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Resumen. En este trabajo se establece un método analítico 
para la determinación de 2,s-diclorodibenzofurano 
(DCDBF), en presencia de un medio micelar no iónico. 

Se han estudiado ias características espectroñuonmétn- 
cas del DCDBF en presencia de diferentes surfactantes ca- 
tiónicos, aniónicos 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 concentración 
de surfactante, concentración de disolvente orgánico y la 
temperatura, se encontró que el método presenta un límite 
de detección de 1.1 ng.ml-' de DCDBF y una alta selectivi- 
dad cuando el DCDBF 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 determinación de 2,8-di- 
clorodibenzofurano en agua de mar, obteniendo excelentes 
porcentajes de recuperación. 

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

Introducción 

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 combustión de 
diferentes materiales son emitidos a la atmósfera y poste- 
riormente incorporados al medio acuático [1,2]. 

-- 
bi analisis de PCDBFs en los diferentes tipos de mues- 

tras investigadas, requiere una separación previa de la ma- 
triz original. Una vez separados, de una mezcla compleja 
de muchos otros compuestos orgánicos, 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 analítica más utilizada en la determinación de 
PCDBFs ha sido la Cromatografía 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, sólo se co- 
noce un estudio realizado por Winefordner et al. [14] que 
incluye las características 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 pequeña 
en un medio 2% (vlv) 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 podría utilizar desde el punto de vista analítico para 
mejorar las determinaciones de PCDBFs, fundamental- 
mente en muestras medioambientales. Mejoras que se re- 
fieren principalmente a la no necesidad de una extracción 
previa con un disolvente orgánico y a la sencillez y rapidez 
en la ejecución del método. 

Durante muchos años, el uso de medios organizados ha 
sido práctica común en todos los campos de la Química 
Analítica por la modificación sobre la reactividad entre 
analitos y reactivos y para mejorar los procedimientos ana- 
líticos. Específicamente, los medios micelares se han usa- 
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do para mejorar la sensibilidad y selectividad de muchas 
determinaciones luminiscentes [l6-251. 

En este trabajo, se presenta un estudio de las caracterís- 
ticas fluorescentes del 2,8-diclorodibenzofurano 
(DCDBF) en diferentes surfactantes aniónicos, catiónicos 
y neutros, así como en presencia de a y P-ciclodextrina y 
n-hexano. El realzamiento de la fluorescencia producida 
por el polioxietileno 10-launléter (POLE) se usa para el es- 
tablecimiento de un nuevo método analítico para la deter- 
minación de DCDBF. Los resultados muestran que el 
método propuesto puede ser usado para la determinación 
sencilla y simple de DCDBF en muestras de agua de mar. 

Parte experimental 

Reac,tivos 
Disoluciones patrón (0,022 mg.ml ' )  de 2,8-diclorodibenzofurano 
DCDBF, 3,3,7,8-tetraclorodibenzofurano, dibenzo-p-dioxina, 2-clorodi- 
benzo-p-dioxina, 2,3-diclorodibenzo-p-dioxina, 1,2,4-triclorodibcnzo-p- 
dioxina (AccuStandard, Inc.), 4,4'-diclorobifenilo, tChem. Service), 
3,4,4'-triclorobifenilo, 3,3',4,4',5-pentaclorobifenilo, 3,3',4,4',5,5'-hexa- 
ciorobifeniio (AccuStandard, Inc.), aroclor 1016, aroclor 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 1 O-lauriléter 
(POLE), isooctilfenoxipoltetoxietanol (TX-IW), u-cyclodextrina y P-cy- 
clodextrina. fueron obtenidos de Aldrich Chemical Co. 

Aputulo~ 
Fluorímetro-fosforímetro Perkin-Elmer LS 50, provisto de una lámpara de 
Xe, acoplado a un ordenador Ataio 3000-SX, con el software FLDM usa- 
do en el modo de fluorescencia para la obtención de los espectros de fluo- 
rescencia y medidas de intensidad. Fueron usados un ultratermostato- 
,.-:,.-i..r- P 101.. -21..1-.. 2. 2. 1 
L I IL ISL~L I I  a-.JOL y L C I U I ~ ~  LLC LLMI/.U uc 1 C I I I .  

Proc,edimiento getierul para la deterrninacicíri de DCDBF 
A una alícuota que contiene entre 25.0 ng y 12,s pg de DCDBF en un ma- 
traz aforado de 25 ml, se añaden 2 ml de disolución de POLE 2,5x10 ? M, 
suficiente etanol para obtener una concentración 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 excitación a 293 nm. Las curvas de caii- 
brado se obtuvieron de disoluciones preparadas en las mismas condicio- 
nes. 

Determinac,irín de DCDBF c2n agua de mar 
A la5 muestras de agua de mar, después de verificar que no presentaban 
fluorescencia, le fueron añadidas cantidades variables de DCDBF y se pa- 
s a : ~ ~  sucesivamen:e 8 través de fi!!:~s de diferente p~rosidad (5V, JV y 
5 p i )  y por radiación ultravioleta para evitar la posible interferencia de loa 
microorganismos marinos. Los análisis fueron realizados de acuerdo al 
procedimiento descrito anteriormente. 

Resultados y discusión 

Con el fiii de deieríriiiiar la iíiflücilcia del disoluenie y dc 
los diferentes medios micelares en los espectros de excita- 
ción y de emisión del DCDBF. se ha estudiado este com- 

puesto en n-hexano, en medio al 2% (v/v) etanol-agua, y 
en disoluciones al 2% (vlv) etanol-agua que además con- 
tienen suficiente concentración de surfactante para asegu- 
rar una concentración mayor que su concentración micelar 
crítica. El DCDBF fue inicialmente disuelto en etanol para 
impedir la modificación de los espectros por efecto de la 
solubilización, posiblemente producida por el medio mice- 
lar. 

Las características espectrofluorimétricas de dicho 
compuesto en medio acuoso, en n-hexano y en presencia 
de diferentes surfactantes catiónicos, aniónicos y neutros, 
así como en a y P-ciclodextrina, aparecen recogidos en la 
Tabla 1. En ella se puede observar que si bien en todos los 
medios estudiados el máximo de excitación del DCDBF 
aparece a la misma longitud de onda, el correspondiente 
máximo de emisión sufre un ligero desplazamiento bato- 
crómico respecto al mcdio acuoso. Por otra partc, 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 DCDBF, respecto al medio acuoso. 

De acuerdo con los resultados anteriores se ha escogido 
el POLE como el surfactante más idóneo para el estudio 
análitico del DCDBF. En este medio, el analito presenta un 
espectro de excitación (h,,=333 nm) con un máximo a 293 
nm, mientras que el espectro de emisión (h,,=293 nm) pre- 
senta un máximo a 333 nm y otro pico de mediana intensi- 
dad a 32 1 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 hidrofóbica. 

Tabla 1. Características fluorescentes de DCDBF en diferentes mcdios. 

Medio h,,,,'(nm) h,,,,Ynm) Ifh  

Acuoso 
30% etanol 
n-hexano 
POLE 
BDMHDAC 
HDTAB 
NaLS 
CPR 
Tx- 100 
NaDDBS 
a-cyclodextrin 
P-cyclodextrin 

(a) En todos los casos las longitudes dc onda cstán en un intcrvalo dc I 2  nm. 
(b) Se utiliza una concentración de 471.0 ng m1 de DCDBF en todos los 
casos, unas rendijas de 5 nm y una concentración de sutiactante de 2,OxlO-' 
pVt, inceptu ?.TaLS ii; cjüe se üti!iz6 ?,fix:O ! M, 
(c) Se observa alta interferencia del surfactante. 
Los valores subrayados se refieren a la longitud de onda de máxima emisión. 
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Fig. 1. Comportamiento fluorescente de DCDBF en presencia de POLE, 1 
(EXC.), 2 (Em.) y medio acuoso, 1' (Exc.), 2' (Em.). 
c ,,,, ,: ~ , o x ~ o - ~ M , c  ,,,,: 2 , 0 ~ 1 0 - 3 ~  

Fig. 2. Efecto de la concentración de POLE sobre la intensidad relativa de 
fluorescencia de DCDBF. 
C,,,,,: 1,Ox 1 M 

Optimización de condiciones 
Dada la gran influencia que sobre la intensidad de fluores- 
cencia ejerce el ambiente químico donde se encuentra el 
fluoróforo, es necesario optimizar variables como la con- 
centración de surfactante, concentración de disolvente or- 
gánico y temperatura. 

Influencia de la concentración de POLE. Con objeto de 
determinar la concentración idónea de surfactante que 
asegure la concentración micelar crítica del mismo, es 

u 
O 15 30 45 60 75 

% ETANOL (vlv) 

-. 
Fig. 3. Efecto del etanoi sobre ia intensidad reiativa de fiuorescencia cie 
DCDBF en medio micelar (-) y en medio acuoso (-----). 
C ,,,, ,: 1 , 0 ~ 1 0 - ~  M, CpOIE: 2,0x103 M 

necesario, realizar un estudio acerca de la influencia del 
mismo en la intensidad de fluorescencia de disoluciones de 
DCDBF. Para ello se mide la fluorescencia de distintas 
disoluciones acuosas en las que se ha ido variando la 
concentración de POLE. La intensidad de fluorescencia 
relativa del DCDBF se incrementa bruscamente con el 
aumento de la concentración de surfactante, hasta que se 
hace constante para C,, , ,22,5~10-~ M (Fig. 2). La 
extrapolación de los dos tramos de diferente pendiente que 
se observan en dicha figura da una intersección en 1 ,OXIO-~ 
M,  valor muy cercano al correspondiente a la 
concentración micelar crítica del surfactante en agua [26], 
lo que confirma que los cambios observados en la 
fluorescencia del DCDBF están directamente relacionados 
con la formación de un sistema micelar. Este nuevo 
rirtem-. dirminiiye !a faci!id_ad de movimiento de las 
moléculas de fluoróforo y reduce el efecto quenching del 
oxígeno o de otras especies que hacen que los procesos de 
desactivación no-radiactivos estén menos favorecidos y 
por tanto exista un realzamiento de la fluorescencia. 

influencia delporcentaje 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 orgánico. Este comportamiento difiere 
notablemente al que presentan otros analitos orgánicos 
como PAHs [27] y PCBs [23,25] en presencia del mismo 
surfactante, donde se produce una disminución de la 
intensidad de fluorescencia a altas concentraciones de 
etanol. El hecho de que a porcentajes altos de etanol se 
produzca una destrucción del medio micelar, hecho 
contrastado por diferentes autores 128,291, nos hace pensar 
que el comportamiento anómalo del DCDBF y de otros 
dibenzofuranos policlorados [15], se debe a algún otro 
mecanismo todavía no descrito en la bibliografía 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- 
noi hasta aproximadamente un 301%, manteniéndose cons- 
tante a partir de este valor. 

Una explicación posible de estos resultados experimen- 
tales, implica la existencia, en la región de alta polaridad 
(porcentajes de etanol inferiores al 30%). de transferencia 
de carga electrónica entre las moléculas del sistema, lo que 
lleva consigo una disminución de la desactivación 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 desactivación por conversión interna au- 
mentan con la polaridad del diwlvente [31 I j  lo que ayuda- 
ría a explicar todavía más el comportamiento experimental 
obqervado. 

Influencia de la temperatura y estabilidad ron el tiempo. 
El estudio de la influencia de la temperatura en la 
intensidad relativa de fluoresceiicia se realizó variando la 
misma entre 15 y 75 "C. 

Los resultados experimentales obtenidos indican una 
disminución lineal de la intensidad relativa de fluorescen- 
cia al aumentar la temperatura, presentando un coeficiente 
de variación de 3,94 u.r.f.PC. Este efecto inhibidor puede 
deberse a una desactivación no ñuorescenre de ias moiécu- 
las, producida por un aumento del número 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. 

Parámerros analíticos 
Para el establecimiento del rango de linealidad entre la in- 
tensidad relativa de fluorescencia y la concentración de 
DCDBF, se prepararon dos series de disoluciones que cu- 
hren el rango de concentraciones comprendido entre 1-0 y 
500,O ng.ml-l. La representación de las intensidades relati- 
vas de fluorescencia frente a las concentraciones de 
DCDBF conducen a rectas con altos coeficientes de corre- 
lación. El estudio de la precisión del método propuesto pa- 
ra la determinación de DCDBF se realizó preparando en 
cada caso I 1 muestras con una concentración de DCDBF 
de 20,O y 265,O ng.ml-l, respectivamente y se midieron sus 
intensidades de fluerescenciu. Les resu!tades ehtenides se 
encuentran recogidos en la Tabla 2. 

El límite de detección del método se determinó hacien- 
do uso de la definición propuesta por Long y Winefordner 
í32j: ei iímite de detección, expresaao como ia concentra- 
ción, C,, que se deriva de la medida más pequeña, X,, que 
puede ser detectada con razonable certeza, viene dado por 
la ecuación: 

donde m e i son respectivamente la pendiente y la ordena- 
da en el origen de la recta correspondiente al intervalo de 
concentración mas bajo; SR, Si y S, son ia desviaciones es- 
tándar 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 cáIculo se prepararon 11 muestras del blanco 
y se midió su intensidad de fluorescencia en las condicio- 
nes experimentales en que se realizó la curva de calibrado 
1 .O-40.0 ng.ml-', obteniéndose un valor de 1,l ng.ml-l. 
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 fosforimetría a 
baja temperatura y ia fosforimetría a temperatura ambiente 
en superficie sólida, teniendo en cuenta que en esívs estu- 
dios los límites de detección fueron determinados sin tener 
en cuenta los errores inherentes a los parámetros de la cur- 
va de calibrado 1 141. 

Tabla 2. Características análiticas del método, en la determinación de 
DCDBF, usando POLE como medio micelar. 

RDL' Pendiente" Coeticienre DSR 
(ng nil ') (Ig-lg) de Correlación C/r 

1 .O-40,0 1 ,O6 0,999 1,6 
40.0-500,O 1 ,O4 0,999 0.7' 

(a) Rango Dinámico Lineal obtenido usando 8 concentraciones diferentes 
de analito: (b) Pendiente calculada de la curva Ig fluorescencia frente a Ig 
concentración; (c)  Desviación Standard Relativa. 

Tabla 3. Efecto de la pre~encia de diferentes PCDBDs, PCBs y aroclores 
wbre la d~ierrninacióii eapectrolluuriiiiéti-ica de DCDBF uaando POLE 
como mcdio micclar . 

Relación toleradad Intcrferentes añadidos 

1 O0 Dibenzo-p-dioxina, 
2-PCDBD, 
2.3-PCDBD, 
1.2.4-PCDBD 
Aroclor 101 0, 
Arocior 1242, 
Aroclor 1248, 
Arocior 1254, 
2.2',5,5'-PCE, 
2,2',4,5,5'-PCB. 
2.2',4,4',5-PCB, 
2.3,3',4,4',5-PCB, 
2.2',3,3',4,4',5,5'-PCB. 

5 3,3',4,4',5-PCB, 
3.3,'4,4',5,5'-PCB. 

1 4.4'-PCB, 
3.3',4-PCB, 
3.3 ',4.4'-PCB 

(a) ng ml-' Interferentelng 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 determinación del DCDBF, de 
estos compuestos de interés toxicológico 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 concentración. Los 
resultados de este estudio se muestran en la Tabla 3, donde 
se puede reseñar la aceptable selectividad del método res- 
pecto a los compuestos antes mencionados. 

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

Conclusiones 

El estudio del DCDBF en presencia de diferentes surfac- 
tantes catiónicos, aniónicos y neutros revela que e1 POLE 
produce un gran incremento de la fluorescencia de este 
c ~ z p ~ e s ? ~  efi s~ !~c iS f i  acüosa (2% (v/u) e;aiiu]-agUa). 
Este realzamiento se debe a la formación de micelas en es- 
tas soluciones, cuando se usa una concentración del surfac- 
tante superior a la concentración micelar crítica. 

Ci uso de PGLE como reaizador de la fluorescencia nos 
permite establecer un método sencillo y de bajo coste para 
la determinación de DCDBF en agua de mar, utilizando un 
medio acuoso. Si bien algunos otros dibenzofuranos poli- 
ciorados, subre todo ios tri y tetraclorados interfieren en la 

Tabla J. Determinación de DCDBF en agua de mar procedente de La isla 
de Gran Canaria (Islas Canarias). 

DCDBF aiiadido DCDBF encontrado* DCDBF aíiadido* DCDBF encontrado" 
(ng.mil) íng.ml-') (ng.ml-l) (ng.rn1-l) 

400.0 404.1 40.0 37.6 
350.0 354.4 28.0 27.4 
300.0 295.2 24.0 22.2 
250.0 247.7 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 

determinación del DCDBF, éste se puede determinar con 
gran precisión en presencia de Dibenzo-p-dioxinas poli- 
doradas, 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 monitorización y control rápido 
de la contaminación existente en muestras medioambien- 
tales. 
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