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Introduccion INTRODUCCION

La produccidn global de productos quimicos ha aumentado en las ultimas
siete décadas de un millén a 400 millones de toneladas al afio. Muchas de ellas
han permitido la elaboracion de productos y herramientas muy utiles al hombre
pero no carentes de cierta toxicidad, por lo que actualmente su uso esta

prohibido o sujeto a cierta regulacién.

Tal es el caso de sustancias como los bifenilos policlorades (PCBs),
dibenzofuranos policlorados (PDCFs), pesticidas como el DDT, etc. Todos estos
compuestos fueron sintetizados por el hombre obteniendo grandes beneficios
derivados de su aplicaciéon en industrias {(como es el caso de los PCBs y
PCDFs), o en la agricultura (como es el caso del DDT). La relativa sencillez
requerida en el proceso de sintesis de estas sustancias y su posterior utilidad
hizo que se empleasen de forma masiva. Posteriormente, se descubrié que
estas sustancias son muy téxicas para los organismos, donde se acumulan,
poseen una alta persistencia en el medio, y pueden biomagnificarse en la

cadena trofica.

Durante el siglo XX, la creciente sensibilizacion respecto al impacto de
las actividades humanas en el medio ambiente ha dado lugar al desarrollo y
utilizacion de diferentes métodos de analisis y tecnologias para reducir o

controlar la contaminacién ambiental.

Sin embargo, el analisis en muestras medioambientales es bastante
costoso porque requiere la extraccién de un gran nlmero de contaminantes,

generalmente presentes en muestras muy complejas (p.e. tejidos de
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Introduccion INTRODUCCION

organismos), o bien porque tales compuestos se encuentran fuertemente
adheridos a la matriz, 0 bien porque se encuentran en concentraciones
extremadamente bajas (como es el caso del analisis en muestras acuosas
marinas). Por lo que se precisa de una mayor investigacién y desarrollo de
técnicas de analisis que consigan determinar el mayor numero de sustancias
téxicas, en la menor concentracién posible, de forma rapida, sencilla y en la

medida de lo posible sin agredir al medio ambiente.

En este sentido, la presente Tesis Doctoral, pretende contribuir y apoyar
dicha linea de investigacion con la propuesta de nuevas técnicas “limpias” para
el analisis de contaminantes como las dioxinas policloradas y pesticidas

organofosforados, en muestras medioambientales.
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Dibenzo-p-dicxinas policloradas INTRODUCCION

1.1 DIOXINAS

Las dibenzo-p-dioxinas (PCDDs) son compuestos aromaticos triciclicos
clorados que son emitidos al medicambiente como subproductos derivados de

diversos procesos antropogénicos y responden a una estructura de tipo:

Figura 1.- Estructura general de las dibenzo-p-dioxinas.
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8 O

Los atomos de cloro pueden sustituir alguna o todas las posiciones
enumeradas anteriormente, con lo que pueden aparecer 75 isémeros diferentes.
Estas sustancias son quimicamente estables y por lo tanto altamente
persistentes en el medioambiente, siendo mas persistentes a medida que
aumenta el nimero de atomos de cloro en la molécula; tienen baja solubilidad en
agua y se acumulan en la cadena alimentaria (1). Por ello, el impacto de estos
compuestos en el medio ambiente es un tema de gran interés debido a la alta

toxicidad que presentan.

Las dibenzo-p-dioxinas son compuestos organicos sin ninguna aplicaciéon
industrial, por lo gque, salvo en pequefias concentraciones para investigacion,
nunca han sido sintetizadas. Su formacién y entrada al medioambiente es debida
bien a la sintesis de compuestos organoclorados (como clorofencles o
pesticidas), en los que las dioxinas aparecen como subproductos, o bien, a la

combustion de materia organica en presencia de cloro, por lo que se asocian
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Dibenzo-p-dicxinas policloradas INTRODUCCION

fundamentalmente a las plantas incineradoras de residuos urbanos o

industriales.

Las principales fuentes de dioxinas en Espafia y Europa occidental son,
precisamente, las plantas incineradoras de residuos y las industrias de reciclaje
de metal (2). Otras fuentes que fueron muy importantes hace varios afios han
sido drasticamente reducidas, como es el caso de las emisiones de las
papeleras industriales y el uso de clorofenoles y de herbicidas organoclorados,
como por ejemplo el agente naranja. En Espafia no existen datos de las
tendencias temporales de los niveles de dioxinas; sin embargo, los datos
disponibles de paises del norte y noroeste de Europa indican que la exposicion
humana a las dioxinas se incrementé durante este siglo hasta los afios setenta y
ochenta, para posteriormente disminuir, primero con el control de las emisiones
de las papeleras y la prohibicién del uso de herbicidas, y después con el control
de las emisiones de las incineradoras de residuos urbanos, hospitalarios e

industriales (3).

En la Tabla 1.1 se muestra la serie de dioxinas con que se ha trabajado
en esta Tesis, asi como algunos de los parametros caracteristicos de las

mismas.

Las dioxinas son bastante insolubles en agua hecho que se oberva por
los elevados coeficientes de reparto octanol-agua (Kow) que presentan, lo que
explica que una vez en el medio se adsorban con facilidad sobre el material
particulado y se retengan fuertemente en los tejidos adiposos de los organismos.
Ademas, se aprecia que esta propiedad aumenta a medida que aumenta el
grado de sustitucién por atomos de cloro en la molécula. Esto es importante
también para predecir su transporte atmosférico, siendo menos volatiles a
medida que aumenta su grado de cloracién. Asimismo, la notable estabilidad
guimica de dichas sustancias frente a otros compuestos fuertemente oxidantes,

reductores, acidos o basicos explica que experimenten transportes en el aire
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Dibenzo-p-dicxinas policloradas INTRODUCCION

hasta largas distancias sin modificar su estructura quimica, sobre todo en el caso

de las dioxinas mas cloradas.

Tabla I.1.- Dibenzo-p-dioxinas estudiadas.

N° y posicién Peso Presion Solubilidad Reparto
de los atomos de cloro Cédigo de vapor en agua octanolfagua
en las PCDDs molecular -log P (Pa)® -log S (mol/l)® log Kow?
Dibenzo-p-dioxin (DD} 10D 184 0.29 4.36 4.20
1-DD 2DD 218 1.12 492 475
2,3-DD 3DD 252 2.03 5.86 5.80°
2,37-DD 4DD 286 367° 6.63° 6.46"°
2,3,7,8-DD SDD 321,96 3.93 7.45 7.06°
1,2,3,7.8-DD 60D 356,4 538" 7.95° 755"
1,2,3,6,7,8-DD 7DD 390,84 6.07° 8.55" 7.95°
1,2,3,4,6,7,8-DD aDD 422 6.22 8.86 8.20
1,2,3,4,6,7,8,9-DD oDD 460 6.73 9.85 8.60

?Valores experimentales (4)

® Valores predichos por el modelo matematico GC-IR (5)

Por otra parte, el numero y la posicién de los atomos de cloro en la
molécula determinan el caracter téxico de la misma. Los congéneres que tienen
de uno a tres sustituyentes no presentan apenas toxicidad, frente a aquellos con
un numero mayor de atomos de cloro. Adicionalmente, los homologos mas
téxicos son los que tienen los atomos de cloro en las posiciones 2,3,7,8.

Concretamente la 2,3,7,8 Tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) es la mas toxica.

Las dibenzo-p-dioxinas policloradas (PCDDs) estdan muy estrechamente
relacionadas, tanto quimica como toxicolégicamente, con el grupo de

dibenzofuranos policlorados (PCDFs) y algunos bifenilos policlorados (PCBs).
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Dibenzo-p-dioxinas policloradas INTRODUCCION

Figural.2.-Estereoquimica dela TCDD
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Para hablar del grado de toxicidad relativa de estos compuestos se ha
establecido un algoritmo internacional que emplea el "“factor de toxicidad
equivalente" (TEF), que pertenece a una escala relativa en la que al compuesto
mas toxico, la TCDD, se le asigha el valor de 1 y que permite calcular los

equivalentes de toxicidad (TEQ) multiplicando por su concentracion.
TEF= factor de equivalencia toxica (toxic equivalent factor)
TEQ= C x TEF (Donde C es la concentracion de la sustancia)

En la Tabla 1.2 se muestran los factores de equivalencia toxica para las

dioxinas.

La International Agency of Research on Cancer (IARC) es la agencia
especializada de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) que realiza las
evaluaciones de los agentes cancerigenos. Dichas evaluaciones acaban

clasificando los agentes en cinco categorias:
1 (cancerigeno humano)

2 A (probablemente cancerigeno)

@ Del documento, los autores. Digitalizacion realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2007



Dibenzo-p-dicxinas policloradas INTRODUCCION

2 B (posiblemente cancerigeno)
3 (evidencias inadecuadas/ no concluyentes)
4 (evidencias que indican gue no es cancerigeno)

Las dioxinas estaban, en un principio, incluidas en la categoria 2 B, pero

en la reevaluaciéon de 1997 se clasificaron en la categoria 1 (2).

Tabla 1.2._ Factores de equivalencia toxica para dibenzo-p-dioxinas policloradas. (6)

N° y posicién de los atomos

de cloro en las PCDDs TEF
2,378 1
12,378 0.5
123,478 0.1
123,678 0.1
123,789 0.1
1,2,3,4,6,7.8 0.01
1,2,3,4,6,789 0.001

Las dioxinas estan ampliamente distribuidas y pueden encontrarse en
diferentes medios (7-9). Los compuestos policlorados producidos durante los
diferentes procesos de combustidon pasan principalmente a la atmésfera desde
donde son transportados a los medios acuatico y terrestre. Debido a sus
propiedades hidrofébicas y lipofilicas se adsorben fuertemente al material
organico presente en el medio, lo que permite que sean ingeridos por los
organismos y pasen a formar parte de la cadena trofica donde se produce la

acumulacion de los mismos. Excluyendo las exposiciones ocupacionales o las
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accidentales, la mayor parte de la exposicién humana a las dioxinas se limita
casi exclusivamente a la dieta (95%) (10, 11). Particularmente se encuentran en
la leche y en los productos lacteos, en el pescado y en la carne, es decir, en todo

tipo de alimentos que contengan altas proporciones de lipidos (12-14).

Para conseguir un mayor control y reducciéon de la exposicidon humana a
las dioxinas, la Union Europea ha propuesto, entre otras medidas, establecer
limites de emisién de dioxinas para las principales fuentes industriales (15) asi
como los niveles maximos de dioxinas y dibenzofuranos permitidos en

determinados productos de consumo Tabla 1.3.

En la mayoria de los paises, las regulaciones relacionadas con la
liberacion de dioxinas en las incineradoras ya se han adaptado a las directivas
correspondientes. Sin embargo, ningun Estado miembro ha introducido los
requisitos legales de la legislacién europea sobre la liberacién de dioxinas en el

agua.

La Regién Autéonoma de Canarias, posee una situacidh y unas
caracteristicas por las cuales el estudio de estos compuestos es de especial

interés. Un interés tanto social como econémico y sanitario.

Como se ha mencionado en los apartados anteriores, las dioxinas que
han sido objeto de este estudio son compuestos altamente toéxicos y por ello
sometidos a una cierta regulacién y/o control en algunos casoes. Atendiendo pues
a las diferentes normativas europeas para el control de estas sustancias,
estamos en la obligacién de aplicar distintas metodologias, e incluso de ofrecer y
desarrollar alternativas a las ya existentes, para el analisis de estas sustancias

téxicas en muestras de diferente naturaleza.

10
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Tabla 1.3.- Niveles maximos de dioxinas (suma de PCDDs y PCDFs expresado en los toxicos

equivalentes segun la Organizacién Mundial de la Salud, que emplea los factores de toxicidad
equivalentes de 1997) (16).

Productos

Niveles maximos (PCDD + PCDF) (*)
{pg WHO-PCDD/F-TEQ/g grasa o producto)

Carne y productos carnicos derivados de
- rumiantes (ganado ovino y bovino)
- aves de corral y de granja

- cerdos

Higado y productos derivados

Carne de pescado, productos de pesqueria y

derivados de los mismos

Leche y derivados lactecs incluyendo la mantequilla

Huevos de gallina y derivados

Aceites y grasas
*Grasa animal
- De rumiantes
- Degranja
- De cerdos

- Mezclas de grasas animales

*Aceites vegetales

*Aceite de pescado para consumo humano

3 pg WHO-PCDD/F-TEQ/g grasa
2 pg WHO-PCDD/F-TEQ/g grasa
1 pg WHO-PCDD/F-TEQ/g grasa

6 pg WHO-PCDD/F-TEQ/g grasa

4 pg WHO-PCDD/F-TEQ/g peso fresco

3 pg WHO-PCDD/F-TEQ/g grasa

3 pg WHO-PCDD/F-TEQ/g grasa

3 pg WHO-PCDD/F-TEQ/g grasa
2 pg WHO-PCDD/F-TEQ/g grasa
1 pg WHO-PCDD/F-TEQ/g grasa
2 pg WHO-PCDD/F-TEQ/g grasa

0.75 pg WHO-PCDD/F-TEQ{g grasa
2 pg WHO-PCDD/F-TEQ/g grasa

*Comision Directiva a ser adoptada antes del 1 de Julio de 2002,

11
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Aungue la tendencia global sea precisamente la instalacién de
incineradoras como sustituto de los vertederos de residuos urbanos que, como
es bien sabido, son una fuente de contaminacién aun mayor, en las Islas
Canarias dicha instalacion es aun mucho mas necesaria que en otras regiones,
debido precisamente a la limitacién del espacio que existe, por lo que en la
actualidad estd en proyecto la construccidon de incineradoras de residuos
urbanos. Por ejemplo, en Juan Grande, correspondiente al municipio de Santa
Lucia (Sureste de Gran Canaria). Ahora bien, ;qué ocurre con las incineradoras
ya instaladas? (en hospitales fundamentalmente), ¢existe algun tipo de control

sobre las sustancias gque estas chimeneas estan emitiendo a la atmésfera?

El analisis oficial de dioxinas (propuesto por la Agencia de Proteccién
Medioambiental, EPA) requiere un equipamiento altamente costoso y en la
actualidad, en Espafa, sélo se realiza en el Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas de Barcelona, concretamente en la Unidad de Espectrometria de
Masas, a cargo del grupo de investigacion del Prof. Dr. D. Josep Rivera. Son
muy pocos los centros publicos o privados espafioles que han enviado muestras
a este centro para certificar la emisién de gases libres de dioxinas, por lo que se
puede considerar que se carece de datos o informaciéon acerca del estado de
contaminacion y por lo tanto del cumplimiento o no de la normativa vigente. Sin
embargo, en las Islas Canarias, se da ademas la particularidad de que los
nucleos urbanos mas importantes (donde se localizan y donde se instalaran el
mayor humero de incineradoras) estan situados en el NE de las islas y que en
esta regién, por las latitud en que se localiza, soplan unos vientos altamente
persistentes, los vientos alisios, que, por la direccion y sentido en que soplan,
arrastrarian cualquier sustancia emitida a la atmoésfera hacia el interior de la isla.
Y que, por la orografia de la misma, se verian concentradas en una estrecha

zona de la isla situada a barlovento (Figura 1.3).

12
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Figura 1.3.- Esquema explicativo de la situacion de posible riesgo en cuanto a la contaminacion por

dioxinas en la isla de Gran Canaria.

Vientos Alisios
Zona de

especial riesgo

Las Palmas de Gran
Canaria

Cumbres, obstaculo al
transporte aéreo.

Este es un factor que, por su particularidad, deberia ser tenido en cuenta,
ya que una emisiéon no controlada y un transporte persistente hacia una misma
zona podrian provocar una exposicion mas prolongada de lo habitual y hacer de

las zonas situadas al NE de las islas, areas de especial riesgo.

Por ello, el analisis de dioxinas emitidas por las chimeneas, en suelo,
agua, animales y vegetales de todas estas zonas, que presumiblemente estaran
altamente expuestas, sera de especial interés en un futuro muy préxime, ya no
sélo por el cumplimiento de la legislaciéon. Sino también por el propio interés que
tiene que suscitar el conocimiento del estado de contaminacién y prevencion del
medio, por las consecuencias tan graves, sociales y sanitarias, que se pudieran

derivar.

13
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1.2 PESTICIDAS ORGANOFOSFORADOS

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (17), un plaguicida es cualquier sustancia 0 mezcla de sustancias
destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga. El término incluye las
sustancias destinadas a utilizarse como reguladoras del crecimiento de las
plantas, defoliantes, desecantes...etc. Han adoptado definiciones analogas las
Comisién del Codex Alimentarius (18), excluyendo en cada caso los fertilizantes,
los nutrientes para plantas o animales, los aditivos alimentarios y los

medicamentos de veterinaria.

El uso de plaguicidas se generalizé a parir de la Segunda Guerra
Mundial y esta estrechamente vinculado con los cambios introducidos en los
modelos de produccién y cultivo que duplicaron la productividad de la agricultura
respecto al resto de la economia. Los plaguicidas por si solos son responsables

de al menos el 30% de ese aumento de produccion.

El primer plaguicida utilizado en los afios '40, el dicloro-difenil-
triclorcetano (DDT), fue presentado al mundo come la solucién para todas las
plagas sin efectos negativos para el hombre, e hizo a su descubridor merecedor

del Premio Nobel.

Su facilidad de obtencién y aplicacién, la rapidez de sus resultados y su
coste reducido extendieron rapidamente su uso indiscriminado, sin sospechar los
efectos negativos sobre los seres vivos y el ambiente, efectos que aun hoy -
después de mas de 20 afios de su prohibicién en Suecia y EEUU- persisten.
Muy cercanos quimicamente al DDT, aparecieron ofros compuestos organicos

sintéticos con cloro en su formula, los pesticidas organoclorados.

Sin embargo, debido al uso masivo generalizado, su efectividad comenzé

a disminuir en algunos casos ¥y en los afios 50 se disefiaron nuevos pesticidas

14
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sintéticos del grupo de los organofosforados y carbamatos que fueron utilizados

como suplementos o sustitutos.

Durante el periodo entre finales de los afios 50 y 60, la investigacién en el
desarrollo de nuevos pesticidas de los tres grupos principales (organoclorados,
organofosforados y carbamatos), asi como de las metodologias analiticas para
la determinacién de sus posibles compuestos precursores, analogos vy
subproductos, tuvieron lugar réapidamente. A partir del uso de las técnicas
analiticas mas sofisticadas desarrolladas a lo largo de este periodo, emergieron
cuestiones concernientes a la seguridad-peligrosidad de los residuos de
pesticidas que quedaban en el ambiente y que llevaron esencialmente a la
completa restriccién del uso de pesticidas organoclorados en el mundo

occidental y su consiguiente sustitucion por los organofosforados y carbamatos.

En la actualidad, los pesticidas organofosforadoes, que podriamos tratar
como: “nuestra segunda generacion de pesticidas sintéticos”, han sido mejor
considerados debido a su relativa baja persistencia, por lo que contindan siendo

ampliamente utilizados (19).

Las sustancias quimicas que se usan como pesticidas cubren una amplia
gama de compuestos. La manera mas practica de agruparlos es teniendo en
cuenta el efecto que producen sobre las plagas. De esta forma se clasifican en
insecticidas, fungicidas, herbicidas y rodenticidas (20). Cada uno de estos cuatro
grupos esta compuesto por sustancias de naturaleza diferente y mas del 90%
del total de los pesticidas utilizados en nuestro pais son organosintéticos, de los

cuales, mas del 50% son insecticidas

En esta Tesis, nuestro estudio se va a centrar en los pesticidas
organofosforados. Estos son ésteres del acido fosférico y sus homélogos:

tiofosforico y ditiofosférico. Estos compuestos deben su caracter pesticida vy
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recalcitrante principalmente al enlace fésforo-éster (21). Pueden

representados por la formula general:

RO OO

R,0 0(S) X

ser

donde R1 y R2 son sustituyentes etil o metil; X constituye el grupo acido que

generalmente es un residuo de acido organico o inorganico, como diferentes

grupos alquil, alcoxi, aril, tiol, etc. y unido al fésforo por el enlace doble, un atomo

del sexto periodo de |a tabla periddica, usualmente oxigeno o azufre.

Dependiendo de la posicién de los atomos de oxigeno o azufre, se

pueden distinguir seis grupos principales de pesticidasorganofosforados:

R;0 o R0 s
/.'.": \\ 1’5j
7 N A
P P
2N
R,0 0-X R,0 0-X
fosfatos O -tiofosfatos
R 0 S Ry 09
M y 3 y‘ﬁ
P P
/ ._/. N
R,0 §-X R,0 0-X

ditiofosfatos fosfonatos
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El grupo sustituyente en X es el mas importante, ya que de él dependen

las propiedades fisicoquimicas y farmacolégicas del compuesto.

Estos ésteres fosforados, como cualquier otro éster, se hidrolizan en
mayor o menor proporcion, dependiendo de su estructura quimica. La porcién
fosfato, tio o ditiofosfato de la molécula le confiere algo de polaridad y por tanto

tienen diferentes grados de liposolubilidad (22).

Su volatilidad es muy variable, se pueden presentar como liquidos o
sélidos, pero la mayoria de ellos se encuentran en forma de liquidos volatiles.
Esta propiedad de volatilizarse es muy importante desde el punto de vista
toxicoldgico, ya que de esta forma la via de ingreso al organismo es mas rapida

(via respiratoria).

En la Tabla 1.4 se muestran algunos parametros caracteristicos de los

pesticidas con los que se ha trabajado en el presente estudio.

Tabla |.4.- Pesticidas organcfosforados estudiados y alguncs de los parametros caracteristicos de

los mismos.
) Peso Solubilidad Punto de
Pesticida Codigo L
Molecular en agua (g/L) ebullicion (°C)
Dimetoato 1 229.8 25 117
Metidation 2 3023 0,25 nfa
Paration metil 3 263,21 0,055 119
Malaticn 4 330,36 0,145 156-157
Etoprofos 5 2423 0,75 86-91
Paration etil 6 201,27 0,011 150
Diazinon 7 304,35 0,04 125
Clorpirifos 8 350,6 0,002 nia
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Estos pesticidas organofosforados presentan alta toxicidad dado que son
inhibidores permanentes y muy potentes de la enzima colinesterasa, que es la
encargada de la degradacién de la acetilcolina (transmisor nervioso) en la
hendidura sinaptica. Dicha enzima al fosforilarse impide la degradacién de la
acetilcolina, presentandose acumulacién de esta sustancia y como consecuencia

el cuadro colinérgico tipico de la intoxicaciéon (23).

En la Tabla 1.5 se muestra la informacién toxicolégica de los pesticidas

utilizados en la presente Tesis Doctoral.

Tabla I.5.- Toxicidad® de los distintos pesticidas organofosforados en estudio

expresada en LD50".

Pesticida LDS0 (mg/kg peso corporal)
Dimetoato 291-325
Metidation 25
Paration metil 6
Malation 2800
Etoprofos 62
Paration efil 2-10
Diazindn 300-400
Clorpirifos 135-163

a) Fichas de Seguridad de los estandares adquiridos
(Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg, Alemania).
by LD50: Dosis letales para una mortandad del 50% de
una poblacién de ratas.

Los pesticidas organofosforados son eficaces contra una gran variedad
de insectos y se utilizan en cosechas agricolas, edificios residenciales y
comerciales, jardines y plantas ornamentales, y para controlar la presencia de

mosquitos portadores de enfermedades.
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El contacto con pesticidas y su entrada al organismo -a través de la piel,
la respiracion y/o por ingestion- se produce por exposicion laboral y en el hogar
debido a usos y aplicaciones incorrectos, con falta de medidas preventivas y de

proteccién.

Aungue los pesticidas han sido disefiados para ofrecer una alta
especificidad de accién, su uso genera innumerables efectos indeseados como
la generacién de organismos resistentes, la persistencia ambiental de residuos
toxicos y la contaminacién de recursos hidricos con degradacion de la flora y

fauna.

La contaminacidn de los cursos de agua se produce en forma directa por
la aplicaciéon de pesticidas en las aguas (arrozales), por lavado de envases ©
equipos y por descarga de remanentes y residuos. Es igualmente importante la
contribucién indirecta producida por lixiviacién (infiltracién) de productos, caida
por desniveles y por contamihacidon de suelos. Las aguas contaminadas
expanden el toxico a la flora y fauna produciendo la muerte de especies, asi
como la pérdida del curso de agua como recurso utilizable y la probable

contaminacion de las reservas hidricas (acuiferos).

La aplicacién sistematica de plaguicidas altera los equilibrios existentes
en las cadenas troficas normales al causar la desapariciéon o disminucién de los
enemigos naturales de distintas plagas, de descomponedores de materia
organica, de incorporadores de nitrégeno y de otras especies vitales para el
ambiente (24, 25). Ademas de destruir recursos genéticos y farmacolégicos
cohocidos y otros aun no desvelados, el empobrecimiento de la biodiversidad
puede conducir a la proliferacion de las especies antagdnicas de aquellas
extinguidas, provocando nuevos desequilibrios ecoldgicos y nuevas plagas. Un
efecto adverso adicional proviene de los envases y contenedores vacios. En
nuestro pais no existen normativas para su eliminacién y frecuentemente se

realiza la incineracion a cielo abierto sin tener en cuenta que algunos productos
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al ser expuestos al calor desprenden dioxinas cuya toxicidad es ampliamente

mayor que el agrotoxico original.

La situacién actual, se caracteriza por la restriccién en la investigacion
para el desarrollo de nuevos pesticidas sintéticos y una blsqueda o tendencia a
sustituir dichos pesticidas por nuevas alternativas “mas ecoldgicas”. Bien sea a
través de un control biolégico: introduccidén de predadores naturales,
competidores o patégenos de plagas, o bien a través de un control genético:
creacion de plantas resistentes, liberaciéon de machos estériles, o el uso de

feromonas para atraer los insectos a trampas.

A pesar de ello, la realidad es que el uso de pesticidas continta siendo
nuestra mayor arma para el control de plagas. Durante los tres dltimos decenios,
la lucha contra las plagas y malas hierbas por medios quimicos, destinada a

reducir las pérdidas, se ha implantado en todo el mundo.

Respecto a la region Canaria, por sus especiales condiciones agro-
meteoroldgicas y por la necesidad acuciante de su demografia, ya que sobre las
islas se asienta una poblacién de casi dos millones de habitantes, los canarios
se han visto obligados a cultivar de una manera preferente productos agricolas
de exportacion que llegaran a los mercados consumidores en condiciones

optimas para una facil y remuneradora colocacion.

De ahi la necesidad de utilizar pesticidas que controlen las plagas y
posibles enfermedades de los cultivos. En ese sentido, existe una amplia gama
de pesticidas y plaguicidas organofosforados que se utilizan en Canarias para
combatir plagas, como la de la langosta, o insectos tan extendidos como la
mosca blanca, la palomilla o la arafia roja. Entre ellos, el dimetoato, malatién y

clorpirifos son los méas comunmente utilizados.

Sin embargo, si hay que destacar que en estas islas, al igual que en

muchas ofras regiones con actividad agricultora, se utilizaron durante muchos

20

@ Del documento, los autores. Digitalizacion realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2007



Pesticidas organ ofosforados INTRODUCCION

afios pesticidas organoclorados como el DDT, y que su alta persistencia hace
gue aun hoy se sigan encontrando en el ambiente. Pero es que ademas, en este
tipo de islas de origen volcanico, y debido a la gran permeabilidad de los suelos,
es0s compuestos pasan con gran facilidad a los acuiferos, o aguas subterraneas
gque posteriormente son utilizadas bien para consumo o para el regadio de

nuevos cultivos.

Por lo que la exposicién a esos compuestos sigue, por asi decirlo, una
cadena cerrada que hace que la presencia de estos compuestos se prolongue

aun mas en el tiempo.

| |

Tierra - Agua - Cultivos

|

Hombre/Mujer - Leche materna - Nifios

1

Teniendo en cuenta lo anterior, se hace necesario, ademas de una
legislacién que regule el uso de este tipo de sustancias, una mayor coordinaciéon
entre los gabinetes de expertos en medicambiente con las administraciones
competentes, y laboratorios de rutina en los que se cuide vy vigile el cumplimiento
de dichas normas. Por ello, se hace imprescindible el desarrollo de técnicas de
analisis que a la vez de ofrecer buenos resultados en el menor tiempo posible

sean lo menos perjudiciales al ambiente.
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[.3 SURFACTANTES

A lo largo de los ultimos afios se ha desarrollado un gran nimero de
técnicas de analisis que se han aplicado a la determinacién de dioxinas vy
pesticidas en una bastisima cantidad y variedad de muestras. A menudo, dichas
técnicas no persiguen sélo evitar la manipulaciéon excesiva de las muestras con
procedimientos cada vez mas rapidos y sencillos, si no que, a su vez se
pretende determinar el mayor nimero de sustancias posibles en un solo analisis,
por lo que es frecuente hablar de técnicas de analisis multiresiduo. Por ello, la
utilizacion de técnicas de separacion cromatograficas y posterior andlisis es
imprescindible. De esta manera, para el analisis de pesticidas y dioxinas se han

empleado fundamentalmente:

o Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC) acoplada a sistemas
de deteccidén Fotodiodo array-Ultravioleta (PDA-UV), Visible-Ultravioleta
(vis-UV), Espectrometro de Masas (MS), y fluorescente (para la

determinacién de carbamatos previa derivatizacion) etc,

o Cromatografia de Gases (GC) acoplada a detectores de captura de
electrones, detectores de Nitrégeno Fosforo (NPD), Espectrémetro de
Masas (MS), Doble Espectrometro de Masas (MS/MS), Espectrémetro de
Masas de Alta Resolucién (HRMS),

o Y, electroforesis capilar (CE).

Como complemento a estas téchicas y paso previo a las mismas se
utilizan técnicas de extraccion de dichas sustancias, que varian
fundamentalmente en funcién del tipo de matriz a analizar. Asi para matrices
liguidas se emplean metodologias de extraccidn de tipo liquido-liquido (LLE)

(26), extraccidn en fase soélida (SPE) (27), microextraccion en fase sélida
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(SPME) (28), etc. Mientras que para la extraccién en matrices sélidas se hace
uso de metodologias como Soxhlet (29), agitacion (skake-flask) (30), sonicacién

(31) o extraccién asistida por microondas (32).

En las distintas técnicas de extraccién anteriormente mencionadas, tanto
para la extraccién de compuestos en muestras liquidas como en sélidas, destaca
un aspecto comun en todas ellas: la utilizaciéon de disolventes organicos como

extractantes.

El principal problema que conlleva la utilizacién de dichos disolventes es
su toxicidad. Estos son perjudiciales tanto para los investigadores que trabajan
con ellos (que los inhalan) como para el medio ambiente. Por ello, se han de
buscar y desarrollar nuevas metodologias de extraccién que sean menos
perjudiciales al ambiente y atmodsfera de trabajo. En este sentido, en el presente
trabajo se desarrolla la aplicacion de los surfactantes como extractantes para
evitar totalmente la utilizacién de disolventes organicos, en el analisis de

dioxinas y pesticidas organofosforados en distintos tipos de matrices.

Los surfactantes, también conocidos como detergentes o tensioactivos
soh sustancias cuya principal caracteristica es presentar una estructura
anfipatica; es decir, en la presencia en una misma molécula de dos o mas
grupos con propiedades antagénicas respecto a su solubilidad en wun
determinado disolvente (33). De manera que un mondémero de surfactante o
tensioactivo tiene una estructura R-X en la que R, es una cadena
hidrocarbonada de 8 a 18 atomos de carbono denominada col/a, de caracter
hidrofébico, y X es un grupo polar, de naturaleza iénica o no idnica, denominada

cabeza (Figura 1.4).
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Figura I.4.- Esquema de la estructura molecular de un monémero de surfactante.

R

X

Dependiendo de la naturaleza de esa cabeza hidrofilica, los surfactantes

se clasifican en cuatro grupos diferentes (34):

» Catidnicos: en los que el grupo hidrofilico tiene carga positiva. (Ej.. sales

de amonio cuaternarias).
CH,
AV AVAVAVAVAN
NBr
/
CH, CH,

Figura 1.5.- Ejemplo de sales de amonio

/\/\/\/\/\/\ ?H- cuaternarias

NBr
hN
CH,

v  Anionicos: en los que el grupo hidrofilico tiene carga negativa. (Ej.. sales

de acidos alquil carboxilicos o sulfénicos).

/\/\/\/\/\/\50 “Na’ Figura 1.6.- Alquil sulfato

\/W\/\/\ i Figura 1.7 - Alquil carboxilato (jabon)

COO Na
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v Zwitterionicos o Anfoteros: en los que el grupo hidrofilico tiene cargas

positiva y negativa. (Ej.. aminoacidos).

/\/\/\/\/\/\f“‘ Figura |.8.- Alquil betaina
N: CHGOO
j

CH,

v\/\/\/\/\/coo - THJ Figura |.9.-Lecitina
\/\/\/\/’\/\/COG- T
I O cu, cH, CH

L s NN
CI’{..-'O"P-O CH} ’ L

o CH, CH,

* No ionicos. en los que el grupo hidrofilico no posee carga. (Ej.. los

monoglicéridos y alquilglucosidos).

Figura 1.10.- Alcohol graso

CH,
/\/\/\/\Mo/ \,/DH etoxilado

0
Figura 1.11.- Alquilglucésido
WW g quilg

Concentracion micelar critica

Debido al caracter anfipatico de los surfactantes, sus moleculas en
presencia de agua u otro disolvente con propiedades fuertemente polares o

apolares, se adsorben en las interfases, disminuyendo las tensiones interfaciales
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y se autoagregan espontaneamente formando estructuras organizadas llamadas

"micelas".

Las micelas se forman cuando la concentracién de surfactante alcanza un
valor determinado, conocido como concentracion micelar critica (c.m.c.), a partir
del cual la autoagregacion es espontanea. A concentraciones cercahas a la
c.m.c. las micelas son esféricas (3-6 nm de diametro) y con 30-200 monémeros
(34). Sin embargo, a concentraciones mayores, se produce un aumento de las
interacciones intermicelares, lo cual provoca un cambio en la estructura de las
micelas hacia formas mas alargadas (laminar, cilindrica, tubular, espiral, etc.),
con diferentes grados de curvatura y dimensiones caracteristicas (35). Estas
nuevas formas micelares se pueden considerar como precursoras de las

entidades estructurales (36).

Figura I.12.- Estructura de una micela y otras configuraciones mas alargadas.

Esférica Elipsoidal Laminar (bicapa)

La autoagregaciéon se origina al minimizarse la energia libre de
interaccion intermolecular y da lugar a una gran variedad de estructuras
supramoleculares con interfases de tipo liquido-liquido (micelas directas, micelas
reversas, micro-emulsiones, estructuras monocapa, bicapa, vesiculas, etc). A
continuacién se muestran algunas de las configuraciones que pueden adoptar

dichos agregados micelares (Figura 1.13):
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Figura I.13.- Ejemplos de estructuras que pueden adoptar los agregados micelares y el grado de

curvatura espontanea de las moléculas de surfactante en la interfase.

a) Vesicula, b) Cristal liquido, ¢) Micela cilindrica directa.

Hp: curvatura espontanea de las moléculas de tensioactivo en la interfase.

En las disoluciones micelares, las micelas individuales estan dotadas de
libertad de orientacidén y movimiento en el disolvente, constituyendo un sistema
dinamico en el gue los mondmeros de surfactante estan en equilibric con las

micelas y el resto de la disolucion.

Cabe destacar que las moléculas de surfactante no se asocian por
enlaces covalentes sino por interacciones mas debiles (Van der Waals, puentes
de hidrogeno, electrostaticas, etc.). Por ello, la entalpia de formacién de estos
agregados es pequefia vy, por tanto, se puede controlar la forma vy el tamafio de
dichos agregados en funcién de parametros tales como la concentracién de
surfactante, la temperatura, el pH, la concentracion de electrdlito, la presion, etc.
(37).

Aplicaciones de los medios micelares

Una de las propiedades mas importantes de los surfactantes, relacionada

con su capacidad para formar micelas es la solubilizacién de solutos, lo que
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permite solubilizar, concentrar y compartimentalizar iones y moléculas, modificar
equilibrios acido-base y redox, influir en la velocidad de reaccion, las rutas
guimicas y modificar la estereoquimica, asi como las propiedades luminiscentes

de algunos compuestos (34).

Entre los sistemas organizados anteriormente nombrados, las micelas,
formadas tanto en disolucién acuosa (micelas directas) como en medio no
acuoso (micelas reversas) han merecido especial atencidn por ser la estructura
basica de las microemulsiones, por su capacidad de solubilizacién, y como
nuevos medios de reaccién en numerosas reacciones organicas e inorganicas
(38).

Una de las propiedades mas importantes de las micelas, al presentar una
microestructura con dominios hidréfilos y lipéfilos diferenciados, es, como ya se
ha mencicnado, su capacidad para solubilizar meoléculas tanto polares como no
polares. En el siguiente esquema se muestra la localizacién del solubilizado en

un agregado micelar en funcién de su naturaleza polar, semipolar o apolar.

Figura 1.14.- Esquema de localizacion de los analitos en el agregado micelar segun su naturaleza

polar.
&Y 3
S S
aE 3
. Sustancia no polar . Sustancia semipolar © Sustancia polar

Como se aprecia en el esquema anterior, la solubilizacién se localiza en
diferentes puntos en funcién de la naturaleza de la especie solubilizada pero

también del surfactante. Asi por ejemplo, en el caso de los surfactantes no
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ibnicos, la solubilizacién se produce generalmente entre las cabezas hidrofilicas
(34).

Las interacciones entre el soluto y el surfactante pueden ser
electrostaticas, hidrofébicas o mas normalmente, una combinacién de ambos
efectos (39). Por otro lado, hay que considerar que la solubilizacién es un
proceso dinamico en el que la sustancia solubilizada esta en equilibric entre la
micela y la fase acuosa. También es importante la naturaleza del analito, en el
sentido de que, cuanto mayor sea su hidrofobicidad mayor sera su permanencia

en la micela.

Esta capacidad de solubilizacién hace que los agregados micelares
posean importantes aplicaciones en campos como el guimico, farmaceéutico,
fitosanitario, cosmético, etc. (40), donde los productos activos que se utilizan son
generalmente poco solubles en agua o tienen que coexistir en una misma
formulacién componentes con polaridades distintas. Ya que, en general, la
aplicacion o administracién de un principio activo no es efectiva si no se disuelve

previamente.

También, debido a las caracteristicas de su elevada superficie interfacial,
el poseer micro y nanoestructuras, y su capacidad de solubilizacién, resultan
idoneos como medios de reaccion. Se ha demostrado que pueden aumentar
sensiblemente la velocidad de reaccién para determinadas reacciones quimicas
al realizarse en dichos medios (41-43). Lo que abre perspectivas,
econdémicamente muy interesantes, para muchos procesos de sintesis quimica,

enzimatica, bicldgica, etc.

Por otro lado, las propiedades dinamicas de las microemulsiones son
muy importantes para el entendimiento de la conductividad, reacciones quimicas
y transferencia de masa en las microemulsiones. Esta dinamica de intercambio

tan rapida es precisamente lo que favorece su utilizacion en sistemas de
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separacidén cromatograficos. De hecho, estos sistemas moleculares organizados
son compatibles con HPLC -como fase mévil (cromatografia micelar) o como
parte del extracto a analizar-, asi como con la técnica de Electroforesis capilar
(44).

Ademas, la utilizacién de sistemas micelares supone grandes ventajas
medioambientales, al permitir sustituir medios de reaccién o extracciéon basados
en disolventes organicos por otros medios coloidales, mayotritariamente acuosos,

utilizando surfactantes biodegradables.

Surfactantes no i6nicos

En la presente Tesis Doctoral, hemos centrado nuestro estudio en
algunos surfactantes no-iénicos como medio de solubilizacion (extracciéon) de los
compuestos de interés debido a las propiedades tan interesantes que poseen, y

gue desarrollaremos en los siguientes capitulos.

A diferencia de los surfactantes ionicos, los surfactantes no iénicos
suelen tener concentraciones micelares criticas menores y numeros de
agregacioh mas altos, debido en parte a la ausencia de repulsiones

electrostaticas entre las cabezas de los surfactantes no iénicos.

En este tipo de surfactantes, la parte hidrofilica de la molécula de
tensioactivo viene dada por grupos polioxietilénicos, mientras que la parte
hidrofébica puede estar constituida por una variedad de grupos apolares como
cadenas alquilicas, alquilbencenos, cadenas de polioxipropileno, etc (45). En la
siguiente tabla se muestra la estructura de algunos de los surfactantes no

ibnicos mas importantes.

Los surfactantes no idnicos del tipo polioxietilen alquil éteres tienen la

formula general CpH2.1(OCH2CH2)OH, aunque son conocidos como CrEn,
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donde n indica el nimero de atomos de carbono en la cadena alquilica y m

representa el numero de unidades de 6xido de etileno en la parte hidrofilica.

Tabla 1.6.- Surfactantes no i6nicos”.

Tipo

Estructura Férmula

Polioxietilen alquil éteres

C12E4 (Brij 30)
C:E¢ (Polidocanol)
C1:Eq0 (POLE)

C25E10 (Brij 56)

CE
CH-(CHa), ,O-(CH,CH,0) H

Polioxietilen metil-n-alquil éteres CH3-(OCH20H2)mO-(CH2)” H CEmCr
Octilfenoxi polioxietilen éteres
CH; CH;
OPES (Triton X-45) | | OPE
HgC—C—CHQ—C—Q—(OCHZCHZ)X OH
OPE7-8 (Triton X-114) | |
CH, CH;

OPE9-10 (Triton X-100)

Polioxietilen nonilfenil éteres

NPE7.5 (PONPE-7.5)
NPES-9 (Igepal CO-610)

NPES-10 (Triton N-101)

(39H194<;>f0(CHQCHQO)n H NPEn

Polioxietilen sorbitan éteres de
acidos grasos

Tween 20 (Sorbitol Monoclaurato)

Tween 40 (Sorbitol
Monopalmitato)

Tween 80 (Sorbitol Monooleato)

H—(OCH,CH,)—0, O——(CH;CH,0)—H

O——(CH,CH,0)—H

o O—(OCH,CHy)—F

T Hinze, W.L., 1993 (46).
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Este tipo de surfactantes fue sintetizado por primera vez a principios de
los afios 30 (47). Desde entonces, su detergencia, sus propiedades humectantes
y esponjantes los han hecho ampliamente utilizados en industrias y productos

domésticos.

Desde el punto de vista analitico, también presentan una serie de

caracteristicas altamente interesantes, entre las que destacan:

e La capacidad de modificar equilibrios &acido-base y redox, lo que
permitiria utilizarlos como componentes de electrodos aptos para ciertas
aplicaciones electroquimicas, electrocatalisis...etc. (48). Asi por ejemplo,
se han empleado para la preconcentracién de ciertos elementos sobre

electrodos de carbono (49)

e La capacidad de actuar como medios de reaccidn en los que se
modifican las propiedades luminiscentes de algunos compuestos, lo que
permite en muchos casos mejorar la deteccién de los mismos. Asi por
ejemplo se han empleado para mejorar la deteccion espectrofotométrica

y fluorimétrica de muchos iones metalicos (50)

e La capacidad solubilizadora, por lo que se emplean como extractantes de
compuestos tanto organicos como inorganicos y de muestras tanto
liquidas como sélidas. Asi por ejemplo se han utilizado para extraer
sustancias activas (derivados del Ginsen) de plantas medicinales (51),
metales pesados como el Cu (ll) de muestras acuosas (52), disruptores

endocrinos de sedimentos y cangrejos de rio (53)...etc.
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1.4 OBJETIVOS DEL TRABAJO

El objetivo de todo nuevo procesco analitico se basa siempre en la
busqueda de nuevos procedimientos que permitan optimizar la sensibilidad,
selectividad, rapidez, coste y eviten la contaminacion-peligrosidad de los ya

existentes.
En la presente Tesis Doctoral se plantea, como objetivo general:

e La optimizacién y desarrollo de nuevos métodos de extraccidén y
preconcentracion de dos familias de compuestos contaminantes,
dioxinas policloradas y pesticidas organofosforados, presentes en
muestras mediocambientales de diferente naturaleza, empleando para

ello los medios micelares como extractantes.

Las familias de contaminantes a estudiar comprenden mezclas de distintos
compuestos escogidos en funcién de su mayor potencial téxico (en el caso de
las dioxinas) o de su mayor aplicacion en los tratamientos agricolas actuales (en
el caso de los pesticidas). Y como extractantes, los surfactantes no idnicos
Polioxietilén 10 Lauril Eter (POLE) y Oligoetilén Glicol Monoalquil Eter (Genapol

X-80), que presentan una facil manipulacién y bajo coste.

Entre otras ventajas, respecto de los métodos convencionales empleados
para el analisis de estas sustancias, se pretende conseguir una reducciéon
considerable del tiempo empleado en el tratamiento, extraccion y anélisis de las
muestras, usando metodologias mucho mas simples y rapidas, y la sustituciéon
de los extractantes que se emplean, generalmente disolventes organicos, por
medios micelares que son menecs perjudiciales al medio ambiente debido a su
biodegradabilidad.
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De esta forma, se plantean a su vez una serie de objetivos especificos:

Establecer las condiciones mas adecuadas para la separacion
cromatografica de las dos familias de compuestos a estudiar, empleando

como técnica la cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa.

Caracterizacién de los surfactantes utilizados en el estudio en presencia
de sal (NaCl), lo que implica la determinaciéon de la Temperatura de

Punto de Nube y Relacién de Fases en estas nuevas condiciones.

Establecer las condiciones mas adecuadas para la éptima extraccién y
preconcentracion de los distintos compuestos en muestras liquidas
usando la metodologia de Punto de Nube, lo que implica Ila
determinacién de la concentracién de surfactante, concentracién de sal y

tiempo de extraccion mas adecuados.

Determinar los parametros analiticos de la metodologia optimizada. Lo
que incluye el estudio de Reproducibilidad y Limites de Detecciéon. Asi
como la validacidon del método propuesto comparandolo con otras
técnicas de extraccién (Extraccién Liquido-Liquido en el caso de las
dioxinas) ¢ mediante su aplicacién a la extraccién y analisis de una

mezcla certificada (en el caso de los pesticidas organofosforados).

Aplicar la metodologia de extraccién y preconcentracién por Punto de
Nube a muestras acuosas de diferente procedencia y tratamiento, asi

como diferente contenido salino para evaluar la versatilidad del método.

Establecer las condiciones mas adecuadas para la 6ptima extraccion de
los distintos compuestos en muestras sélidas minerales bajo la
metodologia de Extracciéon Micelar Asistida por Microondas, lo que
implica la determinacibn de la concentracibn de surfactante,

conhcentracién de sal, tiempo y potencia de radiacidon microondas mas
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adecuadas asi como la determinacién de la influencia del pH en el caso

de los pesticidas organcofosforados.

Determinar los parametros analiticos de la metodologia propuesta, lo
gque implica el estudio de Reproducibilidad y Limites de Deteccién. Asi
como la validacién del método propuesto comparando los resultados
obtenidos con el mismo, con los encontrados por otras técnicas de
extraccion (Soxhlet) o mediante su aplicacion a la extraccidn y analisis

de una mezcla certificada.

Aplicar la metodologia de Extraccién Micelar Asistida por Microondas a
muestras sélidas de diferente procedencia y diferentes parametros fisico-
guimicos (pH, contenido en materia organica y granulometria) para

evaluar la versatilidad del método.

Aplicar el método propuesto a muestras de suelo enriquecidas con
pesticidas, después de diferentes periodos de envejecimiento, con objeto
de evaluar su aplicabilidad a muestras reales en las que se desconoce el

tiempo de contacto de los analitos en la muestra.

Establecer las condiciones mas adecuadas para la 6ptima extraccion de
los pesticidas organofosforados en muestras de vegetales usando la
metodologia de Extraccion Micelar Asistida por Microondas. Ello implica
la determinacién de la concentracién de surfactante, concentracién de
sal, tiempo y potencia de radiacién microondas mas idéneas, asi como la

determinacién de la influencia del pH en el proceso.

Determinar los parametros analiticos caracteristicos del método
propuesto, lo que implica el estudio de Reproducibilidad y Limites de
Detecciéon. Asi como la validacién del mismo, comparandolo con otras
técnicas de extracciéon (Ultrasonidos) y su aplicacion del método

propuesto a la extraccion y analisis de una mezcla cerificada.

35

@ Del documento, los autores. Digitalizacion realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2007



Objetivos

INTRODUCCION

Aplicar la metodologia de Extraccién Micelar Asistida por Microondas a
diferentes muestras vegetales para evaluar la versatilidad y potencialidad

del método.
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Introduceién MATRICES LIQUIDAS

1.1 INTRODUCCION

/. 1.1 Técnicas de extraccion en matrices liquidas

La metodologia tradicional empleada para la extracciéon de diferentes
compuestos en muestras acuosas, ha sido la extraccién liquide-liquido (LLE).
Esta téchica es la que se emplea por ejemplo, como método multiresiduo
convencional para la determinacion de pesticidas organoclorados vy
organcofosforados en leche que es donde tienden a acumularse (1). Con dicha
metodologia, los pesticidas son extraidos junto con el contenido graso total de la

leche.

La técnica de extraccion liquido-liquido implica hormalmente la utilizacién
de grandes cantidades de disolventes organicos lo que conlleva un alto coste,
toxicidad y gran volumen de residuos, asi como tiempos de extraccion largos.
Ademas, presenta otras desventajas como no ser adecuada para matrices
oleaginosas, requiriendo un tratamiento adicional de la muestra, posibilidad de
incompatibilidad del disolvente a utilizar con la fase mévil del cromatégrafo, y
obtencién de unas recuperaciones bajas, que varian en funcién del compuesto a
determinar. Por todo ello se tiende a reemplazar dicho procedimiento de
extraccion, por otros que consigan evitar la excesiva manipulacién de la muestra,
las posibles pérdidas de los analitos por volatilizacién, y la utilizacién de

disolventes téxicos (2).
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Una de las técnicas propuestas para la sustitucion de la extraccion
liquido-liquide y que ha tenido una gran aceptacién, es la extraccion en fase
solida (SPE), ya que permite, una extraccion mas selectiva y una
preconcentracion de los analitos (3-7). Sin embargo, esta técnica presenta a su
vez una serie de desventajas para el andlisis de muestras acuosas, entre ellas:
la limitacion de la cantidad de muestra que puede pasar a través del relleno de
dicha fase soélida ("breakthrough volume"), la necesidad de escoger el relleno
mas adecuado al tipo de analito que se desea extraer, la posible co-extraccion
de analitos no deseados presentes en la matriz y que a su vez limita la
capacidad de retenciéon de los compuestos a extraer, lentitud en el procesado de
las muestras, y por ultimo, coincidiendo con la extraccion LLE, requiere la
utilizaciéon de disolventes organicos y un tiempo considerable para todas las

operaciones manuales implicadas (8).

Oftra téchica mas moderna que se ha desarrollado es la microextraccidén
en fase sélida (SPME) (9, 10). Esta técnica permite el analisis usando una
cantidad minima de muestra, alcanzando preconcentraciones muy altas, al
concentrar todos los analitos en la superficie de una microfibra -con lo que se
mejora notablemente la sensibilidad-. Ademas permite que la muestra sea
introducida directamente en el cromatégrafo (bien en cromatografia liquida como
gaseosa), por lo que no se requieren mayores tratamientos ni manipulaciones
del extracto. Pero presenta dos grandes inconvenientes: la respuesta de la fibra
varia en el tiempo (en detrimento de la reproducibilidad de los métodos que
hacen uso de esta técnica), y el tiempo de adsorcion de los compuestos en la

fibra es, en la mayoria de los casos, muy largo (45-120 min).

También se han desarrollado otras técnicas como la microextraccién
liquido-liquide (LLME) (11) basada en la técnica de extraccién clasica pero que
permite la utilizacion de una cantidad minima de muestra, y la microextraccién
en fase liquida (LPME), basada en la utilizaciéon de fibras huecas desechables.

En este caso la extraccidén de los compuestos de muestras acuosas se produce
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a través de una fina capa de disolvente organico inmovilizado dentro de los
poros de la pared de la fibra hueca porosa, dentro de la cual hay un volumen
minimo {JL) de disolucidon aceptora dentro del lumen de la fibra; después de la
extraccion, la disolucién aceptora se introduce directamente en cromatégrafos o

espectrometros de masas sin mayor tratamiento (12).

A continuacion se muestra una tabla con algunos ejemplos de aplicaciéon

de estas técnicas en la extraccion de dioxinas y pesticidas organofosforados.

Tabla Il.1.- Técnicas empleadas en la extraccion de dioxinas y pesticidas organofosforados

en muestras acuosas.

Compuesto Matriz Técnica Extractante Complejidad Referencia

Dioxinas Agua (<1% solidos) LLE Cloruro de metileno alta 13

o Agua de mar, lluvia,
Dioxinas SPE Etanol-tolueno alta 14
agua depurada

Dioxinas Agua de mar SPE acetona alta 15
Dioxinas Agua SPE Hexano alta 16
Pesticidas OP* Agua potable SPE Acetato de etilo Media 17
Pesticidas OP* Agua subterranea LLME Metil terbutil éter media 18
Pesticidas OP* Agua potable SPE Acetonitrilo-agua media 19

*Pesticidas organofosforados.

Sin embargo, en todas ellas se siguen utilizando disolventes organicos

como extractantes, presentan una gran complejidad en el manejo de la muestra
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(pretratamiento y posterior extracciéon), y un alto coste instrumental. Una
alternativa a ellas seria la utilizacion de los llamados medios micelares como

extractantes.

i1.1.2 Surfactantes como alternativa (CPE)

Una de las propiedades mas interesantes de los surfactantes es su
capacidad para solubilizar compuestos de diferente caracter y naturaleza
mediante su asociacidén con las micelas. Dichas sustancias pueden interaccionar
con las micelas por efectos electrostaticos, hidrofobicidad o por una combinacién
de ambos efectos. De manera que, la misma capacidad que permite aumentar
su solubilidad en un medio determinado, los hace a su vez ideales como

extractantes precisamente por esa asociacidn-interaccion con las micelas.

Por ello, dichos sistemas han sido ampliamente utilizados en la extraccion
de sustancias organicas como compuestos organoclorados, hidrocarburos
aromaticos policiclicos, vitaminas, etc., en una variedad de matrices como suero
humano o sangre (20, 21), agua de rio (22), agua de mar (23), etc., asi como
compuestos inorganicos (24), lo que evidencia el alto potencial de estos

extractantes biodegradables en el campo analitico medioambiental.

La utilizacién de los surfactantes como extractantes se debe a la
capacidad que presentan las discluciones acuosas de los surfactantes tanto no-
ibnicos como zwiteridnicos (25), de producir el fenomeno llamado punto de nube
{0 “cloud point”), cuando las mismas se calientan a una determinada temperatura
(26, 27). Por encima de dicha temperatura, se produce un enturbiamiento de la
disolucién y posteriormente la separacién en dos fases isotréopicas (Figura 11.1):
una fase rica en surfactante, de menor volumen, que contiene una pequefia
cantidad de agua (fase de surfactante), y otra fase acuosa, en la cual la

concentraciéon de surfactante es aproximadamente igual a la concentraciéon
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micelar critica del surfactante presente. Asi, los analitos presentes en la
disolucién, y que interaccionan con las micelas, pasarian a la fase rica en
surfactante. Es decir, que de esta forma se consiguen la extraccion y
preconcentracion de los analitos en una sola etapa, metodologia conocida como
Extraccion por Punto de Nube o Cloud Point Extraction (CPE).

En la Figura II.1 se presenta un esquema de la extraccién por punto de

nube.

Figura Il.1.- Esquema de extraccion con surfactantes por la metodologia de punto de nube.
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El mecanismo por el cual tiene lugar la separacién de fases es poco
conocido. Para los surfactantes no idénicos, algunos autores han propuesto que
cuando aumenta la temperatura de la disclucidon, podria producirse un
incremento en el numero de agregacién de las micelas con el consiguiente
incremento en el tamafo de las mismas (28, 29). Otros sugieren que para dichos
surfactantes el mecanismo de la separacién de fases puede estar basado en un
cambio en las interacciones micelares, que serian repulsivas a bajas
temperaturas, pero predominantemente atractivas a temperaturas mas elevadas
(30). Y otros, atribuyen el fenémeno de Punfo de Nube a los procesos de
deshidratacién que tienen lugar en la capa externa de las micelas cuando se

incrementa la temperatura (31).

En cualquier caso, la solubilizacidn de compuestos organicos en las
micelas y su subsecuente extraccion y preconcentracion, ofrece una alternativa
muy conveniente a otras metodologias de extraccidn de muestras acuosas como

se ha mostrado en algunos estudios (22, 27, 32, 33).

Las ventajas que presenta esta metodologia frente a las metodologias

cohvencionales pueden resumirse en:

1) Capacidad para concentrar una gran variedad de analitos de diferente
naturaleza, con altas recuperaciones vy altos factores de
concentracién, ya que los analitos pueden ser extraidos en

volumenes muy pequefios de fase rica en surfactante (0.2-0.4 mL).
2) Se obtienen altos factores de preconcentracion (=10 veces).

3) Seguridad en la atmésfera de trabajo y en el medicambiente por su
biodegradabilidad.

4) Bajo de coste, ya que sélo es necesario un pequefio volumen de

surfactante frente a los grandes volumenes de disolventes organicos
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utilizados en las metodologias de extracciéon convencionales.

5) El extracto (fase rica en surfactante) es compatible con la fase movil

utilizada en cromatografia liquida tanto micelar como convencional.

6) Mejora la sensibilidad en la detecciéon de ciertos analitos cuando
estan presentes en la fase rica en surfactante respecto a la de los

mismos en fase acuosa (34).

Para la optimizacién de la extraccién mediante este procedimiento, hay
gue controlar: a) la temperatura de punfo de nube a la cual se da el fenémeno,
para asegurar gque tiene lugar la separacién de fases, b) la relaciéon de fases que
se obtiene después de la separacién de las mismas, ya que determinara el grado
de preconcentracion de los analitos, y ¢) la capacidad para solubilizar (extraer)

los analitos ya que es el objetivo del proceso.

e Temperatura de punto de nube

Como ya se comentd anteriormente, la separacién de fases en el
fenémeno de punto de nube tiene lugar en un rango estrecho de temperaturas;
sin embargo, dicha temperatura puede variar en funcién de los siguientes

parametros:

a) Naturaleza del surfactante

Para una serie homéloga de surfactantes polioxietilénicos (no-
ibhicos) la temperatura de punto de nube aumenta a medida que
disminuye la longitud de la cadena hidrocarbonada, y al aumentar la

longitud de la cadena de oxietileno (35). En la Tabla 1.2 puede
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observarse que para surfactantes como el Ci2Es y Ci2Eg, que poseen el
mismo numero de atomos de carbono en la cadena alquilica, pero distinto
numero de unidades oxietilénicas, las temperaturas de punto de nube
obtenidas para el Ci2Eg son superiores. Sin embargo, si comparamos las
temperaturas obtenidas para los surfactantes CioEs ¥ C12Es, se observa
que la temperatura aumenta a medida que la cadena alquilica se hace

mas corta.

Para un contenido constante de oxietileno en la molécula de
surfactante, la temperatura de punto de nube disminuye también cuando
se ramifica el grupo hidrofébico o si se reemplaza el grupo hidroxilo

terminal del grupo hidrofilico por un grupo metilo.

b) Adicién de sales

La temperatura a la que se produce el fendmeno de separacién de
fases para un surfactante dado puede ser alterada por la presencia de
sales en la disolucion. La adicién de electrélitos como cloruros, sulfatos,
carbonatos, etc., provoca una disminucion de la temperatura a la cual se
produce el fenomeno de punto de nube. Sin embargo, hay electrélitos
como nitratos, yoduros, tiocianatos, etc., que producen el efecto

contrario, es decir, provocan un aumento de dicha temperatura (36-42).

Ello es debido al efecto que producen las sales en las
propiedades fisico-quimicas de las discluciones anfifilicas en cuanto a
que pueden aumentar, "salting-in", o disminuir, "salting-out", su
solubilidad. De esta forma que sera necesario aplicar mas ¢ menos calor
al sistema, respectivamente, para que se produzca la separacion de las

fases.
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Tabla I1.2.- Temperaturas de punio de nube para diferentes surfactantes polioxietilénicos.

Surfactante Temperatura (°C) Ref.
43

59-63 (48)

49

58 (49)

60 (50)

CioEs

62.2 (51)

63 (52)

50 (48)

50.3 (53)

51.3 (54)

e 52,5 (52)
53.2 (55)

51.1 (51)

755 (56)

77 (48)
78 (52, 55)

C12Es

78.4 51

79.2 (57)
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¢) Presencia de compuestos organicos

La adicibén 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 organicos no polares, que
pueden ser solubilizados en el interior de la micela, suelen originar
aumentos en la temperatura de punto de nube (43). Compuestos
organicos polares, como alcoholes alifaticos o fenoles, disminuyen la

temperatura de punto de nube (44, 45).

d) Presencia de otros surfactantes

Cuando la disolucion contiene dos o mas surfactantes no idénicos,
la temperatura a la cual tiene lugar la separacién de fases es una
temperatura comprendida entre las temperaturas de punfo de nube de
cada surfactante por separado, mientras que la adiciéon de surfactantes
ibhicos eleva dicha temperatura, debido a que se forman micelas mixtas
(48, 47).

e) Variacion de la presién

Un aumento de la presién causa un aumento de la temperatura

del proceso de punto de nube (46, 58).

Se puede considerar, por tanto, que es posible obtener una
temperatura de punto de nube determinada, para una aplicacién analitica
concreta, seleccionando las condiciones adecuadas a fin de variarla en el

sentido que nhos interese.
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e Relacion de fases

La relacién de fases obtenida después de la separacién de las mismas,
determina el factor de preconcentracion de los analitos, que se calcula segun la

siguiente férmula:

Factor preconc. = Vac / Vs

donde Vac es el volumen inicial de la disolucién y Vs el volumen final de fase
rica en surfactante. De esta manera, a medida que el volumen de fase rica en
surfactante sea mayor, menor serd el factor de preconcentracién de los
compuestos. También en este caso existen diversos parametros que pueden

modificar este factor, dentro de los cuales cabe citar:

a) Naturaleza del surfactante

La relacién de fases depende de la estructura del surfactante; asi,
para una serie homodloga de surfactantes no idnicos de cadena
polioxietilénica, el volumen de fase rica en surfactante aumenta con el
aumento de la cadena oxietilénica y con el de la longitud de la cadena
hidrocarbonada. Por lo que, para obtener mejores factores de
preconcentracién seran mas convenhientes surfactantes con pocas
unidades oxietilénicas y de cadena corta. Sin embargo, también es
fundamental tener presente su capacidad extractante, por lo que habra
que analizar a su vez si esos surfactantes son los mas adecuados a la

hora de extraer los solutos (59).

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

superficie de la disolucion dependiendo de las densidades relativas. Asi
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por ejemplo, para surfactantes como los Tritons o PONPESs, la fase rica
en surfactante es mas densa que la fase acuosa, por lo que aquella se
sitia en el fondo. Sin embarge, las disoluciones de surfactantes que
contienen cadenas alquilicas poseen una fase rica en surfactante menos
densa que la fase acuosa, por lo que se sitlan en la superficie (ej. POLE,
Polidocanol) (59).

b) Concentracion de surfactante

Para que se produzca la separacion de fases es necesario que la
cohcentraciéon de surfactante en disolucibn sea superior a la
concentracion micelar critica. Una vez superado ese valor de
cohcentracién umbral, sucede que a medida que aumenta Ia
concentracion de surfactante en la disolucién, mayor es también el
volumen de fase rica en surfactante, con lo que el factor de concentracion
disminuye (38, 39). Teniendo en cuenta que la variacién en la
concentracién de surfactante puede afectar a la eficiencia de extraccién,
habrd que elegit una concentracion de surfactante que nos permita
extraer suficientemente los analitos, y que a su vez nos proporcione una
satisfactoria preconcentraciéon de los mismos. Ademas, hay que
considerar el hecho de que la fase rica en surfactante presenta una
viscosidad muy alta, por lo que, para concentraciones altas de
surfactante, en algunas aplicaciones, es necesario afadir pequefias
cantidades de disolvente (agua, metanol, etanol, etc.) a dicha fase para

disminuir la viscosidad de la misma y facilitar su manipulacion (60).
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¢) Adicién de sales

Se ha observado gue el volumen de la fase rica en surfactante no
depende de la fuerza idnica (59). Sin embargo, la adicién de sales
provoca un aumento de la densidad de la fase acuosa, lo que facilita el

proceso de separacion de fases.

d) Temperatura

Esta debe estar siempre por encima de la temperatura de punto
de nube para asegurar que se produzca la separacién de fases. Sin
embargo, un aumento considerable de la temperatura por encima de este
valor provoca la disminucién del volumen de fase rica en surfactante
debido a la deshidratacién de la misma por rotura de los puentes de
hidrogeno, por lo que la cantidad de agua en esta fase disminuye (31).

Esto supone una mayor preconcentracién de los analitos.

El mantenimiento de una temperatura adecuada durante todo el
proceso es fundamental, ya que el sistema es reversible. Es decir, que al
disminuir la temperatura se produce la redisolucion de la fase rica en
surfactante, con lo que se perderia totalmente la preconcentracion de los
compuestos. De manera que sera conveniente realizar la centrifugacién

"en caliente", a una temperatura dada.

e) Tiempo

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

el tiempo de calentamiento, se produce una disminucién del volumen de
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fase rica en surfactante, debido también a un proceso de deshidratacion
(31).

e Solubilizacion (extraccion) de analitos

En cuanto a los parametros que pueden afectar al proceso de
solubilizacién de los diferentes analitos en la disolucién micelar, y que por tanto
tendran influencia en los porcentajes de recuperacion (eficiencia de extraccion

del proceso) obtenidos al aplicar la extraccion por punto de nube, destacan:
a) Naturaleza del surfactante.

La eficiencia de extraccibn vendra determinada por las
interacciones entre soluto y micela que, como se vio anteriormente,
pueden ser de tipo electrostatico, hidrofébico o una combinacién de
ambos. Generalmente, la mayoria de los compuestos organicos
cohtaminantes de interés medioambiental suelen ser muy poco polares,
de manera que sera mas interesante trabajar con aquellos surfactantes

de menor polaridad.

El caracter polar de un surfactante no ibnico aumenta al aumentar
el niumero de unidades etilénicas en su estructura (ej. es mas polar el
POLE, Ci2E10, que el Polidocanol, Ci2Eg) vy al disminuir la longitud de la
cadena alquilica. Los surfactantes mas hidrofébicos seran aquellos que
tengan un menor numero de unidades oxietilénicas y las cadenas
hidrocarbonadas mas largas. Por otra parte, el grado de particidn de las
moléculas organicas neutras es mayor en surfactantes hidrofébicos; por
tanto, los surfactantes que teniendo el mismo grupo alquilico tengan un
menor niumero de unidades oxietilénicas tendran una mayor capacidad
de extraer solutos. A igualdad en el nimero de unidades etilénicas,
aquellos que posean una mayor cadena alquilica seran los mejores

extractantes. Por tanto, el mejor surfactante, desde el punto de vista de la
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extraccién, sera aquel que tenga pocas unidades oxietilénicas y cadenas
hidrocarbonadas largas (59). Si embargo, este tipo de surfactantes no
nos proporcionaria buenos factores de concentracién, como vimos
anteriormente. Por tanto, hay que elegir entre ambos criterios para

maximizar la extraccion y la concentracién de los analitos.

b) Concentracién de surfactante.

Generalmente, al aumentar la concentracién de surfactante en
disolucién, el porcentaje de extraccion de los solutos aumenta hasta un
punto a partir del cual la eficiencia de extraccidbn se estabiliza vy
permanece constante. Esta variacion suele ser mas evidente para los
analitos mas polares, ya que los solutos mas hidrofébicos se extraen muy
bien, incluso con concentraciones de surfactante bajas. Sin embargo, una
cohcentracién muy grande se ftraduce en un pequefio factor de
preconcentracién, ya que aumenta el veolumen de la fase rica en
surfactante. Por lo que habra que escoger un porcentaje de surfactante
que permita una extracciéon eficiente vy a la vez una adecuada

preconcentraciéon de los compuestos de interés.

¢) Adicién de sales.

Al aumentar la concentracién de sal en disolucién el tamafio de
las micelas y su numero de agregacién aumentan, mientras que su
concentracién micelar critica permanece constante (61). Por otro lado, al
aumentar la fuerza idnica de la fase acuosa, los analitos no polares se
vuelven mas inselubles en la disolucién, es decir, que presentaran mayor

afinidad por la disolucién micelar, lo que mejora la eficiencia de
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extraccidén de estos compuestos. Este efecto es conocido como "salting-
out" ¥y se ha empleado en numerosos estudios para mejorar la eficiencia
de extraccion (62-64).

d) Temperatura de equilibracion.

Como se vio en apartados anteriores, la temperatura a que se
somete la muestra tiene que ser siempre superior a la temperatura de
punto de nube. Por lo general, se elige una temperatura de 15 a 20° C
por encima de la temperatura de punto de nube para asegurar que el
proceso tenga lugar (59). Sin embargo, algunos surfactantes con
temperaturas de punfo de nube demasiado elevadas pueden ocasionar
problemas de estabilidad en analitos termolabiles, con lo que los
porcentajes de extraccién pueden disminuir. En estos casos hay que
elegir adecuadamente el surfactante o bien, afadir los aditivos

adecuados para modificar su temperatura de punto de nube.

e) Tiempo de equilibracion.

Es el tiempo que permanece la muestra bajo las condiciones en
las que se establece la separacién de fases. Durante este tiempo se
produce la interacciéon entre el soluto y la micela. Dependiendo del tipo de
soluto y del tipo de surfactante se necesitard mas o menos tiempo para
gue se produzca la solubilizacién del analito. Sin embargo, en la mayoria
de los trabajos publicados se considera que tiempos de equilibracién

superiores a 30 minutos no mejoran la extraccién (65).
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f) pH de la disolucién.

Este factor es importante sélo cuando los solutos a extraer
presentan diferentes caracteristicas en forma acida o basica. La forma
ibnica de una molécula neutra no interacciona tan fuertermente con las
micelas como lo hace su forma neutra, por lo que habra que ajustar el pH
de la disolucién para que los solutos no se encuentren ionizados (59). En
el caso de los pesticidas organofosforados, sera una variable a tener en
cuenta mientras que para las dioxinas no, ya que no presentan formas

ibnicas.
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II.2 CARACTERIZACION DE SURFACTANTES

En la presente Tesis Doctoral se hara uso de los surfactantes:
Polioxietilén 10 Lauril Eter (POLE) y Oligoetilén Glicol Monoalquil Eter (Genapol
X-080). Ambos, pertenecen al grupo de surfactantes no idnicos, por lo que
ofrecen la posibilidad de ser utilizados mediante la metodologia de punfo de

nube para extraer y preconcentrar los analitos de interés.

Estructuralmente cabe destacar que ambos surfactantes poseen el
mismo numero de grupos alquilicos pero diferente nimero de grupos
oxietilénicos. El POLE es Ci2Eqg, mientras que el Genapol X-080 es un CyE,,
siendo n una constante que difiere segun el proceso de fabricacién del mismo y
gue oscila en torno a 8, esto es debido a los problemas que presenta la sintesis
de este tipo de surfactantes (66). Esta diferencia, como vimos, anteriormente
afecta a la polaridad, en el sentido de que a mayor numero de grupos
oxietilénicos mayor es la polaridad del surfactante, por lo que en este caso,
podemos aceptar que el POLE es un surfactante mas polar que el Genapol X-
080.

[1.2.1 Temperatura de punto de nube. Diagrama de Fases.

Las temperaturas de punto de nube del POLE y Genapol X-080 son bien
cohocidas y oscilan entre 9515 y 75£5°C respectivamente (67). Puesto que la
temperatura de trabajo debe ser superior a la temperatura de punto de nube, se
decidi¢ afadir NaCl, un electrolito que permite la disminucién de la misma, de
forma que se pueda trabajar y aplicar este método en condiciones de

calentamiento menos agresivas y disminuir el consumo energético.

A fin de determinar el efecto de adicidn de la sal (NaCl) en la temperatura

de punto de nube de estos surfactantes, se calentaron una serie de disoluciones,
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conteniendo POLE (2%, wv) o Genapol X-080 (2%, v/V) y NaCl en diferentes
concentraciones que variaran entre 1-15% (m/v), aumentando la temperatura de
forma gradual hasta que se observase la separacién de las dos fases. Los
resultados mostraron un comportamiento muy similar en ambos casos de
manera que la temperatura de la separacién de fases iba disminuyendo con el
incremento en la concentracién de sal hasta un punto, por encima del cual se
mantenia constante. Por lo que se fijaron porcentajes de NaCl en esa zona de
estabilidad, correspondientes a 7.5% (m/v) y 5% (m/v) en NaCl para el POLE y

Genapol X-080 respectivamente.

Posteriormente, se determinaron la temperatura y concentracién de punto
de nube para cada surfactante con los porcentajes de NaCl fijados. Estos
parametros se obtienen a partir del diagrama de fases, en el que se representa
la temperatura a la cual se obtiene la separacién de fases, frente a la
concentracién de surfactante presente en la disolucidén. La interseccién de las
tangentes a la curva obtenida nos da un punto cuyas coordenadas corresponden
a la temperatura y concentracién de punto de nube de ese surfactante. Para ello,
se prepararon disoluciones de POLE y Genapol X-080 con diferentes
concentraciones variando desde 0.1 hasta 5%(w/Vv) junto con NaCl (7,5 y 5% m/v
en cada caso), y se calentaron a distintas temperaturas hasta obtener la
separacidén de fases. Del diagrama de fases obtenido en cada caso se obtuvieron
temperaturas de punto de nube de 75+5°C y 65£5°C para el POLE y Genapol X-
080 respectivamente, que representan unos descensos de 15 y 10°C respecto de
la temperaturas de punto de nube en ausencia de sal de dichos surfactantes

(67). En la Figura 11.2, se muestra el diagrama de fases obtenido para el POLE.

Ademas de esta importante ventaja observada para ambos surfactantes,
puesto que los sistemas se someten de esta forma a temperaturas menos
agresivas, se pudo apreciar que la estabilidad de la separacién de las dos fases,

mejoré considerablemente en presencia de sal, de forma que las capas
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permanecian separadas a temperatura ambiente durante mas de una hora
después de su centrifugado, ralentizando el proceso reversible de mezcla de

ambas fases que se produce cuando dichos sistemas se enfrian.

Figura I1.2.- Diagrama de fases del Polioxietilen 10 Lauril Eter (POLE) en presencia de NaCl (7.5
% mA).
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[1.2.2 Relacién de fases. Factor de preconcentracidn.

La relacion de fases, definida como el cociente entre el volumen de la
disolucién acuosa a ser preconcentrada (V) y el volumen de fase rica en
surfactante (), es decir (V/Vs), es un parametro que indica la preconcentracion
a que pueden ser sometidos los analitos de interés con cada surfactante. Este

parametro, aumenta a medida que disminuye la concentracion de surfactante, ya
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gue a medida que la concentracién de surfactante es menor, también el volumen

de fase rica en surfactante es inferior.

Se determiné pues la relaciéon de fases de cada surfactante, POLE y
Genapol X-080, en presencia de la cantidad de NaCl fijada. Para ello se tomaron
las medidas de los volimenes de ambas fases en diferentes disoluciones con
distinta concentraciéon de surfactante (0.5-10% wV). Las disoluciones,
introducidas en tubos graduados y con cierre hermético, se calentaron durante
10 minutos en un bafo termostatizado a 90°C y 80°C para el POLE y Genapol X-
080 respectivamente, y se centrifugaron a 3500 r.p.m. durante 5 min.
Posteriormente, el volumen de la fase rica en surfactante fue medido en el tubo
graduado. Las disoluciones fueron sometidas a unas temperaturas algo superiores
gue las temperaturas de punfo de nube de cada surfactante para asegurar la

separacion de fases.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla I1.3 donde se observa,
para ambos surfactantes, que a medida que aumenta la concentracién de
surfactante disminuye el valor de la relacién de fases, lo que conduce a menores

factores de preconcentracién.

Una preconcentracion demasiado elevada puede no ser tan conveniente
debido a lo delicado de la medida y manipulaciéon de un volumen de surfactante
tan pequefo, asi por ejemplo, en el caso del POLE, la fase rica en surfactante
dejé de ser detectable para concentraciones de surfactante inferiores al 1%
{m/v). De manera que para establecer una relacion adecuada entre Ila
concentracién de surfactante en la disoluciéon (extraccion) y la fase de
surfactante a extraer (preconcentracién), se fijé una concentracion de surfactante
del 5% (m/v) en cada caso, mediante la cual se obtienen factores de
preconcentracion de 10 y 125 veces para el POLE y Genapol X-080

respectivamente.
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Tabla I.3.- Relacion de fases para los surfactantes POLE y Genapol X-080.

0.5
1 25
3 16.7
POLE
5 10
8 7.1
10 56
0.5 50
1 25
Genapol X-080 3 16.7
5 12.5
7.5 7.1
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II.3 EXTRACCION Y ANALISIS DE DIBENZO-P-DIOXINAS

Las dioxinas son compuestos muy téxicos y por lo tanto nocivos para la
salud y altamente perjudiciales al medioambiente. Su principal via de formacion
es por combustiéon y al ser emitidos a la atmésfera sufren un transporte global,
por lo que se encuentran presentes en todo tipo de muestras. Sin embargo, no
existe mucha bibliografia referente al analisis de dioxinas en agua ya que,
debido a la baja solubilidad que presentan en este medio, suelen encontrarse
fuertemente adheridas al material particulado. Eso hace que la concentracion de
dioxinas en agua sea extremadamente baja lo que dificulta el analisis en este
tipo de matrices. Por ello, ademas de la utilizacion de sistemas de deteccién de
alta sensibilidad, es imprescindible el desarrollo de téchicas de extraccidn que
permitan la preconcentracién de las mismas, como es el caso de la metodologia

de extraccién por punto de nube.

[1.3.1 Optimizacién de la extraccién de dioxinas en agua

Efecto de la concentracion de surfactante

Esta es una variable que puede afectar a la eficiencia con la que se
extraen los compuestos ya que la forma y tamafio de las micelas puede variar
dependiendo del tipo de surfactante y de su concentracién en la disolucién (68).
La interacciéon del surfactante con los analitos puede cambiar en funcién de la
alteracion que sufra la organizaciéon de dicha estructura, afectando a la eficiencia

de extraccion del proceso.

Con objeto de estudiar este efecto en la extraccién de dioxinas, se

realizaron analisis de distintas muestras conteniendo la mezcla de dioxinas bajo
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estudio, distintas proporciones de los surfactantes POLE y Genapol X-080 en un

range de 1 6 2 a 7% (WV) y sal en porcentajes de 7.5 y 5% (m/\)

respectivamente.

Los resultados mostraron un comportamiento similar para todos los
compuestos cuando se extraen c¢on ambos surfactantes. A bajas
concentraciones de surfactante la eficiencia de extraccién es también menor,
incrementandose gradualmente con la concentracién de surfactante en la
disolucién hasta el 3-5% (v/v), momento a partir del cual las recuperaciones
tienden a estabilizarse, como ocurre en el caso del POLE, o incluso a descender
ligeramente, como sucede en el caso del Genapol X-080. En la Figura 1.3 se

muestran los resultados obtenidos para alguna de las dioxinas en estudio.

Figura I.3.- Efecto de la concentracién de surfactante en la extraccion de dioxinas de muestras

acuosas.

100 3
§ 80 - —a—20D
5 60 530D
E’_ 40 5DD
§ 20 - —+—6DD
o
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0 2 4 6 8
Concentraciéon de POLE (%, viv)
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Concentracion de Genapol X-080 (%, v/v)

Teniendo en cuenta lo anterior, se fijaron concentraciones de surfactante
del 5% (vV) en ambos casos para los estudios posteriores. Bajo estas
condiciones, el factor de preconcentracion de las dioxinas es de 10 veces. Sin
embargo, debido a la alta concentracién de surfactante en el extracto, que da
lugar a una sefial muy intensa al inicio del cromatograma y que interfiere con las
dioxinas DD y 1DD, se decidié afadir 1mL de agua, a fin de poder determinar
dichas dioxinas. De forma que, la determinacidén de estos compuestos es posible

bajo un factor de preconcentraciéon de 5 veces.

Efecto de la adicion de sal

La presencia de sales tales como el cloruro sédico (NaCl) en disoluciones
de surfactantes no iénicos puede alterar algunos de los parametros
caracteristicos de los mismos. Asi por ejemplo, provoca la disminucién de la
temperatura de punto de nube, lo que puede resultar muy conveniente si se
trabaja con compuestos altamente volatiles, ademas de suponer un ahorro
energético. Por otro lado, como se vio anteriormente, también facilita la
separacién de fases y la estabilidad de la fase de surfactante, ya que al
aumentar la densidad de la fase acuosa, aquellas permanecen separadas

durante mas tiempo, incluse a temperatura ambiente donde, de otro modo,
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habrian vuelto a mezclarse. A parte de ello, también puede afectar a la eficiencia

de extraccion de los analitos.

Con el fin de determinar el efecto de esta variable en el proceso de
extraccién de las dioxinas, se realizaron analisis de diferentes disoluciones de
POLE y Genapol (5%, v/v), conteniendo la mezcla de dioxinas en estudio vy
diferentes concentraciones de sal variando de 6 a 8% (w/v) NaCl en el caso del
POLE y de 5 a 8 % (w/v) en el caso del Genapol X-080. Respecto a esta
diferencia del rango de estudio hay que sefalar que en el caso del POLE, y
como se vio anteriormente, la separaciéon de fases en concentraciones bajas de
sal se produce a temperaturas muy elevadas, concretamente para
concentraciones iguales o inferiores al 5% (w/v) la separacién de fases tiene

lugar a mas de 100°C, por lo que no se consideré en este estudio.

Los resultados obtenidos indicaron en ambos casos un incremento
notable de los porcentajes de recuperacion hasta el 7% (W) de NaCl para todos
los analitos en estudio, después del cual o bien permanecen constantes como
sucede en el caso del POLE, o bien decrecen ligeramente como ocurre cuando
se emplea Genapol X-080. A la vista de estos resultados, se establecieron
porcentajes de NaCl de 7.5 y 7% (w/v) respectivamente para los estudios

posteriores.

En la Figura 1.4 se muestra el comportamiento obtenido con cada
surfactante, POLE y Genapol X-080 respectivamente, con algunas de las

dioxinas en estudio.
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Figura 11.4.- Efecto de la concentracion de NaCl en la extraccion de dioxinas de muestras acuosas.
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Efecto del tiempo de equilibracion

Se denomina tiempo de equilibracién al tiempo necesario para que se
produzca la interaccion entre el soluto y la micela, es decir el tiempo en que la
muestra estd sometida a la temperatura de trabajo, que suele ser algo superior a
la temperatura de punto de nube del surfactante que se esté empleando. Esta

variable puede afectar a la eficiencia de extraccion debido a que un tiempo de
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calentamiento excesivo puede provocar la deshidratacién de la fase rica en
surfactante, y un tiempo demasiado corto puede provocar que no se produzca la
equilibracién. Generalmente el tiempo de equilibraciéon suele ser superior a 10
minutos e inferior a 30 minutos, ya que tiempos mas largos no mejoran la

extraccién,

En este caso, estudiamos el efecto del tiempo de equilibracién en la
extraccion de dioxinas analizando una serie de disoluciones de ambos
surfactantes; POLE y Genapol X-080 al 5% (wV), conteniendo la mezcla de
dioxinas en estudio y NaCl en concentraciones 7.5 y 7% (m/V) respectivamente,
después de su calentamiento durante diferentes periodos de tiempo desde 10
hasta 30 minutos en el caso del POLE y desde 5 hasta 20 minutos en el caso del
Genapol X-080.

Los resultados obtenidos (Figura 11.5) muestran una respuesta diferente
para cada surfactante. Si bien en el caso del POLE no se observan diferencias
significativas en las recuperaciones de los analitos bajo estudio con la variacidon
del tiempo, en el caso del Genapol X-080 se encuentra una disminucién de la
recuperacion después de los 10 minutos por lo que se amplié el estudio a fin de
determinar el comportamiento por debajo de ese tiempo. Como se puede
apreciar, un tiempo de equilibracién de 5 minutos es insuficiente para la correcta

extraccion de los compuestos, siendo éste éptimo en torno a los 10 minutos.

De esta forma se establecieron tiempos de equilibracién de 15 y 10

minutos para el POLE y Genapol X-080 respectivamente.
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Figura I1.5.- Efecto del tiempo de equilibracion en la extraccion de dioxinas de muestras acuosas.
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[1.3.2 Parametros analiticos y Validacion del método.

Una vez optimizadas las condiciones de extracciébn de las dioxinas en

estudio vy a fin de determinar la reproducibilidad del método, éste se aplicd al

analisis de seis 6 muestras enriquecidas con 200 ng.mL™" de la mezcla de

dioxinas. Para ello se extrajeron las dioxinas bajo la metodologia de puntfo de

nube empleando POLE o Genapol X-080 como extractante, y se analizaron los
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extractos en el sistema HPLC-UVY en las condiciones cromatograficas

previamente establecidas. La Figura 11.6 muestra los cromatogramas obtenidos

para la mezcla de dioxinas con POLE y Genapol X-080 respectivamente.

Figura I1.6.- Cromatogramas de la mezcla de dioxinas bajo estudio en presencia de los
surfactantes POLE y Genapol X-080.

74

Tiempo (min.}

0,06 - a) POLE
0,05 - 4 0,0052
2 0,0042
g 0,04 4 T
®
=]
™.
2 0,03 10,0032
o 8
<
4
0,02 - 4 0,0022
0,01 - S 6 10,0012
LA
0,00 SViS T T l"]’ _'A' T T T 0)0002
0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo {(min.)
0,02 L 0,0020
©
7]
c
©
£ 0,02 - L 0,0015
2
8
< 0,01 L 0,0010
0,01 - 7 - 0,0005
0,00 f\—,/,/ : . ‘ . 0,0000
0 15 20 25 30 35 40

Absorbancia

Absorbancia

@ Del documento, los autores. Digitalizacion realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2007



Extraccion v analisis de dioxinas policloradas MATRICES LIQUIDAS

En ellas puede observarse como se obtiene una separacidén adecuada de
todas las dioxinas en el tiempo de analisis. La cuantificacién de los extractos se
llevé a cabo a partir de las curvas de calibrado recogidas en la Tabla A.3 del

Anexo | de la presente Tesis Doctoral.

Las desviaciones estandar relativas obtenidas se muestran en la Tabla
1.4, donde se observan valores inferiores a 2.43 y 8.57% para el POLE vy
Genapol X-080 respectivamente. Estos valores son muy similares a los
obtenidos con otros métodos de extraccién/preconcentracion como la extraccion
en fase sélida que emplea discos Cyg para la extraccién de dioxinas de efluentes
(14).

Por otro lado se calcularon los limites de deteccion para cada analito
empleando la relacién sefial ruido (s/n=3) (69) Los resultados obtenidos para los

analitos preconcentrados también se muestran en la Tabla 11.4.

Extraccion de dioxinas por la técnica Liquido-Liguido (LLE)

A fin de comparar el método de punto de nube propuesto utilizando POLE
como extractante con otro convencional, se analizd una muestra de agua
enriquecida con la mezcla de dioxinas en estudio, mediante la extraccién liquido-
liquido y determinacién HPLC-UV. La Figura I.7, muestra los cromatogramas
obtenidos por ambos métodos, donde se observa que ambos permiten una

extraccion satisfactoria de todos los compuestos bajo estudio.
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Tabla I.4.- Recuperaciones y parametros analiticos del método de extraccion punto de nube
cuando se emplean POLE y Genapol X-080 en la extraccion de dioxinas en muestras acuosas.

POLE Genapol X-080
Compuesto % Rec.* R.SD" L.O.D._f % Rec. * RSD”" L.O.D._:
(%) (ng.mL™) (%) (hg.mL™)
DD 87.3 0.2 13.9°
1DD 73.2 0.2 9.8° 58.8 2.0 7.2°
2DD 83.9 0.2 0.0° 75.4 1.9 0.5
3DD 83.6 2.4 1.6° 80.9 1.4 0.2
4DD 84.3 0.3 0.0° 70.5 22 0.7
5DD 77.1 0.1 0.0° 71.2 2.3 0.6
6DD 74.7 0.4 0.2° 101.1 5.8 0.6
7DD 91.6 0.1 0.0° 80.1 33 0.3
8DD 82.9 0.6 0.3° 103.8 8.6 9.1

* Porcentaje de Recuperacion.

" Desviacién estandar relativa.

°_ Limite de deteccion después de aplicar el método Punto de nube.
d_ Factor de preconcentracion de 5 veces.

® _Factor de preconcentracién de 10 veces.

r_ Factor de preconcentracion de 12.5 veces.
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Figura Il.7.- Cromatogramas de un extracto de dioxinas de una muestra acuosa
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Para la cuantificacion en ambos métodos se utilizaron las curvas de calibrado
recogidas en la Tabla A.5 del Anexo | y los resultados obtenidos se recogen en
la Figura 11.8. En ella puede observarse que los resultados son comparables por
ambos métodos. Por tanto, podemos afirmar que la extraccion mediante la
metodologia de punto de nube es una alternativa valida a los métodos de

extraccién convencionales.

Figura I.8.- Comparacion de los resultados obtenidos por las distintas técnicas de extraccion en la
recuperacion de dioxinas de muestras acuosas.
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11.3.3 Aplicacién a otras muestras acuosas

El interés del desarrollo de nuevas metodologias de analisis de
contaminantes radica no sélo en la mejora de los métodos tradicionales, sino

también en la posibilidad de aplicar dichas metodologias al analisis de todo tipo
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de muestras reales, de manera que la nueva metodologia propuesta sea lo mas
universal posible. Con este objeto aplicamos el método CPE desarrollade a
diferentes muestras liquidas de aguas de diferente contenido salino, diferente
procedencia y diferente tratamiento, con el objeto de determinar la eficiencia de

dicho método ante muestras mas complejas.

Por ello, el método propuesto fue aplicado a las muestras que se describen

a continuacion:

o dos muestras de agua dulce y diferente tratamiento: una depurada y

otra potabilizada,

o dos muestras de agua salobre con diferente salinidad: una tomada de
un sondeo cercano a la costa con una conductividad de 30.7 mS y otra
tomada de un pozo méas alejado de la costa con una conductividad de

19.7 mS, ambas en la isla de Gran Canaria y

e dos muestras de agua de mar tomadas de distintas zonas costeras de la
isla de Gran Canaria (Islas Canarias, Espafia): una del sureste (SE) y

otra del suroeste (SO) de la misma.

Después de comprobar la ausencia de dioxinas en las muestras, éstas
fueron acondicionadas con las dioxinas en estudio en concentraciones diferentes
(128 y 208 ng.mL") para posteriormente aplicarles el método de extraccién y

analisis propuesto usando POLE como extractante.

En la Figura 1.9 se muestran los cromatograma correspondientes a un
extracto de la mezcla de dioxinas después de aplicar la extraccién CPE con
POLE a una muestra de agua salobre de baja salinidad y a una muestra de agua

Milli-Q cuando se emplea Genapol X-080 como extractante.
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Figura II.9.- Cromatogramas de la aplicacion de la metodologia CPE a la extraccion de
una mezcla de dibenzo-p- dicxinas policloradas presentes en: a) Una muestra de agua salobre de
baja salinidad y b) una muestra de agua Milli-Q empleando los surfactantes POLE y Genapol X-
080 respectivamente.
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Los resultados obtenidos para todas las muestras se recogen en las Tablas 1.6 y
.7 para POLE y Genapeol X-080 respectivamente, donde porcentajes de
recuperacion entre 75 y 109% fueron observados en la mayoria de los casos.
Desde el punto de vista analitico, los resultados fueron bastante satisfactorios y
no se observaron diferencias significativas debidas al diferente contenido salino
{agua dulce, salada o salobre), tampoco por su diferente procedencia (SE o SO),
ni por haber sido tratadas de diferente forma (agua depurada y potabilizada). Lo
gue demuestra la validez del método desarrollado en cuanto a la aplicabilidad

del mismo en todas las muestras acuosas analizadas.

Tabla I1.6.- Porcentajes de recuperacion obtenidos en la determinacion de dioxinas extraidas de
diferentes muestras acuosas con distinto contenido salino”. {Concentracion de dioxinas afiadida:

128 ng.mL ).
Compuesto dl:?cl:aa1 dAu?cL:aa2 saﬁ? I;Jr?a 1 sall-\tf’buri 2 d? r%l;? 1 d£ ?nl;? 2
DD 90.1#1.1  752#1.3 944104 902+29 931:07 90.4:0.9
1DD 772416  72.4#1.0 776216 71.3+28 81.4:20 77.4%19
2DD 945:08 91.41+1.9 925425 923+1.4 96.0:2.4 91.4%19
3DD 89.5+25 821107 859409 827+1.6 85.0:25 82120
4DD 817407 81.0¢0.5 81.940.3 80.2+2.0 84.4+1.0 81.0£0.8
5DD 83.6£0.9 82.0+1.3 846402 81.6+1.3 84.3+1.3 82.9+14
6DD 84.0:09 81.5:1.2 81.8¢06 81.0+1.8 83.8+1.2 81.5:1.3
7DD 105.1#0.4 109.8+1.1 107.0¢+0.1 106.9+1.9 108.8+3.4 109.8+2.0
8DD 98.4+26  96.6+1.7 101.2:t0.8 97.0+21 985:02 96.640.4

“ Media de tres determinaciones.

bAguas dulces: 1) Depurada, 2) Potable.

 Aguas salobres: 1) De alta salinidad, 2) De baja salinidad.
dAguas de mar: 1) SE de Gran Canaria, 2) SO de Gran Canaria.
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Tabla I1.7.- Porcentajes de recuperacion obtenidos en la determinacién de dioxinas extraidas de
diferentes muestras acuosas con distinto contenido salino®. (Concentracion de dioxinas afiadida:

208 ng.mL™").
Compuesto dﬁ?cl:ea1 dﬁ?cl:eaZ sa?tgbur?e 1 sa?t?bur?a 2 d? r%l:a?' 1 d:\ r%l:a? 2
DD 79.2407  94.0209 815+1.0 87.3#3.0 108.9+1.8 87.0+1.5
1DD 64.8422 749207 792432 73.0+1.4 97.0:01  70.6:0.8
2DD 812410 87.9429 0931+1.0 941+1.4 1087407 88.9+0.5
3DD 76.5¢03  81.3205 84.4+02 81.8£0.7 97.9:+02 83.9:+0.6
4DD 75.7+04 820202 85.6:04 847+1.1 1021#1.1 857+1.2
5DD 713413 76704 80.4+0.9 79.9+1.9 90.7+0.2  77.3:0.7
6DD 667426 80.820.2 73.2+06 753205 786t21  68.6+1.9
7DD 833416  99.7¢01  99.8+0.1 101.4+1.8 103.9+1.4 92.9+1.5
8DD 86.1+2.8 101.6:0.9 81.4+1.0 863203 81.3+07 83.0+1.0

“ Media de tres determinaciones.

bAguas dulces: 1) Depurada, 2) Potable.

¢ Aguas salobres: 1) De alta salinidad, 2) De baja salinidad.
dAguas de mar: 1) SE de Gran Canaria, 2) SO de Gran Canaria.
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II.4 EXTRACCION Y ANALISIS DE PESTICIDAS

Los pesticidas organofosforados son compuestos insecticidas altamente
toxicos que se utilizan de forma extensiva en la agricultura. Su aplicacién por
fumigacién (via aérea), o disueltos en agua via foliar o riego (via terrestre), hace
se enhcuentran presentes en todo tipo de muestras. Ademas, al ser mas polares
gue los pesticidas organoclorados, su transporte en el medic a menudo viene
asociado al de las aguas contaminadas, lo que hace imprescindible su analisis
para el control de la contaminacidén. Sin embargo, se presenta el inconveniente
de que estos compuestos normalmente estan altamente diluidos en las muestras
acuosas. Por lo que ademds de la utilizacién de sisteras de deteccién altamente
sensibles, se hace necesario el desarrollo de técnicas de extracciéon que
permitan la preconcentracién de los compuestos con la minima manipulacién

posible. Este es el caso de la metodologia de extraccién por punto de nube.

[1.4.1 Optimizacién de la extraccién de pesticidas organofosforados en agua

De igual forma gque se optimizaron las condiciones para la extraccidén de
las dioxinas mediante la metodologia de punto de nube, se siguié el mismo
procedimiento para optimizar los parametros que influyen en la eficacia de la
recuperacion para la extraccién de los pesticidas organofosforados en estudio

utilizando esta metodologia.

Efecto de la concentracion de surfactante

Como se vio anteriormente, la concentracién de surfactante es un
parametro decisivo en el estudio de la eficiencia de extraccién del método,

debido al cambio que sufren el tamafio y la forma de las micelas.
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El estudio del efecto de la concentracién de surfactante en la extraccién
se llevd a cabo mediante el andlisis de una serie de disoluciones acuosas
conteniendo la mezcla de pesticidas organofosforados (60-300 ng.mL'1), NaCl
(5%, mA) y diferentes concentraciones de surfactante desde 2 a 7% (wV) para
cada uno de los surfactantes utilizados, POLE y Genapol (X-080). Los resultados
mostraron que para el pesticida mas polar, el Dimetoato, la extraccién no es tan
eficiente como para el resto de los pesticidas, obteniéndose recuperaciones por

debajo del 30% con ambos surfactantes.

En la Figura Il.10a se observa como los porcentajes de recuperaciéon con
el POLE permanecen practicamente constantes hasta el 4% (wVv) de surfactante,
a partir del cual disminuyen de forma drastica hasta estabilizarse de nuevo en
torno al 5% (wVv). Lo que indica que los pesticidas no se extraen de forma tan

eficiente a concentraciones altas de este surfactante.

En el caso del Genapol X-080, Figura I1.10b, a pesar de que se produce
un pequefio incremento en los porcentajes de recuperacién con la concentracién
de surfactante, dichas recuperaciones se mantienen practicamente constantes,
incluso a altas concentraciones de Genapol X-080. Por lo que se puede
considerar que la concentracién de este surfactante no afecta en gran medida a

la extracciéon de estos pesticidas en el rango estudiado.

A la vista de estos resultados, y teniendo en cuenta que la concentracion
de surfactante afecta de forma inversamente proporcional al factor de
preconcentracion (33) se escogieron las concentraciones mas bajas posibles,
pero siempre dentro de un rango que permitiese manejar las muestras con
relativa facilidad, ya que a concentraciones de surfactante por debajo del 2%, el
volumen de fase rica en surfactante es tan pequefio que no puede ser separado

ni medido con precision.
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Figura 11.10.- Efecto de la concentracion de surfactante en la extraccion de pesticidas

organofosforados de muestras acuosas.

Por lo tanto, se establecieron concentraciones de 3% (wV) para el POLE
y del 2% (vwV) para el Genapol X-080 como las mas adecuadas para esta
metodologia por permitir la mayor preconcentracion posible de los analitos a la
vez que una mejor manipulacién de los extractos. En estas condiciones, los
factores de preconcentracién que se obtienen son de 17 veces para el POLE y

20 veces para el Genapol X-080.
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Por otro lado, se observo que los porcentajes de recuperacion aumentan
a medida que el compuesto es mas apolar, independientemente del surfactante
a emplear, y que las recuperaciones fueron, de forma general, notablemente

superiores cuando se utiliza Genapol X-080 como extractante en lugar de POLE.

Efecto de la adicion de sal

La adicién de sal en este caso esta mas que justificada para mejorar la
eficiencia de extraccién de los pesticidas, por el conocido efecto de “salting-out”,
ya que algunos de los pesticidas organofosforados en estudio son ligeramente

apolares.

A fin de determinar el efecto de la adicién de sal en el proceso de
extraccién, se analizaron una serie de disoluciones acuosas conteniendo: la
mezcla de pesticidas (60-300 ng.mL™"), la concentracién de surfactante elegida
(3% (Wv) v 2% (wV) para POLE y Genapol X-080 respectivamente) y diferentes

concentraciones de NaCl, entre 3 y 6 % (m/Vv).

En la Figura 11.11, se puede observar que cuando se emplea el POLE
como extractante, la adicién de sal tiene una mayor influencia en la recuperacién
de los pesticidas, con un maximo de extraccién en torno al 4% (m/v) de NaCl.
Sin embargo, cuando se emplea Genapol X-080 los porcentajes de extraccion se
mantienen practicamente constantes a lo largo de todo el intervalo de
concentracién estudiado. En este ultimo caso, y a pesar de que la adicién de sal
no afecta a la extraccién, si se recomienda su adicién, aunque sea en
concentraciones pequefias, ya que favorece la separacién de fases y mejora la

estabilidad de la capa rica en surfactante (70).

Teniendo en cuenta lo anterior, se decidié afiadir porcentajes de NaCl de
4% (m/v) y 3% (m/V) para el POLE y Genapol X-080 respectivamente. También
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se observo en este estudio que la eficiencia de extraccion del Genapol X-080 es
mayor, obteniéndose recuperaciones mas elevadas que cuando se utiliza POLE

como extractante.

Figura 11.11.- Efecto de la concentracion de NaCl en la extraccion de pesticidas organofosforados
en muestras acuosas.

a) POLE

b) Genapol X-080

87

@ Del documento, los autores. Digitalizacion realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2007



Extraccion v analisis de pesticidas MATRICES LIQUIDAS

Efecto del tiempo de equilibracion

El tiempo de equilibracion es el tiempo en el que la muestra esta siendo
sometida a la temperatura de trabajo, es decir, el tiempo en el que se establece
el equilibrio de reparto de analitos entre la fase de surfactante y la fase acuosa.
Esta variable puede afectar a la eficiencia de extraccion de los pesticidas por
efecto de deshidratacion de la capa de surfactante y también por la posible
volatilizacién de algunos de los compuestos, ya que, a diferencia de las dioxinas,

éstos poseen temperaturas de ebullicion mucho mas bajas.

El efecto del tiempo de equilibracién fue estudiade mediante el analisis de
los extractos de una serie de discluciones acuosas de pesticidas (60-300 ng.mL"
1) en las condiciones de concentracién de sal y surfactante elegidas en cada
caso. Dichas disoluciones se mantuvieron a la temperatura de trabajo (20° por
encima de la temperatura de punto de nube), durante distintos periodos, desde 5

hasta 25 minutos.

Los resultados, mostrados en la Figura [1.12, ponen de manifiesto que
esta variable practicamente no afecta a los porcentajes de recuperacién de los

analitos con cada surfactante.

[1.4.2 Parametros analiticos y Validacion del método.

A fin de determinar la reproducibilidad del método, éste se aplicod a la
extraccion y determinacién de seis muestras acondicionadas con la mezcla de
pesticidas en estudio. Para ello se aplicd la metodologia de punto de nube en las
condiciones de extraccidén mas adecuadas cuando se emplea POLE o Genapol
X-080 como extractante, y se analizaron los extractos en el sisterna HPLC-UV en

las condiciones cromatograficas previamente establecidas.
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Figura 11.12.- Efecto del tiempo de equilibracion en la extraccion de pesticidas organcfosforados

en muestras acuosas.

I/.\.\.——.

b) Genapol X-080
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La Figura 11.13 muestra los cromatogramas obtenidos de los extractos de
la mezcla de pesticidas usando POLE y Genapol X-080 respectivamente. En
ellas se observa cémo se obtiene una separacién adecuada de todos los
pesticidas en estudio. La cuantificacion de los mismos se llevd a cabo utilizando

las curvas de calibrado recogidas en la Tabla A.7 del Anexo |.

Las desviaciones estandar relativas obtenidas se muestran en la Tabla
I1.8, donde se observan en todos los casos valores inferiores a 5.5% y 2.6% para
el POLE y Genapol X-080 respectivamente. Estos valores son muy similares a
los encontrados por otros métodos de extraccién/preconcentracién como la
extraccion en fase solida que hace uso de cartuchos Cig para la extraccion de

pesticidas organofosforados en distintas muestras acuosas (17).

También se calcularon los limites de deteccidn para cada analito
empleando la relacién sefal ruido (s/n=3) (69) una vez que el método de punto
de nube fue aplicado. Los resultados obtenidos se muestran igualmente en la
Tabla 11.8. Estos valores (sobretodo los obtenidos cuando se emplea Genapol X-
080 como extractante) son también muy similares a los encontrados por otros
métodos de extraccién/preconcentracidn como la extraccion en fase sélida

aplicada a la extraccion de pesticidas organofosforados de agua potable (19).

Con el objeto de validar la eficiencia de extraccién del método, éste fue
aplicado al analisis de una muestra acondicionada con una mezcla estandar
certificada (Pesticide Mix 1, Dr. Ehrenstorfer), que contiene los pesticidas:
Paratién-metil, Paration-etil, Malation y Diazinén. La Figura I.14 muestra el
cromatograma obtenido para el extracto de esta muestra. Los resultados (Tabla
[1.9) muestran las recuperaciones obtenidas empleando el método de punto de
nube optimizado cuando se emplea Genapol X-080 como extractante, donde se
observa que los valores obtenidos son satisfactorios para la mayoria de ellos y

muestran la validez del método propuesto.
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Figura 1.13.- Cromatogramas de la mezcla de pesticidas organofosforados en estudio en

presencia de los surfactantes POLE y Genapol X-080.
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Tabla 11.8.- Parametros analiticos del método de extraccion punio de nube cuando se emplean

POLE y Genapol X-080 en la extraccion de pesticidas organofosforados en muestras acuosas.

b OLE GENAPOL
Compuesto (ESIED)

P % Rec? RSD’ LO.DS % Rec. RSD’  LOD®

o e (%) (ng.ml") o e (%) (ng.mr")
Dimetoato 15.2 13 19° 19.3 0.6 06°
Metidation 51.1 25 179 61.8 0.8 14°
Paration-metil 60.6 32 199 759 21 00°
Malation 733 05 28 5¢ 64.9 0.7 14°
Etoprofos 74.0 55 0.9° 556 14 18°
Paration-etil 70.3 16 2.0° 82.1 26 04°
Diazinon 80.1 28 3.0° 75.4 10 05°
Clorpirifos 59.1 2.4 3.6° 993 22 28°

® Porcentaje de recuperacion.

" Desviacién estandar relativa.

“_Limite de deteccion después de aplicar el método punto de nube.
_ Preconcentracion de 17 veces.

°*_Preconcentracion de 20 veces.

Figura I.14.- Extracto de una muestra acuosa conteniendo la mezcla de pesticidas
(Pesticide Mix 1, Dr. Ehrenstorfer),
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Tabla 11.8- Recuperaciones obtenidas en la aplicacion de la metodologia de punio de nube
empleando Genapol X-080 como extractante en una muestra acondicionada con una mezcla
estandar certificada de pesticidas en distintas concentraciones .

Concentracion Concentracion Concentracion Concentracion

b b
afiadida Encontrada R(eo/cj afiadida Encontrada R(eo/cj
(ng.mL™") (ng.mL™") o (ng.mL™) (ng.mL™") o
Paration-m 10 82 81.7+23 50 353 706+ 11
Malation 10 75 75.0+ 0.0 50 30.3 606+ 0.7
Paration-e 10 80 80.4+1.6 50 387 775+19
Diazinon 10 6.3 626+3.3 50 325 650+28

“Media de tres determinaciones.
0 Porcentajes de recuperacion.

11.4.3 Aplicacion a otras muestras acuosas

El interés de aplicar el método desarrollado al analisis de pesticidas
organcofosforados en muestras acuosas de diversa procedencia y tratamiento es
evaluar la eficacia y aplicabilidad del mismo. Con este objetivo aplicamos el
método desarrollado al analisis de varias muestras acuosas directamente
relacionadas con el uso de pesticidas (agua de regadio) y su posible tratamiento

(agua residual depurada).

Después de confirmar la ausencia de pesticidas en dichas muestras,
éstas fueron acondicionadas con los analitos bajo estudio en un rango de
concentraciones variable entre (6-30 ng.mL") y se les aplicdé el método
establecido que hace uso del Genapol X-080 como extractante. La Figura .15
muestra el cromatograma de un extracto de agua de regadio después de la

aplicaciéon del método propuesto utilizando Genapol X-080 como extractante.

Los resultados obtenidos para las muestras analizadas se presentan en
la Tabla 1110, donde se aprecia que los porcentajes de recuperacién son

bastante satisfactorios, superiores al 80% para la mayoria de los analitos; sélo
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para el Dimetoato y Etoprofos las recuperaciones fueron inferiores al 50%. Estos
resultados demuestran que el método propuesto es una alternativa valida para la

determinacién de estos pesticidas.

Figura I1.15.- Cromatograma de la aplicacion de la metodologia CPE a la extraccion de una mezcla
de pesticidas organofosforados presentes en una muestra de agua de regadio empleando Genapol
X-080 como extractante.
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Tabla 11.110.- Recuperaciones obtenidas en la aplicacion del método punto de nube que emplea
Genapol X-080 como extractante a diferentes muestras acuosas acondicionadas con la mezcla de
pesticidas en estudic®.

Compuesto

Dimetoato

Metidation

Paration-m

Malation

Etoprofos

Paration-e

Diazinon

Clorpirifos

Concentracion
afadida
(ng.mL-1)

10

10

10

30

30

Recuperacion (%)

Agua Residual Agua de
Depurada Regadio
27+05 20+1.5
86+22 85+ 3.1
92+20 83+1.2
8§7+1.1 81+06
43+£1.8 47+ 23
105+1.2 100+1.6
89+1.0 84+0.0
99+ 3.6 99+5.0

“ Media de tres determinaciones.
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[i1.1 INTRODUCCION

lll.1.1 Técnicas de extraccion en matrices sélidas

Para la extraccién de contaminantes en muestras sélidas, los métodos
tradicionales requieren la utilizacién de disolventes organicos, que permiten la
desorcién de los compuestos altamente retenidos en la muestra por su fuerte
interaccion con la matriz. Estos métodos emplean para ello grandes volumenes

de disolventes bajo agresivas condiciones de agitacién y/o temperatura.

La técnica de extraccién Soxhlet ha sido sin lugar a dudas la mas
empleada (1, 2). Es una técnica de amplia aplicacion, especialmente adecuada
para la extraccién de contaminantes fuertermente adsorbidos a matrices sélidas
(sedimentos, suelos...etc.), sin embargo presenta una serie de inconvenientes
ya que es una técnica que normalmente requiere tiempos de extraccién muy
largos (entre 10-48 h) y la utilizacién de grandes volumenes de disolventes

organicos que, a menudo, presentan toxicidad (3-5).

Otro inconveniente que presenta es que, de esta forma se obtienen
extractos altamente diluidos que, posteriormente han de ser concentrados por
evaporacioén, lo que lleva a una posible pérdida de los analitos por volatilizacion y
hace que la atmosfera de trabajo, precisamente por esa evaporacién de los

disolventes téxicos, no sea muy conveniente.
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En el caso de las dioxinas, el protocolo establecido por la EPA para la
obtenciéon y preparacion del extracto es especialmente tedioso porque ademas
de la extraccion Soxhlet se requieren posteriores etapas de purificacion y
fraccionamiento de los extractos, lo que a menudo hace inviable el método por la
gran cantidad de material (columnas y disolventes) necesarios, el alto coste que

ello supone y sobre todo el tiempo a invertir (3).

Otras técnicas gue se han desarrollado y empleado tanto para la
extraccion de dioxinas como pesticidas en muestras sélidas incluyen agitaciéon
(shake-flask) (6), sonicacion (7, 8), extraccion con fluidos supercriticos (SFE) (9,
10), extraccion acelerada con disolventes (ASE) (11, 12) y la extraccion asistida
por microondas (MAE) (13). A continuaciéon se muestra una tabla con algunos

ejemplos de aplicacién de estas técnicas.

De estas técnicas, vamos a centrar nuestra atencién en la extraccion

asistida por microondas.

Fue en 1975, cuando Abu-Samra y colaboradores (20) emplearon por
primera vez los hornos microondas domésticos en el laboratorio para el analisis

de trazas de metales en muestras bioldgicas.

La técnica de extraccion asistida por microondas (MAE) consiste en el
calentamiento, a través de la energia de microondas, del extractante (un
disolvente organico en la mayoria de los casos) que esta en contacto con la
muestra. A diferencia de las técnicas de calentamiento convencionales, permite
calentar toda la muestra de forma simultanea sin que lo haga el recipiente que la
contiene, por lo que la disolucidbn alcanza su punto de ebullicion muy

rapidamente permitiendo tiempos de extraccién muy cortos (21).
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Tabla lll.1.- Técnicas empleadas en la extraccion de dicxinas policloradas y pesticidas

organofosforados en matrices sélidas.

Compuesto Matriz Técnica Extractante Complejidad Ref.
o Lodos
Dioxinas ] Soxhlet tolueno Muy alta (14
residuales
Organos y
Dioxinas huevos de Soxhlet diclorometano Muy alta (15)
animales
o Residuos de n-hexano
Dioxinas o ASE Alta (18)
incineradoras acetona (1/1)
Agitacion
Frutas y con ]
Pest OP Acetato de etilo Alta 17
hortalizas disolventes
organicos
2-propanol,
Pest OP Verduras MAE ether de Media (18)
petréleo
Hexano, ]
Pest OP Suelos MAE Media (19
acetona

La aplicaciéon de la energia de microondas para la extraccién de
compuestos de una muestra puede llevarse a cabo mediante dos procedimiento
diferentes: con vasos cerrados (Extraccion presurizada, PMAE) (controlando la
presiéon y la temperatura) y con vasos abiertos (Extraccion focalizada, FMAE) (a

presién atmosférica).

En los sistemas de vasos cerrados, el extractante puede ser calentado
por encima de su punto de ebullicion a presién atmosférica, consiguiendo de
esta forma aumentar la velocidad y la eficiencia de la extraccién. Estos sistemas
permiten el control de la temperatura y presion en el interior de los vasos durante

el proceso de extraccidon. Por otro lado, se puede realizar la extraccion
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simultanea en varias muestras en una sola etapa, reduciendo el tiempo total de
extraccion. Todos los vasos de las muestras son colocados en un carrusel en el
interior de la cavidad del horno microondas, y giran 360° durante el proceso. La
principal desventaja en los sistemas de vasos cerrados es que un aumento muy
rapido de la temperatura en el interior de los vasos puede provocar la pérdida de
los compuestos mas volatiles. Por ello, después de realizar la extraccion, los
vasos se deben enfriar a temperatura ambiente antes de abrirlos para evitar la

pérdida de este tipo de compuestos.

En los sistemas de vasos abierfos, el proceso se realiza a presiéon
atmosférica por lo gque la temperatura maxima a la que se puede realizar la
extraccion viene dada por el punto de ebullicidon del extractante a esa presién. En
estos sistemas la extraccion en diferentes muestras hay que llevarla a cabo de
manera secuencial; ademas, el tiempo de operacién requerido para obtener
resultados similares a los que se obtienen con vasos cerrados es mayor. Estos
sistemas funcionan con microondas focalizadas, es decir, las radiaciones son
dirigidas a una zona restringida donde la muestra es sometida a un campo
eléctrico mas fuerte que en el caso anterior, por lo que el calentamiento de la

muestra es muy eficiente.

La amplia difusién de estas técnicas basadas en la ulilizacién de las
microondas se debe a sus claras ventajas sobre las técnicas mas tradicionales,
por ejemplo: tiempos de extraccion mucho mas cortos, requerimiento de una
menor cantidad de extractante, una mejor recuperacion de elementos y
compuestos altamente volatiles, mayor reproducibilidad, niveles de
contaminacion mas bhajos y una atmoésfera de trabajo mas limpia. Por lo que,
dichas metodologias han sido adaptadas para numerosas aplicaciones
cientificas, incluyendo la extraccion de pesticidas (22), metales (23), compuestos
organoclorados e hidrocarburos aromaticos policiclicos (24), etc. Sin embargo,
en la gran mayoria de estas aplicaciones se emplea un disolvente organico

como extractante.
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il 1.2 Surfactantes como alternativa (MAME)

Una alternativa a la aplicacién de la técnica MAE, consiste en la
utilizaciéon de los surfactantes como extractantes, lo que permite adaptar la
técnica de extraccidn asistida por microondas a una nueva forma de trabajo en la
gque se evite completamente la utilizacibn de disolventes organicos.
Recientemente se han publicado algunos trabajos (25-27) que demuestran que
esta combinacién da lugar a una metodologia altamente eficiente para la
extraccion de compuestos organicos en muestras soélidas con las ventajas
afiadidas debidas a los medios micelares: bajo coste, facil manejo y nulos
efectos toxicos (28, 29). Para referirnos a esta nueva forma de trabajo, se

utilizara el término de extraccidn micelar asistida por microondas (MAME).

La Figura Ill.1 muestra un esquema del proceso de extraccidén asistido
por microondas utilizando surfactantes. Los surfactantes no iénicos son efectivos
en la solubilizacién y extraccién de compuestos organicos desde matrices
sélidas y ademas son compatibles con las fases moéviles hidroorganicas
usualmente empleadas en cromatografia liquida de alta resolucién, que suele

usarse como técnica final de determinacion.

A fin de obtener el maximo rendimiento de esta metodologia, habra que
optimizar los diferentes parametros que pueden influir en el proceso de
extraccién, entre los cuales, los mas cominmente estudiados son: la naturaleza
del extractante, volumen y concentracion del mismo, temperatura de extraccién,

tiempo y potencia de extraccién, y caracteristicas de la matriz.
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Figura lll.1.- Esquema de la extraccion micelar asistida por microondas.
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. Naturaleza del extractante

Una eleccién correcta del extractante a emplear es fundamental para una
extraccion optima. Para elegir el extractante mas adecuado, se debe tener en
cuenta que no sélo es preciso que absorba la energia de la radiacion
microondas (proporcional a la constante dieléctrica del extractante, €') sino que
ademas, sea capaz de transformarla en calor (proceso dependiente del factor de

pérdida dieléctrico, €"). (21)

Por otro lado, hay que tener en cuenta la interaccién del extractante con
la matriz y la solubilidad del analito en dicho extractante. En este sentido seran
preferibles aquellos extractantes que tengan una alta afinidad hacia el analito de
forma selectiva, es decir, evitando la extraccién de componentes de la matriz no
deseados. (30)
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Otro aspecto importante es la compatibilidad del extractante con el

método analitico a emplear en el analisis final.

Teniendo presente todo lo anterior, los surfactantes no-idnicos pueden
ser una alternativa muy interesante ya que al ser esencialmente disoluciones
acuosas (concentracidon de surfactante = 3%, v/V) son altamente efectivos en la
absorcion de la energia microondas, debido precisamente al alto momento
dipolar de las moléculas de agua. Y ademas son perfectamente compatibles con
las fases moviles empleadas normalmente en Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién (HPLC).

. Concentracion y volumen de extractante

En algunos casos, la concentracién y sobre todo el volumen de
extractante a utilizar puede ser un pardmetro importante en la eficiencia de
extraccion. Dicho volumen ha de ser el suficiente como para asegurar que la
muestra esté completamente inmersa en el extractante, especialmente cuando
se tiene una matriz que puede “dilatarse” durante el proceso de extracciéon. El
volumen de extractante necesario para la extraccién esta comprendido,
generalmente, entre 10 y 30 mL. Algunos investigadores han llegado a la
conclusién de que la proporcién entre la cantidad de muestra y el volumen de
extractante no deberia exceder de un 30-34 % (m/v) (31).

Generalmente, en las técnicas convencionales de extraccién, al aumentar
el volumen de extractante se consiguen mejores porcentajes de recuperacién,
pero en la extraccidn asistida por microondas no siempre ocurre asi. Se ha
comprobado en algunos casos que, al aumentar el volumen de extractante,

disminuye la eficacia de la extraccidon, fenémeno que ha sido estudiado por

109

@ Del documento, los autores. Digitalizacion realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2007



Introduceién MATRICES SOLIDAS

varios grupos de investigacion y que explican puede ser debido a una menor
interaccion del extractante con la muestra por una agitaciéon deficitaria o menor
calentamiento de dicho extractante por parte de las ondas microondas (32-34).
En el caso de los surfactantes, también se ha comprobado que aumentos en el
volumen de extractante no conducen a mayores eficacias en la extraccién, lo
gque podria ser explicado por la volatilizacién de los analitos debido a la alta

eficiencia de dichas disoluciones acuosas en la transmisién de calor (21).

. Temperatura de extraccion

El parametro mas importante y decisivo en esta técnica de extraccion es
sin lugar a dudas la temperatura. Las elevadas temperaturas que se alcanzan
bajo este procedimiento resultan en una mejora de la eficiencia de extraccién, ya
gue a estas temperaturas aumenta la difusién del extractante hacia las partes
internas de la matriz y se mejora la desorcion de los analitos de los centros

activos de la misma.

Cuando la extraccién por microondas se lleva a cabo en sistemas
cerrados, se puede superar la temperatura de ebullicién del extractante, lo que
produce una mejora en la eficacia de la extraccién. Ademas, al aumentar la
temperatura, el extractante tiene mayor capacidad para solubilizar los analitos, y
la tensién superficial y la viscosidad del mismo disminuyen, lo gque mejora su

penetracion en la matriz.

En numerosos trabajos, sobre todo en aplicaciones a muestras
medicambientales, el uso de altas temperaturas, 100°C o mayores, ofrecen una
alta eficacia en la extraccion (35-37). Sin embargo, el efecto de la temperatura

en la extraccién depende también del tipo de analito (38) asi como del tipo de
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matriz (18). De esta forma, se ha observado que cuando se extraen pesticidas,
como las triazinas, de suelos, la temperatura éptima depende de la polaridad del
analito asi como del tipo de suelo; aungque con temperaturas entre 80 y 100°C se

obtienen porcentajes de recuperacién aceptables (39).

Los inconvenientes de trabajar a temperaturas tan elevadas incluyen la
posible extraccion de sustancias no deseadas, por una descomposiciéon excesiva
de la muestra, con lo que se pierde selectividad en el procedimiento y la posible

degradacion de los analitos (30, 40).

En el caso de los surfactantes, al tratarse de disoluciones eminentemente
acuosas, es de esperar que la temperatura éptima de extracciéon esté préxima a
los 100°C ya que a partir de esa temperatura se produce la ebullicion de los
mismos, sin embargo, y como se ha comentado, es un parametro que
dependerda en gran medida de la matriz y de la volatilidad del compuesto a

extraer.

. Tiempo de extraccion

Una de las ventajas que ofrece la extraccidn asistida por microondas, es
precisamente los tiempos de extraccién tan cortos que se requieren. Como el
calentamiento se produce directamente en el interior de los vasos, este proceso
es mucho mas rapido vy eficiente que en otras técnicas, por lo gque los tiempos de
extraccion a emplear son mucho menores a los necesarios en las técnicas

conhvencionales, en los que pueden llegar a ser superiores a 24 h.

Cuando se hace uso de la extraccion asistida por microondas, a menudo
10 minutos son suficientes, como se ha demostrado para la extraccién de
contaminantes organoclorados en sedimentos (41). En otras ocasiones, también
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se ha observado que ciertas muestras y/o extractantes requieren tiempos de
extraccion muy cortos (30 segundos), aunque en estos casos la eficiencia del
método no es tan buena, por lo que se requiere la repeticion del proceso de
extraccion varias veces a fin de mejorar la recuperacion de los analitos (42, 43).
Sin embargo, lo que se ha comprobado en numerosos casos, es que utilizar
tiempos de extraccidon mas largos no conlleva una mejora de la eficacia de la
extraccion (33, 40, 44). Aunque ello tampoco implica necesariamente la
degradacion o alteracién de los compuestos, excepto en el caso de compuestos

termolabiles, como sucede con algunos pesticidas (18).

Por lo tanto, el tiempo de extraccidn mas adecuado sera aquel que
permita la extraccién de todos los analitos de forma mas eficaz, en el menor
tiempo y el menor nimero de veces posible. Este oscilard generalmente entre 5

y 15 minutos en la mayoria de los casos.

o Potencia de extraccion

La influencia de la potencia cuando se trabaja con vasos abiertos parece
ser menhor que cuanhdo se emplean vasos cerrados. En estos ultimos, a medida
gue aumenta la potencia aumenta también la presién interna, de manera que la
temperatura se eleva mucho antes que si el sistema es de vasos abiertos. Asi
por ejemplo se ha visto que la variacién de este parametro en un sistema de
vasos abiertos, utilizado para la extraccién de hidrocarburos aromaticos
policiclicos de suelos y sedimentos, no mejoraba la recuperacion de los mismos
cuando la potencia cambiaba de 30 a 90W (45), asi como en el caso de bifenilos

policlorados extraidos de lodos (46).
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En un sistema de vasos cerrados, en cambio, hay que elegir la potencia
de radiaciéon en funcién del nimero de vasos utilizados durante el proceso, ya
que el calor se repartira entre todos ellos y algunos sistemas permiten realizar la
extraccion hasta en 12 muestras simultdheamente. De manera gue se elegira
una potencia lo suficientemente alta como para permitir la extraccién en un gran
numero de muestras a la vez, pero gque al mismo tiempo evite la degradacién de

algunos compuestos y una presion demasiado alta en el interior de los vasos.

La influencia de la potencia en la extraccidn estd relacionada con el
tiempo de extraccion por microondas. Se ha comprobado que en la extraccién de
hidrocarburos en sedimentos (31), con una potencia de 300 W, el tiempo
necesario para obtener porcentajes de recuperacidn optimos era de nueve
minutos; sin embargo, si la potencia se elevaba a 500-700 W, seis minutos eran

suficientes para obtener buenos resultados.

En el caso de los surfactantes, las potencias de trabajo habituales son
intermedias, entre 300 W y 600 W (25, 26, 43), va que al tener esa elevada
capacidad de absorcion de energia y transformarla en calor no suelen requerir
condiciones de radiacién muy extremas, aungue en cada caso, dependera de la

matriz y el analito a determinar.

o MNaturaleza de la matriz

La naturaleza de la matriz en la que se encuentran los analitos de interés
tiene una fuerte influencia en la extraccidon de los mismos, tanto por la
composicion de la misma como por el tiempo que lleven dichos compuestos en

contacto con ella.
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Este efecto fue estudiado por Lopez-Avila y colaboradores quienes
investigaron la eficiencia de extracciéon de contaminantes organicos en cuatro
muestras certificadas de sedimentos marinos y dos muestras de suelos. Dichos
autores encontraron que, aplicando el mismo procedimiento, la extracciéon de
hidrocarburos aromaticos policiclicos variaba entre 60-100% dependiendo de la

naturaleza de la matriz (47).

Es sabido que el contenido en materia organica inhibe la extraccidon
debido a la fuerte interaccidén que se establece entre el analito y la matriz, lo que
dificulta su ruptura. La mayoria de los contaminantes organicos, que suelen ser
apolares, interaccionan mucho mas fuertemente con aguellas matrices organicas
complejas (ej.: tejidos de organismos, huevos, animales, etc.) ricas en sustancias

liposolubles: grasas, aceites, tejidos adiposos, etc.

Por otro lado, la interaccion de los compuestos de interés y la matriz
cambia en funcién del tiempo que éstos permanezcan en contacto. En la
mayoria de los casos, se obtienen mayores recuperaciones para muestras
enriquecidas que para los contaminantes nativos. Este hecho también explica la
disminucién de la recuperacion de ciertos analitos cuando se extraen de
muestras envejecidas. Este es un fenémeno bien conocido (48-50), que se ha
puesto de manifiesto también en otras técnicas de extraccién y que puede ser
explicado por el tipo de interaccion que tiene lugar en el tiempo. Inicialmente, los
analitos son incorporados sélo por adsorcion superficial, donde la formacion de
enlaces de hidrégeno y las interacciones por fuerzas de Van der Waals son los
procesos predominantes. Posteriormente, los analitos estan mas fuertermente
ligados a la materia organica de la matriz debido a mecanismos de transporte
por difusién (51). En un estudio realizado por Lépez Avila y colaboradores (19)
sobre muestras enriquecidas, los porcentajes de recuperacién de algunos
pesticidas organoclorados disminuian desde un 80-120 % hasta un 50-60 %

después de 24 horas de contacto.
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e Ofros parametros

- El pH de la matriz es otro parametro que puede tener influencia en la
extraccion. Stout y colaboradores demostraron que la recuperacién de herbicidas
en suelo aumentaba con el pH, pero que los extractos se hacian a su vez mas
oscuros debido a la co-extraccién de acidos humicos (52). Sin embargo, para
aquellos analitos sin caracteristicas acido-base, el pH del medio no suele ser un
parametro determinante en cuanto a la eficacia de extraccidn pero si en cuanto
al hecho que pueden extraerse los acidos humicos y presentar posibles

interferencias en | posterior determinacién de los analitos en estudio.

- Cantidad de muestra a analizar. en algunos casos no se ha apreciado
gue esta variable tenga algun efecto en la recuperaciéon (33) y en otros en
cambio, parece que un aumento de la relacidén peso de muestra/volumen de
extractante, si afecta, disminuyendo ligeramente las recuperaciones (54). Al
margen de estos resultados, lo cierto es que éste es un parametro dependiente
de la concentracion (desconocida) de los analitos que se pretenden analizar y la
sensibilidad del sistema de deteccidn final a emplear. En cualquier caso, como
ya se ha indicado, debe mantenerse la relacién entre la cantidad de muestra y el

volumen de extractante (31).

- Numero de extracciones a realizar; como se comenté anteriormente,
existen algunos estudios en la bibliografia en los que la mejora de la eficiencia
del método se consigue con el aumento del niumero de veces que se repite la
extraccion. Esto es posible gracias a los tiempos tan cortos que requiere esta
técnica (55).

115

@ Del documento, los autores. Digitalizacion realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2007



Extraccion v analisis de dioxinas policloradas MATRICES SOLIDAS

1.2 EXTRACCION Y ANALISIS DE DIOXINAS POLICLORADAS

11.2.1 Optimizacion de la extraccion de dioxinas en sedimentos marinos

El analisis de sedimentos juega un papel muy importante en la evaluacion
de la contaminacién del medioambiente marino ya que sobre este material se
acumulan todos aquellos compuestos hidréfobos, como las dioxinas -que son
altamente tdxicas-, poniéndose de esta forma disponibles al contacto con los
animales y facilitando su entrada en la cadena tréfica. Por ello, se plantea la
posibilidad de optimizar un método de extraccién y analisis rapido, sencillo,

eficaz, no contaminante y que sea aplicable a una gran variedad de sedimentos.

La optimizacién de este procedimiento de extraccién se llevé a cabo
utilizando un sedimento marino procedente del Puerto de Taliarte (SE, isla de
Gran Canaria) con un contenido en materia organica superior al de los demas
sedimentos empleados en este estudio y con un tamafo de grano inferior a
0.150mm.

Efecto del volumen de extractante

A fin de determinar si el volumen de extractante a afiadir tiene alguna
influencia en la eficiencia de extraccion de las dioxinas, se hizo un estudio
preliminar. Se realizé la extraccidon en una serie de muestras de sedimento
marino enriguecidas con la mezcla de dioxinas bajo estudio, empleando para ello
diferentes volumenes: 5, 10 y 20 mL de una discluciéon de POLE al (5%, wV). El
analisis cromatografico de dichos extractos mostré que no existe diferencia
alguna entre los mismos, o lo que es lo misme, que el volumen no afecta a la
eficiencia de extraccidén de las dioxinas. Por lo que se escogié un volumen de 5
mL para los estudios posteriores.
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Al mismo tiempo, se midid la temperatura interna de los vasos en los
casos mencionados anteriormente, resultando en un promedio de 60°C en todos

ellos. En la Tabla 1ll.2 se muestran las temperaturas obtenidas.

Tabla lll.2.- Efecto del volumen de surfactante en la temperatura alcanzada en el interior

de los vasos irradiados a 800W durante 10 minutos.

a i aj v
Volumen afiadido (mL) T@ interna promedio  T? interna maxima

{°C) (°C)
5 61 81
10 60 80
20 62 79

Efecto de la concentracion de surfactante

Cuando se emplean surfactantes como extractantes hay que optimizar la
concentraciéon mas adecuada del mismo ya que, como se vio en el capitulo
anterior, la diferente concentracién afecta a la forma y tamafio de las micelas,
por lo que la interaccion de los analitos y el surfactante puede verse afectada por

este factor.

A fin de determinar el efecto de la concentracién de surfactante en los
porcentajes de recuperacién, se analizaron muestras de sedimentos marinos
enriquecidos con la mezcla de dioxinas bajo estudio. Para la extracciéon se
emplearon disoluciones de POLE y Genapol X-080 en concentraciones 1, 3,5 y
8 % (W), que fueron sometidas a un calentamiento en el microondas de 200w
durante 10 minutos. Este comportamiento puede observarse en la Figura Il1.2

para algunas de las dioxinas en estudio. Los resultados obtenidos mostraron en
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general que la recuperacion aumenta ligeramente con la concentracién de POLE
hasta el 5% (wV), después del cual se observa un ligero descenso, mientras que

para el Genapol X-080, el efecto en la recuperacién de las dioxinas es minimo.

Por otro lado, los porcentajes de extraccion obtenidos cuando se emplea
POLE son mayores para las dioxinas con un mayor nimero de sustituyentes de

cloro mientras que para el Genapol X-080 la tendencia es la opuesta.

A la vista de los resultados obtenidos se decidid emplear una
concentracién de surfactante del 5% (wV) en ambos casos para los

subsecuentes estudios.

Figura Ill.2.- Efecto de la concentracion de surfactante en la extraccion de dioxinas

en muestras solidas.

100 - a) POLE
= 80 -
c
‘.g 60 4DD
o — T~ |-=—50D
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20
&
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0] 2 4 6 8
Concentracion de POLE (%,viv)

118

@ Del documento, los autores. Digitalizacion realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2007



Extraccion v analisis de dioxinas policloradas MATRICES SOLIDAS

100 b) Genapol X-080
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Efecto de la adicion de sal

A fin de estudiar el efecto de la adicién de sal (NaCl) en los porcentajes
de recuperacién, se afadieron diferentes cantidades de sal a la disolucidén de
surfactante previamente a su radiacién en el microondas. Las muestras
enriquecidas con la mezcla de dioxinas en estudio fueron extraidas en el
microondas a 200 W durante 10 minutos, empleando disoluciones de POLE y
Genapol X-080 al 5% (wV) y variando la concentracion de NaCl de 1 a 8 % (m/V).

En el caso del POLE, los resultados obtenidos, Figura Ill.3a, muestran
cdmo los porcentajes de recuperacidén aumentan con el aumento en la
concentracién de sal hasta el 5% (m/V), valor a partir del cual se produce un

descenso brusco de los mismos.

En lo que respecta al Genapol X-080, los porcentajes de recuperacidn
aumentan con el incremento en sal hasta el 3% (m/v) de NaCl y posteriormente
se estabilizan o bien descienden ligeramente. Los resultados obtenidos para

algunas de las dioxinas se encuentran en la Figura I11.3b
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Por otra parte, también se puede observar que el Genapol X-080 es
mejor extractante para aquellas dioxinas con un menor namero de sustituyentes

de cloro en su estructura molecular.

A la vista de estos resultados, se decidid emplear NaCl en
concentraciones de 4% y 3% (mA) para el POLE y Genapol X-080

respectivamente, en los estudios posteriores.

Figura lll.3.- Efecto de la concentracion de NaCl en la extraccion de dioxinas

en muestras solidas.
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Efecto del tiempo de radiacién microondas

En este estudio, se emplearon diferentes tiempos de radiacién, desde 30
segundos a 10 minutos, a una potencia constante de 200 W, para la extracciéon
de una serie de muestras de sedimento marino previamente enriquecidas con la
mezcla de dioxinas en estudio. Los resultados obtenidos muestran que cuando
se emplea POLE como extractante, la mayoria de los compuestos sufren un
incremento rapido en los porcentajes de recuperacién durante el primer minuto

de radiacién microondas a partir del cual se estabilizan (Figura 1ll.4a).

En el caso del Genapol X-080, Figura lll.4b, los analitos con un mayor
numero de atomos de cloro se comportan de modo diferente de manera que su
recuperacion aumenta de manera gradual durante los primeros 5 minutos y
después se estabilizan. Mientras que para los analitos con menor nimero de
atomos de cloro las recuperaciones aumentan mas bruscamente durante los 5
primeros minutos para después continuar aumentando ligeramente o

estabilizarse.

Por otro lado, se puede apreciar que los porcentajes obtenidos cuando se
emplea POLE son menores en la mayoria de los casos que aguellos obtenidos
cuando se emplea Genapol X-080. Finalmente, se escogieron tiempos de
radiacién de 5 y 8 minutos respectivamente, a fin de asegurar la reproducibilidad

de las recuperaciones segun las condiciones de radiacién.
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Figura l11.4.- Efecto del tiempo de radiacion microondas en la extraccion de dioxinas

en muestras solidas.

b) Genapol X-080

———

e

Efecto de la potencia de radiacion microondas

Una vez fueron optimizadas todas las variables a una potencia dada, el
ultimo de los estudios a llevar a cabo fue precisamente el correspondiente al

efecto de la potencia de radiacion en la extraccion.
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Siguiendo el mismo procedimiento anteriormente descrito para cada
surfactante, se realiz6 la extraccibn de una nueva serie de muestras

enriquecidas a diferentes potencias, variando ésta de 100 a 800 W.

En la Figura Il1l.5 se muestran los resultados obtenidos para algunas de
las dioxinas en estudio usando POLE y Genapol X-080 como extractantes, a
modo de ejemplo. En ella se observa que hay un incremento en la recuperaciéon
con el aumento de la potencia de radiacién hasta los 300 W para el POLE,
después del cual las recuperaciones permanecen constantes. Para el caso del
Genapol X-080 se observa claramente un maximo en los porcentajes de
recuperacion a 200 W, después del cual desciende ligeramente para

estabilizarse posteriormente.

De nuevo en este ultimo estudio, destaca el hecho de que las mejores
recuperaciones, bajo las mismas condiciones experimentales, se obtienen

cuando se emplea Genapol X-080 como extractante.

Atendiendo a los resultados anteriores, se fijaron potencias de radiacidn
de 300 Wy 200 W para el POLE y Genapol X-080 respectivamente.

Figura lIl.5.- Efecto de la potencia de radiacion microondas en la extraccion de dioxinas en

muestras solidas.
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Numero de extracciones

Ya se ha desctrito, que en algunos casos se consigue mejorar la eficiencia
de la extraccidn mediante la aplicacién varias veces de la metodologia

optimizada a la misma muestra (43, 56).

En este caso, ya que algunas de las dioxinas en estudio mostraban un
porcentaje de recuperacion muy bajo (<30%) (sobretodo las mas ligeras, DD,
1DD), se realizaron sucesivas extracciones con objeto de mejorar la eficiencia de
su recuperacién. Sin embargo, a fin de hacer del método un procedimiento de
extraccion rapido y no laborioso, tampoco conviene realizar un gran numero de
extracciones. Los resultados mostraron gue con dos extracciones sucesivas la
eficiencia de extraccion mejora considerablemente, obteniéndose

recuperaciones entre 60 y 100 % en la mayoria de los casos.
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H1.2.2 Parametros analiticos y Validacion def método

A fin de estudiar la reproducibilidad del método propuesto, éste fue
aplicado a la extraccion de seis muestras de sedimento marino procedente del
puerto de Taliarte enriquecidas con la mezcla de dioxinas en estudio. Los
extractos fueron analizados en el sistema cromatografico HPLC-UV en las
condiciones previamente establecidas para su determinacién. La Figura II1.6
muestra el cromatograma obtenido para un extracto de la mezcla de dioxinas
utilizando el POLE como extractante. Puede observarse que la separacién entre

los picos es suficiente para cuantificar adecuadamente todos los analitos.

Figura lll.6.- Cromatograma de la mezcla de PCDDs extraida de sedimentos marinos de Taliarte

bajo la metodologia de extraccion MAME empleando POLE como extractante.
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Los extractos fueron cuantificados a partir de las curvas de calibrado

correspondientes, recogidas en la Tabla A.5 del Anexo | de la presente Tesis
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Doctoral. Los valores de desviacién estandar relativa obtenidos se muestran en
la Tabla 1ll.3 donde se observan valores iguales o inferiores a 2.8 y 4.5% para el

POLE y Genapol X-080 respectivamente.

En esta misma tabla se muestran los limites de deteccidn calculados para
cada analito en cada surfactante a partir de la relacién sefal/ruido (s/n=3) (57)
una vez que el método fue aplicado en las condiciones propuestas para cada
surfactante. En el caso del Genapol X-080, estos limites de deteccién se
obtienen después de preconcentrar mediante la metodologia de extraccion por

punto de nube al extracto obtenido en el microondas.

Tabla lll.3.- Parametros analiticos obtenidos para los surfactantes POLE y Genapol X-080 como
extractantes en la metodologia de extraccién asistida por microondas.

POLE Genapol X-080
Compuesto . .
RSD? LO.D, RSD? LO.D, |_.o.D1.c
(%) (ng.g) (%) {(ng.g ) (ng.g)
DD 28 14.7 0.9 27.8 -
1DD 21 30.1 S -0 32
2DD 28 39 0.5 11.9 0.9
3DD 22 1.0 0.2 92 0.7
4DD 20 85 0.9 10.4 0.8
5DD 2.4 32 45 79 0.6
6DD 17 14.8 29 434 33
7DD 07 5.1 0.5 13 0.1
8DD 20 14.5 1.2 6.5 05

Desviacion Estandar Relativa (n=6).

Limites de Deteccion.

Limites de Deteccion después de la preconcentracion CPE.
Interferencia surfactante.
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Con el objeto de validar el método desarrollado, sus resultados fueron
comparados con los obtenidos empleando el método de extraccion propuesto
por la Agencia de Proteccion Medioambiental de Estados Unidos (USEPA) (3,
58) basado en la extraccién Soxhlet para el anélisis de dibenzo-p-dioxinas en
muestras de suelos o sedimentos. Para la cuantificacion de los compuestos se
utilizaron las curvas de calibrado que se muestran en el Anexo | de la presente

Tesis Doctoral, en la Tabla A.5.

En la Figura lIl.7, se pueden apreciar los valores bastante similares que
se obtienen para la recuperacion de dioxinas de una muestra de sedimento
marino del Puerto de Taliarte de la isla de Gran Canaria cuando se emplea la
metodologia de extraccidn asistida por microondas haciendo uso del Genapol X-

080 como extractante, y la metodologia Soxhlet.

Figura lll.7.- Comparacion del método MAME y la extraccion Soxhlet para un sedimento marino

del Puerto de Taliarte (isla de Gran Canaria).
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Otro aspecto a destacar en esta comparacion, es que la dioxina sin
sustituir, no es extraida mediante la metodologia de extraccion Soxhlet

empleada, debido posiblemente a la volatilidad de la misma (el método de la
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USEPA es para la extraccion de aquellas dioxinas mas tdxicas, con mas de 4
sustituyentes de cloro), mientras que mediante el procedimiento MAME si puede
ser cuantificada. Como puede observarse, se pone de manifiesto que la
extraccion asistida por microondas usando medios micelares como extractantes
puede ser una alternativa valida frente a los métodos convencionales de

extraccién,

Hi.2.3 Aplicacion a ofras muestras solidas

Tras optimizar todos los factores de que depende el método de extraccion
propuesto, el mismo se aplicd a la extraccién de dioxinas policloradas presentes
en sedimentos marinos de las islas de Gran Canaria y Fuerteventura. Estos
sedimentos presentaban una granulometria mayor y un menor contenido en
materia organica que el sedimento de Taliarte, ¥y un mayor contenido en CaCQ;

{en el caso de la muestra de Fuerteventura).

El andlisis inicial de estas muestras corroboré la ausencia de dioxinas
nativas, por lo que, para la aplicaciéon del método sobre las mismas, éstas se
enriquecieron con 100 ng.g'1 de la mezcla de dioxinas en estudio. Posteriormente
se realizé la extraccion y determinacién en las muestras con cada surfactante en

las condiciones mas adecuadas para cada uno de ellos.

Los resultados obtenidos (Tabla 1ll.4) muestran unos porcentajes de
recuperacion satisfactorios para ambos tipos de sedimentos. Se puede apreciar,
gue los resultados son muy similares para cada surfactante cuando se aplica a
sedimentos diferentes, mientras que la extraccién en un mismo sedimento con

surfactantes diferentes si difiere ligeramente. Es decir, que parece mas
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influyente en los porcentajes de recuperacién la naturaleza de cada surfactante,

que las diferencias debidas puramente a la matriz.

Tabla lll.4.- Porcentajes de recuperacion de las dioxinas policloradas en estudio extraidas de
sedimentos marinos usando la metodologia MAME®.

POLE Genapol X-080
Compuesto ) i
Las Canteras Jandia Las Canteras Jandia
{(GranCanaria) (Fuerteventura) (GranCanaria) (Fuerteventura)
DD 61.8 53.9 89.31 926
1-DD 108.5 100.8 -t P
2-DD 106.0 94.7 63.7 69.3
3-DD 61.6 59.7 97.3 90.3
4-DD 80.7 80.8 107.5 102.9
5-DD 83.1 87.7 91.8 102.1
6-DD 74.8 79.9 551 69.2
7-DD 75.4 79.7 95.8 109.0
8-DD 78.2 86.4 70.8 94.0

“Media de tres determinaciones.
b |nterferencia del surfactante.

Como se aprecia en la tabla anterior, en general, los resultados obtenidos
son mejores cuando se emplea Genapol X-080 como extractante que cuando se
emplea POLE, por lo que se propone el primero de ellos como el mas adecuado

para la extraccion de dioxinas de sedimentos marinos.

En este sentido, a fin de mejorar los limites de deteccion de los analitos
cuando se extraen con Genapol X-080, se preconcentraron los extractos del

mismo mediante la aplicacion de la metodologia de punto de nube optimizada
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previamente antes de su andlisis en el sistema HPLC-UV. De esta forma, los
extractos obtenidos después del microondas fueron calentados en un bafio

termostatizado a 100°C durante 10 minutos.

La fase rica en surfactante obtenida después de este proceso fue
analizada directamente en el cromatégrafo. En la Figura 111.8 se muestran los
cromatogramas obtenidos para los extractos de dioxinas de sedimentos marinos
de Gran Canaria y Fuerteventura después de aplicar la metodologia MAME-
CPE. Los resultados obtenidos revelaron una recuperacién satisfactoria para la
mayoria de los compuestos en estudio (80-95%). El pico interferente en el
tiempo de retencién de la dioxina monoclorada que se obtiene cuando se emplea
el Genapol X-080 en las condiciones utilizadas en la extraccion asistida por
microondas, se solventa después de la preconcentracién ya que la sefial de
surfactante se desplaza a tiempos de retencién inferiores, por lo que en estas

nuevas condiciones ese analitos si puede ser medido.

Bajo estas condiciones, extraccién asistida por microondas vy
preconcentracion por punto de nube se obtiene una preconcentracién de 12.5

veces lo que redunda en una mejora considerable de los limites de deteccion.
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Figura lll.8.- Cromatograma de la mezcla de PCDDs extraida de sedimentos marinos bajo la
metodologia de extraccion MAME vy preconcentracion CPE haciendo uso del Genapol X-080 como
extractante. a) Gran Canaria y b) Fuerteventura
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111.3 EXTRACCION Y ANALISIS DE PESTICIDAS

Los pesticidas organofosforados son eficaces contra una gran variedad
de insectos y se utilizan en cosechas agricolas, jardines, etc. con objeto de
prevenir, destruir o controlar cualquier plaga asi como para controlar la presencia
de mosquitos portadores de enfermedades. Se encuentran habitualmente en el
suelo debido entre otros factores a su aplicacién aérea (por fumigacion). Este es
un tipo de matriz bastante compleja ya que su composicién varia en funcién del
uso que de él se haya hecho, el material a partir del cual ha sido originado, la
proximidad o no de vegetacién y qué tipo de vegetacion, etc. Y esa complejidad
hace que su interacciéon con los analitos de interés sea muy diferente en cada
caso. Por lo que ademéas de estudiar y optimizar las variables correspondientes a
la metodologia de extraccién, se tendran en cuenta algunos parametros fisico-
guimicos caracteristicos de la matriz y que pueden tener alguna influencia
adicional en la eficiencia de extracciéon de los pesticidas, como es el pH del

suelo, su contenido en materia organica y su granulometria.

111.3.1.1 Optimizacion de la extraccion de pesticidas organofosforados en

suefo

Para este estudio se utilizdé una muestra de suelo procedente de Santa
Brigida (isla de Gran Canaria) con las caracteristicas pH=8.3 y contenido en
materia organica de 3.4%. Inicialmente seguimos un procedimiento secuencial
para optimizar el volumen y concentracién de surfactante manteniendo la
potencia y el tiempo de extraccidén constantes. A continuacién, se determinaron

las condiciones éptimas de potencia y tiempo de extraccion.
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Efecto del volumen de surfactante

A fin de determinar si el volumen de extractante a afiadir podria influir en
la extraccién de los analitos debido a posibles pérdidas por evaporaciéon o una
incompleta interaccion del mismo con la muestra, se hizo un estudio preliminar.
Para ello, se midié la recuperacion de los pesticidas en estudio después de ser
extraidos de muestras de suelo previamente enriquecidas, con 5, 10y 20 mL de

una disolucion de Genapol X-080 al (4%, v/v).

Los resultados obtenidos indicaron que volumenes por debajo de 5 mL no
eran suficientes porgque no humedecian completamente la muestra, afectando a
la reproducibilidad de la extraccion; mientras que volumenes por encima de 10
mL no mostraron influencia alguna en la recuperacién de dichos compuestos. De
esta forma, se optd por emplear 10 mL en los subsecuentes estudios a fin de

asegurar la completa inmersién de la muestra en el surfactante.

Efecto de la concentracion de surfactante

Para estudiar la influencia de este parametro en los porcentajes de
recuperacion, se realizaron diferentes experimentos en los que se llevé a cabo la
extraccion de la mezcla de pesticidas con los surfactantes POLE y Genapol X-
080 en concentraciones de 1, 3, 5y 7 % (v/v). Las muestras previamente
enriquecidas con los pesticidas fueron sometidas a unas condiciones de

radiacién de 300 W durante 5 minutos.

En la Figura lI1.9 se muestran los porcentajes de recuperacion obtenidos
en funcién de la concentracion de surfactante para el Dimetoato, Paration-metil y
Diazinébn a modo de ejemplo. Puede observarse como el comportamiento es

muy similar para ambos surfactantes, en el sentido de que, para los compuestos
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mas polares como el Dimetoato, la recuperacion es practicamente constante en
el rango de concentraciones estudiado, mientras que para los compuestos
menos polares, los porcentajes de recuperacidon aumentan hasta una
concentracién del 4% (v/v), a partir de la cual se mantienen practicamente
constantes. A partir de estos resultados se decidi¢ utilizar concentraciones del
4% (v/v) para el Genapol X-080 y 5% (v/v) para el POLE en los siguientes

estudios.

Figura IIl.9.- Efecto de la concentracion de surfactante en la recuperacion de pesticidas
organofosforados extraidos en muestras de suelo.
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Efecto del pH

El posible efecto del pH de la disolucién extractante en la recuperacion de
los pesticidas fue determinado mediante el analisis de los extractos de muestras
enriquecidas obtenidos con las correspondientes disoluciones de POLE o
Genapol X-080 como extractantes a diferentes pH. Este fue modificado mediante
la adicion de 0,5 mL bien de HCI (1M) o bien de NaOH (0.1 M) a las disoluciones
extractantes en cada caso. Las muestras de suelo fueron irradiadas en el
microondas a 300 W durante 5 min y analizadas, después de su filtracién, en el

sistema cromatografico.

De forma cualitativa, se observé que los extractos obtenidos eran mas
oscuros en el caso en que se utilizé NaOH respecto de aguellos en los que se

empled HCI, y mas oscuros incluso que aquellos extraidos sélo con surfactante.

El pH de dichos extractos fue muy similar para los surfactantes POLE y
Genapol X-080: para los extractos acidos de 3.3-3.8 y para los basicos de 8.2-
8.6 respectivamente. Coincidiendo con la coloracién de los extractos y con la
diferencia de pH se observd, que los porcentajes de extraccion eran en la
mayoria de los casos mas altos cuando se afiadia NaCH (Figura 111.10) y mas
bajos cuando se afiadia HCI independientemente del surfactante empleado. Este
hecho es coincidente con lo observado por ciertos autores (52), que justifican el
aumento de la recuperacion de los analitos y el aumento de coloracién de los
extractos por la co-extraccién de acidos humicos y fulvicos de los suelos. Tan
sélo para el Dimetoato, no se observan diferencias significativas en las
recuperaciones obtenidas en los distintos medios, debido probablemente a la
alta polaridad del mismo, por lo que su comportamiento no se ve tan afectado

por el cambio de pH en la disolucién.
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A la vista de los resultados obtenidos se decidié afiadir 0.5 mL de NaOH

(0.1 M) en los estudios posteriores.

Figura lll.10.- Efecto del pH en la recuperacion de los pesticias organofosforados en estudio.
a) Genapol X-080; b) POLE. Compuestos representados: 1.- Dimetoato, 3.- Paration-metil, 6.-
Paration-etil.
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Efecto de la potencia y tiempo de radiacion microondas

Debido a que la temperatura en el interior de los vasos del microondas es
el parametro que realmente determina la eficiencia de extraccién, y depende
tanto de la potencia como del tiempo en el que se aplique la radiacion, se decidié

estudiar ambas variables conjuntamente.

Para ello se siguié un disefio experimental central compuesto a fin de
estudiar el efecto de estas dos variables en la extraccion, por lo que el disefio es
de dos niveles (2°); sin embargo con el objeto de determinar con mayor precisién

la influencia de estas variables se ampli¢ el estudio incorporando un disefio
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ortogonal en estrella con tres réplicas en el punto central (59). De manera que
finalmente se realizaron 11 ensayos en total, en los que las muestras de suelo
enriquecidas fueron analizadas empleando diferentes potencias de microondas
{minimo: 200 W, maximo: 800 W) y tiempos de irradiacion (minimo: 2 min.;
maximeo: 14 min.). En la Tabla Ill.5 se muestran las condiciones de irradiaciéon

empleadas en cada ensayo.

Tabla Ill.5.- Ensayos empleados para el estudio del efecto de las condiciones de radiacién en la
extraccion de los pesticidas organofosforados en estudio.

N° ensayo Po'(c\?\gcia T;;n:np;o
1 100 2
2 100 8
3 100 14
4 450 2
5 450 8
6 450 8
7 450 8
8 450 14
9 800 2

10 800 8
11 800 14

En la Figura Ill.11a se muestran a modo de ejemplo el resultado obtenido

para el Diazindn en Genapol X-080, donde puede observarse un maximo a

potencias intermedias y tiempos cortos, comportamiento que fue semejante para

los demas pesticidas extraidos con este surfactante. En el caso del POLE, por el

contrario, se aprecian unas recuperaciones mayores a potencias mas altas y
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tiempos cortos. Esto puede ser observado en la Figura Ill.11b, que muestra el
diagrama de superficie para el Paration-metil.

Pero, a fin de determinar de una forma mas precisa los parametros de
tiempo y potencia de microondas optimos, se calculo, a partir de la ecuacion que
mas se ajustaba al comportamiento de cada pesticida en cada surfactante, el
porcentaje de recuperacion maximo para cada compuesto en ambos
surfactantes. Efectivamente, la media obtenida (a partir del calculo de los
parametros maximos de cada pesticida) mostré tiempos de radiacion de 2
minutos en ambos surfactantes y potencias de radiacion de 450 y 625 W para el
Genapol X-080 y POLE respectivamente.

Figura lll.11.- Superficies de respuesta para: a) Diazinon extraido con Genapol X-080 y b)

Paration-metil extraido con POLE.
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Por ultimo se comprobé que la eficiencia de extraccion en las condiciones
optimas de cada surfactante, es en general mejor para la extraccion de los
pesticidas cuando se emplea POLE que cuando se utiliza Genapol X-080 como
extractante.

[11.3.1.2 Parametros analiticos y Validacion del método.

Una vez optimizadas las condiciones para la extraccion de los pesticidas
en muestras de suelo se estudié la reproducibilidad del método. Este fue
aplicado a seis muestras previamente enriquecidas con la mezcla de pesticidas y
los extractos fueron analizados en el sistema HPLC-UV en las condiciones
establecidas para su comrecta separacion e identificacion utilizando las curvas de
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calibrado obtenidas para los mismos que se encuentran en la Tabla A.7 del
Anexo | de |la presente Tesis Doctoral. La Figura 111.12 muestra el cromatograma
obtenido para un extracto de una muestra de suelo procedente de Santa Brigida
(isla de Gran Canaria) después de aplicar el método desarrollado, utilizando
POLE como extractante. Las desviaciones estandar relativas obtenidas se
muestran en la Tabla lll.6, en la que se aprecian valores menores ¢ iguales a 2.1

y 2.6 % para el Genapol X-080 y POLE respectivamente.

Figura lll.12.- Cromatograma de la mezcla de pesticidas organofosforados extraida de una
muestra de suelo de Santa Brigida bajo la metodologia de extraccion MAME empleando POLE

como extractante.
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Finalmente, se calcularon también los limites de deteccién de cada
analito empleando la relacién sefial/ruido (s/n=3) (57) una vez aplicado el
método optimizado. De igual forma, los resultados se muestran en la Tabla III.6,

donde puede observarse que en todos los casos los limites de detecciéon son
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inferiores a 7 ng.g”, excepto en el caso del Etoprofos y del Malatién. Estos
valores de LOD encontrados permiten el analisis de este tipo de compuestos en
concentraciones muy por debajo de su LD30 lo que garantiza la posibilidad de
ser aplicado en muestras reales de las que se desee saber su grado de

contaminacion y peligrosidad.

Tabla lll.6.- Parametros analiticos del método MAME aplicado a la extraccion de pesticidas
organofosforados en suelo, con los surfactantes POLE y Genapol X-080.

POLE GENAPOL X-080
Compuesto RSD? |_.o.t_)1.b R.SD.* L.O.E_)j.b
(%) (ng.") (%) (ng.g")
Dimetoato 0.4 0.2 1.8 2.4
Metidation 22 45 21 3.0
Paration-metil 1.1 21 1.2 438
Malation 2.2 14.3 1.1 11.3
Etoprofos 2.6 95.0 1.0 0.8
Paration-etil 1.6 07 1.6 1.8
Diazinon 1.2 25 0.8 0.9
Clorpirifos 0.3 6.7 1.1 0.2

@ Desviacion Estandar Relativa.
® | imite de deteccion.

Debido a que el método MAME que hace uso del POLE como extractante
proporciona mejores resultados, éste fue aplicado a la extraccion de una
muestra de suelo previamente enriquecida con una mezcla estandar certificada
(Pesticide Mix 1, EPA Method 914) que contiene cuatro de los pesticidas
empleados en este estudio (Paration-metil, Malatién, Paratién-etil y Diazinén), a

fin de comprobar la validez del mismo.
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Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla Ill.7 donde se puede
observar la alta eficiencia del método propuesto. Estos resultados fueron
comparados con los obtenidos al emplear la técnica de extraccion tradicional
Soxhlet propuesta por la Agencia de Proteccion Medioambiental de Estados
Unidos para este tipo de compuestos (60) encontrando una gran concordancia
en los mismos como se muestra a continuacién en la Figura 111.13. Por lo que se
puede aceptar que el método de extraccién asistido por microondas que hace
uso de los surfactantes como extractantes es una alternativa vélida a los

métodos de extraccidén convencionales.

Tabla lll.7.- Aplicacion del procedimiento MAME propuesto a la extraccion de una muestra de
suelo previamente enriquecida con una mezcla estandar certificada de pesticidas
organofosforados® (Pesticide Mix 1, EPA Method 914).

MAME
Compuesto Afadido Encontrado Recuperacion
1 -1

(ng.g ) (ug.g ) (%)

Paration-m 1.50 1.39+0.02 92.7
Malation 1.50 1.27 £ 0.04 84.7
Paration-e 1.50 1.49+0.12 99.3
Diazinén 1.50 1.46 + 0.02 97.3

“Media de tres determinaciones.
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Figura Ill.13.- Comparacion del procedimientc MAME propuesto y la téchica tradicional Soxhlet en
la extraccion de una muestra de suelo previamente enriquecida con una mezcla estandar

certificada de pesticidas organofosforados” (Pesticide Mix 1, EPA Method 914).
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111.3.1.3 Aplicacién a otras muestras sélidas

A fin de estudiar la versatilidad del método de extraccidon micelar asistida
por microondas que hace uso de los surfactantes POLE y Genapol X-080, éste
fue aplicado a la extracciéon de los pesticidas en estudio, en suelos con
diferentes caracteristicas fisico-quimicas (pH, contenido en materia organica y
granulometria) previamente enriquecidos. Los valores de dichas caracteristicas

se encuentran recogidos en la Tabla I11.8.
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Tabla 111.8.- Parametros fisico-quimicos de las muestras de suelo estudiadas.

pH M.O. (%)* Granulometria (%)
250 pm 125 um 0.0625um < 0.0625 um
Suelo n° 1 8.3 3.4 69.9 16.9 6.9 5.8
Suelo n°2 5.9 3.9 56.5 30.6 6.8 6.0
Suelo n° 3 8.3 125 458 32.1 12.0 10.1

® Contenido en materia organica.

En primer lugar se comprobé la ausencia inicial de dichos compuestos en

las muestras estudiadas.

Posteriormente se enriquecieron con la mezcla de pesticidas
organcofosforados con concentraciones comprendidas entre 0.5 vy 2 ug.g-1, y se

analizaron en las condiciones mas adecuadas para cada surfactante.

En la Figura lll.14 se muestran los cromatogramas de los extactos de
muestras del suelo n®2 sin acondicionar y acondicionado con la mezcla de

pesticidas.

Los resultados obtenidos para el andlisis de las diferentes muestras se
presentan en la Figura Ill.15, donde se puede apreciar como en general, la
eficiencia de extraccién es mejor cuando se emplea el POLE, con porcentajes de
recuperacion mas altos, sobretodo en las muestras n® 1 y n® 3 que son aquellas
gue presentan un pH basico. Sin embargo, en el caso de la muestra n® 2 (de pH
acido) parece que es el Genapol X-080 el surfactante que extrae con mayor

eficiencia los compuestos mas polares.
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Figura lll.14.- Cromatogramas de los extractos de la muestra del suelo n® 2 bajo la metodologia
de extraccion MAME empleando Genapol X-080 como extractante. a) muestra sin acondicionar, b)
muestra acondicionada con la mezcla de pesticidas organcfosforados.
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De forma mas detallada, se puede observar que algunos de los
compuestos siguen un mismo patrén de comportamiento en todas las muestras,
asi por ejemplo el Diazinén y Clorpirifos se extraen mejor con POLE y el Malatién
mejor con el Genapol X-080, independientemente de las caracteristicas del
suelo. Sin embargo, para el resto de los compuestos la extraccion si parece
depender de ambas variables y del surfactante a emplear, teniendo en cuenta

las grandes variaciones observadas en los porcentajes de recuperacion.

Figura lll.15.- Aplicacion de la metodologia MAME optimizada a muestras de suelos con diferentes
caracteristicas.
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La influencia del envejecimiento de la muestra sobre los porcentajes de
recuperacion de los analitos es un fenémeno conocido (61). Con cobjeto de
comprobar este efecto, se aplicdé el procedimiento MAME optimizado usando
POLE como extractante a muestras de suelo envejecidas a diferentes tiempos:
2,4y 8 semanas. En la Figura 111.16, donde se recogen los resultados obtenidos
para las muestras de suelo n® 1, 2 y 3, a diferentes tiempos de envejecimiento,
puede observarse que a medida que avanza el tiempo de contacto entre el
analito y la matriz, disminuye, en general la recuperacién de todos los analitos
bajo estudio, lo que puede explicarse por una mayor interaccion entre ambos
(51). Este efecto, también podria ser debido a un proceso de degradacién puesto
gue, como es bien sabido, la degradabilidad de esta familia de compuestos es

mucho mayor que la de los pesticidas organoclorados.

Desde un punto de vista comparativo, no se aprecian diferencias
significativas en las recuperaciones de los compuestos extraidos de las distintas
tierras sino que el efecto del envejecimiento afecta por igual a la recuperacién de

todos los analitos en el tiempo.
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Entre las diferentes rutas de descomposicién de los pesticidas
organcofosforados (hidrélisis, oxidacién fotolitica, transformaciones microbianas,
etc.) (62, 63), la hidrélisis es el proceso de degradacién mas comun, el cual
suele tener lugar en los centros activos de una molécula de pesticida dada (64).
En este sentido se observa claramente que los compuestos Metidation, Malation
y Etoprofos practicamente dejan de extraerse desde las dos semanas, lo que
podria explicarse por diferentes mecanismos de degradacién incluidos la
presencia de acidos humicos, éxidos de metal y la estructura del suelo (63-66).
Ademas, en el suelo n® 2, que es de pH mas bajo, la desaparicién de estos
compuestos es aun mas evidente, lo que podria confirmar el proceso de

hidrélisis de los mismos.

Sin embargo, esta tendencia no es igual para todos los compuestos en
estudio, puesto que la recuperacién de Paration-metil y Paratidon-etil se mantiene
aproximadamente constante a partir de las cuatro semanas, lo que podria

interpretarse como gque estos compuestos son los mas persistentes.

Figura lll.16.- Recuperaciones de la mezcla de pesticidas organofosforados de muestras
envejecidas despues de aplicar el método MAME con POLE como extractante.
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1.3.2.1 Optimizacién de la extraccién de pesticidas organofosforados en

tomates

Los pesticidas organofosforados son ampliamente utilizados en la
agricultura debido a sus caracteristicas insecticidas muy potentes y su utilizacion
esta permitida por ley, no sin cierta regulacién. Concretamente en la Isla de Gran
Canaria, donde predomina el cultivo del platano y el tomate, el uso de estos
pesticidas es imprescindible para evitar ciertas enfermedades y plagas. Sin
embargo, la Unién Europea establece que los “Niveles Maximos” (Maximum
Residue Levels, M.R.L.) de algunos de los pesticidas organofosforados que
pueden contener las frutas y verduras que se exportan y comercializan deben

estar entre 0.3y 1 mg.Kg™ (67).

Esta regulacién es debida al peligro potencial que suponen al hombre,
quien es el ultimo consumidor. En este sentido, el mayor peligro se presenta
cuando los productos se consumen frescos sin otro tratamiento que ser lavados,
como es el caso de los tomates, que se suelen consumir con piel, en la cual se

concentran principalmente los pesticidas (68).

Por todo ello, se propuso como objetivo la optimizacidn y desarrollo de

una metodologia para la extraccion y analisis de pesticidas en piel de tomate.

A partir de los resultados obtenidos en el estudio anterior correspondiente
a la extraccidn de pesticidas en suelos, se decidid emplear la misma
concentracion y volumen de surfactante optimizados en este nuevo caso, ya que
estas variables dependen mas de la capacidad solubilizadora del extractante y
de su interaccién con los analitos que del tipo de matriz a ser empleado. Por lo
gue se fijéo un volumen de 10 mL de cada surfactante en concentraciones de 5%
(v/v) para el POLE y 4% (v/v) para el Genapol X-080 respectivamente, para la

extraccion de los pesticidas en piel de tomate.
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Efecto del pH

El pH de la disolucién extractante es una variable a tener en cuenta, ya
gque puede provocar la degradacién de alguno de los compuestos en estudio. El
Diazinén, por ejemplo, se hidroliza rapidamente a pHs bajos o altos debido a
procesos de catalisis basica y también 4acida (62-64, 69). De manera que se
estudié el efecto del pH en la extraccién de una serie de muestras de piel de
tomate previamente enriquecidas. Estas fueron extraidas con 9.5 mL de las
disoluciones de surfactante a las concentraciones fijadas, junto con 0.5 mL de
HCI (1M) o NaOH (0.1 M) en cada caso, a fin de utilizar un volumen final total de
10 mL, como se habia prefijado. Las muestras fueron irradiadas en el
microondas durante 5 minutos a 300 W de potencia y posteriormente a su

filtracion, fueron analizadas en el sistema cromatografico.

El pH de los extractos obtenidos fue muy similar para los dos
surfactantes: para los extractos acidos se obtuvieron valores de pH de 2.7 vy 2.6
y para los basicos de 6.2 y 6.2 para POLE y Genapol respectivamente. En la
Figura llL17 se presentan los resultados obtenidos para el Paratidon-metil,
Paratién-etil y Diazindén, donde puede observarse que los porcentajes de
extraccion obtenidos fueron ligeramente superiores cuando se afadia NaOH

independientemente del surfactante a emplear.

Comparando los resultados obtenidos en presencia de NaOCH con
aquellos en los que se afadié HCl se puede interpretar que el pH de Ila
disolucién extractante afecta claramente a la eficiencia de la extraccién, siendo
mejor a pH mas basico. Por lo que se decidié afiadir 0.5 mL de NaOH (0.1 M) en

los estudios posteriores.
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Figura 111.17.- Estudio del efecto del pH en la recuperacion de pesticidas organcfosforados en piel
de tomate. a) POLE, b) Genapol X-080.
Compuestos representados: 3.-Paration-metil, 6.-Paration-etil, 7.-Diazinon.

100 O Surfactante+HCI
a) b)

90 Surfactante
80- Surfactante+NaOH

70+
60+
50+
404
30+

Recuperacion (%)

20+
104

Efecto del tiempo y potencia de radiacion

Al igual que en la optimizacion de la extraccion de pesticidas
organofosforados en suelos, en este caso también se estudid el efecto de las
condiciones de radiacién en la eficiencia de extraccion. Para ello se sigui¢ un
disefio experimental central compuesto de dos niveles, junto con un disefio
ortogonal compuesto en estrella y tres puntos centrales, de forma que con el
analisis de 11 ensayos en total se puede hacer una evaluacién directa de las

variables consideradas.

Se tomaron, por lo tanto, una serie de muestras de piel de tomate que

fueron previamente enriquecidas y se extrajeron en diferentes condiciones de
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radiacién, tal y como se aprecia en la Tabla Il1.9. En este caso las condiciones
de radiacién estudiadas son menos agresivas que en el estudio de los suelos, a

fin de evitar la descomposicién de la matriz.

Tabla IIl.9.- Ensayos de tiempo y potencia de radiacion empleados para el estudio del efecto de
estos parametros en la recuperacion de pesticidas de piel de tomate.

N° Ensayo Po'(cs\gcia Ti(;n?r?;)
1 50 1
2 50 55
3 50 10
4 275 1
5 275 55
6 275 55
7 275 55
8 275 10
9 500 1

10 500 55
1 500 10

Los resultados obtenidos muestran para todos los compuestos de forma
general, un maximo de recuperacién a tiempos cortos (1 min) y potencias altas
(500W) cuando se emplea POLE como extractante. En la Figura Ill.18a se

muestra la superficie de respuesta del Metidatién como ejemplo.

En el caso del Genapol X-080, Figura Il1.18b, el maximo se desplaza a
tiempos intermedios (5.5 min) y potencias ligeramente mas bajas (400W). De
manera que finalmente se escogieron 1min y 500W para el POLE, y 5.5 min y
400W para el Genapol X-080, como las condiciones mas adecuadas para la

extraccion de los pesticidas con cada uno de ellos.
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Figura lll.18.- Superficies de respuesta obtenidos del estudio del tiempo y potencia de radiacion
microondas en los pesticidas organofosforados: a) Metidation extraido con POLE y b) Paration-

metil extraido con Genapol X-080.
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En la Tabla I11.10 se presentan los resultados obtenidos para la extraccion
de los pesticidas organofosforados en estudio en las condiciones optimas para
cada surfactante, obtenidos a pattir de las curvas de calibrado que se recogen
en la Tabla A.7 del Anexo | de la presente Tesis Doctoral. En dicha Tabla puede
observarse que la utilizacion de POLE como extractante conduce a mejores

resultados que el Genapol X-080 en la recuperacién de los analitos de interés.

Tabla Ill.10.- Recuperaciones de los pesticidas organcfosforados en estudio usando la

metodologia MAME en piel de tomate.

Recuperacién (%)*

Compuesto POLE ((3)((3-%618%3)'
Dimetoato — 105.0
Metidation 86.3 28.6
Paration-metil 90.3 857
Malatién 727 57.1
Etoprofos 74.3 b
Paration-etil 87.5 78.7
Diazinon 93.3 927
Clorpirifos 35.0 295

9 Media de tres determinaciones
® Interferencia con la matriz

111.2.2 Pardametros analiticos y Validacién del método

A fin de estudiar la reproducibilidad del método, éste fue aplicado a seis
muestras de piel de tomate previamente enriquecidas con la mezcla de
pesticidas y los extractos fueron analizados en el sistema HPLC-UV en las

condiciones establecidas para su correcta separacion e identificacién. La Figura
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.19 muestra el cromatograma obtenido para un extracto de piel de tomate

utilizando POLE como extractante.

Figura ll1.19.- Cromatograma del extracto de una muestra de piel de tomate

acondicionada con la mezcla de pesticidas organofosforados bajo la metodologia de extraccion

MAME empleando POLE como extractante.
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Las desviaciones estandar relativas obtenidas se muestran en la Tabla
.11, donde se aprecia que para todos los pesticidas estudiados se obtienen
valores de desviacién estandar inferiores a 4.8% y 4.9 para POLE y Genapol X-

080 respectivamente.

Finalmente, se calcularon también los limites de deteccién de cada
analito empleando la relacién sefial/ruido (s/n=3) (57) una vez aplicado el
método optimizado. De igual forma, los resultados se muestran en la Tabla [11.11
en la que se aprecian valores entre 0.6 y 6.3 ng.g-1 para el POLE yde 2.0a 10.6
ng.g-1 para el Genapol X-080. Estos valores permiten el analisis de este tipo de
compuestos en concentraciones muy por debajo de los “Niveles Maximos”
(Maximum Residue Levels, M.R.L) establecidos por la legislacidn europea
vigente para algunos de estos pesticidas en tomate, cuya concentraciéon oscila
entre 0.3y 1 mg.Kg'1 (67). Por lo que este método puede ser una alternativa real
a los métodos convencionales y ser empleado en laboratorios de analisis de

rutina.

Debido a que el método MAME optimizado que emplea POLE como
extractante proporciona mejores resultados, y con objeto de probar la validez del
mismo, éste fue aplicado a la extraccién de los pesticidas en una muestra de piel
de tomate enriquecida con una mezcla estandar certificada (Pesticide Mix 1,
EPA Method 914) que contiene cuatro de los pesticidas organofosforados en
estudio (Paration-metil, Malatién, Paratién-etil y Diazinén). En la Tabla 111.12, se

muestran los resultados obtenidos para esta mezcla certificada.
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Tabla 1ll.11.- Parametros analiticos del método MAME aplicado a la extraccion de pesticidas
organcfosforados en piel de tomate, con los surfactantes POLE y Genapol X-080.

POLE GENAPOL X-080

Compuesto RSD? L.O.E?ﬂ.b RSD? L.O.E?ib

(%) (ng.g ) (%) (ng.g )
Dimetoato R - 2.2 5.4
Metidation 25 27 4.1 33
Paration-metil 3.9 0.6 3.9 20
Malatién 34 1.0 49 59
Etoprofos 31 56 ---© -
Paration-etil 48 6.3 47 2.0
Diazinén 35 55 0.7 106
Clorpirifos 25 2.4 21 20

Z Desviacion Estandar Relativa.
Limite de deteccion.
® Interferencia con la matriz.

Tabla lll.12.- Aplicacion de la metodologia MAME empleando POLE 5% (v/v) para la extraccion de
una muestra de piel de tomate enriquecida con una mezcla estandar certificada (Pesticide Mix 1,
EPA Method 914)%,

MAME
Compuesto Aﬁadi_cjo Encont[?do Recuperacion
(ng.g7) (ng.g™) (%)
Paration-m 20 1.7+ 0.06 87.0
Malation 20 1.2+0.21 59.5
Paration-e 2.0 1.7+ 0.03 86.0
Diazinén 20 1.5+ 0.01 76.0

“Media de tres determinaciones.
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Los resultados obtenidos muestran la alta eficiencia del método

propuesto teniendo en cuenta que se trata de matrices bastante complejas.

El método desarrollado para la extraccion de pesticidas utilizando la
metodologia MAME usando POLE como extractante se compard, con objeto de
comprobar su eficacia; con los resultados encontrados aplicando el método de
Luke y colaboradores para la determinacién de este tipo de pesticidas (70),
modificado por el Instituto Tecnoldgico de Canarias, consistente en la extraccién
mediante ultrasonidos de los pesticidas y posterior determinaciéon por
cromatografia de gases con doble acoplamiento de espectrémetro de masas
como detector (GC/MS/MS), pero, a fin de tener en cuenta el posible efecto de
"envejecimiento" en este tipo de matriz se realizaron los mismos analisis
después de 48 horas. En este caso no se puede hablar de un tiempo de
envejecimiento de meses como en los suelos ya que en el caso de las frutas y
verduras este tiempo viene limitado por el tiempo de vida de las mismas una vez
separadas de la planta. Lo que se pretende mas bien con este pequefio estudio
es comprobar en qué medida afecta el tiempo de contacto a la eficiencia de
extraccion de nuestro método, y contrastar estos resultados con otro método

diferente.

Los resultados obtenidos, Tabla I1l1.13, son bastante comparables
después de 48 h. de contacto entre el analito y la matriz. Por lo que se
demuestra que los analitos efectivamente interaccionan mas fuerterente con la
matriz a medida que aumenta el tiempo de contacto, y que nuestro método es
igual de eficaz al que emplea ultrasonidos y deteccidon GC/MS/MS en cuanto a
que extrae todos los compuestos presentes en la muestra y en la misma

proporcién.
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Tabla 11l.13.- Comparacitn de las metodologias MAME-HPLC/UV y Ultrasonidos-GC/MS/MS en la
extraccion y determinacion de una muestra de piel de tomate enriquecida con una mezcla estandar
certificada (Pesticide Mix 1, EPA Method 914), después de 48 h. de contacto®.

MAME Ultrasonidos
HPLC/UV GCIMSIMS
Compuesto Afadido Encontrado Encontrado
-1 -1 -1
(Mg.g ) (rg.g) (rg.g)
Paration-metil 2.0 1.1£0.09 1.0+ 0.08
Malation 2.0 0.8+0.06 0.6+ 0.07
Paration-etil 2.0 1.6+0.14 1.0+ 0.01
Diazinon 2.0 0.9+0.02 1.4+ 0.03

# Media de tres determinaciones

111.3.2.3 Aplicacién a otros vegetales

Con objeto de comprobar la aplicabilidad del método propuesto, éste fue
aplicado a la extraccion y analisis de la mezcla de pesticidas en estudio en otras
muestras vegetales, tales como lechugas y pimientos rojos, en las condiciones
optimizadas para los tomates. En la Figura 1ll.20 se muestra el cromatograma
correspondiente a un extracto de lechuga después e acondicionarlo con la
mezcla de pesticidas y aplicar el método propuesto utilizando POLE como
extractante. Podemos observar cémo en estos vegetales, en estas condiciones
se obtiene una adecuada separacién de todos los analitos en un tiempo

razonable e analisis.
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Figura 111.20.- Cromatograma del extracto de una muestra de lechuga acondicionada
con la mezcla de pesticidas organcfosforados bajo la metodologia de extraccion MAME

empleando POLE como extractante.
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La cuantificacién de los mismos se ha hecho a partir de las curvas de
calibrado recogidas en la Tabla A.7 del Anexo | de la presente Tesis Doctoral.
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 11l.14 donde se observa que
las recuperaciones son mejores cuando los compuestos son extraidos de
lechugas, variando entre 60 y 100% para todos los analitos, mientras que en los
pimientos las recuperaciones oscilan entre 32 y 86 % sin poder detectar el

Etoprofos debido a una fuerte interferencia de la matriz.
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Tabla lll.14.- Aplicacion de la metodologia MAME optimizada usando POLE como extractante, a la
extraccion de pesticidas organofosforados en diferentes muestras vegetales®.

Recuperacion (%)

Compuesto
Lechuga Pimiento rojo

Dimetoato 945+04 858+1.0
Metidation 842+06 67.4+34
Paration-metil 83.8+3.0 66.7+54
Malation 76.0+89 50.0+20
Etoprofos 1009+ 7.2 S

Paration-etil 835+30 60.8+29
Diazinon 50.0+1.7 493+22
Clorpirifos 60.0+£1.0 324+35

“ Media de tres determinaciones.
® Interferencia con la matriz.

Los resultados demuestran que el método desarrollade puede ser
aplicado a otro tipo de muestras vegetales, aungue quizéds habria que variar las
condiciones experimentales para mejorar los porcentajes de recuperacion,
sobretodo en el caso de los pimientos.
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EXPERIMENTAL

IV.1 REACTIVOS Y DISOLUCIONES
IV.1.1 Dibenzo-p-dioxinas

Las dibenzo-p-dioxinas utilizadas (Tabla 1.1) fueron obtenidas de
Accustandard, Inc. (New Haven, USA), con un 98% de pureza. Las disoluciones
patrén de las mismas se prepararon en metanol en una concentraciéon de 10
ug.mL" cada una de ellas, y se almacenaron a 4°C. A partir de ellas, se tomaron
las cantidades necesarias para la preparacién de las curvas de calibrado vy

enriquecimiento de las muestras.
IV.1.2 Pesticidas Organofosforados

Los pesticidas organofosforados empleados, indicados en la Tabla 1.4,
fueron suministrados por Dr. Ehrenstorfer, (Augsburg, Alemania), con un 98-99%
de pureza todos ellos. Las disoluciones patron de cada pesticida fueron

preparadas en metanol a una concentracién de 100 mg L™ y almacenados a 4°C.

La mezcla de pesticidas estandar certificada (Pesticide Mix 1) también fue

proporcionada por Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Alemania).
IV.1.3 Surfactantes

Los surfactantes no idnicos empleados; Polioxietilén 10 Lauril Eter
(POLE) y Oligoetilén Glicol Monoalquil Eter (Genapol X-080) fueron obtenidos de
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Sigma (St. Louis, MO, USA) y sus disoluciones fueron preparadas en agua Milli-
Q en concentraciones de 10% (wV), a partir de las cuales se tomaron los
volumenes necesarios para su utilizacién en los distintos procedimientos de

extraccién.

IV.1.4 Aditivos

La fuerza idnica de las disoluciones extractantes se modificé afadiendo

cloruro sédico (NaCl) de la marca Panreac Quimica, S.A. (Barcelona, Espafia).

Para modificar el pH de las disoluciones extractantes se emplearon acido
clorhidrico (HCI, 1M) e hidréxido sddico (NaOH, 0.1 M) de la marca Scharlau

(Barcelona, Espafa).

Para la determinacién del contenido de materia organica de los suelos se
utilizé acido sulfurico del 96 % de riqueza, dicromato potasico y sal de Mohr
(sulfato de amonio hierro Il hexahidratado), de calidad “pro analisis”, también de

la marca Panreac Quimica, S.A. (Barcelona, Espafia).

IVV.1.5 Disolventes

El agua utilizada (Milli-Q), tanto para la preparacién de disoluciones como
para la preparacién de la fase mévil, se obtuvo de un sistema de purificacién de
la marca Millipore (MA, EE.UU ).

El Metanol calidad HPLC y HPLC-gradiente, diclorometano, tolueno,
acetato de etilo y ciclohexano fueron adquiridos de Panreac Quimica, S.A.

(Barcelona, Espafa).

Los disolventes empleados para la fase moévil (metanol y agua) fueron
fitrados a través de filtros de membrana de nylon de 0.22 um; los demas se

utilizaron directamente sin ningun tratamiento.
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IV.2 APARATOS

IV.2.1 Bano termostatizado

El proceso de extraccién por punto de nube se realizéd utilizando un bafio
termostatizado de la marca Selecta (Barcelona, Espafia), modelo Tectron
3473200 v la posterior separacién de las fases en una centrifuga también de la

marca Selecta, modelo Mixtasel.

IV.2.2 Embudos de decantacion

Para la extraccién liquido-liquido se empleé un embudo de decantacién

de 50 mL de la marca Schott Duran (Alemania).

IV.2.3 Microondas

El equipo de extraccidon asistida por microondas consta de un sistema de
digestiéon por microondas modelo Multiwave, de la marca Anton Paar, (Graz,
Austria), con control de tiempo y potencia, sensores de temperatura y presién
interna, y frecuencia de 2450 MHz a potencia total, con un rotor (6EVAP) de 6

vasos tipo MF100, para un volumen maximo de 50 mL.

IV.2.4 pHmetro

El pHmetro empleado para la caracterizacion de los suelos asi como para
la medida del pH de las disoluciones extractantes modificadas, es de la marca

Crison (Madrid, Espafia)

IV.2.6 Soxhlet

Para la validacién de los métodos propuestos correspondientes a la

extraccion de dioxinas y pesticidas de sedimentos marinos y suelos
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respectivamente, se empled un sisterma de extraccién Soxhlet de la marca Pobel

{(Madrid, Espafia) y capacidad 100 mL.
IV.2.6 Ultrasonidos

Para la validacién del método propuesto correspondiente a la extraccion
de pesticidas de piel de tomate, se empled un sistema de extracciéon por

ultrasonidos de la marca Selecta (Barcelona, Espafa).
IV.2.7 Cromatografia liquida de alta resolucion

Para la determinacioén cromatografica se utilizé un sistema compuesto por
dos bombas Waters 515, un inyector Rheodyne 7725i y un detector visible-uv de
fotodiodos (PDA) modelo 996, también de Waters (Waters Associates, Milford,
MA). La columna utilizada fue una Nova-pack C18, 3,9 x 150 mm (con relleno de
particulas de diametro 4 um) de Waters. El software utilizado para la obtencién
de los cromatogramas y su posterior tratamiento fue Millenium versién 2.15 de
Waters.

Para el tratamiento estadistico de los datos se hizo uso del Software

Statgraphics de Statistical Graphics Corporation.

Para la representacién grafica de los resultades se emplearon los
programas Matlab versién 5.3 y el programa Microsoft Excel de Microsoft Office
XP.

IV.2.8 Cromatografia de gases acoplada a espectrometro de masas

Para el analisis de los extractos de pesticidas de piel de tomate después
de aplicar el método de extraccion por ultrasonidos, se utilizd un cromatégrafo de
gases modelo (CP-3800) de la marca Varian (Madrid, Espafia) acoplado a un

espectrometro de masas modelo Saturn 2200 también de Varian.
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V.3 PROCEDIMIENTOS

IV.3.1 Determinacion de la temperatura de punto de nube

Para obtener la temperatura de punfo de nube de cada surfactante se
prepararon disoluciones con concentraciones diferentes en tubos de ensayo
graduados y cerrados. Estos tubos se introdujeron en un bafio termostatizado en
el que la temperatura se fue aumentando gradualmente cada 53°C. En el
momento en el que aparece la turbidez caracteristica del proceso,
correspondiente a la temperatura en la que se separan las fases, se toma nota
de esa temperatura y se representa graficamente frente a la concentracién de
surfactante presente en la discluciéon. La grafica resultante representa la curva
de coexistencia de dicho surfactante. Las coordenadas del punto de interseccidn
de las tangentes a dicha curva nos proporcionan los datos de temperatura y

concentracion de punfo de nube del surfactante.

IV.3.2 Determinacion de la relacion de volumenes

La relacién de volimenes (cociente entre el volumen inicial y volumen de
fase rica en surfactante), se determina a partir de la medida directa del volumen
de fase rica en surfactante en el tubo de ensayo graduado después del
calentamiento en las condiciones de punto de nube, centrifugado y separacion
de fases de una disclucién inicial de 10 mL. Este proceso generalmente se
realiza en distintas condiciones experimentales (con diferentes concentraciones
de surfactante y distintos volimenes del mismo) a fin de determinar el factor de

preconcentracién mas conveniente.
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IV.3.3 Analisis cromatografico
IV.3.3.1 Cromatografia liquida

El analisis cromatografico de dioxinas y pesticidas en presencia de los
diferentes surfactantes se realizé como se describe en el Anexo | de esta Tesis.
En todos los casos el volumen inyectado en el cromatografo fue de 20 UL y por
triplicado para asegurar el llenado completo del inyector. Los tiempos de

retencién obtenidos corresponden al valor medio de cinco determinaciones.
IV.3.3.2 Cromatografia de gases

Con objeto de comparar los resultados obtenidos con el método
propuesto con los encontrados con otras técnicas, los extractos
correspondientes a las muestras de piel de tomate se analizaron por
cromatografia de gases y deteccién gases masas/masas. Se utilizé inyeccion de
gran volumen (10 pL) en columna capilar, asistida por inyector programable en
temperatura y carbofrit inserto para limpieza de la muestra en el mismo cuerpo
del inyector. Deteccion por masas/masas en un sisterma de trampa de iones

siendo la primera ionizacién interna, dentro de la trampa de iones.

IV.3.4 Extraccion y preconcentracion en muestras liquidas por Punto de
Nube

IV.3.4.1 Extraccion y preconcentracion de dibenzo-p-dioxinas

policloradas

Las disoluciones acuosas con la mezcla de dioxinas en los diferentes
surfactantes estudiados y la sal a la concentraciéon elegida, se mantienen en un

bafio termostatizade a temperatura constante (15°C por encima de Ia
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temperatura de punto de nube de cada surfactante) durante los periodos de
tiempo optimos de cada surfactante. Una vez fuera del bafio, los tubos se
introducen en la centrifuga durante S minutos a 3500 r.p.m. A fin de evitar que en
este punto las fases se mezclen por un descenso de la temperatura, los
portatubos de la centrifuga se mantienen en una estufa a la misma temperatura

del bafio, hasta el momento de su utilizacién.

Después de centrifugar las disoluciones, se introduce una jeringuilla con
una aguja larga gue atraviesa la fase rica en surfactante (situada en la parte
superior del sistema) vy que llega hasta el fondo del tubo, y desde ahi se retira la

fase acuosa.

Posteriormente se afiade 1 mL de agua a fin de reducir la viscosidad de
la fase rica en surfactante y evitar interferencias en el posterior analisis

cromatografico.

IV.3.4.2 Extraccion y preconceniracion de pesticidas organo-

fosforados

De igual forma que en el caso anterior, las disoluciones acuosas con la
mezcla de pesticidas, surfactantes y la sal a las concentraciones fijadas, se
mantienen en un bafo termostatizado a temperatura constante (15°C por encima
de la temperatura de punfo de nube de cada surfactante) durante los periodos
optimos de cada surfactante. Una vez fuera del bafio, los tubos se centrifugan
durante 5 minutos a 3500 r.p.m., y la extraccién se realiza tal y como se
describi¢ anteriormente. En este caso sélo se afiadié 0.1 mL de metanol agua
(50:50) a los extractos obtenidos a fin de reducir la viscosidad y evitar
interferencias en el posterior analisis cromatografico, sin perjuicio de una notable

pérdida del factor de preconcentracion.
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IV.3.5 Extraccidon y preconcentracion de dibenzo-p-dioxinas policloradas y
pesticidas en muestras liquidas reales mediante la metodologia Punto de
Nube

Se tomaron 4 mL de las muestras de agua de mar o agua depurada y se
les afiadid el volumen necesario de la disolucién que contenia los analitos para
obtener la concentracién final deseada. A continuacion ase afiadié la disolucidn
de surfactante, la sal, y se enrasé con agua Milli-Q hasta alcanzar un volumen
final de 10 mL. La extraccidén, preconcentracién y adecuaciéon al analisis es

coincidente con el apartado anterior.

Para la extraccién de la muestra acuosa enriguecida con la mezcla de

pesticidas estandar certificada se procedio exactamente de la misma manera.
IV.3.6 Extraccion Liquido-liquido de dibenzo-p-dioxinas policloradas

Se introducen 10 mL de muestra previamente enriquecida con la mezcla
de dioxinas en estudio en el embudo de decantacién, se afiade 1 mL de NaCl
(25%, m/V) para favorecer la separacién de fases, y 1 mL de diclorometano. Se
agita vigorosamente el sistema durante 2 minutos abriendo periédicamente para
su ventilacién, y se retira el extracto que es introducido en un vial con cierre
hermético. Este proceso se repite dos veces mas de forma que el extracto final

sea de 3 mL, del que se toman 20 pL para su analisis en el cromatégrafo liquido.

IV.3.7 Extraccion de dibenzo-p-dioxinas policloradas y pesticidas por

microondas en medio micelar

La muestra de 2 g de sedimento o suelo, previamente acondicionada, se
deposita en el vaso de extraccién y se afiade la disoluciéon de surfactante a la
concentracion optimizada. Después de cerrados, los vasos se introducen en el

microondas y se les aplica la potencia y el tiempo previamente establecidos para
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realizar el proceso de extracciéon. Una vez fuera del microondas, y antes de
abrirlos, los vasos se dejan durante un tiempo minimo de 10 minutos a

temperatura ambiente, para que se enfrien y evitar pérdidas por evaporacion.

Con una pipeta Pasteur se recoge todo el liquido sobrenadante, el cual,
después de filtrado, se inyecta en el sistema cromatografico. El filtrado de las
muestras se realiza con filtros de jeringa de la marca Millipore de 0.45 um de

poro y 25 mm de diametro.

IV.3.8 Extraccion Soxhlet

IV.3.8.1 Extraccion de dibenzo-p-dioxinas policloradas

Sobre una muestra de 10 g de sedimento previamente acondicionada, se
realiza la extracciéon con 35 mL de tolueno al 60% (V) durante 24 horas a 5-6
ciclos por hora. Posteriormente se toman 20 uL del extracto para su analisis

cromatografico.

1V.3.8.2 Extraccion de pesticidas organofosforados

Los analitos en una muestra de 2 g de suelo previamente acondicionada
se extraen con 35 mL de una mezcla de acetona:n-hexano (1:1) durante 24
horas a 4-6 ciclos por hora. En este caso el extracto se lleva a sequedad
utilizando un rotavapor y posteriormente se disuelve en 10 mL de metanol para

inyectarlo en el sistema cromatografico.

IV.3.9 Extraccion por Ultrasonidos

IV.3.9.1 Extraccion de pesticidas organofosforados

La muestra de 2 g de piel de tomate previamente acondicionada se

extrae con 60 mL de acetato de etilo, 15 gramos de sulfato sédico anhidro y 10
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minutos de ultrasonidos. La fase liquida se retira y se filtra a través de un
embudo con placa porosa y una capa de sulfato sédico anhidro. Se realiza una
segunda extraccién con 30 mL de acetato de etilo y 5 minutos de ultrasonidos.
Se retira la fase ligquida y se filtra de nuevo en el mismo embudo de la vez
anterior. Posteriormente se lleva el extracto a sequedad casi total en un
rotavapor y se finaliza la evaporacion en corriente de nitrégeno. Después se
suspende en un volumen de 2 mL de ciclohexano y se analiza

cromatograficamente.

IV.3.10 Acondicionamiento de las muestras sélidas

V.3.10.1 Sedimentos marinos

A fin de obtener muestras de sedimentos marinos, procedentes de
diferentes zonas de las costas canarias, lo mas homogéneas posible, éstas se
lavaron con agua destilada para eliminar la sal y evitar que se concentrase en la
parte superior de la muestra durante el proceso de secado. Posteriormente se
secaron en una estufa a 100°C, se tamizaron y se recogi¢ la fraccidon
correspondiente a un tamafio inferior a 0.15 mm, en el caso de los sedimentos
del puerto de Taliate y 0.30 mm en los sedimentos de Las Canteras y

Fuerteventura.

Una vez secas las muestras, se pesaron 2 g de sedimento y se llevaron a
unos tubos de cristal; se les afadié el volumen necesario de la mezcla de
dioxinas, se agitaron y se cerraron herméticamente. Estas muestras se
guardaron en la oscuridad a temperatura ambiente, y se utilizaron después de 24

horas de acondicionamiento.
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IV.3.10.2 Suelos

A fin de tomar una muestra lo mas homogénea posible, se procedidé
directamente al tamizado de las mismas, y se tomd la fraccién de tamafio inferior
a 0,30 mm. El acondicionamiento de estas muestras se realizé de la misma
forma que el de las muestras de sedimentos marinos, poniendo en contacto las
muestras con la mezcla de pesticidas, agitando bien para su mejor distribucién
en toda la muestra y guardandolas en la oscuridad para su posterior utilizaciéon

después de 24 horas.

IV.3.11 Caracterizacion de los suelos

IV.3.11.1 Determinacion del contenido en materia organica

Los métodos que se utilizan en la actualidad para la determinacién de
este pardmetro se basan todos en la oxidacion de la materia organica del suelo
por via humeda con dicromato potasico y acido sulfurico. Por su amplitud de
aplicaciéon en las condiciones mas variadas, el método de Sauerlandt fue el
método utilizado para determinar el contenido de carbono en las muestras de

suelo estudiadas.

Se tomé 1 gramo de tierra de San Roque (esta muestra de suelo tiene
mayor contenido en materia organica) y 3 gramos de las restantes, después de
dejarlas secar a temperatura ambiente. Después de tamizarla, la muestra de
suelo tenia un tamafo de grano inferior a 0,3 mm. Se introdujeron en un vaso de
precipitado de 250 mL y se afadieron 30 mL de acido sulfurico concentrado. La
muestra se dejé en contacto con el acido de 5 a 10 minutos, a temperatura
ambiente. Posteriormente, se afiadié, lentamente, agitando y enfriando bajo el
grifo, 25 mL de una disolucién 2 N de dicromato potasico. A continuacion se
calenté durante hora y media la mezcla a una temperatura de 1253°C. Después

de refrigerar la disolucion, se enrasd en un matraz a 250 mL con agua destilada
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agitando convenientemente. Se tomaron 10 mL de esta disolucién y se pasaron
a un erlenmeyer; se afadieron 100 mL de agua destilada, 3 gotas de acido
fosférico y 5 gotas de disolucion de difenilamina. Posteriormente se valoré con
sal de Mohr 0,2 N el exceso de dicromato potasico que no reacciond con la

materia organica.

Para determinar el contenido de carbono hay que tener en cuenta que 1
miliequivalente de dicromato potasico equivale a 3 miligramos de carbono. Los

resultados obtenidos para los tres tipos de suelo se muestran en la Tabla 111.8.

IV.3.11.2 Determinacion del pH

Debido a la naturaleza sélida de la matriz, el pH del suelo es el que se
obtiene potenciométricamente en la suspension obtenida por agitacién del suelo
con agua. El tiempo de agitacion y de decantacion elegide debe ser suficiente
para asegurar que el suelo en suspension haya alcanzado el equilibrio gquimico
con la fase liquida 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 II1.8.

1V.3.11.2 Determinacion granulométrica

A fin de obtener muestras lo mas homogéneas posible y determinar las
caracteristicas de las mismas, se utilizaron tamices de diferente tamafio de poro.
En primer lugar se realizé una primera seleccién, tomando las muestras con
granulometria inferior a 300 micras. Y posteriormente se determiné el porcentaje
de muestra correspondiente a las distintas granulometrias que se detallan en la

Tabla Il1.8 a partir de una muestra homogénea y representativa de 100 gr.
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CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en los diferentes estudios realizados en la

presente Tesis Doctoral se pueden extraer las siguientes conclusiones:

1. Se ha demostrado que la metodologia de extracciéon por punfo de
nube desarrcollada es un procedimiento de extraccion rapido, simple,
barato, ecolégico y perfectamente valido para la extraccion vy

preconcentracion de dioxinas y pesticidas en muestras acuosas.

2. La adicidn de NaCl en la disolucién permite potenciar aln mas las
ventajas del trabajo con surfactantes, haciendo que la temperatura a
aplicar sea mas baja, lo que supone ademas un ahotro energético, y evita
la reversibilidad del proceso, ya que de esta forma las fases permanecen

separadas durante mas tiempo.

3. Los valores de recuperacién obtenidos para los distintos analitos con
cada uno de los surfactantes estudiados son bastante satisfactorios, con
porcentajes de recuperacion superiores al 80% en la mayoria de los
casos. De igual forma, los factores de preconcentracién son superiores a
10, excepto en aquellos casos en los que se aplica un factor de

preconcentracion inferior para evitar interferencias.
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4. Se ha demostrado la extensa aplicabilidad del método desarrollado,
siendo igual de eficiente a la hora de extraer y preconcentrar los analitos
bajo estudio, en muestras de diferente contenido salino (agua de mar,
agua potable, agua salobre) y de diferente procedencia (agua de riego,
agua depurada). Lo que evidencia que el mismo no se ve influenciado por

las caracteristicas fisicoquimicas de la matriz.

5. A partir de todos los aspectos mencionados, cabe concluir que la
metodologia de extraccién por punto de nube es una alternativa real a
otras técnicas de extraccidn que se emplean de forma tradicional, que
podria ser utilizada en laboratorios de rutina y que posee una serie de
ventajas que la hacen muy competitiva y muy conveniente, sobre todo

bajo una filosofia de trabajo mas sensibilizada con el mediocambiente.

6. Se ha desarrollado un método de extraccién en matrices sélidas
mediante la extraccién micelar asistida por microondas. Los resultados
obtenidos muestran que los surfactantes estudiados son muy eficaces,
siendo aparentemente mas adecuado el POLE para la extraccion de
pesticidas organofosforados, tanto en matrices biolégicas (tomates) como
geologicas (suelos), y el Genapol X-080 para la extraccion de PCDDs. El
POLE al tener un mayor nimero de cadenas oxietiléncias presenta una
mayor polaridad que el Genapol X-080, lo que le haria mas afin a los
pesticidas organofosforados (algo mas polares) que las dioxinas

(fuertemente apolares).
7. Se ha encontrado que los parametros mas determinantes en la

extraccion micelar asistida por microondas en matrices sélidas son el

tiempo vy la potencia de radiacion.
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8. Oftro aspecto interesante que se deduce del trabajo con matrices
sélidas es la fuerte influencia de las caracteristicas de la matriz en el
proceso de extraccién. Estas caracteristicas van a condicionar, por una
parte, la interaccidn de la misma con el analito y por tanto su mayor o
menor facilidad para su extraccién, y por ofra, las condiciones
experimentales del proceso. De los resultados obtenidos en nuestro
estudio se deduce que las muestras biolégicas necesitan condiciones

menos enérgicas de extracciéon que los suelos y sedimentos.

9. El estudio de la eficiencia de extraccién del método propuesto y la
influencia de la interaccion con la matriz en el tiempo, ponen de
manifiesto que si bien los resultados son muy satisfactorios después de
24 horas de contacto, los porcentajes de recuperacion que se obtienen
cuando transcurre mayor tiempo disminuyen de forma considerable. Este
efecto de disminuciéon de la recuperacién con el “envejecimiento” de la
muestra revela que es un factor muy importante a tener en cuenta a la
hora de aplicar el método a muestras reales de las que se desconoce el

tiempo de contacto.

10. Para validar el método de extraccion de los distintos compuestos se
emplearon técnicas de extraccién tradicionales como la extraccion
Soxhlet (para las matrices de sedimentos y suelos) y la extraccion por
Ultrasonidos (para las matrices de piel de tomate). En todos los casos los
resultados obtenidos mostraron recuperaciones bastante similares a las

del método propuesto para todos los analitos en estudio.

11. Se ha demostrado que la metodologia de extraccion micelar asistida
por microondas es un procedimiento de extraccion perfectamente valido
para la extraccién de dioxinas y pesticidas en muestras sélidas, que

ademas de las ventajas debidas a la utilizacién del sistema de extraccion
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CONCLUSIONES

basado en el uso de las microondas, incorpora las ventajas debidas al
uso de surfactantes como extractantes. Resultando en un procedimiento
de extraccién muy rapido, eficiente, econdémico, ecolégico y que permite
la “semi-automatizacién” del proceso (12 extracciones simultdneas). Por
todo ello, constituye una alternativa real a otras técnicas de extracciéon
gue se emplean de forma tradicional y podria ser utilizado en laboratorios

de rutina.

ESTUDIOS FUTUROS

El unico aspecto mejorable de estas metodologias basadas en la
utilizacion de medios micelares como extractantes seria su acoplamiento a
sistemas de deteccién mas sensibles debido a las exigencias del analisis de
ciertos contaminantes cuya concentracién en el medio es extraordinariamente
baja (p.e. las dioxinas). Por lo que en estudios futuros se podria tratar de
analizar estos extractos en un sistema LC/MS (que no precisaria de un
pretratamiento del extracto ya que los medios micelares son perfectamente
compatibles con la fase mévil hidroalcohdlica de los sistemas HPLC), o buscar

una manera viable para su adaptacién al analisis en un sistema GC/MS.

A modo de ensayo, se ha tratado de realizar ese acoplamiento a un
sistema GC/MS mediante la utilizacién de un sistema de microextraccion en fase
solida como paso intermedio. Este proceso permitiria la extraccidon y
preconcentracion de los analitos presentes en una disclucidon acuosa en un
soporte sélido, que posteriormente se introduce en el GC/MS donde se produce
la desorcidon térmica de los mismos. Los resultados previos en esta linea son
prometedores y constituyen el primer paso de una nueva linea de investigacién

de nuestro Grupo.
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CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

1. Introduccion

Para optimizar la separacién de los compuestos en estudio de manera
gue se permita una correcta identificacién y su posterior cuantificacion es
necesaria la determinacion de los parametros exclusivamente cromatograficos:
tipo de columna cromatografica, composicién de fase movil, velocidad de flujo
{mL/min), aplicacién o no de gradientes de composicidén y/o velocidad de flujo,
temperatura y pH. En este caso puesto que las familias de compuestos con que
se ha trabajado son fundamentalmente apolares se optd por trabajar en
cromatografia en fase reversa, por lo que se escogié una columna C18 como

columna de trabajo.

La deteccion de los compuestos a analizar se realizé con un detector
PDA a la longitud de onda de absorcidn de radiacién UV-Vis mas adecuada

para cada compuesto.

En cuanto a la fase mévil empleada, inicialmente se partié de una fase
moévil de metanol:agua (85:15) con un flujo de 1 mL.min™, aunque la proporcién
de los dos componentes se ha variado junto con la aplicacidn ¢ no de
gradientes, a fin de separar los compuestos en un tiempo de anélisis razonable.
A continuacién se muestran las condiciones mas para la correcta separacién y

deteccion de las distintas familias de compuestos estudiados.
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CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

2. Condiciones cromatograficas para la determinacion de dibenzo-p-

dioxinas
2.1 Determinacidon de dibenzo-p-dioxinas en matrices acuosas

La separacion y determinacion de dioxinas policloradas se llevd a cabo
mediante la inyeccién directa de 20 uL de una disolucién de las mismas en el
sistema HPLC/UV bajo las siguientes condiciones cromatograficas: fase
mévil compuesta por metancl:agua Milli-Q (90:10) y velocidad de flujo: 1
mL/min hasta los 14 min., y de 1.5 mL/min desde los 14 a los 35 min. En la
Figura A.1 se muestra el cromatograma representative de una disolucién de
las dioxinas en estudio en presencia de POLE y Genapol X-080 donde se
observa una adecuada separacion de los analitos en estudio, en un tiempo
razonable de andlisis. En la Tabla A.1 se observan los tiempos de retencién
obtenidos para cada dioxina y la longitud de onda empleada para el analisis
de las mismas, obtenidos a partir de la inyeccion de varias réplicas (n=5) y
calculando la media para cada uno de ellos. La variacion de estos tiempos,

en funcién del medio micelar utilizado no es significativa.
Analisis de extractos LLE

En este caso, como el disolvente de los extractos a analizar era el
diclorometano, y su miscibilidad con la fase mévil de metanocl:agua Milli-Q
(90:10) empleada para los extractos CPE no es la mas adecuada, se decidié
emplear una fase movil de metanol:agua Milli-Q:acetonitrilo (80:10:10) vy
velocidad de flujo de 1 mL/min hasta los 14 min., y de 1.5 mL/min desde los
14 a los 35 min, a fin de mejorar la deteccién de los compuestos. En la
Figura A.2 se muestra la separacién de los compuestos empleando esta fase
movil y en la Tabla A.2 los tiempos de retencion obtenidos para cada dioxina

y longitud de onda empleada para el analisis de las mismas.
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CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

Figura A.1.- Cromatogramas de la mezcla de dioxinas bajo estudio en presencia de los
surfactantes POLE y Genapol X-080.
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CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

Absorbancia

Tabla A.1.- Tiempos de retencion y longitudes de onda empleadas en el analisis de PCDDs

en muestras acuosas (CPE)

R Idehrllltli??sar;vo (mt in) * tJnym\)"S
Dibenzo-p-dioxina 1 25 232
1-Clorodibenzo-p-dioxina 2 3.0 232
2,3-Diclorodibenzo-p-dioxina 3 4.0 232
2,3,7-Triclorodibenzo-p-dioxina 4 6.9 232
2,3,7,8-Tetraclorodibenzo-p-dioxina 5 10.1 232
1,2,3,7,8- Pentaclorodibenzo-p-dioxina 6 14.0 232
1,2,3,6.7 8-Hexaclorodibenzo-p-dioxina 7 18.5 232
1,2,3,4,6,7,8-Heptaclorodibenzo-p-dioxina 8 24.4 232
1,2,3,4,6,7,8,9-Octaclorodibenzo-p-dioxina 9 33.7 232

Figura A.2.- Cromatograma de la mezcla de dioxinas en estudio en las condiciones
cromatograficas empleadas bajo la metodolgia LLE.
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CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

Tabla A.2.- Tiempos de retencion y longitudes de onda empleadas en el analisis de PCDDs

en muestras acuosas (LLE)

R e (rnt in) * z:/m\)ns
Dibenzo-p-dioxin 1 2.5 232
1-Chlorodibenzo-p-dioxin 2 3.0 232
2,3-Dichlorodibenzo-p-dioxin 3 3.5 232
2,3,7-Trichlorodibenzo-p-dioxin 4 6.4 232
2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin 5 83 232
1,2,3,7.8- Pentachlorodibenzo-p-dicxin 6 11.6 232
1,2,3,6,7,8-Hexachlorodibenzo-p-dioxin 7 151 232
1,2,3,4,6,7,8-Heptachlorodibenzo-p-dioxin 8 19.4 232
1,2,3,4,6,7,8,9-Octachlorodibenzo-p-dioxin 9 24.9 232

2.1.1 Curvas de calibrado empleadas en la determinacion de dibenzo-p-

dioxinas en maftrices acuosas

Para la cuantificacién de los compuestos en estudio, presentes en los
extractos de las diferentes muestras con que se ha trabajado, se establecieron
curvas de calibrado para cada analito en cada uno de los surfactantes utilizados.
Debido a que tanto las dibenzo-p-dioxinas como los pesticidas organofosforados
presentan diferentes absorbancias en funcién de la naturaleza de la disoluciéon
en que estén inmersos, se realizaron tantas curvas de calibrado como

extractantes empleados.

A continuacién (Tabla A.3) se muestran los intervalos de concentraciéon
empleados en cada caso asi como los parametros de las ecuaciones empleadas

en la cuantificacion de los analitos.
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CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

Tabla A.3.- Parametros de las curvas de calibrado obtenidas para las dibenzo-p-dioxinas en los
diferentes extractantes en las condiciones cromatograficas establecidas para el analisis de
muestras acuosas.

POLE Genapol X-080 Diclorometano
Compuesto S S S

(ﬁg?rﬁ”) A’ = (hgt.)r'fﬁ) A = (h'gt.)rﬁL'*) A’ =
DD 100-600 1406 -5541.6 - - —%  B00-1600 3760 -16958
1DD 100-600 3209 -6118 252000 2399 11266 6001600 101.3 -48186
2DD 10-500 173.4 -1686.9 252000 2472 -1170 B00-1600 1559 -5384.9
3DD 10-500  274.0 24128 10-2000 3607 -4530.4 600-1600 2297 21575
4DD 10-500  197.9 -181.1  10-2000 2051 -2128 600-1600 1658 -25350
5DD 10-500  164.3 -267.7 10-2000 1831 -21255 600-1600 1437 -1004.3
6DD 200-800 51 -496.0 100-2000 59 13627 6001600 198 -86303
7DD 10-500 637 -4240 10-2000 833 1597 B00-1600 509  -206.8
8DD 600-1600 53 -1737.2 100-2000 54 7396 600-1600 102 1422

“Rango lineal de concentracién
° Pendiente

“Ordenada en el origen
?Interferencia con surfactante

2.2 Determinacion de dibenzo-p-dioxinas en matrices sdlidas

Enh el caso de las matrices sélidas se modificaron las condiciones
cromatograficas a fin de optimizar la detecciédn y evitar las posibles
interferencias debidas al trabajo con longitudes de onda tan bajas (232 nm).
En este caso, se aplicé un gradiente a la fase moévil con un mayor contenido
de agua al inicio, a fin de retrasar los tiempos de retencién de los
compuestos y evitar interferencias con el surfactante, y se aplicaron
longitudes de onda mas especificas para cada compuesto. De esta forma el

andlisis de las dioxinas se llevd a cabo mediante la inyeccion de 20 ulL de los
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CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

extractos obtenidos, sin otro tratamiento posterior de la muestra excepto la
filtracién, en el sistema HPLC/UV.

Las condiciones cromatograficas empleadas fueron una fase mévil de
metanol: agua Milli-Q (85:13) hasta los 3 minutos, después gradiente a 100:0
(metanol:agua) hasta los 13 minutos seguido de isocratico en 100:0
(metanol:agua) hasta el final del analisis (20 minutos), todo ello a una
velocidad de flujo constante de 1 mL/min. En la Figura A.3 se muestra el
cromatograma obtenido bajo esta fase moévil donde puede apreciarse una
adecuada separacion de los analitos en estudio en un tiempo razonable de
analisis. La Tabla A.4 recoge los tiempos de retencién obtenidos y las
longitudes de onda empleadas en cada caso. Los tiempos de retencién
mostrados son los valores medios obtenidos después de realizar varias

inyecciones (n=5) de las muestras.

Analisis de extractos Soxhlet

Las condiciones empleadas en este caso para la determinacion
cromatografica de las dioxinas fueron las mismas que para los extractos
MAME ya que los extractos eran perfectamente miscibles en la fase moévil
empleada. Los tiempos de retencién obtenidos y las longitudes de onda
empleadas son por lo tanto coincidentes con las que se muestran en la Tabla
A4,
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CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

Figura A3.- Cromatograma de la mezcla de PCDDs en Genapol X-080 (5%, v/v) aplicando las
condiciones cromatograficas optimizadas.
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Tabla A.4.- Tiempos de retencion y longitudes de onda empleadas en el analisis de PCDDs

en muestras solidas.

R P (rnt in) * z:/m\)ns
Dibenzo-p-dioxin 1 36 224
1-Chlorodibenzo-p-dioxin 2 4.5 228
2,3-Dichlorodibenzo-p-dioxin 3 6.9 228
2,3,7-Trichlorodibenzo-p-dioxin 4 111 232
2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin 5 12.9 232
1,2,3,7.8- Pentachlorodibenzo-p-dicxin 6 14.9 240
1,2,3,6.7,8-Hexachlorodibenzo-p-dioxin 7 16.0 240
1,2,3,4,6,7,8-Heptachlorodibenzo-p-dioxin 8 18.3 246
1,2,3,4,6,7,8,9-Octachlorodibenzo-p-dicxin 9 19.7 246
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CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

2.2.1 Curvas de calibrado empleadas en la determinacion de dibenzo-p-

dioxinas en matrices sélidas

Para la cuantificacién de los compuestos en estudio, presentes en los
extractos de las diferentes muestras con que se ha trabajado, se establecieron

curvas de calibrado para cada analito en cada uno de los surfactantes utilizados.

A continuacidon, en la Tabla A.5, se muestran los intervalos de
concentracién empleados en cada caso asi como los parametros de las

ecuaciones empleadas en la cuantificacién de los analitos.

Tabla A.5.- Parametros de las curvas de calibrado obtenidas para las dibenzo-p-dioxinas en los
distintos extractantes bajo las condiciones cromatograficas empleadas en la extraccion de

muestras solidas.

POLE Genapol X-080 Tolueno
Compuesto . . .

(h'gt.)rfl_”) A B (h'gt.)rfl_'") A B’ (IFIQE.)EEL”) A B*
oD 10-500  350.1 -5058.8 50-500 3437 9619.1 50-500 73.4  -3367.1
10D 50-500  301.0 -6900.4 50-500 259.2 11376 50-500 2399 11266
2DD 10-500 197.3 7929 10-500 163.7 -668.9 50-500 2472  -1170
3DD 10-500 2453 -224.1 10-500 2336 -7805 25-500 360.7 -4530.4
4DD 10-500 168.9 -1368.9 10-500 1553 -8759 25-500 2051 -2128
5DD 10-500 148.6 -323.2 10-500 1415 -779.2 25-500 1831 -21255
6DD 20-500 133  -118.6 25-500 186  359.8 200-900 38.2  -5264.7
7DD 10-500 176.0 -610.4 10-500 1525 4747 300-800 83.3 159.7
8DD 50-500 8.9 -80.6 25-500 319  -324 3001100 232 -19325

“Rango lineal de concentracion
® Pendiente
“Ordenada en el origen
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CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

3. Condiciones cromatograficas para la determinacion de pesticidas

organofosforados

En este caso, las condiciones establecidas para el analisis se
mantuvieron para todos los extractos, tanto de muestras liquidas como sélidas y
bajo las diferentes metodologias aplicadas. De forma que la separacién e
identificacion de los pesticidas fue realizada mediante la inyeccidn directa de 20
uL de los extractos obtenidos en el sistema HPLC/UV bajo las siguientes
condiciones cromatograficas: fase movil de metancl:agua Milli-Q (35:65) durante
2 minutos, después gradiente hasta los 6 minutos a metanol: agua Milli-Q
(70:30), isocratico hasta los 13 minutos y por Ultimo gradiente hasta los 25
minutos a metanol: agua Milli-Q (99:1). Durante todo el analisis se mantuvo una
velocidad de flujo constante de 1 mL/min. En la Figura A4 se muestra el
cromatograma representativo de una disolucién de pesticidas organofosforados
en estudio en presencia de POLE y Genapol X-080 donde se observa una
adecuada separacion de los analitos en estudio. Los tiempos de retencién
obtenidos vy las longitudes de onda empleadas para la determinacion de cada

compuesto se muestran en la Tabla A.6.

Figura A.4.- Cromatogramas de la mezcla de pesticidas organofosforados en estudio en presencia
de los surfactantes POLE y Genapol X-080.
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CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

1.88-02 - b) Genapol X-080
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Tabla A.6.- Tiempos de retencion y longitudes de onda empleadas en el analisis de pesticidas

organofosforados.

Seipuesis Ideb:llt]i'll?s;;vo (mt in) * tjrym\)hs
Dimetoato 1 45 205
Metidation 2 9.6 215
Paration metil 3 10.2 271
Malation 4 10.7 215
Etoprofos 5 11.9 228
Paration etil 6 13.2 276
Diazinon 7 14.3 247
Clorpirifos 8 21.2 228
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CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

3.1.1 Curvas de calibrado empleadas en la determinacion de pesticidas

organofosforados

Para la cuantificaciéon de los pesticidas organofosforados se establecieron
curvas de calibrado para cada analito en cada uno de los surfactantes utilizados,

coh independencia del tipo de matriz estudiado.

A continuacidon, en la Tabla A.7, se muestran los intervalos de
concentracién empleados en cada caso asi como los parametros de las

ecuaciones empleadas en la cuantificacién de los analitos.

Tabla A.7.- Parametros de las curvas de calibrado obtenidas para los pesticidas
organofosforados en los distintos surfactantes bajo las condiciones cromatograficas empleadas en

la extraccion en las diferentes muestras.

POLE Genapol X-080
Compuesto . .
L.D.R. b c L.D.R. b c
(ng.mL™") . £ (ng.mL™) - =
. 50-3000 42.8 212.8 25-2500 471 5422
Dimetoato

Metidation 50-3000 521 2231 25-2500 537 1651.8
Paration-m 50-3000 288 7524 25-2500 3089 53.7
Malation 300-3000 175 -3074.4 100-2500 186 -509.0
Etoprofos 500-3000 4.7 -678.7 250-2500 4.8 -169.2
Paration-e 50-3000 455 -8639  25-2500 471 517.3
Diazinon 50-3000 195 -1007.2 25-2500 193 -79.3

Clorpirifos 100-3000 443 -1281.5 50-2500 450 -14954

ZRango lineal de concentracion
Pendiente
“Ordenada en el origen
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PUBLICACIONES Y COMUNICACIONES

Los estudios realizados en la presente Tesis Doctoral han dado

lugar a las siguientes publicaciones y comunicaciones:

Publicaciones

Extraction and preconcentration of PCDDs using cloud-point
methodology. Application to their determination in water samples by
High Performance Liquid Chromatography.

C. Padrén Sanz, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodriguez

Analytica Chimica Acta 470 (2002) 205

Extraction of PCDDs from marine sediments using Polyoxyethylene
10 Lauryl Ether and Qligoethylen Glycol Monecalkyl Ether surfactants.
C. Padrén Sanz, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodriguez

Analytical Letters 37 (2004) 1

Micellar extraction of organophosphorous pesticides and their
determination by High Performance Liquid Chromatography.

C. Padrén Sanz, R. Halko, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodriguez
Analytica Chimica Acta 524 (2004) 265

Combination of Microwave Assisted Micellar Extraction and Liquid
Chromatography to the determination of organophosphorous

pesticides in soil samples.
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PUBLICACIONES Y COMUNICACIONES

C. Padrén Sanz, R. Halko, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodriguez
Journal of Chromatography A 1078 (2005) 13

An approach to the application of Microwave Assisted Micellar
Extraction and HPLC-UV to the extraction and determination of
organophosphorous pesticides in tomato samples.

C. Padrén Sanz, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodriguez

Journal of AOAC International (aceptado)

Comunicaciones

Comunicacién Oral: High Performance Liquid Chromatography
determination of organochlorinated compounds in marine organisms
using micellar systems.

C. Padrén, Z. Sosa and J.J. Santana

25" International Symposium on High Performance Liquid Phase,
Separations and Related Techniques.

Maastrich (Holanda), Junio 2001.

Comunicacién Poéster: High Performance Ligquid Chromatography
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