4,1 3,9 

2,4,6-TMP 5 .15 9, 1 9,5 

2,4-DCP 5 15 5,7 5,0 

4-C-3,5-DMP 6 19 5,6 4,3 

2,4,6-TCP 4 14 6,2 5,1 

PCP 10 20 5,8 5,0 

ª RSD: Relative Standard Deviation (n = 6). 



Table 4.- Determination ofphenolic derivatives in sediment 
spiked with certified standard mixtureª. 

Amount found (µg.g- ) . 

Compound 
Polidocanol 

PH 2,18 

4NP 2,07 

2,4-DNP 1,75 

2-NP 1,81 

2-CP 1,75 

2,4-DMP 1,20 

4,6-DNOC 1,76 

4-CMC 1,84 

2,4-DCP 1,90 

2,4,6-TCP 2,06 

PCP 1,92 

ª Amound added of each analyte: 2 µg.g- 1• 
b Mean of three determinations. 

Genapol X-080 

1,95 

2,01 

2,20 

2,25 

2,08 

1,03 

2,03 

1,83 

1,80 

2,03 

1,76 



Table 5.- Determination ofphenolic derivatives mixture in different types ofmarine sedimentsª. 

Recovery (% t 

Compounds Polidocanol Genapol X-080 

Las Canteras Jandía Taliarte Las Canteras Jandía Taliarte 

PH 111, 1 101,9 100,2 86,0 73,0 78,1 

4-NP 113,9 107,5 106,8 88,9 82,4 88,0 

2,4-DNP 117,1 110,5 110,3 99,5 92,9 101,2 

PC 101,3 98,1 90,7 85,6 71,3 88,6 

2-NP 103,6 97,4 101,8 97,3 82,3 97,6 

2-CP 88,9 89,7 95,8 94,2 67,l 93,4 

4-CP 114,4 107,2 105,9 49,4 59,2 65,9 

2,4-DMP 104,2 96,4 69,4 79,4 67,3 70,7 

4,6-DNOC 114,9 107,8 107,8 97,0 83,7 98,7 

4-CMC 107,4 99,6 101,3 92,2 71, l 85,7 

2,4,6-TMP 79,4 82,1 1{9 75,7 58,3 23,7 
2,4-DCP 117,4 99,3 103,3 83,3 64,8 87,7 

4-C-3,5-DMP 100,7 90,7 95,2 82,0 61,3 78,6 
2,4,6-TCP 108,3 100,6 107,3 97,0 86,4 l 01, l

PCP 94,9 97,9 97,9 71,1 58,3 99,4
ª Chromatographic conditions: water (with 1% acetic acid)-methanol (70:30) in 16 minutes (isocratic), 
up to 100 % methanol in 24 minutes; flow-rate l mL.min· 1

• Amount added ofeach analyte 2µg.g· 1
• 

bMean of three determinations. 



FIGURE CAPTION 

Figure 1. Influence of the surfactant concentration (Genapol X-080, solid lines; 

Polidocanol, dashed lines) on the recovery percentages of sorne phenolic 

compounds. 

Figure 2. Response surface for Phenol, estimated by the central composite design. 

a) Polidocanol; b) Genapol X-080.

Figure 3. Elution ofa mixture offithteen phenolic derivatives extracted ofspiked sediment 

from Jandia Beach using Genapol X-080 as extractant. Chromatographic 

conditions as described in the text. The numbering refers to table 1. 

Figure 4. Recoveries of phenolic compounds from fresh and aged samples using 

Polidocanol. 
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ABSTRACT 

A non-ionic surfactant, Polyoxyethylene I O Lauryl Ether (POLE), was used for the 

microwave-assisted extraction (MAE) of priority phenolic compounds from soil samples. A central 

composite design was applied to optimize the extraction parameters, that is to say, time and power. 

Under the optimized conditions, the method was applied to different soil samples in order to analyze 

the intluence of soil characteristics on the phenol extraction. Results demonstrated that most of these 

compounds can be recovered in good yields (higher than 80 %) from the soils investigated. The 

standard deviation is lower than 9% (n= 6) for most analytes. Validation ofthe method by analyzing a 

reference soil sample containing 8 phenols and a comparison with Soxhlet extraction are also reported. 

Keywords: Phenols, Micellar medium, Extraction methods, Microwave, Soils, High Performance 

Liquid Chromatography. 
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INTRODUCTION 

Phenolic compounds are prevalent in environmental waters and soils due to their widespread 

use in industrial processes. 1 These compounds are generated in the production of plastic, dyes, drugs, 

pesticides, antioxidants and paper, and in the petrochemical industry.2 Pentachlorophenol (PCP) is 

used as a wood preservative.3 Furthermore, common pesticides, such as lindano and 

hexachlorobenzene, can be metabolized to PCP by plants, animals and microorganisms. Phenol is 

generated from Iignin degradation in paper production
4 and chlorophenols can be generated from 

phenols as the result of chlorinating drinking water. Nitrophenols are formed photochemically in the 

atmosphere from vehicle exhaust.5 As a result of years of use, these compounds have contaminated 

soils, surface waters, groundwaters and affected fish populations. 

Phenolic compounds can cause toxicity, persistence and bioaccumulation effects in animal 

and vegetable organisms and may be dangerous for human health. Phenols have been included in the 

US Environmental Protection Agency (EPA) list of priority pollutants due to their toxicity.
6 

Furthermore, the European Union (EU) has classified severa! phenols as priority contaminants.7 

Determination of phenols from contaminated soil is required to evaluate the extent of 

pollution and to apply the best soil remediation technology. The extraction step has so far been 

performed following the official methods issued by national and intemational environmental protection 

agencies, such as the EPA 3500 B and lntemational Organization for Standardization (ISO) TC 

190/SC3/WG6 methods. These require the use of relatively large volumes of organic solvents and 

there is therefore great concern regarding their negative environmental effects and their disposal. 

Moreover, the procedures involved in the extraction of phenols from soil samples (e.g. Soxhlet) are 

usually lengthy, non-selective and they entail a great deal of sample handling, which increases the 

risk of errors. 
8
·
9 

Recent concerns, about the hazardous nature and environmental dangers of organic solvents 

applied in environmental sample preparations, have led to the development of severa! extraction 

techniques that are free of organic solvents or only use low volumes of these solvents, such as so lid 

phase microextraction (SPME), supercritical fluid extraction (SFE), subcritical water extraction 

(SBWE) and microwave-assisted extraction (MAE). 10
•
14 
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The latter, MAE, which had been successfully applied to the extraction of organic 

compounds from soil, sediments, plants and animal tissues, 15
º

18 needs less organic solvent and a shorter 

extraction time than traditional extraction methods. In general, the compounds can be extracted more 

selectively and more quickly with similar or better recoveries in comparison with conventional 

extraction processes. 17 

However, there are severa! disadvantages to using organic solvent for MAE. First, most 

organic solvents may be dangerous to the operators and may result in environmental pollution due to 

waste solvent disposal. Secondly, the organic solvent should generally be capable of absorbing the 

microwave energy. In sorne cases, a material must be added to absorb the energy and transfer it to the 

sample. This could mostly be achieved by adding water to the sample matrix. 19 Moreover, organic 

solvent at a relatively high temperature and pressure may corrode the equipment.20 

The use of micellar system to substitute the organic solvents as extractant in MAE solves 

severa! problems caused by these solvents. Therefore, microwave-assisted extraction with micellar 

medium, MAME, seems to be a viable alternative to other extraction techniques. The main advantages 

are a shorter extraction time, a reduction in the amount of sample required for the analysis, higher 

sample throughput, less cost and great safety, as it does not require the use of hazardous organic 

solvents. 

The aim of this study was to optimize the MAME process with the non-ionic surfactant 

polyoxyethylene I O lauryl ether, POLE, by applying a central composite design and its application to 

the extraction of phenolic compounds. We studied the extraction· of phenols from various types of soils 

with a view to analyzing the influence of soil organic matter and pH on the desorption of phenols. 

Fifteen phenolic compounds, including the priority, and three different types of soil were used. 

EXPERIMENTAL 

Reagents 

Phenolic compounds were obtained from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain) and prepared by 

dissolving appropriate amounts of the commercial products in methanol to obtain a concentration of 

200 µg.L"1
• Working solutions were prepared by further diluting these concentrations. The phenolic 

compounds are listed in Table I (numbers and abbreviations identify the compounds in figures). The 
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certified reference soil with phenolic compounds was obtained from Resource Technology Corporation 

(provided by LGC Promochem, Barcelona, Spain).The non-ionic surfactant used in this study, 

Polyoxyethylene 10 lauryl ether (POLE), was obtained from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain) and 

prepared in deionized water. Methanol HPLC-grade was obtained from Panreac Química S.A. 

(Barcelona, Spain). 

Ali the solvents and analytes were filtered through a 0.45 µm nylon membrane filter and ultra

high-quality water obtained from a water purification system was used throughout. 

Apparatus 

The chromatograph system consists oftwo Waters pump 510 fitted with a Waters Rheodyne 

7725 i injector, with a 20 µL sample loop and a Waters 996 Photodiode Array Detector. The system 

and the data management were controlled by Millenium software from Waters (Waters Cromatografía 

S.A. Barcelona, Spain). The stationary-phase column was a Waters Nova-Pack Cl 8, 3.9 x 150 mm, 4 

µm particle diameter. The analytical column and the mobile phase reservoir were water-jacketed and 

thermostated at 25 ± 1 º C with a circulating bath. 

The microwave oven used in this study was a Multiwave (Anton Paar, Graz, Austria) with a 6 

EVAP rotor and 6 MFI00 vessels (Anton Paar, Graz, Austria). 

Procedures 

Soil characteristics 

The soil samples were air-dried at room temperature for more than 2 weeks and sifted to a 

particle size of less than 0.3 mm. To determine the soil pH, 5 g of each soil was mixed with 20 mL of 

distilled water; the slurry was stirred and then allowed to separate before the surpernatant pH was 

measured potentiometrically. Toe organic matter content was determined by the Sauerlandt method 

( organic matter oxidation by potasic dichromate and sulphuric acid). 

In order to study the influence of soil pH and organic matter in the extraction of phenols, three 

different soil samples were chosen from two gardens and a pine forest. Characteristics of the soils are 

given in Table 2. 
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Preparation o/ spiked soi/s 

Phenols-free soil samples were collected from different locations on Gran Canaria (Canary 

Islands). After sieving, soil fractions with particle size under 0.3 mm were taken. These samples were 

air-dried at room temperature. These sediment samples were spiked as follows: to optimize the 

method, 2 g of each soil was spiked with a volume of a chlorophenol solution to obtain a concentration 

of each analyte at 2µg/g. The same amount of soil was spiked with a solution of fifteen phenolic 

derivatives to obtain a final concentration of 4µg/g for analytical applications. The samples were then 

stored in the dark at room temperature for 24 hours before analysis. 

The samples identified as "aged" samples were spiked with the mixture of phenolic 

derivatives to obtain a concentration of each analyte at 4µg/g. The samples were stored in a 

refrigerator at 4ºC for 1 week, 2 weeks, 4 weeks and 8 weeks. It was assumed that the phenols were 

uniformly distributed in the sample and that, as the sediment still retained residual moisture throughout 

the storage period, any analyte-matrix interactions would have occurred over the weathering period 

and to a similar extend to those in real contaminated sediments with similar properties. 

Microwave assisted micellar extraction 

Once the sediment sample was transferred to the vessel, 8 mL ofthe surfactant solution with a 

concentration of 5 % (v/v) were added and the sediment was subjected to the MAME process. The 

vessels were then allowed to cool down to room temperature, 1 O� 15 minutes, before being opened. The 

extracted solution was filtered with a 0,45 µm syringe-driven filter and transferred to a glass tube 

before injection. 

Liquid chromatography analysis with UV detection 

The analysis of the extracted samples was carried out using high performance liquid 

chromatography with UV detection. The separation and determination of the compounds under study 

were performed by injecting 20 µL of extracts obtained into the liquid chromatograph and the 

absorbance for each analyte, corresponding to the wavelength maxima, was then measured. The 

retention time and the wavelength for each compound are listed in Table 1. The eluent used for the 

separation of the fifteen phenols mixture was water (with 1 % acetic acid)-methanol (70:30) for 16 
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minutes (isocratic), up to 100 % methanol for 24 minutes. The eluent used for the separation ofthe 

eight chlorophenol mixture was methanol-water ( 40:60) up to l 00 % methanol for 20 minutes. In both 

instances, the flow-rate was l ml.min-1
• The range of calibration curve concentration was between l 00-

2000 µg.L·' and 100-1200 µgr', respectively. These curves were obtained by duplicate injection of 

the solution containing 2% (v/v) Polyoxyethylene JO lauryl ether, 5% (v/v) methanol and the 

correspondíng analyte concentratíon. A linear relationship was obtained between peak areas and the 

analyte concentrations, with high correlation coefficients (0.995). 

Soxh/et extraction 

The fresh and aged samples were Soxhlet extracted during 16 h using 70 mL of acetone

hexane (1: l ). After the extraction step, the extract was evaporated to dryness using a rotary evaporator, 

dissolved in methanol and analysed by HPLC. 

Statistica/ analysis 

Ali statistical tests (ANOV A, experimental design) were performed using Statgraphics plus 

software, version 4.0 (Manugistic, Rockville, MD, USA). 

RESUL TS AND DISCUSSION 

Optimization of MAME methodology 

Optimization experiments were performed using soil samples with an organic matter content 

of 4.8 % and a pH of8.3 (Tafira soil) and a mixture of 8 chlorophenols. 

Parameters that can influence the MAME process are pH, extractant volume and 

concentration, irradiation time and power and analyte concentration. Optimization of MAE conditions 

has been reported in severa! applications and many studies have used factorial, central composíte and 

orthogonal array designs to find the optima! conditions. 15
•

21
-
25 

In previous studies carried out by our group, the surfactant concentration was optimized for 

polioxyethylen 10 lauryl ether, foundíng as optimum a concentration of 5 % (v/v). We used a central 

composite design to investigate the influence of irradiation time and power on the extraction process. 

Once these parameters were optimized, we studied the effect ofthe solution pH on the recovery using 

the optima! time and power. 
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Swfactant volume 

We studied the influence of the volume surfactant solution on the extraction efficiency of 

phenols by varying the volume ofsurfactant and keeping the sample mass constant: 4 mL, 8mL and 12 

mL ofsurfactant 5 % (v/v) and 2 g ofsample were used. The results obtained, Table 3, show that 4 mL 

are not enough to wet the sample, but using a volume of 8 mL it is possible to wet the samples 

satisfactorily. When the volume of surfactant is higher, the terriperature in the vessels also increased 

and the data obtained for phenol and 2-chlorophenol, using 12 mL surfactant, show that sorne solutes 

seem to degrade at high temperatures. We therefore chose 8 mL for the MAME optimization. 

Microwave irradiation conditions 

The time and the power of irradiation are parameters that are interrelated, so their influence 

on the extraction efficiency was investigated by applying a statistical approach using a factorial design. 

It reduces the development time and provides less ambiguous data. We used a central composite 

design, 22 + star with three central points. The experimental design, involving 11 runs, was used as an 

approach to the response surface of the microwave extraction process. The experimental design 

parameters and the response values in the screening design are shown in Table 4. Other variables 

involved in the extraction process were kept constant: surfactant concentration, 5 % (v/v), surfactant 

volume, 8 mL, and soil sample amount, 2 g. The concentration of chlorophenols spiked was also kept 

constant, 2 µg/g. 

The data analysis of the results given in Table 4 was performed using a regression analysis 

and the response surface (Y) was taken as a function ofthe considered variables (x;) using polynomials. 

The general polynomial function is 

Y= /Jo+ /3,x, +/JJX2 +/JJX1X2 + /J-1x/+ /JsX/ 

where Y is the recovery, x1 and x2 are the variables considered in the optimization process and /J; are 

the parameters to be calculated. 

Fig. 1 a shows the response surface for 4-CMC. It can be observed that the amount of analyte 

extracted increases with the microwave power at short time intervals. This behavior is similar for the 

target compounds, except for PH (fig. 1 b ). The recoveries for this analyte increase with the power and 

time. However, these conditions increase the temperature inside the vessels and degradation of more 
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substituted analytes can occur, increasing the amount of phenol obtained. Therefore, a power leve) of 

700 W and a time interval of 3 minutes were chosen for subsequence studies. 

pH of solution 

When working with soil samples, the extraction process might also be influenced by the pH of 

the extracting solution as it can alter the ionic form of .the analytes under study. To investigate the 

effect ofthis parameter on the process, samples containing 2 g of soil in an acid and basic medium, by 

adding HCI or NaOH, were subjected to MAME using a surfactant concentration of 5 % (V N) and the 

aforementioned power and time. The results obtained showed that there is no significant variatíon on 

the recoveries for most analytes under study. However, the more polar compounds, such as PH and 2-

CP, show a slight increase in the recoveries when the pH was increased. This may be due to a 

basification ofthe extract producing phenolate ions which are non-volatile 26• 27 and Iosses ofthe most 

volatile compounds are this avoided. Despite this, we decided not to modify the pH solution as no 

significant changes were obtained. 

Jnfl.uence of ana/yte concentration 

In order to determine the influence of analyte concentration on the extraction process, samples 

spiked with the mixture of chlorophenols in a range of concentration of 2-8 µg/g were extracted using 

MAME. The values obtained demonstrate that this p�rameter has no influence on the extraction 

process for this range of concentrations. 

Analytical Applications 

Once the MAME conditions were optimized, the same soil used in the optimization procedure 

(Tafira soíl) was spiked with a mixture of 15 phenolic derivatives to a final concentration of 4µg/g. 

This new mixture contained the chlorophenols and 11 phenolic derivatives included in the EPA list of 

priority pollutants. These compounds behave differently to the chlorophenols, and therefore different 

interactions between matrix and analytes could occur. The values obtained show that the previously 

established conditions are adequate for most of the analytes studied, except for methylphenols, where 

the recoveries are lower (Table 5). Figure 2a shows the chromatogram obtained for an extract of 15 

phenolic derivatives after MAME procedure. Figure 2b is the chromatogram ofthe non-spiked soil. 
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To determine the method accuracy and precision, six soil samples containing the 15 phenolic 

compounds were extracted simultaneously for 3 min and 700 W (optima) conditions), 24 hours after 

being spiked. The average recoveries and RSD for the 15 phenolic derivatives are shown in Table 5. It 

can be observed that the recovery values for most of the analytes extracted are higher than 80 %. The 

extraction yields for alkylphenols, PC, 2,4-DMP and 2,4,6-TMP, were very low, probably due to their 

interacting more strongly with the soil than is the case with the other phenols.28 The other compounds 

present in the mixture with methyl groups behave more similarly to chlorophenols than to 

alkylphenols. The behavior of nitrophenols is similar to that of chlorophenols. The corresponding 

values ofRSD are under 9 % for 13 ofthe 15 compounds studied. 

Comparison of MAME with Soxh/et extraction 

Soxhlet extractions were performed for comparison purposes. Figure 3 compares the 

recoveries values achieved with MAME and those obtained with Soxhlet extraction for Tafira soil. The 

results obtained with MAME are in line with the values obtained using Soxhlet extraction, except for 

2,4,6-TMP and 2,4-DCP. The compounds eluted in the first 20 minutes can not be quantified due to the 

high amount ofinterferences in this part ofthe chromatogram. 

Injluence ofmatrix nature 

In order to study the influence of soil characteristics on the extraction, we applied the MAME 

procedure to soils with different levels of organic matter, pH and texture. The effect of organic matter 

on phenols sorption was studied by using soil with the same pH and different content of organic matter 

(Tafira, 4.8 % and San Roque, 12.5%). Table 6 shows the recoveries obtained for these soil samples 

tested after 24 hours of conditioning. The results obtained with San Roque soil are better than those 

achieved using Tafira soil. The main difference is the good recoveries of alkylphenols in the soil with a 

higher content of organic matter. However, the mononitrophenols have recovery values slightly lower 

than 80 % in this type of soil. 

The pH of soil can affect the sorption of phenols because the organic matter (in particular, the 

humic acids) behaves rather differently depending on this parameter, altering its sorbent capacity. The 

influence of soil pH on phenol extraction was studied using an acid soil (pine forest, pH 5.9) and an 

alkaline one (Tafira, pH 8.3). These soils have a similar content of organic matter, 4-5%. The results 
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obtained (Table 6) indicate that the recoveries of 13 phenols are higher than 80 % in the acid soil, 

while that the values obtained in the alkaline soil are slightly lower. Furthermore, the alkylphenols are 

extracted satisfactorily, but their recoveries are lower than those obtained in the samples that are high 

in organic matter. 

The texture of a soil is extremely important in the sorption process. If a soil is mostly made up 

of clay and organic matter, a significant amount of sorption will take place. Clay, above ali when 

intermixed with organic particles, is by far the most adsorbent ofthe three main soil textures (clay, silt 

and sand) due to its small particle size, high surface area, and high surface charge. Although the soils 

tested in this study are sandy ones, the Tafira soil has a higher amount of particles with a smaller size. 

Alkylphenols interacted more strongly with this kind of soil, which is probably due to this fact. lt could 

explain the poor recoveries of these types of compounds in this soil. Toe results obtained indicate that 

for these soil types, with a high sand content, the soil texture is the parameter that has greater influence 

on the sorption process than the soil pH or organic matter content. 

On the other hand, taking into account that the surfactants have a high capacity to extract 

humic and fulvic acids and that the phenols can be adsorbed into organic matter, this fact may explain 

the high recoveries of the compounds extracted frorn San Roque soil, with a higher organic rnatter 

content. 

Injluence o/ aging time 

Decreasing recoveries resulting from aging of matrices is a well-known phenomenon.
29 

The 

analytes present in recent soils samples are more easily extracted than those that have had a longer 

contact time. This can be explained according to whether the analytes are incorporated by adsorption 

(short periods) or by sequestration (longer periods).30 The former phenomenon occurs at the early 

stages of sorption, where H-bonding and Van der Waals forces prevail. On the other hand, 

sequestration involves sorption at remate microsites within the soil rnatrix.31 

In order to study the aging effects, we applied the MAME procedure to the three soils for 

different time periods after conditioning. The soil samples were spiked with the phenol mixture and 

stored at 4ºC in dark befare their extraction . Figures 4 (a,b and c) show the recoveries obtained for the 
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different groups of phenolic compounds in San Roque soil with the time aging. It can be seen that the 
recoveries decrease slightly during the two first weeks for the nitro and chlorophenols (fig.4a and 4b), 
but the amount of analyte extracted remains practically constant for these last compounds after this 
time. In the same figure, it can be observed that the recoveries of 2-nitrophenol, 4-nitrophenol and 2-
chlorophenol increase slightly with time. This can be attribute to the fact that the more substituted 
analytes suffer microbial degradation and chemical transformation, such as losses of atoms of chloro or 
nitro groups, so they are converted into more simple compounds. 

In figure 4c, it can be observed that the behavior of alkylphenols is quite different. In general, 
the recovery values decrease sharply with aging time up to one month. From then onwards, Paracresol 

;increases its recovery as the aging time progresses, but we suspect that, as is the case of monochloro 
1 and mononitrophenols, this may be due to the degradation of other compounds with a greater number 

of substituents. As can be seen in the same figure, 4-C-3,5-DMP behaves in a more similar way to i
¡chlorophenols than to alkylphenols. The behavior ofthe analytes over time in the others soils tested is � 

similar to that obtained for San Roque soil. 
Comparison of MAME with Soxhlet extraction 

1 To compare the extraction of aged samples, Soxhlet extractions were performed using 2 g of il' 
Tafira soil with 8 weeks of conditioning. Figure 5 shows the recoveries obtained with both the MAME 
and Soxhlet methods. It can be observed that, in general, the values obtained are quite similar, except J 
for 2,4-DMP. Consequently, the MAME procedure is a viable altemative for the extraction ofphenols ,;g 

" from soil, not only in fresh samples, but in aged samples too. 
Validation with a certified soil 

Recoveries obtained with spiked compounds may not be representative ofthose obtained with 
native compounds. Spiked analytes are generally Iightly coated on the surface of the matrix whereas 
native ones can be strongly adsorbed inside the porous matrix. This can be explained by the diffusional 
and the kinetic limitations of the sorption process, and the severa! interactions which may have been 
simultaneously established between native analyte and the matrix.32

-
34 This is the reason why it is 

necessary to validate the extraction procedure with certified reference matrices. For this purpose, we 
used a certified reference material with phenolic derivatives. The soil, sandy loam with ph 6.96, was 
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contaminated with phenols from a wood treating site in the Rocky Mountain region of the United 

States. The proposed extraction procedure was applied to 2 g ofthis soil using the optima! conditions. 

To check the presence of interfering species, the standard addition method was adopted to analyze the 

extracts. Table 7 reports the phenols present in the certified soil and gives the certificate values, the 

confidence intervals and the amounts of each analyte th_at we obtained using the MAME procedure. 

The recoveries obtained, falling within the certified range for all compounds analyzed, indicate that the 

proposed extraction procedure is suitable. 

CONCLUSIONS 

Nowadays, efforts are being directed towards the development of analytical techniques which 

rapidly achieve an accurate measurement of organic pollutants in environmental samples. According to 

the results obtained, the applicability of the proposed method provides a viable alternative to other 

extraction techniques. The main advantages of MAME are shorter extraction times, higher sample 

throughput and organic-free solvents, which result in reduced costs and environmental toxicity. The 

methodology developed allows the simple, fast and selective determination of phenolic derivatives, 

including the eleven compounds considered to be priority pollutants by the EPA, in soils samples. 
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Table l .- List of phenolic derivatives, retention times and wavelenghts. 

ta (mio) 

Nº Compound Abbrevation 11.(nm) Mobile phase Mobile phase 
2 

1 Phenol PH 270 5.3 3.5 

2 4-Nitrophenol 4 NP 315 8.7 

3 2,4-Dinitrophenol 2,4-DNP 270 10.3 

4 Para-Cresol PC 280 11.9 

5 2-Nitrophenol 2-NP 280 12.9 

6 2-Chlorophenol 2-CP 280 14.0 6.2 

7 4-Chlorophenol 4-CP 280 19.5 7.5 

8 2,4-Dimethylphenol 2,4-DMP 280 24.7 

9 4,6-Dinitro-ortho-Cresol 4,6-DNOC 270 25.3 

10 4-Chloro-meta-Cresol 4-CMC 280 28.1 9.9 

11 2,4,6-Trimethylphenol 2,4,6-TMP 280 29.1 

12 2,4-Dichlorophenol 2,4-DCP 290 29.4 10.8 

13 4-Chloro-3,5-Dimethylphenol 4-C-3,5-DMP 280 31.4 12. l

14 2,4,6-Trichlorophenol 2,4,6-TCP 290 33.0 13.5 

15 Pentachlorophenol PCP 303 38.2 18.2 



Table 2. Soil characteristics. 

Soil 
Particle size (%) 

pH 
Organic matter 

0.3mm 0.2mm 0.15mm 0.1 mm (%) 

Tafira 44.4 17.2 14.6 23.8 8.3 4.8 

San Roque 52.1 20.0 13.2 14.6 8.3 12.5 

Pine forest 56.5 17.8 12.8 12.8 5.9 3.9 



Table 3. Recoveries (%)* obtained using different surfactant 

volumes. 

Surfactant volume 

Compound 

4mL 8mL 12mL 

PH 80.4 116.8 150.2 

2CP 89.9 92.1 102.3 

4CP 41.1 98.3 102.0 

4-CMC 47.2 92.5 117.6 

2.4-DCP 65.6 82.7 90.2 

4-C-3.5-DMF 60.5 76.2 95.3 

2.4.6-TCP 70.0 87.7 81.2 

PCP 73.9 112.0 113.9 

* Mean ofthree determinations.



Table 4. Design matrix and response values in the screening design. 

Desing Recovery (%)*

Power Time 
PH 2-CP 4-CP 4-CMC 2,4-DCP 4-C-3,5-DMP 2,4,6-TCP PCP

(W} {mio} 

300 3 75.5 81.4 35.9 84.1 92.3 82.1 99.0 117.4 

300 9 69.8 85.1 29.9 78.7 88.5 78.1 92.8 113.2 

300 15 66.2 81.5 20.3 74.7 87.1 80.8 96.2 109.4 

500 3 65.4 87.3 18.9 81.2 93.8 84.4 100.0 115.1 

500 9 63.8 78.5 20.3 75.0 86.5 74.2 94.3 108.0 

500 15 64.7 62.2 24.1 76.4 85.4 75.5 94.2 110.7 

700 3 87.3 86.7 62.9 107.2 97.5 103.3 105.7 116.6 

700 9 90.7 84.7 79.5 96.4 98.6 97.6 107.0 115.0 

700 15 91.8 86.6 76.6 96.9 98.0 94.8 101.4 110.2 

* Mean ofthree determinations.



Table 5. Average recoveries and relative standard deviations for 
studied phenols* 

Compound 

PH 

4 NP 
2,4-DNP 
PC 
2-NP
2-CP
4-CP
2,4-DMP
4,6-DNOC
4-CMC
2,4,6-TMP
2,4-DCP
4-C-3,5-DMP
2,4,6-TCP
PCP

* Mean of six extractions.

Recovery (%) 

79.64 
92.07 

I 06.03. 
8.70 

80.61 
86.00 
61.90 
15.91 
97.90 
88.01 
5.06 

98.87 
95.08 
91.85 

105.13 

RSD(%) 

4.07 
2.23 
2.51 

20.69 
1.50 
4.51 
8.11 
5.96 
1.89 
2.65 

17.08 
4.56 
4.26 
1.35 
3.98 



Table 6. Recoveries (%)* ofphenolic compounds obtained from 
different types of soil. 

Compound 

PH 

4 NP 
2,4-DNP 
PC 
2-NP
2-CP
4-CP
2,4-DMP
4,6-DNOC
4-CMC
2,4,6-TMP
2,4-DCP
4-C-3,5-DMP
2,4,6-TCP
PCP

Pine forest 

80.6 
90.7 

103.4 
70.1 
82.1 
83.7 
79.0 
81.0 
99.9 
91.4 
61.3 
88.1 
89.6 
81.9 
98.5 

* Mean ofthree determinations.

Tafira 

79.6 
92.1 

106.0 
8.7 

80.6 
86.0 
61.9 
15.9 
97.9 
88.0 
5.1 

98.9 
95.1 
91.9 

105.1 

San Roque 

83.1 
77.4 

104.2 
62.1 
61.8 
69.8 
80.6 

100.4 
101.9 
104.1 
114.7 
108.9 
100.3 
94.5 

117.9 



Table 7. Extraction ofphenolic compounds using MAME in a certified reference materialª. 

Compound 
Reference 

R.S.D. Confidence lnterval Amound found 
Value

b 

PH 2.45 1.63 1.35 - 3.55 1.19 ±0.026 

4-NP 5.66 4.32 2.56 - 8.76 9.57 ± 0.003 

2-NP 4.33 2.75 2.40 -6.27 2.34 ± 0.006 

2-CP 2.38 1.44 1.35 -3.41 1.15 ± 0.019 

4.6-DNOC 4.75 4.53 2.35 -7.15 7.56 ± 0.007 

4-CMC 4.94 2.80 3.04 - 6.84 2.64 ± 0.004 

2.4-DCP 2.53 1.11 1.69 -3.37 3.21 ± 0.009 

PCP 5.05 4.05 2.12 -7.98 3.40 ± 0.006 

ªAli values are expresed in mg/kg 
bThe phenol values in the sample were certified by USEPA SW846, 3rd edition analysis 
method 8041. 



FIGURE CAPTIONS 

Figure 1. Response surface for the effect of time and power on the extraction of 4-

chlorometacresol (a) and phenol (b). 

Figure 2. Chromatogram of an extract of a spiked (a) and non spiked (b) sample soil after 

MAME procedure. Chromatographic conditions as described in the text. The 

numbering refers to table 1. 

Figure 3. Comparison of MAME with Soxhlet extraction technique for fresh sample soils 

(Tafira soil) after 24 hours of conditioning. 

Figure 4. Recoveries obtained after MAME procedure for the different groups of phenols 

against ageing time: Nitrophenols (a), Chlorophenols (b) and Alkylphenols (e). 

Figure 5. Comparison of MAME with Soxhlet extraction technique for aged soil (Tafira 

soil) after 8 weeks of conditioning. 
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DETERMINACIÓN DE COMPUESTOS FENÓLICOS EN AGUA USANDO UN 

SURFACTANTE NO IÓNICO PARA SU EXTRACCIÓN Y 

PRECONCENTRACIÓN PREVIA A SU DETECCIÓN MEDIANTE HPLC-UV 

C Mallugo Sanlana, Z. Sosa Ferrt1ra y J.J. Santona Rodrfguez 

Dq,artammto de Química, Unlvt!rsldad de Las Palmas de Gran Canaria, 35017 Las Palmas de Gran Canaria 
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Compounds 

PH 

2. 2•chloropheno 2·CP 

3. 4·chlorophenol 4·CP 

4. 4-chlorometacresol 4·CMC 

5, 2,4-dichlorophenol 

6. 4-chloro-3,5-dimethylphenol 

7. 2,4,6-trichlorophenol 
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