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Resumen. En este trabajo se establece un método analitico
para la determinacién de 2,8-diclorodibenzofurano
(DCDBF), en presencia de un medio micelar no iénico.

Se han estudiado las caracteristicas espectrofluorimétri-
cas del DCDBF en presencia de diferentes surfactantes ca-
tiénicos, aniénicos y neutros, encontrando que el
polioxietileno 10-lauriléter (POLE) produce el mayor real-
zamiento de su fluorescencia, respecto al que se encuentra
en otros medios micelares estudiados. Después de optimi-
zar las condiciones experimentales, como la concentracién
de surfactante, concentracion de disolvente orgdnico y la
temperatura, se encontrd que el método presenta un limite
de deteccion de 1.1 ng.ml' de DCDBF y una alta selectivi-
dad cuando el DCDBEF se encuentra en presencia de otros
compuestos relacionados de interés medioambiental, como
dibenzo-p-dioxinas policloradas, bifenilos policlorados y
aroclores.

El método ha sido aplicado a la determinacién de 2,8-di-
clorodibenzofurano en agua de mar, obteniendo excelentes
porcentajes de recuperacion.,

Palabras clave: Espectrofluorimetria, medios micelares,
2,8-diclorodibenzofurano, polioxietileno 10-lauriléter.

Introducciéon
Los dibenzofuranos policlorados (PCDBFs) son compues-

tos de gran interés medioambiental por su toxicidad. Estas
sustancias se pueden encontrar tanto en el medio atmosfé-

* A quien la correspondencia debe ser dirigida.

rico como marino, ya que por procesos de combustion de
diferentes materiales son emitidos a la atmdsfera y poste-
riormente incorporados al medio acuético [1,2].

El andlisis de PCDBFs en los diferentes tipos de mues-
tras investigadas, requiere una separacion previa de la ma-
triz original. Una vez separados, de una mezcla compleja
de muchos otros compuestos organicos, fundamentalmente
dibenzo-p-dioxinas policloradas (PCDBDs) y bifenilos po-
liclorados (PCBs), algunos de los cuales son interferentes
potenciales, aquellos son medidos a concentraciones muy
bajas [3].

La técnica analitica més utilizada en la determinacidn de
PCDBFs ha sido 1a Cromatografia de Gases. De esta forma
se han determinado PCDBFs en el medio atmosférico [4-
71, en organismos marinos [8,9], sedimentos marinos
[10,11] y en agua de mar [12,13]. Sin embargo, s6lo se co-
noce un estudio realizado por Winefordner et al. [14] que
incluye las caracteristicas luminiscentes de otros dibenzo-
furanos policlorados en n-hexano e iso-octano. Estudios
previos realizados por nuestro Grupo indican que los
PCDBFs, si bien presentan una fluorescencia muy pequeiia
en un medio 2% (v/v) etanol-agua (que en adelante deno-
minaremos medio acuoso), la presencia de diferentes sur-
factantes aumenta extraordinariamente la intensidad de
fluorescencia de dichos compuestos [15]. Este realzamien-
to se podria utilizar desde el punto de vista analitico para
mejorar las determinaciones de PCDBFs, fundamental-
mente en muestras medioambientales. Mejoras que se re-
fieren principalmente a la no necesidad de una extraccién
previa con un disolvente orgénico y a la sencillez y rapidez
en la ejecucion del método.

Durante muchos afios, el uso de medios organizados ha
sido practica comin en todos los campos de la Quimica
Analitica por la modificacién sobre la reactividad entre
analitos y reactivos y para mejorar los procedimientos ana-
liticos. Especificamente, los medios micelares se han usa-
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do para mejorar la sensibilidad y selectividad de muchas
determinaciones luminiscentes [16-25].

En este trabajo, se presenta un estudio de las caracteris-
ticas fluorescentes del 2,8-diclorodibenzofurano
(DCDBF) en diferentes surfactantes aniénicos, catiénicos
y neutros, asi como en presencia de 0. y B-ciclodextrina y
n-hexano. El realzamiento de la fluorescencia producida
por el polioxietileno 10-lauriléter (POLE) se usa para el es-
tablecimiento de un nuevo método analitico para la deter-
minacion de DCDBF. Los resultados muestran que el
método propuesto puede ser usado para la determinacién
sencilla y simple de DCDBF en muestras de agua de mar.

Parte experimental

Reactivos

Disoluciones patrén (0,022 mg.ml') de 2,8-diclorodibenzofurano
DCDBF, 2,3,7 8-tetraclorodibenzofurano, dibenzo-p-dioxina, 2-clorodi-
benzo-p-dioxina, 2,3-diclorodibenzo-p-dioxina, 1,2,4-triclorodibenzo-p-
dioxina (AccuStandard, Inc.), 4,4 -diclorobifenilo, (Chem. Service),
3,44 -triclorobifenilo, 3,3",4,4",5-pentaclorobifenilo, 3,3°4,4°,5,5 -hexa-
clorobifentlo (AccuStandard, Inc.), aroctor 1016, aroctor 1221, aroclor
1242, aroclor 1248 (Chem, Service), aroclor 1254 (AccuStandard, Inc.)
fueron preparadas en etanol. Los surfactantes, lauril sulfato de sodio (Na
LS), dodecilbencenosulfonato de sodio (NaDDBS), bromuro de hexade-
ciltrimetilamonio (HDTAB), bromuro de cetilpiridinio (CPB), cloruro de
bencildimetilhexadecilamonio (BDMHDAC), polioxietileno 10-lauriléter
(POLE), isooctilfenoxipolietoxietanol (TX-100), a-cyclodextrina y B-cy-
clodextrina, fueron obtenidos de Aldrich Chemical Co.

Aparatos

Fluorimetro-fosforimetro Perkin-Elmer LS 50, provisto de una lampara de
Xe, acoplado a un ordenador Ataio 3000-SX, con el software FLDM usa-
do en el modo de fluorescencia para la obtencién de los espectros de fluo-
rescencia y medidas de intensidad. Fueron usados un ultratermostato-
criostato S-382 y células de cuarzo de 1 cm,

Procedimiento general para la determinacién de DCDBF

A una alicuota que contiene entre 25,0 ng y 12,5 ug de DCDBF en un ma-
traz aforado de 25 ml, se afiaden 2 ml de disolucién de POLE 2,5x10° M,
suficiente etanol para obtener una concentracion final del 2% (v/v) y dilu-
yendo, finalmente, con agua desionizada. Se mide la fluorescencia a 333
nm usando la longitud de onda de excitacién a 293 nm. Las curvas de cali-
brado se obtuvieron de disoluciones preparadas en las mismas condicio-
nes.

Determinacion de DCDBF en agua de mar

A las muestras de agua de mar, después de verificar que no presentaban
fluorescencia, le fueron afiadidas cantidades variables de DCDBF y se pa-
saron sucesivamente a través de filtros de diferente porosidad (50, 30 y
5um) y por radiacién ultravioleta para evitar la posible interferencia de los
microorganismos marinos. Los anélisis fueron realizados de acuerdo al
procedimiento descrito anteriormente.

Resultados y discusion

Con el fin de determinar la influencia del disolvente y de
los diferentes medios micelares en los espectros de excita-
cion y de emision del DCDBF, se ha estudiado este com-

puesto en n-hexano, en medio al 2% (v/v) etanol-agua, y
en disoluciones al 2% (v/v) etanol-agua que ademds con-
tienen suficiente concentracion de surfactante para asegu-
rar una concentracién mayor que su concentracion micelar
critica. E1 DCDBF fue inicialmente disuelto en etanol para
impedir la modificacion de los espectros por efecto de 1a
solubilizacion, posiblemente producida por el medio mice-
lar.

Las caracteristicas espectrofluorimétricas de dicho
compuesto en medio acuoso, en n-hexano y en presencia
de diferentes surfactantes catidnicos, anidnicos y neutros,
asi como en o y B-ciclodextrina, aparecen recogidos en la
Tabla 1. En ella se puede observar que si bien en todos los
medios estudiados el mdximo de excitacién del DCDBF
aparece a la misma longitud de onda, el correspondiente
maximo de emision sufre un ligero desplazamiento bato-
cromico respecto al medio acuoso. Por otra parte, se en-
cuentra que en todos los medios ensayados, excepto en
presencia de CPB, Tx-100, NaDDBS y a-ciclodextrina, se
produce un gran realzamiento de la intensidad de fluores-
cencia del DCDBEF, respecto al medio acuoso.

De acuerdo con los resultados anteriores se ha escogido
el POLE como el surfactante més idoneo para el estudio
analitico del DCDBF. En este medio, el analito presenta un
espectro de excitacion (A, =333 nm) con un maximo a 293
nm, mientras que el espectro de emision (A,,=293 nm) pre-
senta un maximo a 333 nm y otro pico de mediana intensi-
dad a 321 nm (Fig. 1).

El espectro del DCDBF en POLE es similar al obtenido
para dicho dibenzofurano disuelto en n-hexano. Esto parece
confirmar que el DCDBF es solubilizado en el interior de las
micelas de POLE correspondiente a la parte hidrofdbica.

Tabla 1. Caracteristicas fluorescentes de DCDBF en diferentes medios.

Medio Ret(nm) Ay (nm) I
Acuoso 295 329 48
30% etanol 291 332,321 840
n-hexano 293 332,321 428
POLE 293 333,321 917
BDMHDAC 293 333,321 763
HDTAB 293 333,321 556
NaLS 293 333324 640
CPB 297 332,321 64
Tx-100 -¢
NaDDBS
o-cyclodextrin 294 330,321 94
B-cyclodextrin 291 333,321 320

(a) En todos los casos las longitudes de onda estdn en un intervalo de 2 nm.
(b) Se utiliza una concentracion de 471,0 ng ml"' de DCDBF en todos los
casos, unas rendijas de 5 nm y una concentracién de surfactante de 2,0x10-
M, excepto para ¢l NaLS$ en que se utilizd 2,0x10° M.

(¢) Se observa alta interferencia del surfactante.

Los valores subrayados se refieren a la longitud de onda de mdxima emisidn.
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Fig. 1. Comportamiento fluorescente de DCDBF en presencia de POLE, |
(EXC.), 2 (Em.) y medio acuoso, I’ (Exc.), 2' (Em.).
Cpepsr: 1,0x10°M, Cpog: 2,0x10° M
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Fig. 2. Efecto de la concentracion de POLE sobre la intensidad relativa de
fluorescencia de DCDBF.

Coepgr: 1,0x10° M

Optimizacion de condiciones

Dada la gran influencia que sobre la intensidad de fluores-
cencia ejerce el ambiente quimico donde se encuentra el
fluordforo, es necesario optimizar variables como la con-
centracién de surfactante, concentracién de disolvente or-
gdnico y temperatura.

Influencia de la concentracion de POLE. Con objeto de
determinar la concentracién idénea de surfactante que
asegure la concentracion micelar critica del mismo, es

800

~1

[e=rd

(<=}
i

(=23

(=3

(=]
|

200 ‘
.'. ‘
1004 W ‘

INTENS. RELAT. DE FLUORESCENCIA

0 T
0 15 30 45 60 75

% ETANOL (v/v)

Fig. 3. Efecto del etanol sobre la intensidad relativa de fluorescencia de
DCDBF en medio micelar (——) y en medio acuoso (-----).
Coepsr: 1,0x10° M, Cpoyp: 2,0x10° M

necesario, realizar un estudio acerca de la influencia del
mismo en la intensidad de fluorescencia de disoluciones de
DCDBEF. Para ello se mide la fluorescencia de distintas
disoluciones acuosas en las que se ha ido variando la
concentracién de POLE. La intensidad de fluorescencia
relativa del DCDBF se incrementa bruscamente con el
aumento de la concentracién de surfactante, hasta que se
hace constante para Cp,;22,5x10* M (Fig. 2). La
extrapolacion de los dos tramos de diferente pendiente que
se observan en dicha figura da una interseccién en 1,0x10
M, valor muy cercano al correspondiente a la
concentracién micelar critica del surfactante en agua [26],
lo que confirma que los cambios observados en la
fluorescencia del DCDBF estén directamente relacionados
con la formacién de un sistema micelar. Este nuevo
sistema disminuye la facilidad de movimiento de las
moléculas de fluoréforo y reduce el efecto quenching del
oxigeno o de otras especies que hacen que los procesos de
desactivacién no-radiactivos estén menos favorecidos y
por tanto exista un realzamiento de la fluorescencia.

Influencia del porcentaje de etanol. En la Figura 3 se
observa que en presencia de surfactante, se obtienen altas
intensidades de fluorescencia a bajos porcentajes de etanol,
manteniéndose constante a medida que aumenta la cantidad
de disolvente orgdnico. Este comportamiento difiere
notablemente al que presentan otros analitos orgdnicos
como PAHs [27] y PCBs [23, 25] en presencia del mismo
surfactante, donde se produce una disminucién de la
intensidad de fluorescencia a altas concentraciones de
etanol. El hecho de que a porcentajes altos de etanol se
produzca una destruccién del medio micelar, hecho
contrastado por diferentes autores [28, 29], nos hace pensar
que el comportamiento anémalo del DCDBF y de otros
dibenzofuranos policlorados [15], se debe a algin otro
mecanismo todavia no descrito en la bibliografia y en el que
debe jugar un papel importante la estructura del analito.
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Sin embargo, en medio acuoso se produce un aumento
considerable de la fluorescencia con el porcentaje de eta-
nol hasta aproximadamente un 30%, manteniéndose cons-
tante a partir de este valor.

Una explicacion posible de estos resultados experimen-
tales, implica la existencia, en la regién de alta polaridad
(porcentajes de etanol inferiores al 30%), de transferencia
de carga electrénica entre las moléculas del sistema, lo que
lleva consigo una disminucidn de la desactivacién por
fluorescencia. Al disminuir la polaridad del disolvente, es-
te efecto decrece, aumentando consiguientemente la fluo-
rescencia del sistema [30]. Por otra parte, la velocidad de
los procesos de desactivacion por conversion interna au-
mentan con la polaridad del disolvente [31], lo que ayuda-
ria a explicar todavia mds el comportamiento experimental
observado.

Influencia de la temperatura y estabilidad con el tiempo.
El estudio de la influencia de la temperatura en la
intensidad relativa de fluorescencia se realizé variando la
misma entre 15y 75 °C.

Los resultados experimentales obtenidos indican una
disminucion lineal de la intensidad relativa de fluorescen-
cia al aumentar la temperatura, presentando un coeficiente
de variacién de 3,94 u.r.f./°C. Este efecto inhibidor puede
deberse a una desactivacién no fluorescente de las molécu-
las, producida por un aumento del ndmero de colisiones
entre ellas con el incremento de la temperatura.

También se ha comprobado que la intensidad relativa de
fluorescencia del DCDBF permanece constante durante
una hora en todo el rango de temperaturas estudiado.

Pardmetros analiticos

Para el establecimiento del rango de linealidad entre la in-
tensidad relativa de fluorescencia y la concentracion de
DCDBE se prepararon dos series de disoluciones que cu-
bren el rango de concentraciones comprendido entre 1,0 y
500,0 ng.ml"'. La representacion de las intensidades relati-
vas de fluorescencia frente a las concentraciones de
DCDBF conducen a rectas con altos coeficientes de corre-
lacién, El estudio de la precisién del método propuesto pa-
ra la determinacion de DCDBF se realizd preparando en
cada caso 11 muestras con una concentracion de DCDBF
de 20,0 y 265,0 ng.ml", respectivamente y se midieron sus
intensidades de fluorescencia. Los resultados obtenidos se
encuentran recogidos en la Tabla 2.

El limite de deteccidén del método se determind hacien-
do uso de la definicién propuesta por Long y Winefordner
[32]: el limite de deteccion, expresado como la concentra-
cién, C,, que se deriva de la medida més pequefia, X;, que
puede ser detectada con razonable certeza, viene dado por
la ecuacién:

_ K[Sg+ S+ (i/mpS1"
- m

L

donde m e i son respectivamente la pendiente y la ordena-
daen el origen de la recta correspondiente al intervalo de
concentracion mds bajo; Sg, S; y S,, son la desviaciones es-
tandar del blanco, de la ordenada en el origen y de la pen-
diente, respectivamente; y K es un factor numérico
escogido de acuerdo con el nivel de confianza deseado.

Para dicho célculo se prepararon 11 muestras del blanco
y se midié su intensidad de fluorescencia en las condicio-
nes experimentales en que se realizd la curva de calibrado
1.0-40.0 ng.ml!, obteniéndose un valor de 1,1 ng.ml"".
Dicho valor es comparable y en algunos casos mejor, a los
obtenidos para otros compuestos de la misma familia utili-
zando otras técnicas luminiscentes como la fosforimetria a
baja temperatura y la fosforimetria a temperatura ambiente
en superficie sélida, teniendo en cuenta que en estos estu-
dios los limites de deteccidon fueron determinados sin tener
en cuenta los errores inherentes a los pardmetros de la cur-
va de calibrado [14].

Tabla 2. Caracteristicas analiticas del método, en la determinacién de
DCDBF, usando POLE como medio micelar.

RDL" Pendiente® Coeficiente DSR
(ng mi) (1g-1g) de Correlacion %
1,0-40,0 1,06 0,999 1,6

40,0-500,0 1,04 0,999 0.7

(a) Rango Dindmico Lineal obtenido usando 8 concentraciones diferentes
de analito; (b) Pendiente calculada de la curva lg fluorescencia frente a Ig
concentracion; (¢) Desviacion Standard Relativa.

Tabla 3. Efecto de la presencia de diferentes PCDBDs, PCBs y aroclores
sobre la determinacion espectrofluorimétrica de DCDBF usando POLE
como medio micelar.

Relacién tolerada® Interferentes afadidos

100 Dibenzo-p-dioxina,
2-PCDBD,
2,3-PCDBD,
1,24-PCDBD
Aroclor 1016,
Aroclor 1242,
Aroclor 1248,
Aroclor 1254,
2,2°.5,5"-PCB,
2,2°4,5,5-PCB.
2244 5-PCB,
2,3,3,44°,5-PCB,
2,2°.33°4,4°5,5-PCB,

5 3,3°4,4°5-PCB,
3,3,4,4°5,5-PCB,

1 44°-PCB,
3,3"4-PCB,
3.3°44°-PCB

(a) ng ml"' Interferente/ng ml* DCDBF
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Interferencias

Dado que los PCDBFs, PCDBDs, PCBs y Aroclores se en-
cuentran, normalmente juntos, en muestras medioambien-
tales [33], se ha realizado un estudio para evaluar las
posibles interferencias en la determinacién del DCDBF, de
estos compuestos de interés toxicoldgico y medioambien-
tal. Con este fin se ha medido la intensidad de fluorescen-
cia de disoluciones micelares del DCDBF que contienen el
interferente en distintas relaciones de concentracién. Los
resultados de este estudio se muestran en la Tabla 3, donde
se puede resefiar la aceptable selectividad del método res-
pecto a los compuestos antes mencionados.

Aplicaciones

El método desarrollado se ha aplicado a la determinacién
del DCDBF en agua de mar procedente de la isla de Gran
Canaria (Islas Canarias), a la que previamente se afiadieron
distintas cantidades de dicho dibenzofurano, asi como los
interferentes estudiados en las maximas relaciones permi-
tidas. Los resultados obtenidos se encuentran reflejados en
la Tabla 4, donde se puede apreciar la gran concordancia
entre las concentraciones afiadidas y las encontradas.

Conclusiones

El estudio del DCDBF en presencia de diferentes surfac-
tantes catidnicos, aniénicos y neutros revela que el POLE
produce un gran incremento de la fluorescencia de este
compuesto en solucion acuosa (2% (v/v) etanol-agua).
Este realzamiento se debe a la formacién de micelas en es-
tas soluciones, cuando se usa una concentracién del surfac-
tante superior a la concentracion micelar critica.

El uso de POLE como realzador de la fluorescencia nos
permite establecer un método sencillo y de bajo coste para
la determinacién de DCDBF en agua de mar, utilizando un
medio acuoso. Si bien algunos otros dibenzofuranos poli-
clorados, sobre todo los tri y tetraclorados interfieren en la

Tabla 4. Determinacion de DCDBF en agua de mar procedente de la isla
de Gran Canaria (Islas Canarias).

DCDBFafiadido ~ DCDBF encontrado* DCDBF afadido* DCDBF encontrado*
(ng.ml™") (ng.ml") (ng.ml) (ng.ml")
400.0 404.1 40.0 376
350.0 354.4 28.0 274
300.0 295.2 24.0 222
250.0 2477 22.0 21.4
200.0 198.4 20.0 18.2
150.0 152.8 18.0 17.2
100.0 102.8 12.0 11.9
80.0 78.5 10.0 8.6
60.0 62.3 6.0 5.9
50.0 51.8 4.0 3.0

(*) Media de tres determinaciones

determinacion del DCDBEF, éste se puede determinar con
gran precision en presencia de Dibenzo-p-dioxinas poli-
cloradas, Bifenilos policlorados y Aroclores, que normal-
mente se encuentran juntos al primero en muestras
medioambientales. Ello permite utilizar el método pro-
puesto como complementario a los ya existentes, sobre to-
do en lo que se refiere a la monitorizacién y control rapido
de la contaminacién existente en muestras medioambien-
tales.
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