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Introduccion 2

- INTRODUCCION

En la presente Tesis se aborda € desarrollo de metodologias relacionadas con €l
tratamiento de las muestras, antes de proceder ala etapa de medida, que permitan la extraccion

y preconcentracion de analitos con el empleo de medios micelares.

Los analitos objetivo de este estudio son el grupo de dieciséis hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAPSs), priorizados por la Agencia de Proteccién del Medio Ambiente (EPA) por
su interés medioambiental, en atencion a impacto que pueden originar en el medio marino
vertidos de diferente natural eza, que contienen cantidades variables de HA Ps. Las metodol ogias
adesarrollar se aplicaron amuestras de sedimentosy de agua de mar, principal es receptores de

estos contaminantes al introducirse en € medio marino.

A continuacion se incluyen algunas consideraciones generales, relacionadas con las
principales caracteristicas de los HAPs, con especial referencia a su presencia en el medio
marino, y de los sistemas micelares, haciendo hincapié en su poder solubilizante para analitos
dediferente naturaleza. En capitul os posteriores se comentaran losfundamentosy caracteristicas
delas metodologiasy técnicas aemplear, en conjuncion con los medios micelares, paraa canzar

|os objetivos propuestos.

.1.- HIDROCARBUROS AROMATICOSPOLICICLICOS. CARACTERISTICASE
INTERESMEDIOAMBIENTAL

Los Hidrocarburos Aromaéticos Policiclicos (HAPs) son compuestos que contienen
carbono e hidrégeno en estructuras arométicas. Solo algunos de ellos, como el antraceno y €l
pireno, se producen industrialmente, pero se encuentran de forma natural en numerosos
materiales organicos fésiles y pueden originarse, ademas, cuando se produce la combustion
incompleta, atemperaturas el evadas, de material es organi cos que contengan carbono, asi como

de combustibles fésiles. Si estos materiales contienen también oxigeno, azufre y nitrogeno
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pueden originarse hidrocarburos heteroaromaticos [1].

Existen diversas formas de clasificar alos HAPs. Entre ellas, es particularmente Util 1a
que hace uso del principio de aternancia. Esta clasificacion divide a los HAPs en sistemas
alternantes y no alternantes. Los HAPs alternantes en estado fundamental y que posean un
nimero par de a&omos de carbono, tienen estructuras cerradas, es decir, todos los orbitales p
enlazantes estan ocupados por dos electrones con spin apareado y todos los orbitales

antienlazantes estan vacios.

L as propiedades de los HA Ps dependen en gran medida del tamario, relacionado con €l
numero de electronesp o de orbital es molecul ares enlazantes ocupados, y de latopologiao tipo

de unién entre los anillos [2].

Ademés de los anillos de seis eslabones, l1os HAPs pueden presentar anillos de cinco
eslabones. A estos hidrocarburos se les conocen como HAPs no aternantes. La principal
diferencia topol 6gica radica en que, en estos compuestos, |os orbitales molecul ares enlazantes
y no enlazantes estan distribuidos asimétricamente con respecto a punto dereferenciade energia.
Otra diferenciaimportante es que en los HA Ps alternantes, la distribucién de cargaes uniforme
sobre todos los centros, mientras que los no alternantes presentan frecuentemente un cierto

momento dipolar.

Otraformadeclasificar losHAPSs, de acuerdo con su estructura, esladivisién ensistemas
cata-anilladosy sistemas pericondensados. Enlosprimeros, |oscarbonosterciarios se encuentran
en el centro de dos anillos arométicos, mientras que en | os sistemas peri condensados alguno de

|os carbonos terciarios se encuentran en €l centro de tres anill os arométi cos.

La solubilidad de estos compuestos es un parametro que determinaraen gran manerala
concentraciony € tipo de HAPs que podemos encontrar en el medio ambiente acuoso. Aunque
la solubilidad de los HAPs en agua es muy baja, por gemplo 2.6:10% mg/L para €l
dibenzo(a,h)antraceno,05-10*mg/L parael benzo(a)pireno, estoscompuestospueden aumentar
su solubilidad en presenciade detergentes, sales al calinas, &cidos grasos o disolventes organicos
[3]. También tiene unainfluencia considerable en lasolubilidad de estas sustancias, la presencia
de grupos a quilicos en susmoléculas, asi como la configuracion geométricade las mismas. Otro

factor importante a tener en cuenta es la temperatura, pudiéndose triplicar la solubilidad de
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algunos HAPs a variar latemperaturaentre 6 y 26 °C. Por otra parte, |os HAPs son capaces de
asociarse con los coloides presentes en el medio y, de estaforma, pueden ser transportados a
través del mismo. De esta forma, se justifica la presencia de HAPs en organismos que habitan
en lugares a gjados de unaintensa actividad humanao e hecho de que | os sedimentos sean méas

ricosen HAPs que el medio que losrodea[4].

LaAgenciaFederal paralaProteccion del Medio Ambiente (EPA) delos Estados Unidos
haseleccionado 16 HAPs como contaminantes cuyo estudio debe considerarse prioritario. Enla
Tablal.1 serecogen dichos hidrocarburos, junto con sus estructuras, constantes fisicoquimicas
y potencia cancerigena estimada. Entre ellos, destacan por sus caracteristicas cancerigenas €l
Benzo(a)pireno, Dibenzo(ah)antraceno, Indeno(1,2,3-cd)pireno, Benzo(a)antraceno,

Benzo(k)fluoranteno, Criseno y Benzo(ghi)perileno.

El papel delosHAPscomo inductoresdel conjunto deanormalidades celularesconocidas
como "cancer", haatraido el interésy la actividad de los investigadores, habiéndose estudiado
como laestructura de los HAPs es critica para | as propiedades cancerigenas y teratogénicas de
los mismos. Laintroduccién de un grupo alquilo en la molécula de los HAPs parece, también,
jugar un papel esencial en su actividad cancerigena, yaquetal sustitucién puede dar lugar auna
alteracion de ladistribucion el ectrénica de la molécula, pudiendo originar un efecto activador o
desactivador. Los HAPs no son, aparentemente, cancerigenos reales en si mismos, pero son
metabdlicamente convertidosen cancerigenosactivosen el interior del organismo receptor. Dado
gue muchos compuestos organicos cancerigenos son electrofilicos, una teoria ampliamente
apoyada es que estas sustancias reaccionan con un &omo de nitrégeno del ADN, modificando

el mensaje genético transmitido durante la formacion de nuevas células [5-9].



Tablal.1.-

Los 16 HAPs seleccionados por la Agencia Federal parala Proteccion del Medio Ambiente (EPA) de los Estados Unidos.

HAPs Estructura Presion devapor  Solubilidad en agua P Potencial cancerigeno
(Torr) (mg-L?) IARC US/US EPA?

1. Naftaeno, N 492 32 2300 -

2. Acendftileno, Aci 00 103-102a20°C 393 12000 -

3. Acenafteno, Ace 00 103-102a20°C 34a25°C 21000 -

4. Fluoreno, Fl Ce©) 103-10%a20°C 19 15000 -

5. Fenantreno, Fe 6.8:10%a20°C 10-13a25°C 29000 3

6. Antraceno, A 2:10*a20°C 0.05-0.07a25°C 28000 3

7. Fluoranteno, Ft oo 10%a10“a20°C 0.26a25°C 340000 3

8. Pireno, P ﬁo% 6.9:10°a20°C 0.14a25°C 210° 3

9. Benzo(a)antraceno, B(a)A 5.910°a20°C 0.01a25°C 4.10° 2A/B2

10. Criseno, Cr @ 101 a10%a20°C -- 4.10° 3B2

11. Benzo(b)fluoranteno, B(b)Ft 101 a10®a20°C - - 4100 2B/B2

12. Benzo(k)fluoranteno, B(k)Ft oL © 9.6:10"a20°C 0.0038a25°C 7-10° 2B

13. Benzo(a)pireno, B(a)P S59 510° 0.0005a25°C 106 2A/B2

14. Dibenzo(a,h)antraceno, diB(a,h)A -101° 0.00026 a 25 °C 106 2A/B2

15. Benzo(ghi)perileno, B(ghi)Per &6 -101° -- 107 3

16. Indeno(1,2,3-cd)pireno, 1(1,2,3-cd)P -10%° -- 5.107 2B/B2

2A: probablemente cancerigeno en humanos. 2B: posiblemente cancerigeno en humanos. 3: no calificable como cancerigeno en humanos

-: no experimentado en humanos
3 ARC: Agencia Internaciona en la Investigacion del Cancer.
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1.1.1.- LOSHAPSEN EL MEDIO MARINO

Lapresenciade HAPs en el medio ambiente marino es &l resultado de |as aportaciones
de diferentes fuentes, entre las que destacan |as antropogeénicas [10,11]. Al ecosistema marino
los hidrocarburos arométicos pueden llegar por vertidos directos, mediante lixiviado de suelos
circundantes, deposi cion atmosf éricasecay, sobretodo, hUmeda, esdecir, arrastrados por €l agua
delluvia, y por biosintesis. Deformageneral, los HA Ps son rel ativamente poco solubles en agua,
pero su solubilidad varia mucho de unos compuestos a otros. Como se ha comentado con
anterioridad, diversos factores relacionados con la estructura delos HAPsy con caracteristicas

del medio, también pueden modificar dicha solubilidad.

En lacolumnade agua, los HA Pstienden aadsorberse sobre |as particul as en suspension
para ser posteriormente depositados y entrar a formar parte de los sedimentos [12]. En los
sedimentos, la degradacion generalmente es lenta, particularmente las de los HAPs de mayor

peso molecular [5,6,13-15].

Estosfendmenos han sido puestos de manifiesto por |osestudiosrealizados en agua, biota
y sedimentos, en los que se ha demostrado que estos Ultimos son masricos en HAPs. El hecho
de que haya podido demostrarse [16-18] que el perileno puede ser sintetizado en |os sedimentos,
apartir de los pigmentos de las plantas, bajo condiciones anaerobias reductoras, no disminuye
laimportancia de dicho compuesto como contaminante antropogénico, al ser uno delosHAPs
gue se produce en mayor extension durante la combustion de combustibles fosiles y por su

presenciaen el petroleo crudo y sus derivados.

L osHA Pspueden ser acumul ados por |os organi smos acuati cos, entrando aformar parte
de los procesos biol 6gicos que en ellos tienen lugar, afectando aniveles|etalesy sub-letales su
fisiologia. Su presencia no solo afectara a los individuos como tales, sino también, como
integrantes de una cadena alimenticia, a equilibrio ecolégico establecido en € mar. Los HAPs
son metabolizados por |os peces, y, en menor o nulamedida, por moluscosy crustéceos, dando

lugar a metabolitos polares que pueden ser excretados con relativa facilidad.
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|.1.2.- CONTROL DE LA CONTAMINACION EN AGUAS Y SEDIMENTOS
MARINOS

L aconsideraci 6n delacontaminaci 6n acuéticacomo untrabajo delamaximaimportancia
social, ha sido impulsada por un conjunto de acontecimientos en los que la salud humanase ha
visto implicada. En general, laproteccién del medio ambiente "per se', hasido un factor menos
relevante. En cualquier caso, en afios recientes, la proteccion del medio ambiente acuético haido

considerandose, cada vez con mayor intensidad, de mayor prioridad.

Por su situacion geografica y por la presién urbanistica, la franja costera en el
archipiélago canario se encuentra bajo la presion de numerosas actividades con potencial
incidencia en los ecosistemas marinos: vertidos de aguas residuales urbanas e industriales sin
depurar o, en el mejor de los casos, después de un tratamiento primario; vertido de residuosy
escombros; acumulacion de residuos de combustiblesy derivados del petrdleo, procedentes de
derrames accidental es 0 de operaciones de limpieza de tanques de buques petrolerosy otros, etc.
En la actualidad, estos Ultimos deben considerarse una de las principales fuentes de
contaminacién por hidrocarburosy, en particul ar, por HAPs, constituyendo unadelasprincipal es
amenazas de | os ecosi stemas costeros. Lanecesidad de disponer de metodol ogias analiticas que
aporten informacion répiday fiable sobre la presencia de contaminantes del medio marino es

evidente.

Varios problemas importantes existen con los métodos tradicionales de control de
contaminantes en las aguas naturales [19]. Entre ellos, |os mas importantes estan relacionados
con las bajas concentraciones en que pueden encontrarse |os contaminantes, con laconsiguiente
limitacion para ser detectados y cuantificados, ademés de la significacion que pueden alcanzar

los errores inadvertidos que se introduzcan en |los procedi mientos de muestreo y andlisis.

L os andlisis de contaminantes en muestras de aguas natural es pueden resultar muy Utiles
para detectar problemas asociados a vertidos puntuales. Su mayor desventaja estriba en las
pequefias correlaciones que suelen existir entre | as concentraci ones de contaminantes presentes
y su disponibilidad biologica[20, 21].

Entre |os potenciales contaminantes del medio marino, existen notables diferencias en
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sus solubilidades en medios acuosos y, en consecuencia, entre los equilibrios de distribucion
entre la disolucion y la materia en suspension. Este comportamiento justifica el secuestro
preferencial en sedimentosde muchos contaminantesdeinterés, por [o quelos sedimentossuelen
entrar en €l disefio de programas de control, especialmente paradefinir lalocalizaci én de fuentes
de contaminacion, establecer 1osincrementos producidos en las concentraciones halladas en las
proximidades de fuentes, establecimiento de la evolucion de procesos contaminantes
acumulativos, etc. No obstante, lainterpretacion delos resultados rel acionados con la presencia
de contaminantes en sedimentos, debe realizarse con cautela, por la influencia de los flujos
relativos de contaminantes y de particulas en suspension, velocidad de sedimentacion de las

particulas, granulometriay contenido en carbono organico del sedimento, etc.

En cualquier caso, los sedimentos pueden resultar de gran utilidad en e control regular
de la contaminacion en medios ambientes acuéticos. Es conocido que los sedimentos actian
como sumideros intermediosy finales paramuchos contaminantes, y que, ademés, se producen
removilizaciones, especialmente de sustancias organicas, y parte de los contaminantes pueden
pasar a la porcion bidtica del ecosistema [22,23]. Desgraciadamente, no es posible la
identificacion segura de la porcion biodisponible de cualquier contaminante en sedimentos,

usando solamente métodos quimicos de andlisis.

Enmuchoscasos, |asconcentraci onesde contami nantesen sedimentossonvariosordenes
de magnitud mayores que | as existentes en el medio acuético, con lo cual se evitan algunos de
los problemas comentados en €l andlisis de las muestras de agua, aunque pueden aparecer otros

asociados al tratamiento de |as muestras.

1.2- SISTEMASMICELARES

1.2.1.- CARACTERISTICASGENERALES

L os surfactantes son moléculas anfifilicas que poseen un grupo polar unido a otro no

polar en forma de cola, que constituyen las regiones hidrofilica e hidrof ébica, respectivamente.



9 Capitulo |

Laparte hidrofébica esta constituida por una cadena hidrocarbonada, con un nimero de &omos
de carbono generalmente comprendido entre ocho y dieciocho. La parte hidrofilica, o cabeza
polar, puede ser idnica o no idnica, lo que permite clasificar |os surfactantes en cuatro grupos:

anionicos, catidnicos, zwiteridnicosy no idnicos.

Lanaturalezaanfifilicadelos surfactantes confiere aestas mol écul as propiedades Gni cas,

entre las que destacan:

- Laactividad asociada alas interfases, debida a procesos de adsorcién y formacion de
monocapas, fendmeno responsable de lamayor parte de las aplicacionesindustriales de
lossurfactantes: detergentes, mojantes, estabilizadoresdeemul sioneso microemul siones,
etc.

- Laformacion de micelas.

En agua, a baja concentracion, los surfactantes existen como mondémeros, pero cuando
su concentracion excede un cierto valor, llamado concentracion micel ar critica(cmc), seproduce
Su asociaci On esponténeaparaformar agregados. El término"micela’ esusado paradesignar una
entidad de dimensiones coloidales, en equilibrio dinamico con el mondmero que da lugar a su

formacion.

Lasmicelas son € resultado de lanaturalezadual delas moléculas de surfactante, la parte
hidrof dbica tiende a escapar de la masa de aguay la parte hidrofilica interacciona fuertemente
con élla. El aguatiene una estructura cerrada, debido alos enlaces hidrégeno tridimensionales,
gue permite la existencia de clUsters de moléculas de agua conteniendo cavidades de tamafio
especifico, que pueden acomodar cadenas no polares [24,25]. Para un surfactante dado y auna
temperaturadada, sélo unaciertacantidad demonémerospueden acomodarseental escavidades,

y una adicion posterior de surfactante darialugar alaformacion de micelas.

Cada micela contiene un cierto nUmero de moléculas de monémeros, nimero de
agregacion (N), que determina su formay tamario. El tamafio exacto y laforma de las micelas
esaln incierto, habiéndose propuesto una serie de model os que tratan de explicar las evidencias
experimental es [ 26-36]. Se asume que una micelaionica en disolucion acuosa, €s méas o menos

esférica. Los grupos hidrofilicos estéan dirigidos ala fase acuosa (Capa de Stern), mientras que
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las cadenas hidrocarbonadas se orientan fueradel agua, formando el core hidrofdbico central. La
region adyacente a la capa de Stern contiene una ata densidad de contraiones de las cabezas
polares (doble capa de Gouy-Chapman) y separa el entorno hidrofébico del seno de la fase
acuosa [37]. A escalamacroscopica, un medio micelar podria ser descrito como unamezclade

disolventes orgénico y acuoso [38].

L as propiedades microscopicas de las micel as, especialmente del core central, son muy
diferentes de las del disolvente circundante y las micelas pueden ser consideradas como una
segunda fase. Aunque la disolucion resultante es considerada como microscOpicamente
heterogénea, |as propiedades macroscopicas del sistematotal corresponden, aproximadamente,

alas de una disolucion verdaderamente homogénea.

El proceso de micelizacion se pone en evidencia porque se producen cambios en las
propiedades fisico-quimicas de la disolucién: tension superficial, presion osmdtica,
conductividad, etc. Lamicelizacion corresponde a unabrusca variacion de estas propiedades, 1o
gue permite ladeterminacion del valor dela concentracion micelar critica, cuyos valorestipicos
se encuentran en €l rango de 10“a102M [39-41]. Por su parte, los nimeros de agregacion varian
entre40y 150, mientras quelosradios, considerando que las micelas son esféricas, suelen oscilar
entre 15y 30 A [42)].

Es importante destacar que, en general, las micelas constituidas por surfactantes no
i6nicos suelen tener concentraciones micelares criticas menoresy nimeros de agregacion més
altos que las micelas i6nicas andl ogas [43]. Esto se debe, en parte, ala ausencia de repulsiones
electrostéticas entre las cabezas de los surfactantes no iénicos. Sin embargo, en las micelas

i6nicas estas repulsiones tienden alimitar el nimero de agregaciony lacmc.

L as caracteristicas de las micelas se modifican tanto con | as propiedades del surfactante
como con las correspondientes al medio en que se encuentran. El sistema micelar puede verse
afectado por cambios de presion, temperatura y fuerza ionica de la disolucién [37,44,45], asi

como por lanaturalezay concentracion de los solutos presentes en €l medio micelar.
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|.2.2.- PODER SOLUBILIZANTE DELOSMEDIOSMICELARES

El poder solubilizante delasmicel as es probablementelapropiedad de mayor importancia
desde el punto de vista analitico. La solubilizacion de un analito en una micela determinada es
un proceso de equilibrio dindmico y depende tanto de la naturaleza del soluto como del medio
micelar empleado. En medios micelares, la cantidad de soluto solubilizado es, en general,
directamente proporcional alaconcentracion de surfactante utilizado, unavez que laformacion
de las micelas ha tenido lugar. La solubilizacion es un fendmeno claramente micelar, una vez
sobrepasada la cmc comienza la solubilizacion, ocurriendo en muy poca extension a
concentraciones donde los surfactantes se encuentran como agregados premicelares o

mondémeros.

Dependiendo del balance hidrofilico/hidrofobico del soluto solubilizado y del sistema

micelar, existen varios lugares posibles de solubilizacion en un sistema micelar:
- Sobre la superficie micelar, en la interfase micela-disolvente.
- Entre los grupos cabeza hidrofilicos, capa Stern.

- Enlazonacomprendidaentre los grupos hidrofilicos y |os primeros d&omos de carbono

de las cabezas hidrocarbonadas.
- End “core” delamicea

Lalocalizacion delos compuestos sol ubilizados en lamicelao su entorno depende dela
polaridad de los solutos. Aunque el mecanismo real de solubilizacion es complejo, se puede
aceptar, de una manera simple, que |os sustratos i6nicos con carga opuesta a los grupos cabeza
de micela, pueden enlazarse fuertemente a ellos [42,44,46-49]. Las especies no polares que
poseen electrones polarizables, como sucede en los compuestos arométicos, residen cerca del
grupo cabeza [50,51], mientras que los radicales alquilicos parece ser que interaccionan con €l
“core” de la micela[50,52,53], de modo que las interacciones hidrofdbicas y electrostéticas
mi cel a-sol uto sean méaximas. En disolventes no polares, el aguay |os solutos polares selocalizan
en el “core” de las micelas inversas, mientras que los solutos no polares se disuelven en €l

disolvente no polar.
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Lalocalizacion de los distintos solutos en las micelas quedareflgadaen laFigural.l.

Micelas | 6nicas

@@ Soluto apolar

MorEm  Soluto polar

%l Surfactante no-iénico

Figural.l: Localizacion de solutos en las micelas. Los solutos apolares selocalizan en el “core” de

lamicela. Los solutos polares se colocan en la capaidnica (Capa Stern).

1.2.2.1.- Coeficientes de reparto micelar

Cuando un soluto se afiade a unadisolucion micelar, éste se distribuye entre el disolvente
acuoso y lasmicelas. Para cuantificar estadistribucion, se utilizael coeficiente de reparto micelar
o constante de distribucién micelar, K, que se define como larelacion entrela concentracion de
soluto en las micelasy laconcentracién de soluto en lafase no-micelar [54], tal y como se sefida

en laecuacion [1.1].

Nr[S] /]
- NS,

T @O ) -4
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Donde,

N: ndmero de agregacion.

[S]:  concentracion de soluto en el medio micelar.

r: porcentaje molar de soluto en las micelas.

(1-r): fraccion de soluto localizada en la pseudo-fase acuosa.

n.,:  porcentaje de volumen de la pseudo-fase micelar.

El coeficiente de reparto del soluto y su localizacion en las micelas estén relacionados.
La Figura 1.2, muestra la representacion de los valores de porcentaje molar de soluto en las
micelas (r ) frente alaconcentracion delauril sulfato sodico (LSS), paraseis solutos con valores
de Ky, comprendidas entre 100 y 200.000.

Para solutos con K, = 100, solamente € 4% delas mol éculas del soluto estén localizadas
en lafase micelar de unadisolucion 0.12M de LSS, debido aque €l volumen de fase micelar es
solamente el 2.7% del volumen total. Sin embargo, el 42% y mas del 99% de las moléculas de
un soluto con valores de Ky, de 2000 y 200000, respectivamente, estén localizados en la fase
micelar de unadisolucién 0.12 M de LSS.

Por tanto, un soluto con constante de di stribucién de 2:10°, puede considerarse total mente
localizado en lafase micelar. Solutos con valoresde Ky, entre 1000 y 20000 estén localizados en
ambas fases, y solutos con valores de constantes mas bajos estaran localizados principalmente

en la pseudo-fase acuosa.
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Figural.2: Variacion del porcentaje de moles de soluto en las micelas, como una funcion de la
concentracion de LSS y de la constante de reparto soluto-micela. Tomado de la

referencia[55].

1.2.3.- INTERESEN QUIMICA ANALITICA

Laadicion de agentes tensioactivos (surfactantes) alos medios de reaccion proporciona
numerosas ventajas de tipo cinético, acelerando las reacciones por efecto de la concentracion
local que se produce en lamicel a, favoreciendo unos procesos frente aotros, con €l consiguiente
aumento delasel ectividad. Ademés, estossi stemas proporci onan ventajas especificasen funcion

de los métodos de medida.

En Quimica Analitica son ya numerosas las aplicaciones que se han encontrado alos

medios micelares, destacando su utilizacion en conjuncion con Métodos Electroquimicos,
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Espectroscopicosy de Separacion. En este trabajo se hard hincapié en estos Ultimos.

En los métodos de separacion, |os sistemas micelares se han utilizado especialmente en

procesos de extraccion, cromatogréficosy electroforéticos.

1.2.3.1.- Procesos de extraccion

Las micelas poseen la capacidad de solubilizar diferentes compuestos, 10 que permite
extraer |os substratos o complejos insolubles del medio acuoso, en unafase de menor volumen

gue estaformada casi enteramente por surfactante.

Existe unagran variedad de posi bles esquemas parala extraccion mediante surfactantes,
dependiendo de la naturaleza de los analitos y del surfactante utilizado, que podemos clasificar
en dos grandes grupos: utilizacion de surfactantes en disol ventes organicos, esdecir, empleo de
micelas inversas para la extraccion de enzimas extracelulares [56], proteinas [57], metales
[58,59], etc.; y aquellosque utilizan disol uciones acuosas. En este Ultimo grupo podemostrabajar
mediantelautilizacién de micelasnormales, como por gjemplo, parael aislamientoy purificacion
de compuestos bi oquimicosy componentesde membrana[60,61], y laextraccidn por separacion

de fases (metodol ogia por “ punto nube” [62-64] y separacién por coacervados [57]).

|.2.3.2.- Separaciones cromatograficas

La presencia de surfactantes, en concentraciones superiores a su cmc, en la fase movil,
hagenerado un nuevotipodecromatografiadenominadaCromatografiaL iquidaMicelar [65-70].
La capacidad que poseen los sistemas micelares para interaccionar con gran cantidad de
sustancias, tanto hidrofébicas como ionicas, ofrece grandes posibilidades en la separacién de
analitospor cromatografialiquidade altaeficacia. L as separaciones se consiguen por distribucion

de los solutos entre | as fases estacionaria, acuosay micelar.
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|.2.3.3.- Métodos el ectroforéticos

La Electroforesis Capilar (EC) se puede utilizar con fases micelares. El primer uso de
tales fases con EC se debe a Terabe, quien, en 1984, denominé a esta técnica Cromatografia
Micedar Electrocinética (MEKC) [71]. El éxito de esta técnica supuso extender la aplicacién de
la EC a moléculas y todo tipo de especies sin carga. De hecho, la EC se convirtié en una

herramienta esencia en el campo de la separacion de especies bioldgicas. [72-75].

En MEKC las micelas poseen un tiempo de retencion que depende directamente de la
cargay tamarfio de lamicela. El factor de retencién, en cambio, no es proporcional a tiempo de
retencion. Cuando la afinidad del soluto por lamicela es elevada, € factor de retencion es muy
alto, y € tiempo de retencion es proximo al tiempo de retencién de lamicela. Las capacidades

de separacion por MEK C son mayores con micelas anionicas que con micelas cationicas [76].

LaMEKC combinaaltaseficacias, versatilidad, rapidez, sencillez en el usoy selectividad

gjustable a las conveniencias.

1.2.3.4.- Otras aplicaciones

Los surfactantes también pueden aplicarse en metodologias de separacion por
ultrafiltracion [77,78] y en membranas liquidas de surfactantes [79]. La utilizacion de
surfactantes en la separacidn por ultrafiltracion, se basa en la asociacion de los solutos con las
micelas y la separacion posterior de las mismas haciendo pasar la disolucién a través de una
membrana de ultrafiltracion. Esta membrana, debe tener un tamafio de poro lo suficientemente
pequefio para bloquear los agregados micelares 'y, por otra parte, debe ser o suficientemente
grande como para permitir un flujo aceptable. Normalmente esta técnica se aplica para la
determinacién deiones metalicos, mediante la utilizacion de ligandos hidrof dbicos que han sido
incorporados en las micelas. Debido a esto, es una técnica que puede llegar a tener muchas

aplicaciones industriales.

En cuanto ala utilizacion de los medios micelares como membranas liquidas, comenzé
aaplicarse hacia 1960, y desde entonces se ha convertido en unatécnicamuy popular paraaislar

y purificar unagran variedad de analitos. En estatécnica, € surfactante actia como vehiculo de
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transporte, pudiendo aparecer en forma de mondmeros, actuando como par i6nico o agente de
transferencia entre las fases. Asi, podemos utilizarla para la separacion de hidrocarburos,
recuperacion de aminas, fenoles y &cidos organicos presentes en aguas residuales, y en la
separacion y recuperacion de iones metalicos. Actualmente, se esta aplicando la membrana

liquida de surfactantes en €l aislamiento y purificacion de proteinasy enzimas.

1.3- HIPOTESISY OBJETIVOS

En los Ultimos afios se han desarrollado numerosos métodos de andlisis que permiten la
determinacion de hidrocarburos arométicos policiclicos en muestras de interés medioambiental,
con elevada sensibilidad. Sin embargo, la complegjidad de las muestras, la necesidad de
recuperaciones eficaces y cuantitativas, asi como la presencia de diversas especies que actian
como interferentes, obliga a realizar tratamientos de las muestras que suponen aportaciones
importantes a tiempo de andlisis, asi como la introduccion de disolventes organicos que
presentan unatoxicidad considerabley que pueden provocar impactosimportantes parael medio

ambiente.

En la presente Tesis se ha planteado, como objetivo central, e desarrollo de procesos
eficaces de extraccion y/o preconcentraci én de hidrocarburos aromaéticos policiclicos, presentes
en muestras de agua de mar y sedimentos marinos que, en relacion alos métodos de extraccion

convencionales, supongan tratamientos:
- Menos energéticos
- Mésrgpidos
- Que utilicen reactivos menos contaminantes y/o toxicos.

Como se ha comentado en laintroduccion, los medios micelares han sido ampliamente
utilizados en numerosas facetas propias delaQuimicaAnalitica, y entre ellas, en el campo delos

métodosde separaci dn. Como essabido, lasol ubilizacion deun amplio nimero decontaminantes
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organicos, incluidos muchos de natural eza hidrof 6bica, aumenta drésticamente en presenciade
medios micelares. Estos sistemas mi croheterogéneos pueden solubilizar y compartimentalizar
solutosiénicosy neutrosen diferentesregionesdelaestructuradel agregado, alterando deforma

considerable los equilibrios quimicosy lareactividad de | os sustratos enlazados.

En atencion alo expuesto, y con objeto de lograr 1a solubilizacion de HAPs contenidos
en muestras de sedimentos marinos, puede resultar Gtil aprovechar las caracteristicasfavorables
gue pueden aportar |os medios micelares, en combinacion con técnicas que utilizan radiacion de
ultrasonidos o de microondas. Deestaforma, dentro del objetivo central planteado, definiriamos

el siguiente objetivo parcial:

La extraccion, asistida por microondas o por ultrasonidos, de hidrocarburos

aromaticos policiclicos, utilizando medios micelar es como extractantes.

Entre otrasventajas, pretendemos conseguir, con respecto alosmétodos convencional es,
una reduccién considerable en el tiempo empleado en € tratamiento de las muestras, introducir
nuevos extractantes, con mejores caracteristicas en cuanto a costos, toxicidad e incidencia
medioambiental, asi como disponer de los HAPs solubilizados en un medio compatible con el

andlisis por cromatografialiquidade alta eficacia (HPLC).

En otro orden de cosas, las concentraciones de muchos analitos en muestras de interés
mediocambiental, como sucede con los HAPs presentes en agua de mar, pueden requerir la
necesidad de introducir una etapa de preconcentracion, que permita alcanzar los limites de

deteccion necesarios.

El uso de sistemas micelares, como aternativa a otras técnicas de separacion, presenta
algunas caracteristicasimportantes, como puede ser laelevada capacidad de concentrar analitos
dediferentenatural eza, con altasrecuperaci onesy el evadosfactoresde preconcentraci dn que, por
otra parte, pueden modificarse facilmente. Esto permite disefiar estrategias para acanzar
determinados factores de preconcentracion, como una funcién de la cantidad de andlito, el

volumen disponible de muestray latécnicaanaliticaaemplear.

En base alo expuesto, otro objetivo parcial aalcanzar en €l presente trabajo, seria:
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La extraccion y/o preconcentracion de hidrocarburos aromaticos policiclicos,

utilizandotécnicasdeextraccion por separacion defasesen mediosmicelares.

Lametodol ogiaadesarrollar dentro deesteobjetivo seriautilizableenlapreconcentracion
de HAPs contenidos en muestras de agua de mar, 0 presentes en muestras procedentes de la

solubilizacion, asistida por microondas o ultrasonidos, de sedimentos marinos.

Ademéas de las ventgjas expuestas d referirnos ala utilizacion de los medios micelares
en lasolubilizacién delosHAPs, se pretende conseguir aumentos de sensibilidad, que permitan
alcanzar la cuantificacion de los HAPs contenidos en € medio marino, a concentraciones del

orden de ppb (ng/mL).

Por ultimo, una técnica de considerable auge en los Ultimos tiempos, y que ha supuesto
un avance considerable en la inyeccion del analitos en sistemas cromatograficos, es la
microextraccion en fase sdlida (SPME). Sin embargo, las metodologias descritas no se
encuentran suficientemente desarrolladas y, ademés, suelen limitarse a solutos contenidos en

medi0S acuosos.

La extraccion de HAPs con la utilizacion de medios micelares, de acuerdo con los
objetivos planteados con anterioridad, permite disponer de los analitos en un medio compatible
con el empleo de laextraccion con microfibras. De estaforma, podriamos extender el campo de
laaplicacion delamicroextraccidn en fase sdlidaa sol utos presentes en muestras solidas, como
son |os sedimentos marinos. Ademés, aparte de la utilizacion delacromatografialiquidade alta
eficaciacomo método analitico, cuando los HA Ps se encuentran en un medio micelar, se podria
emplear la cromatografia de gases con deteccidn por espectrometria de masas, con €l potencial

gue puede aportar desde el punto de vista cualitativo y cuantitativo.

Deacuerdo conlo expuesto, el tercer objetivo parcial aalcanzar, dentro del planteamiento

globa redlizado, seria

L a determinacion de HAPs mediante extraccion micelar-microextraccion en fase

sdlida'y cromatografia de gases con deteccion por espectrometria de masas.



CAPITULOII

EXTRACCION MICELAR DE HAPs, CONTENIDOSEN SEDIMENTOS
MARINOS, ASISTIDA POR MICROONDAS O ULTRASONIDOS.
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11.1.- INTRODUCCION

11.1.1.- EXTRACCION DE CONTAMINANTES ORGANICOS DE
MUESTRAS SOLIDAS

L aextracci 6n decompuestosorgani coscontenidosen matri cessolidasmedi oambi entales
(HAPs, PCBsy pesticidas, fundamental mente) seharealizado, frecuentemente, haciendo uso de
disolventes organicos, con o sin calentamiento adicional. Este proceso estd ampliamente

representado en técnicas como la extraccion Soxhlet o la extraccion liquida convencional .

Laextraccion Soxhlet normal menterequieredegrandesvol imenes(superioresal50mL)
de, en general, disolventes organicos clorados. Ademas, €l reflujo con tales disolventes y la
muestra solida debe realizarse alo largo de 6 a 24 horas. Aunque se pueden redlizar diferentes

experiencias, de formasimultanea, este proceso implicaun trabajo tedioso y largo en el tiempo.

Laextraccion liquidaconvencional, por otraparte, requiere de un menor uso de material
de vidrio, menores volumenes de disolventes organicos y es relativamente répida (de 10 a 30

minutos, en general). Sin embargo, no suele conducir a extracciones cuantitativas.

Estos problemas han llevado a desarrollo de nuevas técnicas de extraccion, entrelas que
destacan las incluidas a continuacion: extraccion con fluidos supercriticos, extraccion asistida

por microondas o ultrasonidos y extraccion acelerada con disolventes.

La extraccion con fluidos supercriticos (SFE) aparecié hace ya veinte afios. Esta técnica
se basa en las propiedades similares a los gases y a los liquidos que presentan los fluidos
supercriticos, en general CO,, para extrager analitos organicos de matrices solidas
medioambientalesaT > 31.1 °C y presiones de 74.8 atm (1070.4 psi). Las limitacionesiniciaes
de estatécnicaresidian en su incapacidad de extraer moléculas polares, que frecuentemente se
encuentran en matricesreal es. Combinando el dioxido de carbono con modificadoresorganicos,
como puede ser el metanol, se pueden extraer un nimero importante de moléculas, dentro de un

amplio rango de polaridad, con lo cual lalimitacion antes mencionada queda superada.
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Otra técnica instrumental a destacar es la extraccion con fluidos presurizados (PFE),
disponible comercial mente como “ extraccion acel erada con disolventes’ (ASE®). Estatécnica,
gue aparecid comercialmente por primeravez en 1995, hace uso de disol ventes organicos para
extragr secuencialmente analitos de una muestra haciendo uso de presiones y temperaturas
controladas. Con la PFE se pueden extraer hasta 24 muestras de un modo secuencia y

automatizado. Un tiempo de extraccién tipico por muestra es de 12 minutos.

Por ultimo, las técnicas de extraccion asistida por microondas (EAM) o por ultrasonidos

(EAUV), a utilizar en este capitulo, se comentan en |os apartados siguientes.

11.1.1.1.- Extraccion asistida por microondas (EAM)

Laprimeraaplicacion que hizo uso de laradiacion de microondas parala solubilizacion
demuestraslareaizd Abu-Samraen 1975 [80]. Posteriormente, el empleo de las microondas en
guimica analitica se ha ido incrementando exponencialmente, radicando sus principales
aplicaciones en la solubilizacion de muestras, € secado (esto es, eliminacién de compuestos
voléatiles), etapas de clean-up, aceleracién dereacciones cromogénicas, estudios de especiacion

y extraccion asistida por microondas.

La utilizacién de la energia de microondas para auxiliar la extraccion de compuestos
organicos se llevé a cabo por primeravez haciendo uso de un horno de microondas doméstico
afinales deladécadadelos 80 [81,82].

L as principal es ventgjas de la extraccion asistida por microondas (EAM) estriban en que
los tiempos de extraccion giran en torno a los 30 minutos. Ademas, hace uso de pequefios

volimenes de disolventes orgénicos, en torno alos 50 mL [83].

En losultimosafios se han extraido por EAM numerosos compuestosdelasmésdiversas

matrices, con especial énfasisen | as aplicaciones medioambientales.
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- Principiosdela Extraccion Asistida por Microondas

Consiste en €l calentamiento del extractante (en general un disolvente organico) en
contacto con la muestra, haciendo uso de la energia de microondas [84]. El reparto del analito
deinterés desde lamuestra hastael extractante vaadepender delatemperaturay de lanaturaleza
del extractante.

Hay queresaltar que, al contrario delo que sucede en un calentamiento convencional, las
microondas calientan lamuestrasin necesidad de calentar el vaso reactor. Asi, esposibleal canzar

con rapidez el punto de ebullicién, disminuyendo el tiempo de extraccion.

L as microondas son una radiacion no-ionizante (frecuencia de 300 a 300000 MHz) que
provoca movimientos moleculares por migracion de iones y rotacion de dipolo. La rotacion
dipolar hacereferenciaa alineamiento, debido al campo el éctrico, delas moléculas de disolvente
y de la muestra, que poseen momentos dipolares permanentes o inducidos. Al caer el campo
eléctrico, sevuelve aalcanzar € desorden térmico por medio de laliberacion de energiatérmica.
A 2450 MHz, que eslafrecuenciade |os hornos de microondas comerciales, el alineamiento de
las moléculas con e campo, seguido de su vueltaal desorden, ocurre 4.9-10° veces por segundo,

lo que implica un rgpido caentamiento.

Esta claro que para alcanzar este calentamiento se precisa de un compuesto diel éctrico.
Cuanto mayor esla constante dieléctrica, mayor eslaenergiatérmicadesprendiday, por ende,
mas rapido es el calentamiento. Lageneracion de calor en unamuestradepende en gran medida
del factor de disipacién, que eslarelacién entre la pérdida dieléctrica de la muestra o factor de
pérdida y la constante dieléctrica. De hecho, la constante dieléctrica es una medida de la
capacidad de absorber energiade microondas, mientrasque el factor de pérdidaserialacapacidad

de disipar la energia absorbida.

En atencion alo expuesto, € efecto delaenergia de microondas depende de lanatural eza

del disolvente y de la muestra.

La aplicacion de la energia de microondas puede llevarse a cabo por medio de dos
tecnol ogias: con vasos cerrados (controlando presién y temperatura), o vasos abiertos (apresion

atmosférica) [85,86]. La diferencia entre ambos sistemas se muestraen laFigurall.l.
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Vasos cerrados. El disolvente se puede calentar por encima de su temperatura de
ebullicion a presion atmosférica, con o que se consigue una alta velocidad extractivay
eficacia. En estos sistemas puede existir, ademas, control de latemperatura. Se pueden
extraer distintas muestras en distintos vasos reactores simultdneamente. Las muestras se
giran en €l interior de lacavidad con un carrusel rotor para asegurar lareproducibilidad,

dado que el campo eléctrico no es homogéneo en la cavidad del horno.

El gjemplo de microondas comercial mas utilizado es el CEM MES 1000 [87], con
capacidad para 12 muestras, y 10s vasos poseen membrana de ruptura para evitar la
existencia de sobrepresion en su interior. El control de presiéon y temperatura se realiza
mediante un vaso adicional, sin membranade ruptura, conectado alos correspondientes

Sensores.

Vasos abiertos. Se trabajaa presion atmosférica. Latemperatura maximaal canzable es
latemperaturade ebullicion del disolvente. Laenergiade microondas se focaliza, por lo

que €l calentamiento es homogéneo y muy eficiente.

El sistema comercial més usado es el Soxwave 100 de Prolabo . Laincorporacion de un

sistema de reflujo evita las pérdidas de los analitos vol il es.

Ambos sistemas se han comparado en la extraccion de HAPs de suelos [88,89] aportando

resultados similares.
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Sistema de microondas difusas

o N

Vasos de

Microondas Extraccion

Sistema de microondas focalizado

. Sistema
Magnetron . de
Microondas Reflujo
Guiade focalizadas
das _ Vaso
fn / Disolvente 4 Extractor

="

Figurall.l: Distintostipos de sistemas de aplicacion de microondas.
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- Parametros que afectan al proceso de Extraccion Asistida por Microondas

Paralaoptimizacién delas condiciones de extraccion, |os pardmetros mas comiunmente
estudiados son: composiciony volumen del disolvente, temperatura, presion (en vasoscerrados),

potencia de microondas, tiempo de extraccién y caracteristicas de lamatriz.

. Disolvente. En general de naturaleza organicay con capacidad de absorber energia de
microondas, 0 mezclas de disolventes para asegurar la adecuada combinacion de
caracteristicas de solvatacién y calentamiento por microondas. Es muy importante el
asegurarse que todalamuestra debe estar inmersa en el disolvente organico para evitar
dafnos eléctricos [90]. En todo caso, debe tenerse en cuenta las limitaciones que los
sistemas de microondas que utilizan vasos cerrados imponen a la utilizacion de

disolventes organicos de tipo n-alcanos, cetonas, €etc.

. Temperatura/Presién. Latemperatura es un parametro de gran importancia. En vasos
cerrados, otro factor importante es la presion, que depende directamente de la
temperatura. Asi por ejemplo, se obtienen altas recuperaciones de HAPs contenidos en
plantasa T > 100 °C [91], aunque a temperaturas superiores se pierde selectividad, por

lo que hay que alcanzar una situacion de compromiso.

. Potencia. La potencia debe elegirse correctamente, tanto para evitar temperaturas
excesivas que puedan producir ladegradaci 6n de sol utos como paraque no se produzcan
sobrepresiones en el interior de los vasos. Se ha estudiado su influencia en la
recuperacion de HAPs de suel osy sedimentos, utilizando diclorometano [92] y de PCBs
de lodos [93]. En vasos cerrados, la potencia a aplicar depende del nimero de vasos a

extraer.

. Tiempo deextraccién. Hay que encontrar €l valor éptimo. Por unaparte, losatostiempos
de extraccion pueden provocar la degradacién de los compuestos | abiles, mientras que

paratiempos pequefios, la eficacia de la extraccién puede no ser adecuada.

. Naturaleza dela matriz. Es muy importante controlar el contenido en aguade lamatriz
debido a elevado momento dipolar del agua. También pueden existir interferencias por
parte de los analitos presentes en lamatriz, que absorban energia de microondas. Se ha

encontrado que la EAM de HAPSs, y otros contaminantes de suelos y sedimentos, es
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altamente dependiente de lamatriz, especialmente del contenido en materiaorganica, lo
gue conlleva una ata retencion de tales compuestos. De ahi que sea mas fécil la

extraccion en muestras contaminadas artificialmente, que en las muestras reales.

- Aplicaciones de la Extraccion Asistida por Microondas

Lasaplicacionesde EAM se centran fundamental mente en laextraccion de compuestos
organicos de matrices solidas[83,94]. Sin embargo, aunque las primeras aplicaciones estuvieron
relacionadas con la determinacion de HAPsy PCBs en suelosy sedimentos, otros compuestos,

tales como pesticidas, fenoles y compuestos organometdlicos han sido extraidos con eficacia.

En laTablall.1 se recogen agunas de las numerosas aplicaciones de la EAM parala

determinacion de HAPs en suelos y sedimentos.

Para estas matrices solidas, |a extraccion de HAPs resulta satisfactoria, utilizando vasos
abiertos, con diclorometano, durante 10 minutos a una potenciade 30 W [88,92,95,96]. En vasos
cerrados, se han utilizado disolventes como diclorometano, acetonay mezclas acetona-hexano,

destacando la acetona pura por su eficacia[89,90].

Las caracteristicas de la matriz afectan profundamente a la recuperacion de los HAPs,
mientras que las variaciones en la temperatura, el tiempo de extraccion y los volumenes de
disolvente aparentan gercer un menor efecto en las recuperaciones de estos analitos de suelos
y sedimentos. Sin embargo, existen estudios que muestran lafuerte influenciade latemperatura

en laeficaciade laextraccion [97].

Ademés de las matrices sdlidas, laEAM se ha aplicado ala determinacién de HAPs en
muestras de agua. Dichas muestras se pasan inicialmente a través de un disco de C18, que
después es sometido a extracciéon en vasos cerrados, empleando acetona como disolvente

extractante [98].



Tablall.1.- Aplicacion dela EAM aladeterminacion de HAPs en muestras medioambiental es.

Matriz Equipo Condiciones Extractivas R (%) Ref.
Suelo fortificado Vasos cerrados 5 g suelo, 30 mL hexano-acetona 1:1, 115 °C, 1000 W, 10 min 47-116 [88]
Sedimento certificado (NIST 19414a) Vasos cerrados 10 g suelo, 30 mL CH,Cl,,115°C, 1000 W, 10 min 48.5-126 [99]
Sedimentos marinos (realesy certificadas) Vasos cerrados 5 g sedimento, 30 mL hexano-acetona 1:1, 115 °C, 500 W, 5 min 735-136.8 [83]
Suel os contaminados Vasos cerrados 2 g suelo, 40 mL acetona, 120 °C, 300 W, 20 min - [90]
Suelo fortificado Vasos abiertos 10 g suelo, 50 mL CH,Cl,, 30 W, 10 min 63.9-112 [88]
Suel os reales contaminados Vasos abiertos 2 g suelo, 70 mL CH,Cl,, 297 W, 20 min 64-126 * [89]
Suel os reales contaminados Vasos cerrados 2 g suelo, 40 mL acetona, 120 °C, 300 W, 20 min 705106 *  [89]
Suel os certificados, sedimentosy materia _ _
) Vasos abiertos  1-5 g muestra, 30 mL CH,Cl,, 30 W, 10 min 66-109° [92,100]
particulada
Sedimentos marinos (SRM 1941ay _ _ _
Vasos abiertos  0.3-10 g sedimento, 30% mezcla, 30 mL CH,Cl,, 30 W, 10 min 89° [95,96]

muestras real es)
Suelo contaminado Vasos abiertos 5 g suelo, 40 mL acetona-CH,Cl, 1:1, 30 W, 10 min 71-128*  [101]
Suelos certificados y sedimentos Vasos cerrados 5 g suelo, 30 mL hexano-acetona 1:1, 115 °C, 475 W, 10 min 49-150° [97]
Sedimentos Horno doméstico 2-10 g sedimento, 6-30 mL tolueno, 1 mL agua, 660 W, 6 min 99-107*  [102]
Matrices reales contaminadas (suelos con _

) ) o Vasos cerrados  0.1-2 g suelo, 10 mL hexano-acetona 1:1, 115 °C, 950 W, 20 min 76-132° [103]
diesel) y materiales certificados
Suelo certificado (ERA) y sedimento _

Vasos cerrados 56 10 g muestra, 30 mL hexano-acetona 1:1, 115°C, 950 W,10 min ~ 26-114 [104]

(NIST 1941 3)

* Respecto a la extraccion Soxhlet © Respecto a valores certificados
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Las aplicaciones desarrolladas muestran que la extraccion asistida por microondas se
presenta como unaalternativaviable alas técnicas convencionaes. Como se observaenlaTabla
11.2, se han descrito aplicaciones en que | as eficacias de extracci 6n conseguidas con estatécnica

son comparables alas alcanzadas con otras técnicas.

Tablall.2.- Comparacion de las recuperaciones de diferentes analitos en diversas muestras

empleando varias técnicas extractivas.

Analito M uestra SOX EAM SFE ELL  Ref

Naftaleno ~ ScOimento g5 50 80.0% : . 09
marino

Fluoreno ~ Scdimento 24, 73.3% i - [105]
marino

Naftaleno Suelo 42mg/Kg 120mg/Kg 10.5mg/Kg - [106]

Fluoreno Suelo 86mg/Kg 134mgKg 143 mgKg - [106]

83

Hexaconazola Sllf)i; 012mg/Kg 0104mg/Kg 0087 mgKg - 183}

Hexaconazola &° 014mg/Kg 0134mg/Kg 0119mgKg - [83]
arcilloso ' ' '

PCBs Agua - 90.9% - 806%  [¥4]

Fenoles Aguade mar - 81.5% - 68.7%  [107]

SOX: extraccion Soxhlet; EAM: extraccion asistida por microondas; SFE: extraccion con fluidos
supercriticosy ELL: extraccién liquido-liquido convencional.

Ademas, con respecto alastécnicas convencionales, laEAM permite conseguir unagran
reduccién del tiempo de andlisisy del consumo de disolventes, ademés de poseer la capacidad

derealizar extracciones multiples obteniendo reproducibilidades aceptabl es.

Por otraparte, losresultadosevidencian quelaEAM puede competir favorablemente con

técnicas recientes, como laextraccion con fluidos supercriticos (SFE) o la ASE. Particularmente,
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la optimizacion de las condiciones experimentales aemplear en laEAM es més fécil, dado que
paraéllaes menor el nUmero de pardmetros acontrolar si se compara, por ggemplo, con la SFE.
Sin embargo, la selectividad a canzada con la EAM es menor, y generalmente requiere de un

proceso adicional de clean-up antes del andlisis cromatografico.

En laTabla 1.3 se recogen las caracteristicas de la extraccion asistida por microondas,

y las diferencias principal es que presenta con respecto a otras técnicas de extraccion.

11.1.1.2.- Extraccién asistida por ultrasonidos (EAU)

Lautilizacion de los ultrasonidos no 11eg6 a aplicarse en los laboratorios quimicos hasta
bien entrada la década de los 70, algo que parece ildgico por lo tardio, ya que es obvio que la
transmisién delasondasdel sonido atravésde cual quier medio, como ondasde presion, conlleva

un aumento de lamovilidad de las moléculas implicadas en dicho medio.

La produccién de ultrasonidos es posible gracias al descubrimiento de Mariey Pierre
Curie en 1880 del efecto piezoeléctricoy suinversa. El primer aparato comercial de ultrasonidos
no aparecio hasta 1917. Se trataba de un sistema que, basado en latécnica eco/sonido, permitia
estimar la profundidad de las aguas. Como dato anecdético, puede sefialarse que este artilugio
surgi6 a partir de unaidea aparecida en un concurso organizado en 1912, araiz del desastre del

Titanic, para encontrar un método que permitiera detectar icebergs.

Ultrasonidos es el nombre dado a cual quier onda de sonido cuya frecuencia sea superior
alafrecuencia més alta que es capaz de captar € oido humano, esto es, de més de 16 kHz. Se
distinguen dos &reas de ultrasonidos, la de atafrecuencia (de 1 a 10 MHz) y bgja energia, y la

de baja frecuencia (entre 20 y 100 kHz) y ata energia.

Los ultrasonidos gjercen su efecto a través de lo que se conoce como burbujas de
cavitacion. Estas se forman en € ciclo de depresion de laonda, cuando la estructura del liquido
literalmente se abre, por la presién negativa, paraformar burbujas microscopicas. En € siguiente

ciclo de compresion, las burbujas de ven obligadas a contraerse y, en consecuencia, implotan.



Tablall.3.-

Comparacion de distintas técnicas analiticas extractivas (convencionales y recientes).

Soxhlet Ultrasonidos (EAU) SFE EAM PFE (6 ASE)
Cantidad demuestra  10g 2-30g 1-10g 2-5¢ Mésde 30 g
Tiempo extraccion 6,12624h 3x3min 30min-1h 20 min (y 30 min de 12 min

Tipo de disolvente

Consumo de disolv.
Método extraccion
Secuencial 0
simultaneo

Rapidez del método
Habilidad del operador
Coste del equipo

Nivel automatizacion

Método EPA

Etapa de filtracion

-Acetona-hexano 1:1
-acetona-DCM 1:1
-DCM

-tolueno-metanol 10:1
150-300 mL
Calentamiento

Secuencia (pero

pueden haber varios)
Lento

Baja

Bgo

Minimo

3540

No

-Acetona-DCM 1:1
-DCM

-hexano

100 x 3 mL (para 30 g)
Agitacién por US

Secuencid

Lento
Moderada
Bgo
Minimo
3550

Si

CO, (+ modificador
organico) y CH,Cl, 6
DCM como

colectores
10-20 mL
Calor més presion

Secuencid

Répido

Alta

Alto

De minimo a ato

3560 y 3561
No

enfriado)

En general acetona-
hexano 1:1
Disolventes que

absorban microondas
25-45 mL
Calor més presion

Simulténeo (hasta 14

vasos se extraen alavez)

Répido
Moderada
Moderado
Minimo
3546

Si

-Acetona-hexano 1:1
-acetona-DCM 1:1
-acetona-DCM-H;PO,
250:125:15

25 mL
Calor més presion

Secuencid

Répido
Moderada
Alto
Completo

3545
No
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Esta ruptura de las burbujas de cavitacion puede generar presiones de cientos de
atmosferasy temperaturas de miles de grados centigrados en micropuntosdel medio, dando lugar
aondas de choque que se dispersan por el medio de reaccion. Esto quedareflejado enlaEcuacion
.1

6P, (k- )i 6P, (k- 1o
T =Toam o P = Pj 1.1
et e g e e g
sendoT,=  Temperaturaambiente.
P=  Presion enlaburbujaen sutamafio maximo.

Pvw= Presionend liquido en el momento delaruptura.
k= Indicepolitropico (relacion de calores especificos delamezclagas/ivapor).

L os aparatos ultrasonicos comerciales mas comunes en laboratorios de quimica son el
bafio de limpieza por ultrasonidosy lasonda ultrasonica. El bafio presentalas ventgjas de ser la
fuente de irradiacion econémicamente mas asequible, a tiempo que asegura una sencilla
distribucion delaenergiaen el reactor que se coloque en el bafio. Lasondadestacapor sumayor

potencia, y por el hecho de que éstaseavariable.

L os efectos delacavitaci dn dependen del medio de reacciodn, por lo que cabe diferenciar

entre ultrasonidos en medios homogéneos y en medios heterogéneos.

En medioshomogéneos, el aumento delareactividad quimicasedebeaquelasburbujas
de cavitacion normalmente no estén vacias, sino que poseen algo de vapor, tanto del disolvente
como dereactivosvolatiles. Este vapor seve sujeto aenormes presionesy temperaturas durante
la implosion, por lo que es capaz de generar especies reactivas intermedias como radicales,
carbenos, etc., con laconsiguiente produccién de reaccionesintermol eculares. Ademas, laonda
de choque provoca larupturade la estructura del disolvente, lo cual influye en lareactividad a

aterarselasolvatacion delas especiesreactivas.
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En medios heterogéneos solido-liquido donde intervienen especies metdlicas, los
ultrasonidos acttian limpiando la superficie del metal y generando microperforaciones que

provocan unanuevasuperficie alosreactivos, aumentando el areadisponible paralareaccion.

En medios heterogéneos sdlido-liquido donde nointervienen metal es, lareactividad total
depende del érea de reaccion disponible. Los ultrasonidos pueden también producir

fragmentacionesy reduccion del tamafio de particula, |o queincrementalasuperficiedereaccion.

En medios heterogéneos liquido-liquido los ultrasonidos generan emulsiones,
aumentando el &reade contacto entreliquidosy, por tanto, incrementando laregi én donde puede

existir reaccion entre sustancias disueltas en liquidos.

Son muchos los procesos quimicos susceptibles de ser modificados por radiacion
ultrasdnica. Los efectos mas significativos de la aplicacidn de ultrasonidos son: aumentosen la
velocidad de reaccion, dulcificacion de las condiciones experimentales y/o aumentos de

rendimientos. Existen cientos de trabajos rel ativos ala sonoquimica en sintesis.

- Aplicaciones de la extraccion asistida por ultrasonidos

Lairradiacién ultrasonicayano constituye unatécnicaai sladasino que se haconvertido
en unatécnicahabitual enloslaboratorios, no sélo parasintesis[108-110]. De hecho, unadelas
mayores aplicaciones delos ultrasonidos esla extraccion, tanto de compuestos organicos como

de inorganicos, de diversos tipos de muestras, como se observaen laTablall 4.



35 Capitulo 11

Tablall.4.- Aplicaciondelosultrasonidos como técnicaextractivaparadiversos compuestos

en una gran variedad de matrices.

Compuesto Matriz Condiciones Extractivas Ref.
1 h, 35°C, 10 mL acetonitrilo. [111]
Suelos
HAPs contaminados 30 min, 100 mL hexano:acetona:tolueno [112]
(10:5:1).
Lodosy 20 min, CH.Cl,:metanol (2:1). [113]
HAPs _
sedimentos

Materiaorganica S0 Min, T ambiente, 40 mL
HAPs [114]

particulada n-hexano:acetona (1:1).
15 min, 20 mL acetona. [115]
Pesticidas Suelos
3 min, 40 mL CH,Cl,:acetona (1:1). [116]
Tioureas Sedimentos 50 min, T ambiente. [117]
Exopolimeros  Lodos activados 1 min, sonda ultrasonica. [118]
Dibenzofuranos Cenizasen aire,
o 4.5 h, 60 mL tolueno. [119]
y dioxinas aerosoles
Aminas _ _
» Matrices solidas CH.Cl,:acetona (1:1). [120]
arométicas
Sb Suelos 10 s, sonda ultrasdnicaa 40 W. [121]
Cd Muestrasbiolégicas 10 min, T ambiente. [122]
As Pescados 10 min, 10 mL acetona. [123]
Tejidos de _
Hg 5min, HCI. [124]

pescados
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11.1.2.- OBJETO DEL TRABAJO

L adeterminaciéndehidrocarburosaromaticospoliciclicospresentesen muestrassolidas,
y, entre éllas, 0s sedimentos marinos, requiere de un proceso de extraccion previo que, deforma
tradicional, implicala utilizacién de disol ventes organicos y tiempos de extraccion que pueden

alargarse hastalas 10-12 horas.

Las caracteristicas toxicas y el impacto ambiental que pueden originar los disolventes
organicos, constituyen aspectos negativos a resaltar, entre 10s que se presentan en los métodos
habitual mente empl eados paraladeterminacion de los HAPs. Por otraparte, entre las etapas que
condicionan €l tiempo total de andlisis de tales compuestos, quizas|amasimportante sealaque

implicala separacion de los hidrocarburos de las muestras en que se encuentran.

El objetivo principal del trabajo que se agrupa en este Capitulo consiste en intentar
sustituir los disolventes organicos, como extractantes para HAPs presentes en sedimentos
marinos, por medios micelares. Ademés, con objeto de acortar los tiempos de extraccién se
utilizan las técnicas de microondas y ultrasonidos. De esta forma, la conjuncion de las
propiedades solubilizantes de | os surfactantes, a concentraciones superiores a su concentracion
micelar critica, delos cambios en la constante dieléctricadel medio y de los efectos provocados
por laaccién delaradiacion de microondas, en vasos cerrados, o de laradiacion de ultrasonidos,
deben permitir el desarrollo de métodos de analisis con caracteristicas favorables respecto alos

gue se han venido empleando.

Para conseguir € objetivo expuesto, previamente se realiza la optimizacion de las
variables experimental es que controlan el proceso de extraccion y se establece lainfluencia de
alguna caracteristica control able de lamatriz, como lagranulometria de lafraccion de sedimento

aanalizar, en los métodos analiticos desarrollados.
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I1.2.- PARTE EXPERIMENTAL

11.2.1.- REACTIVOS

Los HAPs utilizados en los estudios incluidos en este Capitulo han sido: naftaleno (1),
suministrado por Merck (Darmstad, Alemania); acenafteno (3), fluoreno (4), fenantreno (5),
antraceno (6), fluoranteno (7), pireno (8), benzo(a)antraceno (9), criseno (10),
benzo(b)fluoranteno (11), benzo(a)pireno (13), dibenzo(a,h)antraceno (14) y benzo(ghi)perileno
(15) fueron suministrados por Aldrich-Chemie (Beerse, Bélgica); el indeno(1,2,3-cd)pireno (16)
fue suministrado por Supelco (Bellefonte, PA, USA); vy e benzo(k)fluoranteno (12) fue
suministrado por Fluka(Buch, Suiza). Parapreparar susdisoluciones se empled como disolvente
etanol, Merck (Darmstad, Alemania).

El polioxietilen-10-lauriléter (POLE) fue suministrado por Sigma (St. Louis, MO, USA).
El bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) fue suministrado por Aldrich. El dodecil sulfato
sodico (L SS) fue suministrado por Merck (Darmstad, Alemania).

El sulfato sodico y el cloruro de magnesio hexahidratado fueron suministrados por
Panreac (Barcelona, Espafia), el nitrato sodico y el cloruro sddico fueron suministrados por
Merck, (Darmstad, Alemania).

Parael andlisis por cromatografia liquida se emplearon como disolventes: acetonitrilo,
calidad de gradiente HPLC (Merck, Darmstad, Alemania) y agua purificada a través de un
sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA). Agua de la misma calidad se utiliz6 para

preparar las disoluciones de sales y surfactantes.
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11.22- EQUIPOS

El equipo de extraccién por microondas consiste en un sistema de digestién por
microondas CEM MDS 2000 (Matthews, NC, USA) que operaaunos 630 W (100%) de energia
de microondas, con unafrecuenciade 2450 MHz apotenciatotal. Las condiciones de extraccion
pueden ser control adas mediante un seguimiento constante delosvaloresde presion en €l interior
del vaso de control. Ademas, €l sistema posee conexion aunaimpresora, asi como capacidad de
memoria para los datos experimentales y los métodos de trabajo. Los vasos (reactores)
empleados para la extraccion por microondas son CEM, PFA PTFE. El cierre de los vasos
incluye una membrana de ruptura, capaz de soportar temperaturas hasta 200 °C y presiones de
13.9 bares.

La extraccion asistida por ultrasonidos se realizo en un bafio de ultrasonidos Selecta-

Ultrasons (Barcelona, Espafia).

Las medidas de cromatografia liquida se realizaron en un equipo Waters 600,
Multisolvent Delivery System (Millford, MA, USA), equipado con un inyector Waters U6K y
un detector espectrofotométrico de longitud de onda variable, Waters-Lambda max 481 LC,
operando a 254 nmy a una sensibilidad de 0.02. El detector de fluorescencia empleado fue el
Waters 474 Scanning Fluorescence Detector, con unaresolucion de+ 2 nm. El softwareutilizado
para la obtencién de los cromatogramas y su posterior tratamiento fue el Autoanalysis 2.4
(SciWare, veerda@p01.uib.es). Lacolumnaanaliticaempleada fue una C18 Vydac 201TP54, 5
um, 300 A (25cmx4.6mm D.I.) protegida con unaguard-column C18 uBondapak de Waters, 10
um, 125 A (20mmx3.9mm D.l.). Lajeringa utilizada paralainyeccion de las muestras fue una
Hamilton® de 25 pL (Hamilton CO, Reno, Nevada, USA).

Para € tratamiento estadistico se hizo uso del software Statgraphics de Statistical
Graphics Corporation, asi como del Excel de Microsoft.
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11.2.3.- MATERIALES

11.2.3.1.- Sedimentosy proceso de enriquecimiento en HAPs

Los sedimentos marinos que se extrajeron con el empleo de microondas fueron
recol ectados en lacostade Santa Cruz de La Palma (La Palma), a8 metros de profundidad. Estos
sedimentos poseen un 9.2% de materiaorganicay lasiguiente distribucion granulométrica:>250
pm, 82.4%; 125-250 pm, 15.1%; 74-125 pm, 0.96%; 31-74 pum, 0.25%; 15-31 pm, 0.62%; 8-15
pm, 0.00%; 4-8 um, 0.00% y <4 pm, 0.69%.

L ossedimentosmarinosqueseextrajeron por ultrasoni dosfueronrecol ectadosenlacosta
de Granadilla (Tenerife), a 15 metros de profundidad. Estos sedimentos poseen un 5.6% de
materia organicay la siguiente distribucion granulométrica: >2000 pum, 3.50%; 1000-2000 pm,
4.75%; 500-1000 pum, 7.87%; 250-500 pm, 11.6% [>250 pm, 27.7%]; 125-250 um, 40.5%; 63-
125 pm, 20.4% [63-250 pum, 60.9%]; 31-63 pum, 0.21%; 15-31 pum, 2.14%; 8-15 um, 2.69%; 4-8
pm, 0.75%; <4 um, 5.65% [<63 pum, 11.4%).

Después de tami zados, setomaron porciones de sedimentos con tamario degrano inferior
a250 um. Lacontaminacién del sedimento serealizd delasiguiente manera: 0.8 g de sedimento
tamizado se mezclaron con 1 mL de etanol conteniendo |os HA Ps a concentraciones conocidas.
Laadicién de etanol se realizalentamente, con agitacion mecanica, hasta formar una pasta. La
muestra asi preparada, se guardd a continuacién en la oscuridad hasta llevarla a sequedad. Las
concentraciones afiadidas de HAPs oscilaron entre 0.63 y 22.0 ug-g* referidas a peso-seco. Los
0.8 g de sedimento quedaron contaminados por 17 ug de naftaleno, 27 pg de acenafteno, 5 ug
de fluoreno, fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno y criseno, 2 g de fenantrenoy 7 ug de
benzo(b)fluoranteno, benzo(a) pireno, dibenzo(a,h)antraceno, benzo(ghi)perilenoeindeno(1,2,3-

cd)pireno.
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[1.2.3.2.- Material dereferencia certificado

Los métodos analiticos desarrollados fueron validados con €l empleo del material de
referencia SRM 19414, suministrado por e Instituto Nacional de Estandaresy Tecnologia(NIST)
(Gaithersburg, MD, USA). Este material dereferenciaesun sedimento marino bien caracterizado
gue se encuentra certificado para 23 HAPs individuales [125].

11.24.- METODOSDE ANALISISPORHPLC

El volumen inyectado en el cromatografo fue siempre de 25 L. Parala separacion y
determinacién de los HAPs se utilizd una mezcla acetonitrilo-agua, con un gradiente lineal de
55 a 100% de acetonitrilo durante 30 minutos, y 10 minutos més a 100% de acetonitrilo, con un
flujode 1 mL-min™.

Se emplearon dostipos de detectores: UV a254nm, y de fluorescencia, con el programa
de longitudes de onda que se muestraen laTablall.5.
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Tablall.5.- Programade longitudes de onda del detector de fluorescencia, utilizado parala

determinacién de HA Ps contenidos en sedimentos marinos.

Longitudes de onda (nm)

Tiempo (min) Compuestos
Excitacion Emision
0 222 329 1 Naftaleno
3 Acenafteno
10.7 226 310
4 Fluoreno
5 Fenantreno
139 248 370
6 Antraceno
7 Fluoranteno
17.7 275 419 _
8 Pireno

9 Benzo(a@)antraceno

22.1 273 334
10 Criseno
285 254 451 11 Benzo(b)fluoranteno
12 Benzo(k)fluoranteno
32.2 288 406 _
13 Benzo(a)pireno
14 Dibenzo(a,h)antraceno
35.9 289 422

15 Benzo(ghi)perileno

40.0 297 496 16 Indeno(1,2,3-cd)pireno
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11.25.- METODOSDE EXTRACCION

11.2.5.1.- Asistido por ultrasonidos (EAU)

Unavez que el sedimento ha sido contaminado con cantidades conocidas de HAPs, se
le aflade un cierto volumen de POL E con una concentracion que depende del experimento que
se esté llevando a cabo. La extraccion se realiza en un vaso reactor, introducido en un bafio de
ultrasonidos de potencia fija, durante un tiempo prefijado, que viene dictado por el disefio
experimental utilizado. Unavez que dicho tiempo finaliza, se dgjaenfriar el vaso atemperatura
ambiente. A continuacion, se trasvasa cuantitativamente y sefiltra a través de membranas HV
Durapore de 0.45 um, la disolucién obtenida se inyecta directamente, sin tratamientos
adicionales, en el sistemadeHPL C. Las condicionesoptimizadas para0.8 g de sedimento fueron:

10 mL de POLE al 6.26% (p/v), y un tiempo de aplicacion de ultrasonidos de 30 minutos.

En el caso del material de referencia, las condiciones optimizadas en cuanto a volumen
y concentracion de POLE son iguales, pero en este caso la cantidad de sedimento aemplear es

de 100 mgy el tiempo total de extraccion en el bafio de ultrasonidos es de 210 minutos.

11.2.5.2.- Asistido por microondas (EAM)

Unavez que e sedimento ha sido contaminado con cantidades conocidas de HAPs, se
le afiade 10 mL de disolucion acuosa de POLE (con una concentracion que depende del
experimento que se esté [levando a cabo). Después de colocar una membrana de ruptura en el
vaso de extraccion, se cierray seintroduce en lacavidad de microondas. Laextraccion selleva
acabo con unapresién maximaen €l interior del vaso de extracciony unapotenciadel horno de
microondas prefijadas. Ambos valores: presién y potencia, se fijan de acuerdo con el disefio
experimental dependiendo del experimento particular. Una vez que €l tiempo de extraccion

finaliza, los vasos de extraccion se dejan enfriar a temperatura ambiente, antes de abrirlos. A
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continuacion, el sobrenadante se trasvasa cuantitativamente, sefiltraatravés de membranas HV
Durapore de 0.45 um, y se procede ainyectar ladisolucion asi obtenidaen el sistemade HPLC,
sin necesidad de realizar ningun otro tipo de tratamiento adicional. Las condiciones optimizadas
para 0.8 g de sedimento fueron: 10 mL de POLE al 1.25% (p/v), 5 minutos aunapresion maxima

en el interior del vaso de reaccion de 2.03 bares, con 378 W (60%) de potencia del horno de
microondas.

En el caso del material de referencia, las condiciones optimizadas son idénticas, pero en

este caso solo es necesario disponer de 100 mg del sedimento.
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11.3.- RESULTADOSY DISCUSION

11.3.1.- EXTRACCION MICELAR DE HAPS CONTENIDOS EN
SEDIMENTOS ENRIQUECIDOS

11.3.1.1.- Condiciones cromatograficas para el analisisde HAPs en medio micelar

L os estudios encaminados a establ ecer |as condiciones apropiadas paralaextraccion de
HAPs contenidos en sedimentos marinos, asi como las principales caracteristicas de las
metodol ogias establ ecidas, necesitan de métodos anal iticos que permitan lacuantificacion delos

hidrocarburos en un medio micelar de POLE.

Entre | as técnicas frecuentemente empl eadas parala determinacién de HAPs, destacala
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC), utilizando detectores visible-UV o de
fluorescencia. A partir deexperiencias previas, se han establ ecido |as condiciones experimental es
adecuadas paraladeterminacion por HPL C de un grupo de HAPs, presentes en disoluciones de
polioxietilen-10-lauriléter (POLE) 0.10 M (6.26%, p/v), un surfactante no ionico, haciendo uso
deun gradiente acetonitrilo-agua, con unafase estacionariade octadecilsilice (C18) y un detector
visble-UV de longitud de onda variable. Como quiera que los hidrocarburos se encuentran
inicialmente disueltos en etanol, las disoluciones patron de HAPs en € surfactante se han

preparado manteniendo un porcentaje de alcohol fijo eigual a 0.5% (v/v).

LaFigurall.2 muestra un cromatograma representativo en el que, ademas de poner de
manifiesto que se a canzan separaciones satisfactorias, se observa que €l surfactante se retiene
poco y que la sefidl que origina, a principio del cromatograma, no interfiere en los picos de
interés analitico. Por otra parte, los estudios de reproducibilidad muestran que los tiempo de
retencion de los distintos HAPs, presentan desviaciones estandar relativas comprendidas entre
0.71y 0.86%.
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Figurall.2:  Cromatogramacorrespondienteaunadisolucion de HAPsen un medio micelar de POLE
0.1 M, con deteccion visible-UV a 254 nm. Para la identificacion de los picos, ver la
Parte Experimental.

Parala cuantificacion delos hidrocarburos, se construyen gréficos de calibracion en los
gue se representan areas de pico frente ala concentracion de cada uno de los HAPs en estudio.
En todos |os casos, se obtuvieron relaciones lineales con valores de R? > 0.990. Los limites de
deteccidn hallados fueron cal culados como tres veces la desviacion estandar del blanco, y se
encuentran comprendidos entre 10 y 160 ng/mL. Los parametros de calidad del método

cromatogréficos se muestran en laTablall1.6.

También se evaud la reproducibilidad del sistema cromatogréfico, encontrandose
desviaciones esténdar relativas que oscilaron entre 0.30 y 2.81% para los diferentes HAPs

estudiados, como puede observarse en laTablall.7.
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Tablall.6.- Determinacion de HAPs, por HPLC, en disoluciones micelares de POLE.
Pardmetros de calidad del método cromatogréfico.

Rango Pendiente Ord. Origen LOD
HAP lineal R? Sux

(ppm) + SD + SD (PpPb)
1IN 0.80-2.00 2.210+ 0.066 0.072+0.098 0994 0116 120
3Ace 180-300 1.216+0.048 -0087+0.117 0990 0.084 160
4FH 0.10-0.60 7.860x0278 -0.027+£0.116 0.992 0.209 60
5Fe 0.05030 20511+0240 -0.112+0.049 0.999 0.086 10
7Ft 0.20-0.80 5.619+0.127 0.205+0.067 0997 0.111 40
8P 0.20-0.80 5.205+0.081 0.214+0.043 0998 0.070 30
9B(@A 0.20-0.80 13499+0.211 -0.005+0.112 0.998 0.184 30
10Cr 0.20-0.80 18.076+0.307 0.169+0.163 0.998 0.267 30
11 B(b)Ft 0.20-0.90 14.089+0249 0328+0.171 0.998 0.215 30
13B(@P 0.20-0.90 12463+0.299 0.319+0.187 09% 0301 50
14 diB(a,h)A 0.20-090 2932+0.055 -0.059+0.034 0.998 0.055 40
15 B(ghi)Per 0.20-090 5.639+0.160 0124+0.103 0.995 0.146 60
161(1,2,3-cd)P  0.20-090 2550+0.050 -0.029+0.031 0998 0.050 40

*Error estandar de la estimacion
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Tablall.7.- Determinacion de HAPs, por HPLC, en disoluciones micelares de POLE.
Reproducibilidad del método cromatografico.

Reproducibilidad

HAP Afadido (ppm) Hallado (ppm) RSD (%)
1IN 2.00 2.06 1.08
3Ace 3.00 297 1.56
4FH 0.60 0.57 1.02
SFe 0.30 0.30 144
7Ft 0.75 0.73 1.72
8P 0.75 0.76 281
9B(aA 0.75 0.76 0.30
10Cr 0.75 0.76 1.22
11 B(b)Ft 0.90 0.90 0.85
13B(a)P 0.90 0.88 2.02
14 diB(a,h)A 0.90 0.90 2.28
15 B(ghi)Per 0.90 091 1.42
16 1(1,2,3-cd)P 0.90 0.93 1.45

* Media de seis determinaciones

La concentracion de POLE 0.10 M (6.26%, p/v) coincide con la que posteriormente se
emplea en las extracciones asistidas por ultrasonidos, mientras que las que hacen uso de la
energia de microondas emplean disol uciones con una concentracion de 0.02 M (1.25 %, p/v) en
POLE. En atencion a esta consideracion, se ha querido comprobar si una modificacién en el
contenido de surfactante supone algunainfluenciaen la separacién cromatograficade losHAPs.
La Figura I1.3 muestra el cromatograma obtenido con una disolucion de HAPs igual a la

considerada anteriormente, en medio 0.02 M de POLE y 0.5% (v/v) de etanol. Los resultados
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obtenidos, similaresalos que setienen con POLE 0.10 M justifican que, en las experiencias que
se comentan de |os apartados dedicados a desarrollo de metodol ogias de extraccién en medio

micelar de POLE, asistidapor ultrasonidosy microondas, se utilice el mismo procedimiento para
el andlisisdelos HAPs.
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Figurall.3:  Cromatograma de una disolucion de HAPs disueltos en POLE 0.02 M. Parala

identificacién de los componentes, consultar |a Parte Experimental.

11.3.1.2.- Extraccion micelar asistida por ultrasonidos

-Estabilidad de los HAPs

Para comprobar la estabilidad de los HAPs seleccionados frente a la accion de los
ultrasonidos, se prepararon disoluciones delos hidrocarburos en POLE 0.10 M, y se sometieron

a la accién de los ultrasonidos durante 30, 40 y 60 minutos. Los resultados obtenidos se



49 Capitulo 11

representan en laFigurall 4.
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Figurall.4: Influenciadel tiempo de aplicacion de ultrasonidos en la estabilidad de los HAPs.

Sepuedeobservar que el tiempo de exposicidn alosultrasonidosno g erce unainfluencia
considerable en la estabilidad de los HAPs. Exceptuando algin vaor para € fluoreno, las

recuperacionesobtenidas, paracadauno deloshidrocarburos, entalesexperiencias, son similares
entre si.

- Optimizacion de las variables experimental es

En el desarrollo de nuevos métodos analiticos, esimportante establecer aquellosvalores
de las variabl es experimental es que pueden influir en la sefial amedir. En tal sentido, una parte
importante de los estudios a desarrollar se dirigen a la optimizacion de tales factores. En las
estrategias tradicionales, para alcanzar las condiciones éptimas de trabajo, sblo se cambia una

variable, mientras permanecen constantes €l resto de factores. Esta aproximacién requiere de un
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gran numero de experiencias, y no permite el anaisisdelos cambios en algunadelas respuestas,
gue pueden tener lugar cuando dos o mas factores se modifican simultaneamente. El disefio
experimental constituye una alternativa a esta estrategia, permitiendo que se puedan variar

simultaneamente un gran nimero de factores, ala par que se estudian sus efectos.

Los disefios factoriales de dos niveles implican un nimero relativamente bajo de
experimentos paracadavariabley, del mismo modo que la optimizacién univariante, permite la
determinacion y valoracion de las interacciones entre las variables, cuando |os efectos de las

mismas aparentan no ser aditivos.

Existen varios factores que pueden afectar potencialmente ala eficacia de la extraccion
asistida por ultrasonidos. concentracién del surfactante, tiempo de extraccion y la relacién
volumen de surfactante:cantidad de sedimento. En este Ultimo caso, paramodificar larelacién,
fijamos la cantidad de sedimento (0.8 g) y variamos el volumen de surfactante. Como primera
aproximacion a la superficie de respuesta del método de extraccion de HAPs utilizando
ultrasonidos, se utiliz6 un disefio factorial completo de dos niveles, 2% implicando 8
experimentos. Las variables estudiadas, asi como sus valores (“+” representael maximoy “-“
representa el minimo) se muestran en la Tabla 11.8. Los niveles maximos y minimos se
escogieron de acuerdo a experiencias previas en €l campo de la aplicacion de ultrasonidos para
extracciones equiparables. Lacantidad de HA Psempleada paralacontaminacién delasmuestras

de sedimento marino se mantuvo constante en las diferentes experiencias

Tablall.8.- Extraccion micelar de HAPs asistida por ultrasonidos. Disefio experimental,

niveles de los factores en € disefio previo (2°).

Factor Clave Menor Mayor
() (+)

Tiempo (min) A 2 25

Concentracion del surfactante (M) B 104 0.1

Volumen de surfactante:cantidad de sedimento (mL-g?) C 6.25 18.75
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Los pardmetros del disefio experimental, asi como | as respuestas el emental es obtenidas,
se muestran en la Tabla 11.9. En aras a obtener |la mayor eficacia en l0s procesos de extraccion
en estudio, larespuesta considerada fue el promedio de recuperaciones de los distintos HAPs.
Se persigue, por tanto, obtener |a méxima recuperacién posible de estos hidrocarburos. En los
estudios de optimizacion no se incluyeron Naftaleno y Acenafteno, porque en experiencias
previas se comprob0 que sus recuperaciones eran proximas a cero. El listado delas experiencias
del disefio experimental representa el orden aleatorio estadistico con que las experiencias se

llevaron a cabo.

Tablall.9.- Niveles de los factores, matriz del disefio y valores de las recuperaciones

promedio de HAPs del sedimento en e primer disefio factorial.

Experimento Factor Recuper éCi ones
A B C Promedio (%)
1 ; . ] =
2 i . ] o
3 ; ] . .
4 * * + 77
> ) + + 57
6 . _ _ .
! i ) - 12
8 - - + 37

Se utilizé € andlisis de varianza (ANOVA) para estimar la significancia de los efectos
principalesy susinteracciones, tal y como sereflgaenlaTablall.10. EnestaTablalasumade
cuadrados fue el factor utilizado para estimar las relaciones F, es decir, las relaciones de los
respectivos cuadrados medios delos efectosy el cuadrado medio del error. El valor Pindicaqué

factor es estadisticamente significativo, y cuél no lo es. Considerando, a efectos de este trabgjo,
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que P = 0.05 es €l vaor limite que separa los valores significativos de los que no o son, €l
andlisis de los resultados muestra que el factor B (concentracion del surfactante) es
estadisticamente el factor més significativo. El factor A (tiempo de extraccion) y lainteraccion
de ambos A xB también son estadisticamente significativos, mientras que € resto de factoresy
sus interacciones no son estadisticamente significativos. El efecto de laconcentracion de POLE
(variable B) produce un incremento de -69% en la eficiencia, independientemente de otros
niveles de las variables. El porcentaje de contribucion del tiempo de extraccion (variable A) y

lainteraccion AxB son bastante bajos, en torno a9y 11% respectivamente.

Tablall.10.- Andiss de varianzas (ANOVA) parad primer disefio factorial.

Efecto Sumade Grados de Cuadrados . 5
cuadrados libertad medios

A 152.25 1 152.25 541.34 0.027
9501.31 1 9501.31 33782.44 0.003

C 11.76 1 11.76 41.82 0.096

AxB 249.76 1 249.76 888.04 0.021

AxC 153 1 153 5.44 0.2%4

BxC 27.01 1 27.01 96.04 0.064

Error total 0.28 1 0.28

SS* total 9943.91 7

* Suma de cuadrados

L osresultados de este primer disefio pueden evaluarse por medio delacartade Pareto de
efectosy la superficie de respuesta estimada por el model o, utilizando las dos variables citadas:
concentracion de surfactante y tiempo de extraccién, como los Unicos factores significativos,
como se muestraen laFigurall.5. Como puede observarse, laregién donde el experimento se
[levd acabo no incluye el méximo. Por tanto, se requiere de un nuevo disefio factoria dirigido

en la direccion de méximo gradiente.



53 Capitulo |1

183.80| 4

AB |

BC [ I -9.80
c I I 16.47

AC '|-2.33

[ | | | |

L

0 40 80 120 160 200
Efectos Estandarizados

\

b
o | g
S a0l (777777 ]]]]
g% 1177771177
'S 60 f
©
!
EEZO‘ 0.1
. 0.06
0 5 0.02@@
10 15 20 o5 Qéy
Tiempo (min)

Figurall.5: Pareto (a) y superficie de respuesta (b) del disefio factoria previo paralos HAPs en

estudio (exceptuando naftaleno y acenafteno ala hora de calcular la media).



Resultados y Discusion 54

Con objeto de realizar una optimizacion mas exacta, se aplicé un disefio central, 2%+
estrella, con 3 puntos central es, teniendo como efectos principal eslos factores que resultaron ser
estadisticamente significativos: concentracion de surfactante y tiempo de extraccion. Este
segundo disefio factorial implica untotal de 11 experiencias deatorias. Ladistanciaaxia sefijé

en un valor de 1.474 para establecer la condicion de ortogonalidad.

Dado que hay quefijar losfactores que resultaron no ser estadisticamente significativos,
la cantidad de sedimento y el volumen de surfactante se mantuvieron constantes eigualesa 0.8
gy 10 mL, respectivamente. Losfactores se estudiaron alos niveles que se muestran en laTabla
1.11.

Tablall.11.- Pardmetros de la extraccion y niveles de los factores utilizados en el disefio
central, asi como los valores 6ptimos hallados para la extraccién ultrasonica

micelar de HAPs en sedimentos marinos.

Factor Fijados Menor Mayor Optimo
Volumen de surfactante (mL) 10 10
Cantidad de sedimento (g) 0.8 0.8
Tiempo de extraccion (min) 5 25 30
CroLe (M) 0.01 0.1 0.1

La matriz del disefio establecida a partir de los datos anteriores, asi como las
recuperaciones promedio que se obtuvieron a utilizar las condiciones experimentales
establecidas en la extraccion de HAPs, presentes en sedimentos marinos, se han agrupado en la
Tablall.12.
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Tablall.12.- Matrizdel disefioy valoresderespuestaen el disefio central, paralasextracciones

micelares de HAPs asistidas por ultrasonidos.

Experimento Tiempo (min) CroLe (M) Recuper aciones Promedio (%)
1 15.0 0.055 816
2 5.00 0.010 61.9
3 25.0 0.100 79.9
4 150 0.003 51.2
5 25.0 0.010 711
6 150 0.055 725
7 3.52 0.055 62.4
8 15.0 0.107 80.8
9 5.00 0.100 67.9
10 265 0.055 76.3
11 15.0 0.055 73.7

En laFigurall.6 se observa la superficie de respuesta estimada por € disefio. En esta
representacion se pone en evidenciaque la utilizacion de altas concentraciones de surfactante
y elevados tiempos de extraccién, conducen a las mejores recuperaciones. LaFigurall.6y los
datos agrupadosen laTablall.12 pueden indicar que las recuperaciones podrian mejorarse si en
las extracciones se emplearan concentraciones de POLE superiores y, especialmente, si se

aumentara el tiempo de extraccion.

Con objeto de comprobar lainfluencia del tiempo de extraccién en los porcentajes de
recuperacion medios del conjunto de HAPs estudiados, se han realizado experiencias con
disoluciones de estos hidrocarburos en las que no se han incluido naftaleno y acenafteno en

atencion alas consideraciones realizadas con anterioridad.
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Figurall.6:  Superficiederespuestaen el disefio central, paralasrecuperaciones mediasdelosHAPs

(exceptuando naftaleno y acenafteno).

En laFigurall.7 puede observarse la relacion existente entre el tiempo de extraccion y
los promedios de los porcentajes de recuperacion de los hidrocarburos. Se observa que las
recuperaciones de los HAPs aumentan rapidamente, al incrementarse €l tiempo, hasta alcanzar
los 20-25 minutos, a partir de los cuales |os rendimientos no muestran diferencias significativas.

Vistos los resultados obtenidos, se ha optado por utilizar, como condiciones experimentales
Optimas, lasincluidas en la Tabla I1.11.

En laFigurall.8 se incluye un cromatograma representativo del extracto en POLE que
se obtiene, tras la extraccién asistida por ultrasonidos aplicada a un sedimento marino que fue
previamente contaminado con una disolucion patrén de HAPs, haciendo uso de todas las
condiciones experimental es ya optimizadas.
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Figura I1.7:  Recuperaciones medias de los HAPs (exceptuando naftaleno y acenafteno) como una

funcion del tiempo de extraccién por ultrasonidos.
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Figurall.8: Cromatogramadel extracto obtenido al tratar un sedimento contaminado con HAPs con

unadisolucién de POLE y aplicacion de ultrasonidos, en las condiciones experimentales
optimizadas.
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- Eficacia dela extraccion

Para determinar la eficacia y la precision del método de extraccion propuesto, se
realizaron 6 extraccionesindependientes delosHA Ps conteni dos en un sedimento contaminado,
utilizando las condiciones experimental es optimizadas. L os resultados promedio obtenidos se
muestran en la Tablall.13. Debe enfatizarse el hecho de que los hidrocarburos con un nimero
deanillos superior a3 aportan recuperaciones entre 86.70 y 106.6%. L os val ores obtenidos para
ladesviacion estandar relativa RSD(%), evidencian lareproducibilidad del método de extraccion

propuesto.

En lacitada Tablano seincluyen naftaleno ni acenafteno, cuyasrecuperaci ones sabiamos,
por experiencias previas, que eran muy pequefias. L os resultados ahora comentados muestran,
ademés, que también fluoreno y fenantreno presentan bajas recuperacionesy altosvaloresdela
desviacion estandar relativa. De algunaforma, se pone de manifiesto quelosHAPsmésvol atiles,
de menor masa molecular, presentan recuperaciones con valores |o suficientemente pequefios
como para carecer de valor analitico. A estas bajas recuperaciones pueden contribuir diferentes
factores, entre los que destacan: |a degradacion de los HAPs, que puede tener lugar durante la
extraccion por ultrasonidos, debido al calentamiento, o la pérdida de los mismos durante el

proceso de contaminacion del sedimento.

L os resultados comentados anteriormente, junto con el hecho de que cuando se someten
disoluciones de HAPs en POLE a la extraccion por ultrasonidos se aprecia la considerable
estabilidad de estoshidrocarburos, nosllevan apensar queesen €l proceso de contaminacién del
sedimento donde tienen lugar |as pérdidas de los HAPs mas vol étiles. No obstante, otrasrazones
pueden encontrarse en las diferentes interacciones que presentan los HAPs con la materia
organicay/o inorganica del sedimento, que pueden afectar ala solubilidad o difusividad de los
HAPs en el medio micelar. Por otra parte, es posible que las condiciones en que se redlizala

extraccion no sean las mas apropiadas paralos HAPs ligeros.
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Tablal1.13.- Recuperaciones promedio y desviaciones estandar relativas (%) paralos HAPs
extraidos de sedimentos contaminados, haciendo uso de extraccién con POLE

asistida por ultrasonidos.

HAP Recuperaciones (%)* RSD (%)
Indeno(1,2,3-cd)pireno 103 2.39
Benzo(ghi)perileno 97.6 207
Dibenzo(a,h)antraceno 98.0 3.05
Benzo(a)pireno 94.1 4.25
Benzo(b)fluoranteno 107 171
Criseno 99.7 3.76
Benzo(a)antraceno 99.2 2.63
Pireno 86.7 6.36
Fluoranteno 89.6 7.02
Fenantreno 33.7 10.7
Fluoreno 520 425

* Media de seis extracciones

- Influencia del tamafio de particula del sedimento

El tamafio de particula del sedimento es una de las caracteristicas importantes de esta
matriz. Algunos estudios muestran diferencias en el perfil de distribucion de distintos grupos de

contaminantes, como HAPsy PCBs, segun el tamafio de particula del sedimento[126,127].

En consecuencia, se ha estudiado lainfluencia del tamafio de particulaen la eficaciade
la extraccion micelar ultrasonica de HAPs, con las condiciones optimizadas ya descritas. Para
ello, se han considerado 4 sub-fracciones con |os siguientes tamarios de grano: 250-500 pm, 125-

250 pum, 74-125 pmy <74 um. No fue posible el estudio del sedimento en su conjunto por |os



Resultados y Discusion 60

problemas de falta de homogeneidad del mismo, con la consiguiente falta de representatividad
de lamuestra. Las recuperaciones individuales de los HAPs encontrados en las distintas sub-
fracciones, las recuperaciones promedio y las desviaciones estandar relativas se muestran en la
Tablall.14.

Tablall.14.- Recuperaciones obtenidas de HAPs, en diferentes fracciones de particulade un

sedimento contaminado, mediante extraccion micelar ultrasdnica

Recuper aciones (%)

Recuperaciones RSD

HAP <74 74-125 125-250 250-500 poceoey(0p)
pm pm pm pm

Fl 4.40 2.70 3.20 434 1343 149
Fe 324 28.6 30.7 74.6 4158 53.1
Ft 70.7 74.6 83.7 95.8 81.20 13.7
P 68.6 818 82.0 97.1 82.38 14.1
B(a)A 87.2 98.6 98.8 102 96.53 6.58
Cr 91.0 98.7 100 101 97.70 4.66
B(b)Ft 9.8 105 107 107 104.0 4.70
B(a)P 87.2 94.4 94.6 104 95.13 7.38
diB(ah)A 86.7 98.4 99.3 97.3 95.43 6.16
B(ghi)Per 85.6 95.7 97.9 97.3 93.80 592
I(1,23-cdP 912 105 108 98.7 100.8 7.42
R (%)* 85.00 94.73 96.91 99.77

RSD (%) 11.01 10.80 9.36 3.80

*Vaores de recuperaciones medias para HAPs con un nimero de anillos superior atres.
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Como tendencia general, se constata que las mayores recuperaciones corresponden a
extracciones efectuadas en | as muestras con mayor tamafio de particuladel sedimento, olo que
es lo mismo, es posible generalizar diciendo que los HAPs se encuentran mas retenidos al

sedimento a disminuir €l tamafio de particuladel mismo.

Al considerar de formaindependiente el comportamiento del fluorenoy del fenantreno,
se observa que en las muestras asimilables a arena, en atencién a tamafio de particula, las
recuperaciones que se obtienen son muy superiores a las obtenidas en las restantes
granulometrias. Lafuerzacon lacual parecen quedar enlazados estos HAPs alas fracciones de
mayor tamarfio del sedimento podriajustificar, a menos parciamente, |as bajas recuperaciones

gue habiamos comentado.

Paralosrestantes hidrocarburos, |asrecuperaci ones obteni das paramuestras con tamario
de particula comprendido entre 250 y 500 mm es superior al 95% en todos los casos. Sin
embargo, cuando el tamafio de particula es menor de 74 mm, las recuperaciones maximas
alcanzadas son del 96.8% parael benzo(b)fluoranteno, mientras que parafluorantenoy pireno

los val ores obtenidos se aproximan a 70%.

En cualquier caso, a contrario de las previsiones que suelen hacerse, las mejores
recuperaciones, con independenciadel tamafio de particula, corresponden alos compuestos de

mayor peso molecular.

L asdesviacionesestandar rel ativasdelasrecuperacionespromediodecadaHA Psonmuy
diferentesy superiores a aquellas que se obtenian en el estudio de reproducibilidad del método
de extraccion propuesto (Tabla 11.13). De alguna forma, este hecho viene a sefidlar la
dependencia de la eficaciade laextraccion con lanaturaleza del hidrocarburoy con el tamafio

de particula de la subfraccion de sedimento considerada.

ConsiderandolosHAPsconunnimerodeanill ossuperior atres, todasl asrecuperaciones
son superiores a 70%, aunque en las fracciones maés finas parece ser més dificil la extraccion.
L as recuperaciones promedio obtenidas para cada sub-fraccion oscilan entre 86.1 'y 99.9%, con
valores de RSD(%) que varian entre 11.8 y 3.66%, respectivamente, para las fracciones de

tamario < 74 um y 250-500 pum, respectivamente.
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- Influencia de la mezcla de surfactantes

Existen estudios que ponen de manifiesto un aumento en las recuperaciones, cuando en
las extracciones se utilizan mezclas de surfactantes. Para comprobar esta observacion, se
realizaron experiencias en las que alas disoluciones de POL E se adicionaron tanto surfactantes
anionicos como cationicos. El surfactante anionico seleccionado fue el dodecil sulfato sodico
(LSS), y d surfactante catiénico elegido fue e bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB).
Manteniendo el conjunto de condiciones optimizadas (tipo de sedimento, condiciones 6ptimas
de extraccion, etc.), se disolvieron distintas cantidades de CTAB y LSS en POLE 0.1 M,
obteniendo asi disoluciones que se utilizaron para la extracciéon de HAPs contenidos en
sedimentos previamente contaminados. Para tres concentraciones diferentes de surfactante
iénico: 102M, 10°M y 10 M, se obtuvieron los porcentaj es de recuperacién paracadaHAP que
se muestran en la Tabla 11.15. Los resultados obtenidos sefialan que las recuperaciones son
totalmente comparables a las que se al canzan cuando |as disoluciones sélo contienen POLE, y
gueno existen practicamente diferencias en emplear unaconcentracién u otradelossurfactantes
ioni cosestudiados. Como hechospuntual es, puede mencionarsequeparalaconcentraciénmayor
de CTAB se obtienen recuperaciones algo peores, y que las recuperaciones del fluoreno

aumentan hasta un 30% utilizando estos medios.



Tablall.15.- Recuperaciones de HAPs contenidos en sedimentos, con la utilizacion de POLE 0.10 M y distintas concentraciones de

CTAB y LSS, aplicando extraccion ultrasonica

CTAB LSS
HAPs 10*M  10°M 10°M Media SD  RSD 10*M  10°M 102M  Media SD  RSD
(%) (%)
Fl 204 322 361 326 34 10 242 328 309 293 45 15
Fe 368 368 350 362 10 29 367 386 32 368 17 46
Ft 873 807 837 89 33 39 823 836 815 85 11 13
P 865 830 849 848 18 21 809 802 8.7 89 08 09
B@@A 987 100 933 974 36 37 97 984 96 92 07 07
Cr 103 104 975 101 34 33 102 103 104 103 12 12
B(b)Ft 106 107 97 103 56 54 105 103 106 105 16 15
B(a)P 912 996 768 892 12 13 83 772 718 801 45 56
diB(ah)A 102 982 92 985 35 36 972 996 101 993 20 20
B(ghi)Per 980 100 834 95 62 65 980 100 974 985 15 15

1(1,2,3-cd)P 101 9.1 85.9 954 8.3 8.7 98.0 94.6 9.1 97.2 2.3 24
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- Influencia de la adicién de electrolitos

Por Ultimo, seensay6 lainfluenciaquediversosel ectrolitos como: cloruro sadico, cloruro
magnésico hexahidratado, nitrato sodico y sulfato sddico anhidro, pueden ejercer en las
recuperaciones de los HAPs, siguiendo el procedimiento que estamos estudiando. Del mismo
modo gue en experiencias anteriores, se utilizan el conjunto de condiciones optimizadas, siendo
el Unico cambio laincorporacion de una determinada cantidad de cada una de las sales citadas
aladisolucion de POLE empleada como extractante. Este estudio se realizo con el empleo de
dos concentraciones de cada uno de los electrolitos, 0.10 M y 0.01 M. L os resultados obtenidos
para las recuperaciones delos distintos HA Ps en estas condiciones experimental es se muestran
enlaTablall.16.

Con respecto alos cromatogramas obtenidos, se obtuvieron deformaciones en |os picos
cromatogréaficos correspondientes alos HAPs mas ligeros cuando alas disoluciones de POLE

se agrega NaCl o MgCl,.6H.,0.

En cuanto al efecto que las distintas sales gjercen en los porcentajes de recuperacion de
los hidrocarburos, y como resultado mas significativo, puede mencionarse e considerable
aumento que experimentan lasrecuperacionesdel fluoreno, aunquelaeficaciasiguesiendo baja,
asi como &l empeoramiento que experimentan las correspondientesal fluorantenoy al pireno. De
resto, los valores obtenidos son equiparables alos que se obtenian con disoluciones de POLE

exentas de salesinorganicas.
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Tablall.16.- Efecto delaadicion de electrolitos en las recuperaciones de HAPs presentes en

sedimentospreviamentecontaminados, aplicando extracciénmicelar ultrasonica.

NaCl MgCl,-6H,0 NaNO, Na,SO,

HAP 001M 0.1M 001M 01M  00lM 01M 001M 0.1M
Fl 27.8 0 29 361 264 264 252 316
Fe 333 176 199 250 394 330 416 362
Ft 745 490 386 557 842 846 895 852
= 612 489 415 599 27 956 101 102
B(aA %2 986 985 102 %9 99 101 990
Cr 999 103 102 106 103 102 105 102
B(b)Ft 104 106 104 109 108 104 110 105
B(a)P 809 859 885 102 805 662 718 706
diB(ah)A 987 100 910 938 996 93 110 103
B(ghi)Per 102 986 %7 9.1 978 930 101 882

1(1,2,3-cd)P 984 110 96.3 101 103.4 96.1 94.4 97.1
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11.3.1.3.- Extraccion asistida por microondas

- Estabilidad de los HAPs

Es conocido que bajo la accion de la radiacion de microondas diversas sustancias
muestran inestabilidad. Con objeto de comprobar el comportamiento de los Hidrocarburos
Arométicos Policiclicos en las condiciones experimentales en que se efectlian los estudios
expuestos a continuacion, se prepararon disoluciones de estos hidrocarburos en POLE, se
introdujeron en los correspondientes reactores y se sometieron a la radiacion de microondas,
empleando condiciones experimentales equiparables a las empleadas en |los procesos de
extraccion que se comentan posteriormente. Los resultados obtenidos muestran que, a las
potencias y tiempos utilizados, asi como ala presion méxima que se alcanza en el interior del

vaso reactor, las disoluciones de los HA Ps estudiados pueden considerarse estables.

- Optimizacion de las variables experimental es

El uso de un disefio factorial para encontrar los valores més adecuados de | as variables
gueafectan alaextraccion asistidapor microondas, permite unaconsideracion global del nimero
de experimentos a redlizar, y de los posibles efectos de interaccidén entre las variables
seleccionadas. La aplicacion de una aproximacion estadistica, como es el disefio factorial,
permite disminuir el tiempo de puesta a punto del método, asi como proporcionar datos menos
ambiguos.

Existen diferentes variables que, en principio, pueden afectar laeficaciadelaextraccion:
concentracion de surfactante, presion méximaen € interior de los vasos, tiempo durante € cual
lapresion maximaen €l interior delosvasos se mantiene constante, denominado TAP, y potencia
del horno de microondas. Como primera aproximacion a la obtencion de una superficie de
respuesta representativadel proceso de extraccion de microondas, se utilizd un disefio factorial
completo de dos niveles, 2* (dos niveles, cuatro variables), que consta de 16 experimentos. Los
valores maximos y minimos dados a cada factor fueron: 10“y 10* M parala concentracion de

POLE, 1.35y 3.38 bares paralapresion en € interior de |os vasos reactores, 0y 10 minutos de
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TAP, 20y 80% de potencia maxima de microondas. El resto de variables implicadas en el
proceso de extraccion se mantuvieron constantes: volumen de surfactante (10 mL), cantidad de

sedimento (0.8 g) y cantidad de HAPs utilizada para |a contaminacién del sedimento.

Larecuperacion de cada HAP (y no la recuperacion promedio delosHAPs, tal y como
se utilizd en la extraccion micelar ultrasdnica) se ha tomado como el valor de respuesta que
utilizamos en este disefio, siendo el objetivo, en todos los casos, acanzar la maxima respuesta
posible. Los pardmetros del disefio experimental y sus respuestas elementales, es decir, las
recuperaciones obtenidas para cada HAP, se muestran en las Tablas 11.17 y 11.18. El orden del
listado en estastablasindica, exclusivamente, el orden, escogido al azar, en quelostratamientos
experimental es fueron llevados acabo. En dichas Tablas no se hanincluido los siguientes HAPs:

naftaleno, acenafteno y fluoreno, porque sus recuperaciones fueron siempre proximas a cero.
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Tablall.17.- Extraccion micelar de HAPs asistidapor microondas. Valores de los parametros

experimentales incluidos en €l disefio previo (27).

Exp Potencia (%) Pumax (bar) TAP (min)  CpoLer10° (M)
1 20 3.38 0 0.1
2 80 3.38 10 100
3 20 1.35 10 100
4 80 3.38 10 0.1
5 80 1.35 10 0.1
6 20 3.38 10 100
7 20 1.35 0 100
8 80 1.35 0 100
9 80 1.35 10 100
10 20 3.38 0 100
11 20 3.38 10 0.1
12 20 1.35 10 0.1
13 80 3.38 0 100
14 80 3.38 0 0.1
15 80 1.35 0 0.1
16 20 1.35 0 0.1




Tablall.18.- Valoresrespuesta, expresados como porcentaje de recuperacion, obtenidos a aplicar el disefio “ screening” (29), (EAM).

Exp Fe Ft P B(a)A Cr B(b)Ft B(a)P diB(a,h)A B(ghi)Per 1(1,2,3,-cd)P
1 0 0 0 0 133 7.00 0 14.3 20.6 0
2 0 0 0 124 275 34.8 219 52.5 59.1 40.1
3 51.0 61.2 60.3 68.8 77.2 64.6 65.0 67.6 74.3 41.5
4 29.9 26.0 29.8 26.5 46.1 309 134 339 42.6 17.7
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 10.0 291 0 791 16.1 0
7 0 0 0 2.82 331 15.3 0 4.90 26.4 0
8 48.3 84.3 102 105 110 104 89.7 93.7 105 90.8
9 10.6 33.6 33.6 0 56.0 575 0 20.9 0 0
10 47.9 60.2 60.2 62.0 67.8 63.5 432 61.6 68.4 46.2
11 56.2 61.9 61.9 423 77.8 64.2 210 52.0 64.7 225
12 0 0.10 0.10 0 10.0 4.44 0 0 7.72 0
13 20.8 321 321 0 499 432 0 13.6 0 0.10
14 0 0.10 0.10 0 843 9.00 0 4.32 0 0
15 4.40 3.80 3.80 131 12.1 250 249 711 174 11.8

=
(o]

2.70 1.40 141 10.1 229 111 13.2 15.7 19.7 10.0
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EnlaTablall.19 se muestran los efectos principalesy lasinteracciones entre los distintos
efectos que se obtienen. En todos los casos, €l efecto principa es la concentracién de POLE,
mientras que el resto de factores, y las interacciones entre ellos, no son estadisticamente
significativas (P=0.05). A pesar de esta consideracién, puede indicarse que paralamayoria de
los hidrocarburos estudiados, se encuentra que el segundo factor en importancia es la presion
maximaen €l interior de los vasos. La superficie de respuesta que se obtiene con este modelo
experimental, haciendo uso de estas dos variabl es, concentracion de POLE y presion méximaen
el interior de los vasos, se muestra en la Figura 11.9. En dicha Figura se observa que la region
donde se llevaron a cabo |os experimentos no incluye el éptimo operacional. No obstante, este
disefio previo nos ha permitido encontrar las variables significativas, que seran las que nos

permitan alcanzar €l Gptimo de trabgjo.

Recuperaciones (%)

Figurall.9: Extraccion micelar de HAPs asistida por microondas. Superficie de respuesta

representativa de la aplicacion del disefio previo (24).



Tablall.19.- Efectos estimados e interacciones sobre las recuperaciones de los HAPs, en la extraccidén micelar asistida por microondas.

Efectos Fe Ft P B(a)A Cr B(b)Ft  B(a)P diB(ah)A B(ghi)Per 1(1,2,3-cd)P
Potencia (%) -5.47 -0.61 1.69 -3.66 -0.21 8.89 0.94 0.25 -9.25 6.28
Puvax (bar) 4.73 -0.51 -4.79 -71.04 -2.61 -3.26 -11.7 3.78 2.65 -2.20
TAP (min) 2.94 011 614 534  -166  -231 -6.21 2.45 0.90 -3.40
CroLe (M) 322 44.2 39.7 339 51.8 43.6 215 30.8 30.1 20.8
Potencia x Py -7.88 -15.4 -15.9 -12.7 -9.04 -13.8 -8.16 -8.12 -7.78 -8.98
Potenciax TAP ~ -11.2 -15.3 -17.1 -14.4 -11.1 -12.1 -13.6 -5.30 -6.02 -7.82
Potenciax Cpo e -8.89 -1.21 -1.56 -7.51 184 -1.96 -7.46 -6.25 -12.4 -6.68
Prax X TAP 141 -1.24 491 10.1 7.16 4.84 9.49 10.7 22.5 119
Prax X CpoLE 6.51 0.79 -0.14 -4.34 -6.16 -6.56 -7.61 -10.3 -10.1 -9.25

TAP x Cpoe 4.72 141 261 -2.64 0.64 0.19 -2.16 -2.30 -5.40 -10.4
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En atencion alo expuesto, a continuacion se ha desarrollado un disefio factorial de dos
nivelesrelacionado con el utilizado previamente, orientado enladireccion del gradiente maximo.
En este caso se mantienen constantes la potencia de microondas y el TAP, variables que
demostraron no ser significativas en el disefio previo, con objeto de acortar € nimero de
variablesy poder centrarnos en localizar e maximo. De estas variables, |a primera se relaciona
con la velocidad de calentamiento del horno. Por otra parte, el horno de microondas de que
disponemos no nos permite controlar latemperatura, que si eslavariableimportante, por lo que
hemos de trabagjar con la presion méxima en el interior de los reactores. La potencia de
microondas se fijaa 60%, que es o suficientemente alta como para minimizar el tiempo total
deextraccion. El TAP sefijaen 5 minutos, paraasegurar laextraccion cuantitativade losHAPs.
En este caso se emplea un disefio experimental central, 22 + estrellas (2 niveles, 2 variables), con
3 puntos centrales, dando lugar a 11 experimentos aleatorios. La Tabla11.20 muestralos niveles
usados en este disefio. Los resultados que se obtienen, asi como la correspondiente matriz del

disefio, se muestran en la Tabla 11.21.

Tablall.20.- Pardmetrosdeextracciony nivelesenlosfactoresempleadosen el disefio central,

asi comolosval ores Optimos paralaextraccion de HA Psasi stida por microondas.

Factor Fijados  Menor Mayor Central  Optimo
Potencia(%) 60 60
Prax (bar) 2.03 541 3.72 2.03
TAP(min) 5 5

CroLe-10° (M) 5 100 525 20




Tablall.21.- Extraccion micelar de HAPs asistida por microondas. Disefio de lamatriz y valores respuesta en el disefio central.

Disefio Recuper aciones (%)
CroLe (M) Pa (bar) Fe Ft P B(a)A Cr B(b)Ft B(aP diB(ah)A B(ghi)Per 1(1,2,3-cd)P
0.0525 3.72 429 65.8 32.3 64.2 74.8 575 40.1 66.5 76.2 67.9
0.005 541 0 0 0.10 63.5 0 324 0.10 47.6 47.1 0
0.0525 2.03 58.4 67.5 61.2 70.1 72.8 52.6 62.7 68.3 66.7 724
0.1 2.03 524 43.8 41.0 32.7 56.8 12.8 10.5 46.4 47.9 289
0.1 3.72 29.7 318 0.10 129 44.8 471 0.10 30.1 27.7 24.2
0.0525 3.72 56.0 60.6 55.9 60.4 69.1 46.3 435 67.5 63.8 57.4
0.005 3.72 17.0 0 191 13.0 52.6 28.7 0.10 60.6 379 35.2
0.0525 541 29.0 36.9 0 17.3 50.9 20.5 151 38.4 324 319
0.1 541 354 319 216 26.6 43.0 5.52 2.62 35.8 31.0 26.4
0.005 2.03 38.5 62.6 58.4 74.7 86.2 74.7 56.2 86.9 85.3 84.4

00525  3.72 59.2 98.3 334 734 106 101 0.10 98.5 91.0 85.8




Resultados y Discusion 74

LaFigurall.10 muestralasuperficie de respuestaobtenidaparael criseno, tomadacomo
ejempl o, con este nuevo model o. En dicha Figura se puede observar un méximo, en laregién de
bajas concentraciones de surfactante y bajas presiones maximas en el interior de los vasos. A
altas presiones, las recuperaci ones son bajas, probablemente debido a procesos de degradacion

aque se ven sometidos los HAPs, por |as temperaturas a canzadas en el interior de |os vasos.

100

Recuperaciones (%)

CPOLE M)

Figurall.10: Superficie de respuestadel criseno, puesto a modo de gjemplo, con la aplicacién del
disefio central.

ParalosdiferentesHA Psestudiados, |osval ores dptimos paralaconcentracion de POLE,
claramente visibles en la superficie de respuesta, oscilan entre 0.01 y 0.04 M, mientras que €l
valor optimo de presion méxima fue siempre de 2.03 bares. Para encontrar la concentracion de
surfactantemésadecuadaparaesteestudio, serealizaron experienciascon cuatro concentraciones
diferentes de surfactante: 0.04, 0.03, 0.02 y 0.01 M. Para estas concentraciones, los valores
correspondientes alas recuperaciones de | os distintos hidrocarburos presentan diferencias entre

3y 12%, aunqgue las mejores recuperaciones se obtuvieron siempre con una concentracion de
surfactante de 0.02 M.
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De acuerdo con los resultados indicados, las condiciones experimental es 6ptimas de

trabajo son las que se sefidan en la Tabla 11.20.

Para determinar la precision del método de extraccidn, se efectuaron seis extracciones
independientes manteniendo fijas las condiciones experimentales optimizadas. La Tabla 11.22
muestra | os resultados promedio obtenidos. Debe enfatizarse que los HAPs con un nimero de
anillos superior a 3 presentan recuperaciones gque oscilan entre 85.70 y 100.7%. Asimismo, |os
valores de desviacion estandar relativamuestran que, en general, lareproducibilidad del método

de extraccion propuesto, para los hidrocarburos sefialados, es elevada.

Tablall.22.- Recuperaciones medias y desviaciones estandar relativas para losHAPs

estudiados, extraidos con un medio micelar de POLE en un sistema de

microondas.
HAP Recuperaciones(%)* RSD (%)
Indeno(1,2,3-cd)pireno 96.0 4.02
Benzo(ghi)perileno 984 3.93
Dibenzo(a,h)antraceno 994 3.48
Benzo(a)pireno 84.4 577
Benzo(b)fluoranteno 101 351
Criseno 95.0 1.70
Benzo(a)antraceno 85.7 3.78
Pireno 87.8 6.58
Fluoranteno 87.8 7.00
Fenantreno 49.4 294
Fluoreno 115 62.1
Acenafteno 6.42 116

*Media de seis extracciones
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Los HAPs mas volétiles, tales como fenantreno, fluoreno y acenafteno, muestran bajas
recuperaciones gque oscilan entre 49.4 y 6.42%, respectivamente, mientras que para otros
hidrocarburos, como el naftaleno, las recuperaciones obtenidas son proximas a cero. Hay
diferentes motivos que pueden contribuir a estas bajas recuperaciones: la degradacion de HAPs
gue puede tener lugar a utilizar radiacién de microondas, por la presion y temperatura que se
alcanza en el interior de los vasos, asi como la pérdida de HAPs durante el proceso de

contaminacion del sedimento.

Las experiencias realizadas con los HAPs disueltos en e medio micelar de POLE
sometidos a las condiciones experimentales establecidas en €l proceso de optimizacion del
método, pusieron de manifiesto que, en general, los hidrocarburos pueden considerarse estables
frente a la radiacion de microondas. Estos resultados indicarian que es durante el proceso de
contaminacion del sedimento, tal y como se explica en la Parte Experimental, donde algunos
HAPs, y especialmente |os ligeros, pueden haberse volatilizado. Otro hecho ha considerar para
justificar las pobres recuperaciones de los HAPs mas ligeros, serian las diferentes interacciones
gue presentan los hidrocarburos con la materia organica e inorganica presente en el sedimento,
gue afecta ala solubilidad o difusividad de los HAPs en el medio micelar. En este supuesto,
cabria plantearse que las condiciones extractivas no son las mas adecuadas paralos HAPs méas

ligeros.

- Influencia de la cantidad de muestra

Con objeto de comprobar si unamodificacion en la cantidad de muestra puede provocar
cambios en las condiciones éptimas de extraccion, se realizaron un conjunto de experimentos
utilizando cantidades de muestra que oscilaron entre 0.3 y 5.0 g, empleando las condiciones de
extracci on optimi zadas en sumomento para0.8 g. L osresultados que se obtienen paracantidades
de muestrainferiores a 3 g no presentan diferencias significativas. Para cantidades de muestra
superiores, los resultados indican que para mejorar |as recuperaciones se necesitarian mayores

tiempos de extraccion. Estatendenciaquedaclaramente reflejadaen laFigurall.11.
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- Extracciones simultaneas

Unade las ventajas principales de |os procesos de extraccion realizados con €l empleo
de radiacién de microondas, es la posibilidad de llevar a cabo varias extracciones
simultaneamente. Todos los estudios de extraccion comentados anteriormente se realizaron
colocando un vaso reactor, con la muestra de sedimento y el extractante, en el horno de
microondas. Un aumento en el nimero de reactores en lacavidad del horno implicaqueexistira
un cierto reparto de la energia de microondas entre e conjunto de reactores, con lo cual podria
pensarse en un alegamiento de las condiciones Optimas de extraccion. Al realizar extracciones
simultaneas se pone de manifiesto, anivel experimental, que no es necesario un cambio en las
condiciones éptimas de trabajo previamente establecidas. Ademas, |as recuperaciones que se
obtienen son similares alas que se producen cuando se efectlia una extraccion aislada. La Unica
diferencia estriba en gque, en este caso, hay que aumentar €l tiempo total de residencia de los
vasos de reaccién en € horno de microondas hasta 10 min, en comparacién con los 6 minutos
gue se requerian con una extraccion individual. En la Figurall.12 se muestralavariacion dela
presion en e interior de cadarecipiente cuando seintroducen 1 6 6 vasos en el horno. Unaopcion
parareducir el tiempo total de residencia, cuando se incrementa el niUmero de vasos, puede ser
incrementar la potencia del horno de microondas, lo que permitiria alcanzar la presién méxima

de 2.03 bares en un tiempo menor.
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Figurall.11l: Influencia de la cantidad de sedimento utilizada en las recuperaciones de los HAPs,
empleando las condiciones optimizadas para 0.8 g de sedimento.
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Figurall.12:

Variacion del la presion en € interior de los reactores con respecto al tiempo de
residenciaen el horno, cuando se incrementa el nimero de reactores en la cavidad del

microondas, con el consiguiente retraso en alcanzar la presion maxima establecida. (1)
1 reactoresy (2) 6 reactores.
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11.3.1.4.- Comparacién delos métodos de extraccién asistida por microondasy por

ultrasonidos

En losapartados previoshemos propuesto | aextraccion de HA Ps de sedimentos marinos
haciendo uso de extracciones asistidas por microondasy por ultrasonidos, con un medio micelar
de POLE, como paso previo aladeterminacion de los hidrocarburos por HPLC con deteccion
UV. En ambos métodos, €l conjunto de condiciones experimentales Optimas se establecié
mediante la aplicacion de disefios factoriales. El objetivo de la optimizacion realizada consistio
en obtener la méxima recuperacion de cada uno de los HAPs utilizados en la contaminacion de

| 0s sedimentos marinos.

Con objeto de comprobar ambas metodol ogias, en la Tabla 11.23 se han resumido las
condiciones experimental es paralaextraccion de HAPs con POLE, ayudadas por laradiacion de
microondas o ultrasonidos. Puede observarse que, para la misma cantidad de sedimento, la
extraccion asi stidapor ultrasonidosreguiere unamayor concentracion de surfactantey mayores
tiempos de extraccion.

Tablall.23.- Pardmetros 6ptimos delosmétodos de extraccién asi stidos por microondasy por

ultrasonidos.
Sistema de Extraccion
Parametro
Microondas Ultrasonidos

Tiempo de extraccién (min) 5 30 (210)
Volumen de extractante (mL) 10 10
Concentracion de extractante (M) 0.02 0.10
Presion méaxima (bar) 2.03 --
Potencia (W) 378 --
Cantidad de muestra (mg) 800 (100) 800 (100)

Los valores entre paréntesis se refieren alas condiciones de extraccion para el

sedimento de referencia
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Por otra parte, como puede observarse de los datos de la Tabla I1.24, hay diferencias
significativas entre la eficacia de las extracciones que se alcanzan paralos HAPs de bajo peso
molecular y paralos que poseen un nimero de anillos superior atres. Cuando se realizan seis
extraccionesindependi entes de sedimentos contaminados, lacomparacion delasrecuperaciones
de los HAPs pone de manifiesto que existen importantes pérdidas de los HAPs mas vol &tiles.
Entre ellos, naftaleno y acenafteno presentan recuperaciones proximas a cero. Fluoreno y
fenantreno, utilizando microondas y ultrasonidos, muestran recuperaciones maximas del 49y
34% respectivamente. Existen diferentes razones que pueden contribuir a las bajas
recuperaciones delos HAPs mas vol &tiles. En apartados anteriores se han comentado algunas de
éllas, relacionadas con el proceso de contaminaciéon del sedimento, o con la degradacion
favorecida por la accion de la radiacién de microondas o de ultrasonidos. Como ya se ha
indicado, |as interacciones que los HAPs presentan con la materia organica y/o inorgéanica del
sedimento, que pueden influenciar su solubilidad o difusividad en e medio micelar, pueden

gjercer unainfluenciaimportante en los procesos de extraccion comentados.

En cambio, los HAPs con un nimero de anillos superior atres muestran porcentajes de
recuperacion superiores al 85%. Al comparar ambos métodos se observa que | as recuperaciones
promedio son ligeramente superiores en laextraccion asistida por ultrasonidos, si bien presentan

desviaciones estandar similares.

Por otra parte, las recuperaciones promedio han sido evaluadas para cada método de

extraccion individual, utilizando como pardmetro representativo el error sistemético constante:

Dra (%0) = [(X1-X2)/X4]-100

siendo X, y X, las recuperaciones de cada HAP en la extraccion asistida por microondasy por

ultrasonidos, respectivamente.
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Tablall.24.- Recuperaciones promedio y porcentajes de RSDs de los HAPs después de la

extraccion asistida por microondasy ultrasonidos.

HAPS Extraccion por microondas Extraccién ultrasonica D
Recuperaciones (%) RSD (%) Recuperaciones(%) RSD (%)

Fi 115 62.1 5.20 425 548
Fe 494 294 33.7 10.7 318
Ft 87.8 7.00 89.6 702 -2.06
P 87.8 6.58 86.7 6.36 129
B(a)A 85.7 3.78 99.2 263 -158
Cr 95.0 1.78 99.7 376 -490
B(b)Ft 101 351 107 171 -5.83
B(a)P 84.4 5.77 94.1 425 -11.6
diB(ah)A 99.4 348 98.0 305 144
B(ghi)Per 98.4 393 97.6 207 091
1(1,2,3-cd)P 9.0 4,02 103 240 -7.46
Recuperaciones (%)* 92.81 97.18
SD* 6.38 6.25
t experimental 3.38 1.35
F experimental 1.04

*V alores promedio paralas recuperaciones y desviaciones estdndar de HAPs con un nimero
de anillos superior atres.

t0.05,8 = 231, F0.05,8,8 = 4433
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Aquellos HAPs con un numero de anillos superior a tres como pireno,
dibenzo(a,h)antraceno y benzo(ghi)perileno aportan valores para D, inferiores a 2%. HAPs
como fluoreno y fenantreno dan valores para D,y de 54.8 y 31.8% respectivamente, pero la
eficacia de la extraccién no es muy buena. Para€l resto delos hidrocarburos se obtienen valores
negativos de D, que oscilan entre 2 y 16%, poniéndose de manifiesto que laextraccion asistida

por ultrasonidos es més eficaz que la extraccion asistida por microondas.

Teniendo en cuentalas recuperaciones medias paralos hidrocarburos con un nimero de
anillos superior atres, el test Student muestra que no hay diferencias significativas (P = 0.05)
entre las recuperaciones medias halladas en la extraccién asistida por ultrasonidos 'y € valor
tedrico de 100%. En cambio, €l test F paraun nivel de confianzadel 95% muestraque no existen

diferencias significativas entre las varianzas de ambos métodos.

11.3.2- EXTRACCION DE HAPS CONTENIDOS EN UN MATERIAL DE
REFERENCIA CERTIFICADO

11.3.2.1.- Andlisispor HPLC

La metodologia desarrollada en |os apartados anteriores, para la extraccion de HAPs
contenidos en sedimentos contaminados, se ha aplicado a un sedimento marino con una
composicién certificada. En estos casos, una limitacién importante puede ser la cantidad de
sedimento a utilizar. Como, por otra parte, las concentraciones de los HAPs en el material de
referencia se pueden considerar pequefias, se ha impuesto la necesidad de sustituir el detector
visible-UV por un detector de fluorescencia, para al canzar limites de cuantificacion adecuados

cuando se utilizala determinacion por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién.

Al emplear el método cromatografico desarrollado, utilizando unadisolucion patrén que

contiene 15 HAPsy una composicion similar ala obtenida después de aplicar la extraccion con
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POLE, como se hacomentado anteriormente, se obtienen cromatogramas como el representado
en laFigurall.13(a). La adecuacion del método cromatogréfico para la determinacion de los
HAPs contenidos en el sedimento certificado queda demostrada al observar la Figurall.13(b),
en la que se presenta el cromatograma correspondiente a una disolucién obtenida tras aplicar
extraccion asistida por microondas, haciendo uso de POLE como extractante, a sedimento de

referencia

El andlisis de los datos obtenidos muestra que, para los distintos HAPs, se obtienen
tiempos de retencion satisfactorios, con desviaciones estandar relativas que oscilan entre 0.64 y
1.23%. Para la cuantificacion de los HAPs se construyen curvas de calibrado basados en la
medida del tamafio de los picos cromatogréficos como éreas de pico, obteniéndose relaciones
lineales con R? > 0.990. Los pardmetros de calidad del método cromatogréfico se muestran en
laTablall.25.

L os limites de deteccién obtenidos para cada uno de los HAPs analizados, oscilan entre
0.03 ng/mL para el benzo(k)fluoranteno y 1.09 ng/mL para el pireno. Fueron calculados como
tres veces la desviacién estandar de una sefial que se corresponde con una disolucién que
contiene concentraciones de los HAPs proximas a valor mas bajo del rango lineal de cada
hidrocarburo. También se evalud la repetitividad del sistema cromatogréafico, obteniéndose

desviaciones estdndar relativas que oscilan entre 0.20 'y 6.14% paralos diferentes HAPs.

Para estudiar lainfluenciadel medio micelar en la determinacion cromatogréfica de los
HAPs seleccionados, las diferentes disoluciones patron fueron preparadasen POLE 0.02 6 0.10
M, dependiendo del método de extraccion utilizado: microondas o ultrasonidos. Todos los
compuestosestudi adosaparecen compl etamente separadosdel surfactanteenloscromatogramas
obtenidos después de lainyeccién delos patrones. Como puede observarse en laFigurall.13.(b)

en el cromatograma aparece una sefial de baja intensidad que afectaalos HAPs méas volatiles.
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Figurall.13: (a) Cromatograma de unamezclaestdndar de HAPs, analizada por HPL C con deteccion
fluorescente. (b) Cromatograma de la disolucién obtenida al aplicar a sedimento de
referencia una extraccion con POLE asistida por microondas en las condiciones

descritas.



Tablall.25.- Pardmetros de calidad del método cromatogréafico.

HAP Rangolineal (ng/mL) Pendiente+SD Ord. Origen + SD R Syix LOD (ng/mL) RSD(%)
N 0.9-15 0.861 + 0.027 0.564 + 0.224 099 0533 0.36 6.14 (6.5)
Ace 20-10 0.343+0.010 -0.150 + 0.060 09%4 0113 0.83 5.65 (4.5)
Fl 1.3-10 0.499 + 0.009 -0.103 + 0.04 0997 0122 0.62 5.40 (4.5)
Fe 10-10 0.798 £ 0.021 -0.217+0.119 0995 0.273 0.49 1.02 (4.0
A 04-50 2.058 £ 0.027 -0.059 + 0.074 0998 0.189 0.15 1.73(2.5)
Ft 35-35 0.197 + 0.002 -0.098 + 0.044 0999 0.108 0.66 259 (12)
P 20-35 0.427 + 0.019 -0.011 + 0.228 099%  0.302 1.09 264 (12
B(@A 05-50 2.548 + 0.086 0.609 + 0.215 0995 0458 0.22 0.20 (1.6)
Cr 04-15 1.015+ 0.032 0.099+ 0.213 0995 0504 042 1.73(7.0)
B(b)Ft 06-10 1.743+ 0.029 0.310 £ 0.155 0.998 0402 0.16 2.20 (4.0
B(K)Ft 03-50 3.383 + 0.086 0119+ 0.222 0994 0594 0.03 1.93(2.5)
B(a)P 03-30 3.330+0.115 -0.483+ 0.204 0994 0383 0.30 1.68 (2.0)
diB(a,h) 14-15 0.920 + 0.025 -0.144 + 0.156 0998  0.257 0.80 1.44 (6.5)
B(ghi)Per 1.0-10 1.307 + 0.049 0.108 + 0.231 09% 0358 0.52 4.23(5.0)
1(1,2,3-cd)P 4.0-30 0.179 + 0.003 -0.106 + 0.044 0.998 0.092 0.69 4.29 (10)

R: Coeficiente de correlacion (n=6). Sy x: Error estandar de la estimacion. L OD: Limite de deteccién. Conc. en ppb de los HAPs utilizados para
calcular € LOD: 0.7, 0.6, 0.4, 0.5,0.18, 1.2, 1.8, 0.4, 0.4, 0.5, 0.2, 0.2, 1, 0.6, 1 (respectivamente). RSD(% ): Desviacion estandar relativa para
las medidas cromatograficas (n=6). Los valores entre paréntesis en (ng/mL) son las concentraciones utilizadas.



Resultadosy Discusion 86

Cuando se utilizan las disoluciones con laconcentracién de 0.10M de POLE, dicha sefia
dificulta la cuantificacion del fluoreno, aunque este inconveniente no es tal, porque dicho
hidrocarburo, de bajo peso molecular, presenta recuperaciones muy bajas, no aconsejandose su
determinacién por |os métodos propuestos. Por otra parte, no se observaningunainfluenciadel
medio micelar en la intensidad de fluorescencia que presentan los HAPs con un nimero de
anillos superior a tres. Incluso, no se observaron cambios en la eficacia de la columna

cromatografica después de repetidas inyecciones del surfactante.

[1.3.2.2.- Extraccion de HAPs contenidos en e sedimento SRM 1941a

El sedimento marino certificado (SRM 1941a) ha sido utilizado para validar los dos
métodos de extraccion que hemos venido comparando. No fue posible utilizar las mismas
condi cionesopti mizadasparal ossedi mentoscontami nados, puesto queambossedimentostienen
caracteristicasdiferentes, especialmente enlo que serefiere al contenido en materiaorganica. Es
por ello que fue necesario utilizar una menor cantidad del sedimento certificado y, en
consecuencia, disminuir laconcentracion delos HAPs en disol ucién. Por estarazon setuvo que

realizar unanueva optimizacion del método de extraccion.

L osmétodosde extraccion propuestos poseen unaserie deventgjas, como son loscortos
tiempos de extraccion, especialmente cuando |os comparamos con los correspondientes a los
métodos convencionaes. Para evaluar la influencia de este pardmetro en la eficacia de la
extraccion, el sedimento de referencia se someti ala extraccion asistida por microondasy por

ultrasonidos con POLE.

La Figura I1.14 muestra las recuperaciones promedio, incluyendo los intervalos de
confianza a un nivel del 95%, como una funcién del tiempo de extraccion. En la extraccion
asistidapor microondas hay un ligero incremento de | os porcentaj es de recuperacién, que no es
significativo estadisticamente, cuando pasamosde 5 a30 minutos. Por otraparte, enlaextraccion

asistidapor ultrasonidos, existen aumentos significativosen lasrecuperaciones cuando pasamos
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de 30 a 210 minutos, aungue no sucede lo mismo al seguir aumentando el tiempo de extraccion.
En atencion a lo expuesto, los tiempos de extraccion se fijaron en 5y 210 minutos para la
extraccion asistida por microondasy por ultrasonidos, respectivamente. Estas conclusiones han
sido establecidas con experiencias en las que se utilizaron 100 mg del sedimento certificado.
Cuando las cantidades de sedimento se incrementan hasta 200 mg las recuperaciones no

experimentaron diferencias significativas.

Como se muestraen laTabla1l.23, el resto de parametros experimental es optimizados
con los sedimentos contaminados, son también adecuados para el sedimento certificado. En
general, los resultados que se obtienen ponen de manifiesto que en la extraccion asistida por
microondas, €l tiempo de extraccion no es un pardmetro critico, si éste es superior o igua a5
minutos. Cuando se compara con | os tiempos asociados a métodos convencional es, este tiempo
de extraccion es realmente pequefio. Al utilizar la extraccion asistida por ultrasonidos, es
necesario encontrar el tiempo éptimo de extraccion cuando las caracteristicas de | os sedimentos

sean diferentes, especiamente en lo que respecta a contenido en materia organica 'y a la
distribucién del tamafio de particula.
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Figurall.14: RecuperacionespromediodeHAPsenfunciondel tiempo total de extraccion, utilizando

microondas y ultrasonidos.
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LaTablall.26 muestralosvalores experimental es obtenidos para |asrecuperacionesde
los HAPs considerados, en las condiciones experimentales establecidas. Para determinar la
exactitud y precision de los métodos, seis porciones de 100 mg del sedimento certificado fue
extraido con 10 mL de POLE 0.02 y 0.10 M utilizando microondas y ultrasonidos,
respectivamente, y empleando | os citados tiempos optimizados de extraccion, 5y 210 minutos.
L as recuperaciones de los hidrocarburos més volatiles son practicamente iguales a cero o muy
pequefias, a igual que sucedia con |os sedimentos contaminados. Los HAPs con un nimero de
anillos superior a tres, muestran recuperaciones promedio significativamente méas atas con
ultrasonidos que con la extraccion asistida por microondas. Larecuperacion promedio obtenida,
86.5% con ultrasonidos, puede considerarse como elevada, aungue es un 10% menor que laque
se obtenia con sedimentos contaminados. La precision obtenida con ambos métodos ha sido
estudiada por medio de la desviacion estédndar relativa. En general, para los hidrocarburos

considerados, este pardmetro presenta valores similares, o inferiores, alos certificados.



Tablall.26.- Recuperaciones promedio y porcentajes de RSD para el sedimento marino certificado SRM 1941a, con ambos métodos

de extraccion de HAPs.

Extraccién por microondas
Valores

Extraccién ultrasonica

HAPs  certificados (“:’z,ag) Fz;gb Valores Sbe RSD! R Valores She  RSD¢ R
(ng'9) hallados(nglg) (ng/y) (%) (%)  hallados(nglg) (nglg) (%) (%)
Ft 981 78 7.9 895 43 5.4 91 819 12 15 83
P 811 24 2.9 533 32 6.0 66 683 59 8.6 84
B(aA 427 25 5.8 244 15 6.4 57 215 18 8.3 50
Cr 380 24 6.3 386 37 97 102 381 1 2.8 100
B(b)Ft 740 110 149 543 2 41 73 591 9.1 15 80
B(k)Ft 361 18 4.9 266 19 7.0 74 298 12 4.0 82
B(a)P 628 52 8.3 304 1 38 48 462 29 6.3 74
diB(ah)A 73.9 97 131 73.0 2.0 3.4 99 85.0 12 14.8 115
B(ghi)Per 525 67 12.8 374 11 0.1 71 511 15 3.0 97
1(1,2,3-cd)P 501 72 14.4 465 4.2 0.8 93 501 56 11.3 100
Media 47 714 6.2 86.5

2 Desviacion estandar de los valores certificados. ° Desviacion estandar relativa de los val ores certificados.

¢ Desviacion estandar de los valores experimental es. ¢ Desviacion estandar relativa de los val ores experimental es.



CAPITULO LI

PRECONCENTRACION DE HAPs MEDIANTE EXTRACCION POR
PUNTO NUBE.
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[11.1.- INTRODUCCION

11.1.1.- EL PUNTO NUBE o CLOUD POINT

Con relacion a otras disol uciones acuosas, un rasgo Unico de las disoluciones formadas
por solubilizacion en agua de surfactantes no ionicos es que, para cada concentracion de
surfactante, existe un estrecho margen de temperatura, por encimadel cual las disoluciones se

vuelven turbias, o 1o que eslo mismo, se ha alcanzado el “Punto Nube”.

En principio, se admite que dicha turbidez se debe a la formacién de agregados del
surfactante, de gran tamafio, que dispersan laluz visible que atraviesa la disolucién [128]. Por
encima de la temperatura del punto nube, se separan dos fases isotropicas de la disolucion
micelar. Esta separacion de fases esreversible, de manera que mediante una disminucion de la

temperatura, las dos fases convergen paraformar de nuevo una solafase.

Latemperatura a la que se observa el punto nube va a depender principalmente de la
concentraciéon de surfactante en la disolucion. Por tanto, si representamos graficamente la
temperatura a la que ocurre la separacion de fases frente a la concentracién de surfactante en
disolucién, obtenemosun “ diagramadefases’ en el que se observaunazonaenlague predomina
unasolafase (L), y otraen la se observa la existencia de dos fases (2L). La curvaque separa
estas dos regiones se denomina“ curva de codisolucion”. Al punto minimo de estacurvasele
conoce como “punto critico”, y alatemperaturay concentraci6n alasqueocurre selesdenomina
“temperaturacritica“(T¢) y “concentracion critica’ (Cc), respectivamente. Una curvatipica de
coexistencia, parasurfactantes no iénicos, serepresentaen laFiguralll.l. Esimportante resaltar
gue, en zonas de altas concentraciones del surfactante, el diagrama de fases puede llegar a ser

mucho mas complicado y mostrar zonas de fases ani sotropicas, cristalesliquidos, etc.[129,130].
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Figuralll.l: Diagrama de fasestipico de las disoluciones micelares de surfactantes no-iénicos. (L)
se refiere a laregion de la disolucion isotrépica sencilla, mientras que (2L) sefida la

region de coexistencia de las dos fases i sotropicas.

En distintas referencias bibliogréficas se pone de manifiesto que, para un surfactante no
ionico, enlaregion superior delacurvade coexistenciadel diagrama de fases no existen micelas,
porque las moléculas del surfactante han sido segregadas desde la fase acuosa. No obstante,
también se encuentran articulos en los que se sefialan evidencias acerca de la existencia de
micelas, u otras estructuras de fases. laminares, hexagonaes, etc., en las que participa €
surfactante, en zonas superiores alas correspondientes alaformacion del punto nube[131,132].
En todo caso, no existe acuerdo con respecto alaconcentracién méximade surfactante alaque
laestructuramicelar contindia estando presente, ni tampoco sobre la naturaleza de la estructura
microscopica de las disoluciones atamente concentradas en surfactante. Como criterios
generales, suele admitirse que, atemperaturas considerablemente superioresa T, |os aumentos
de calor hacen que lafase empobrecidaen surfactante se vuelve cadavez masdiluida, mientras

que lafase enriquecida se vuelve no micelar [129].
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El mecanismo por el cual tiene lugar |a separacién de fases también es poco conocido.
Parasurfactantesno ionicos, al gunos autores han propuesto que, cuando aumentalatemperatura
deladisolucion, podria producirse un incremento en el nimero de agregacion micelar, con el
consiguiente incremento en el tamafio de las micelas[133,134]. Otros sugieren que, paradichos
surfactantes, el mecanismo de la separacién de | as fases puede estar basado en un cambio en las
interacciones micelares, las cuales son repulsivas a baja temperatura, pero predominantemente
atractivas a altas temperaturas [135]. Cuando se usan surfactantes iénicos, se observa que la
presencia de sales favorece la separacion de fases, |o cual se ha interpretado como debido ala

proteccion de los ef ectos el ectrostéticos repul sivos.

Otros autores atribuyen el fendmeno de punto nube alos procesos de deshidratacion que
tienen lugar en la capa externa de las micelas de surfactantes no iénicos cuando se incrementa
la temperatura [136]. La constante dieléctrica del agua disminuye con el aumento de la
temperatura, produciéndose un empeoramiento en la capacidad de solubilizacién de la parte

hidrofilicade lamolécula.

Recientemente se han desarroll ado model os tedri cos termodindmi cos que permiten una
prediccidn exacta de las propiedades de las micelas no idnicas, incluyendo sus curvas de

coexistenciaparala separacion de fases [137-144].

En laTablalll.1 se encuentra una recopilacion resumida de las temperaturas de punto
nube para disoluciones acuosas de algunos surfactantes no iénicos, a concentraciones de 1%
(p/v), asi como & numero de agregacién y las respectivas concentraciones micelares criticas.
Como puede observarse, latemperaturaalacual tiene lugar el fendmeno de separacion defases
depende de la estructura del surfactante no iénico. Para una serie homdloga de surfactantes
polioxietilados no iénicos, € punto nube aumenta a medida que disminuye la longitud de la
cadenahidrocarbonaday al aumentar lalongitud de la cadena de oxietileno. Para un contenido
constante de oxietileno en la molécula del surfactante, la temperatura del punto de nube
disminuye si también lo hace la masa molecular del surfactante, cuando se ramifica el grupo

hidrofdbico osi sereemplazael grupo hidroxiloterminal del grupo hidroéfilo por un grupo metilo.



Tablalll.1l.- Temperaturade punto nube de varios surfactantes no iénicos para un porcentgje de surfactante del 1% (p/v).

Surfactante cme (mM)* N* Punto Nube (°C)**

Tipo aquilpolioxietilen-glicol-monoéteres:

CH3-(CH,) ,O(C,H.0)H, C.E, (E = oxietileno)
CsEs 5.6-7.8 - 8
CeEs 6.5-8.5 82-147 40
CeEs 6.0-9.2 80-130 60
(O = 0.69-0.90 - 45
CpEs 0.052-0.058 - 0
Cy,E, (Brij-30) 0.023-0.064 40 2
CyEs 0.045-0.065 160 31
CpEp 0.09 - 77
CEx (Brij 35) 0.060-0.1000 40 >100

Otros
Polioxietilen-7.5-nonilfeniléer (PONPE 7.5) 0.085 - 1
Polioxietilen-9.5-octilfeniléter (Triton X-100) 0.21-0.25 43-140 64
Polioxietilen-7.5-octilfeniléter (Triton X-114) 0.20-0.35 - 25
Sorbitol monooleato (Tween 80) 0.0100-0.0145 58 93

*Referencia 145 **Referencia 146
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Esimportanteresaltar que el punto nube de un determinado surfactante no iénico puede
ser modificado, aumentado o disminuido, por la presencia o adicién de otros materiales:
alcoholes, otros aditivos organicos, etc., como puede observarse de los datos presentes en la
Tablalll.2, enlaque se encuentran las temperaturas de punto nube de disoluciones de Triton X-

100 alas que se han afiadido concentraciones variables de distintas sustancias.

La presenciade aditivos en | as disoluciones de surfactantes, provoca efectos de distinto
tipo en la temperatura a la que se alcanza el punto nube. Asi, en general, la presencia de
electrolitos como cloruros, sulfatos, carbonatos, etc., suele originar una disminucion de dicha
temperatura proporcional ala concentracion del electrolito, siendo el efecto producido por una
sal determinada, dependiente del radio hidratado de los iones [146-153]. La adicion de
compuestos constituidos por pequefias cadenas hidrocarbonadas saturadas, no suele originar
disminuciones importantes en la temperatura del punto nube, mientras que la presencia de
compuestos organicos aln menos polares y que pueden ser solubilizados en €l interior de la

micela, suele originar aumentos en latemperaturadel punto nube.

La presencia en las disoluciones de productos procedentes de la desnaturalizacion de
proteinas, tales como urea o derivados suyos sustituidos, también provoca aumentosen el punto
nube[154,155]. L oscompuestos organi cos pol ares, tales como al coholes diféti cos, acidos grasos
o fenoles [156-158], suelen originar disminuciones importantes en la temperatura ala que se
alcanza el punto nube [159]. Por Ultimo, existen datos en la bibliografia consultada que ponen
demanifiesto comoal incrementar lapresi 6n se producen ligerosaumentosde latemperaturadel

punto nube, en disoluciones acuosas de surfactantes no ionicos [160,161].

El punto nube de disoluciones diluidas de surfactantes no i6nicos se incrementa con la
adicion desurfactantesionicos[131,162-167]. Por otraparte, cuando unadisol ucion contienedos
surfactantes no i6nicos diferentes, se observa que latemperatura de punto nube de ladisolucion
resultante es intermedia entre las correspondientes a las disoluciones de |os surfactantes no

i6nicos puros implicados.
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Tablalll.2.- Efectodelaadicion dediferentes sustancias en latemperaturadel punto nube de

disoluciones del surfactante no iénico Triton X-100.

Surfactante Aditivo Punto Nube (°C)
Triton X-100 0.25 % (p/v) 64

“ 7.0 % (p/v) 65

“ 33 % (p/v) 76

“ Urea 0.30M 65.7

“ Urea 0.50M 68.1

“ 1,1-dietilurea 0.30 M 78.4

“ 1,1-dietilurea 0.50 M 87.2

“ Cloruro sodico 0.50 M 56

“ Cloruro sodico 1.00 M 47

“ 0.29 MM NPE;+ 48 mM KCl 40
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En atencion alo expuesto, podria ser posible obtener una determinada temperatura de
punto nube, para una aplicacion analitica concreta, haciendo uso de esta metodologia de
extraccion y/o preconcentraci on, mediante una adecuada sel eccion del os surfactantesno i onicos

formadores de micelasy de los aditivos apropiados.

El fenémeno de punto nube no es exclusivo de los surfactantes no iénicos. Algunos
surfactantes zwiterionicos también presentan este fendmeno y, en consecuencia, también han
sido utilizados en esquemas de extraccion y preconcentracion [168]. A diferencia de lo que
sucede con los surfactantes no i6nicos, |as separaciones de fase de las disol uciones acuosas de
casi todos los sistemas micelares de zwiteriones, estan inducidas por una disminucién de la
temperatura. Esdecir, lossistemas constituidos por estetipo de surfactantes exhiben su fase de
disolucion isotrépica (L) a atas temperaturas y, a medida que se provoca un enfriamiento por
debgjo de latemperaturacritica(Tc), se produce laseparacion de lasfases[169-171]. Junto aeste
comportamiento general, se han descrito agunas excepciones notables, como son las
correspondientes alos surfactantes zwiteri 6nicos dodecil (dimetil)amoni o-dodecil (metil)fosfina
(CuN4PPh) y 6xido de dodecil(metil)fosfina (DC,PO), cuyas disoluciones, monofésicas a
temperatura ambiente, se vuelven turbiasy se separan en dos fases [172,173] a medida que la
temperaturavaaumentando, comportandose de formasimilar aladescrita paralaformacion del
punto nube con surfactantes no iénicos. Como reglageneral, puede afirmarse que los efectos de
lamayoriadelosaditivos examinados hastalafecha, con respecto alatemperaturacriticadelas
disolucionesdesurfactanteszwiterionicos, son justamenteopuestosal osquesehandescrito para

| as di sol uciones de surfactantes no iénicos.

Recientemente, sshamostrado que, atemperaturaambi ente, surfactantesani dnicoscomo
el dodecilsulfato sodico (LSS), € hidrégeno-dodecanosulfonato de sodio (SDSA) vy € di-octil-
sulfosuccinato de sodio (aerosol T), forman dos fases en presencia de altas concentraciones de
HCI [174].
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111.1.2.- EXTRACCION DE SOLUTOSMEDIANTE LA METODOL OGIA DE
“PUNTO NUBFE”

111.1.2.1.- Bases experimentales para la separacion de fases

La base de la técnica de extraccion que hace uso de la formacion de dos fases
diferenciadas, mediante la utilizacion de medios micelares, es decir, provocando €l alcanzar €l
punto nube, reside en el ya conocido fenémeno de fases exhibido por algunas disoluciones
micelares de surfactantes. Como se ha comentado con anterioridad, el fenémeno tiene lugar
cuando se producen determinadas alteraciones en las caracteristicas de ladisolucion acuosa de
un surfactante, como cambios en latemperatura o en lapresién, adicién de sales o cualquier otro
aditivo, etc. Como consecuencia, se produce la separacion o el fraccionamiento deladisolucion

acuosa del surfactante en:

- Unafase concentradaque contienelamayoriadel surfactante, denominada“ fase

ricaen surfactante”, y

- Unafase acuosa diluida con una baja concentracion de surfactante, proximaa

la concentracion micelar critica (cmc).

De esta manera, cualquier soluto presente en la disolucion original, que se encuentre
asociado alos agregados micelares, puede ser extraido y concentrado en el pequefio volumen de
lafasericaen surfactante. Esta metodologia, desarrollada inicialmente por Watanabe [175], se

conoce como Cloud Point Extraction (CPE) o Extraccion por Punto Nube (EPN).

L os pasos usua mente implicados en el proceso de extraccién basado en la separacion de

fases con lamediacion de micelas, son los siguientes:

-Adicion de surfactante a una disolucion acuosa que contiene los componentes
a ser extraidos o preconcentrados, permitiendo que se produzca la interaccion

entre los citados analitos y las micelas.
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-A continuacién se alteran las condiciones experimentales, generalmente
provocando una modificacion en |latemperatura de la disolucion, adicionando
electrolitos 0, incluso, otros surfactantes, para conseguir que a partir de la
disolucion micelar se separen las fases rica en e surfactante y diluida. La
separacion de fases se ve favorecida por ladiferenciade densidad entrelasfases,
y tiene lugar por simple decantacion por accidn de la gravedad. Para acelerar la
separacion de las fases se puede recurrir ala centrifugacion. Lafase ricaen el
surfactante, conteniendo los componentes extraidos, puede someterse

posteriormente a pasos de fraccionamiento y cuantificacion si se desea.

Con lafinalidad expuesta, la cantidad de surfactante afiadida debe ser tal que asegurela
formacion de agregados micelares en disolucion, es decir la concentracion final del surfactante
debe ser superior a su concentracion micelar critica. Dado que las cmc de los surfactantes no
i6ni cos son bastantes bajas, solo hay que afiadir unapequefiacantidad del surfactante puro, ouna
pequefia alicuota de una disolucion concentrada de surfactante a la disolucién que contiene la

muestraa analizar.

Las especies que se asocian y enlazan en la disolucion a las micelas, pueden ser
posteriormente extraidas, con mayor o menor eficacia, dependiendo de la fortaleza de la

interaccion soluto-micela.

EnlaFiguralll.2 se muestra una representacion de las principal es etapas implicadas en
laseparacion de fasesy la extraccién por punto nube de un analito. En el esquema se pone de
manifiesto como a calentar la disolucién de un surfactante no i6nico, por encima de la
denominada temperatura de punto nube, la disolucién micelar se vuelve turbiay tras cierto
tiempo, que puede acelerarse por centrifugacion, se separan dos fases. la fase rica en el
surfactante, que dependiendo de su densidad seréla capasuperior o lainferior, y lafase acuosa.
Por encimade lacmc del surfactante se forman micelas (representadas por circulos) que pueden
enlazarse alosanalitos. Trasla separacion delasfases, por haberse alcanzado el punto nube, los

analitos se concentrarén en lafasericaen € surfactante.
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Figuralll.2: Representacion esquematicadelaformaciony separacion defases(A) y delaextraccion

de andlitos (B).

111.1.2.2.- Aplicacion de la metodologia de punto nube a la extraccion y

preconcentracion de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos

La metodologia de punto nube se ha utilizado para disefiar métodos de extraccion
eficientes destinados a la separacién, preconcentracion o purificacion de una gran variedad de

analitos, incluyendo iones metalicos y un importante nimero de compuestos organi cos.
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L as ventajas que presenta esta metodol ogia, frente alas convencionales, basadas en la

utilizacion de disol ventes inmiscibles, pueden resumirse en:

- Aumentos de selectividad. A esta propiedad contribuyen |los surfactantes, ya que los
medios micelares pueden resultar muy selectivos en cuanto a los analitos que pueden

guedar retenidos en su interior.

- Elevados factores de preconcentracion. Esta caracteristica se encuentrafavorecida por
los reducidos volimenes de fase rica en surfactante en que quedan retenidos los analitos,

gue originalmente se encuentran en un volumen de disolucion acuosa mucho mayor.

- Mayor seguridad en el trabajo y menores costes. Con la metodologia de punto nube,
s0l0 son necesari os vol imenes pequefios de surfactante, frente al os grandes vol imenes
de disolventes organi cos que suelen requerir las metodol ogias convencional es. Por otra
parte, los surfactantes son francamente menos toxicos que los disolventes organicos

habitual mente utilizados en la extraccién liquido-liquido convencional.

- Compatibilidad de la fase rica en surfactante, que se obtiene tras el proceso de
extraccion por punto nube, con las fase moviles, micelares o acuo-orgénicas,

generamente empl eadas en cromatografia liquida de alta eficacia.

La técnica de punto nube ha sido usada con éxito para la preconcentracién de
Hidrocarburos Arométicos Policiclicos (HAPs), como paso previo a su determinacion por
HPLC. En la Tabla 111.3 se muestran algunas de las aplicaciones més destacadas, en la
determinacion de estos compuestos en diferentes matrices, haciendo uso de la metodol ogia de

punto nube.



Tablalll.3.- Aplicaciones de la metodologia de punto nube como paso previo ala separacion y determinacién de HAPs por HPLC.

Matriz Surfactante LOD Comentarios Ref.
Agua 1.0% SDSA, 4.2 M HCI Recuperaciones del 99.3% parapireno a0.1 pg-mL™* 174
Carbén 5% C,APSO, 168
Lodo 1.0% SDSA, 4.2 M HCI Andlisisde un materia de referencia certificado 174
Agua Genapol X80, 2.0% NaCl 2.6-6.8ng-L™ Recuperaciones > 90% 62
Agua 0.1% Triton X-114 0.002-0.120 ng-mL* 178
Cenizas _ _ _

0.5% Triton X-114 Determinados 6 HAPs aniveles de 3-30 ng-mL™* 178

de madera
Particulas  0.5% Triton X-114, sin

Determinados 7 HAPs aniveles de 9-120 pg-mL™* 178
dehumo CPE
Agua 1.0% Triton X-114 0.30-11.7ng.L* Aplicado aaguaderio 64
Suero 2.0% Triton X-100,4.5M

Recuperaciones > 70% anivelesde 120-180 ng-mL™* 179
humano NaCl
Agua 0.1% SDSA, 5 M HCI 0.1-79ng.L* Aplicado aaguas derio y subterraneas 181
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Unade las mayores limitaciones de estametodol ogia es |a al ta absorbancia mostrada por
muchos surfactantes en laregion UV que, incluso, puede llegar aimpedir su utilizacion como
paso previo aladeterminacion por HPL C con deteccion UV, amenosquelafase movil empleada
contenga un alto contenido en metanol, en cuyo caso, laelucién del surfactante tiene lugar aun
tiempo muy corto y no dificulta la deteccién de los anaitos [176,177]. Una posible forma de
superar estadificultad consiste en utilizar surfactantes que no absorban alaslongitudes de onda
empleadas en lamedida analitica[168]. Otravia para superar esta desventaja consiste en hacer

uso de la deteccion fluorescente [62,64,178].

Ferrer y col. [64] proponen la separacion del surfactantey losHAPSs, antesdeinyectar la
disolucion en el sistema cromatografico, introduciendo un paso de clean-up en columnacon gel
desilice; eluyéndoseluego losHA Ps con unamezclade ciclohexano-diclorometano (80/20, v/v),

mientras que € Triton X-114, surfactante no i6nico empleado, queda retenido en la columna.

En la determinacion de HAPs con Triton X-114, utilizando deteccion fluorimétrica,
Garcia-Pinto y col. [178] describen que la interferencia del surfactante puede eliminarse por
dilucién de lafase rica en surfactante, que contiene alos HAPs, con una cantidad adecuada de

disolvente organico, antes de su inyeccién en el sistema cromatogréfico.

L os diferentestipos de comportamiento encontrados por Ferrer y col. [64] y por Garcia-
Pinto y col. [178], parecen estar relacionados con la distinta forma en que se fracciona €l
surfactante, en funcion del medio de inyeccion, del tipo de columna cromatogréfica empleada
y de la fase mévil usada. Asi, una fase rica en el surfactante Triton X-114 no origina sefia
fluorimétrica cuando seinyecta en unacolumna Spheri-5-ODS. Sin embargo, cuando se usauna
columnaVydac 210 TP5415, € surfactante ocasiona una serie de sefiadles que interfieren en la
deteccién de algunos HAPs.

Surfactantes anionicos tales como LSS, SDSA y Aerosol OT han sido propuestos por
Siciliay col.[174,181] paralapreconcentracion de HAPs. Estos surfactantes no originan ninguna
sefial espectrofotométrica o fluorimétricaalostiempos de retencién de los analitos, aungue cabe

destacar que lostiempos requeridos parala separacion de fases|legan a ser relativamente largos.
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Unaventajaadicional de |os procedimientos basados en surfactantes, paralaextraccion
y preconcentracion de estos analitos en muestrasde agua, esque el uso delaextraccion por punto
nube, tanto con surfactantesiénicos como no-iénicos, evitalaadsorcion de HAPsen las paredes
de los recipientes que contienen la muestra, cuando en latomay conservacion de lamisma se
utilizan los surfactantes como aditivos [174,178,180,181]. Ademas, también es posible la
recuperacion de HA Ps que fueron adsorbidos en losreci pientes, cuando |as muestras, quefueron
almacenadas sin la adicién de conservantes, son tratadas posteriormente con surfactantes
anionicos [181]. De igual forma, se ha demostrado que la presencia de altos contenidos de
materia organica, disueltos en las muestras de agua, no gjerce efecto perjudicial alguno en las
recuperaciones de HAPs [174,178].

También se ha descrito la determinacion de HAPs en muestras con una complejidad
superior a la que presentan las matrices acuosas. Sirimanney col. [179] han llevado a cabo la
extraccion de HAPs de suero humano usando Triton X-100y andlisis por HPL C con deteccion
UV. Lafase ricaen surfactante contiene proteinas queinterfieren en laseparacién en HPLC, a
generar un precipitado con la fase mévil. Para evitar este inconveniente, la fase rica en
surfactante se trata con acetonitrilo para precipitar las proteinas, inyectandose a continuacion el

filtrado en el cromatografo.

Laextracciony preconcentracion de HA Psde muestras solidas también hasido descrita,
empleando surfactantes zwiterionicos [168], no idnicos[178] y anidnicos [174]. Haciendo uso
del sulfato de 3-[nonildimetilamonio]propilo se ha observado que el surfactante es capaz de
extraer antraceno de muestras de carbon [168]. La extraccion de fluoranteno, pireno,
benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno vy
benzo(ghi)perileno, contenidosen muestras de particulasdehumo'y de cenizade madera, hasido
propuestay utilizada con éxito, usando Triton X-114 como extractante [178]. En muestras de
particulas de humo, el extracto obtenido después de 5 h de extraccién con disolucion de Triton
X-114 al 0.5%, puede inyectarse directamente en el cromatégrafo. En muestras de ceniza de

madera, es necesario llevar a cabo un paso de preconcentracion por punto nube.

Los valores de recuperacion obtenidos en el andlisis de un material de referencia
certificado (CRM 088) que contiene ocho HAPs certificados, con los surfactantes LSSy SDSA,

muestra que la metodol ogia de CPE es perfectamente valida para la extraccién de HAPs [168].
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11.1.3.- OBJETO DEL TRABAJO

Como se hacomentado anteriormente, uno de |l os problemas derivados de la utilizacién
de surfactantes en procesos de extraccion, utilizando lametodol ogia de punto nube, serelaciona
con las caracteristicas de estos compuestos en cuanto asu capacidad para absorber radiacion UV
y, sobretodo, paraemitir fluorescencia. En nuestro | aboratorio, hemos puesto de manifiesto, con
trabajos de espectrofluorimetriasincronica[182] que, en tal sentido, el surfactante Polioxietilen-

10-lauriléter (POLE) presenta ventajas considerables frente a otros surfactantes no ionicos.

En base alo expuesto, a plantearnos|autilizacion de lametodol ogia de punto nube para
laextracciony preconcentraci on de HA Ps contenidosen diversas matri ces, fijamos, como primer
objetivo, el estudiar el empleo de POLE como aternativaalos surfactantes utilizados por otros
autores. En consecuencia, la primera parte de este Capitulo se ha dedicado a establecer las
principales caracteristicas asociadas a la obtencién del punto nube con POLE, incluyendo la
optimizacion del proceso de separacion defasesy estableciendo lainfluenciadelafuerzaiénica

y de la presencia de modificadores organicos.

En los siguientes apartados del Capitulo se aplica la metodologia establecida a la
preconcentraci 6n deHA Psconteni dosen muestrasde sedimentosmarinos. Enunaprimeraetapa,
coincidente con las descritas en el Capitulo |1, los HAPs son extraidos de | os sedimentos con el
empleo de POLE y de técnicas de microondas o de ultrasonidos. En las disoluciones asi
obtenidas, la formacion del punto nube puede permitir una considerable concentracién de los
HAPs, en lafasericaen surfactante, de forma que se podria conseguir importantes aumentos de
sensibilidad.

Por ultimo, se procede a establecer las condiciones para la extraccion de HAPs en
muestras de agua de mar, con el empleo de la metodologia del punto nube, utilizando POLE
como surfactante. Con esta matriz, una diferencia importante con respecto a las muestras de
sedimentos, es el elevado contenido salino de las disoluciones que, segin hemos comentado,
puede ocasionar alteraciones importantes en el punto nube. En consecuencia, sera necesario
proceder aestablecer unas condiciones experimental es especificas paralautilizacion delacitada

metodol ogia con este tipo de muestra.
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En otro orden de cosas, €l caracter hidrofébico de los HAPs justifica las pequeias
concentraciones en que suelen encontrarse en las muestras de aguade mar. Lacombinacion de
laalta sensibilidad que puede alcanzarse con el uso de un detector de fluorescenciay el efecto
de preconcentracién que se logra con la extraccion con punto nube, puede permitir
determinaciones de HAPs por HPLC con limites de cuantificacion del orden de las partes por

trillon.
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[11.2.- PARTE EXPERIMENTAL

[11.2.1.- REACTIVOS

Lamayoriadelos reactivos empleados en este capitul o, asi como la preparacion de sus
respectivas disoluciones, han sido descritosen 11.2.1.

L os disolventes organicos empleados en €l estudio de laestabilidad del POLE: acetona,
acetonitrilo y etanol, han sido suministrados por Merck, de calidad pro andlisis.

Para |las determinaciones en Cromatografia de Gases, se ha utilizado una disolucién
patron, la HAP Mix 64 (Dr. Ehrenstorfer, Reference Materials, Augsburgo, Alemania), que

contiene los dieciséis hidrocarburos priorizados por la EPA, aunaconcentracion de 2000 mg/L
en cada uno de €llos, disueltos en diclorometano:benceno (1:1).

111.2.1.1.- Aguade mar artificial

Su preparacion [183] se harealizado por disolucién en agua destilada de |as cantidades

gue se indican a continuacion paralos siguientes compuestos (Merck, pro andlisis):

NaF

3mg MgCl,-6H,0O 10.780g
KBr 100 mg NaHCO, 200 mg
NaSO, 4.000 g HsBO, 30 mg
Na,S O;-9H,0 20mg CaCl,-2H,0 14709
SrCl,-H,0 20 mg NaCl 235009
KCl 3 mg

y posterior enrase, en matraz aforado, al L.
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[11.2.2.- EQUIPOS

[11.2.2.1.- Sistemas de extraccion

L os equipos de microondasy de ultrasonidos, empleados paralaextraccion delosHAPs

contenidos en sedimentos marinos, fueron descritosen 11.2.2.

[11.2.2.2.- Control detemperatura

Los estudios relacionados con la temperatura de formacion del punto nube se han
efectuado con el empleo de un bafio de agua termostatizado: Comfort CB 8-30 de Heto. Las

medidas de temperatura se realizaron con un termometro Crison 638 Pt, calibrado.

111.2.2.3.- Cromatografo liquido de alta resolucion
El equipo de HPL C utilizado es el mismo que se encuentra descrito en 11.2.2.
I11.2.2.4.- Cromatografo de gases con deteccion por espectrometria de masas

La validacion de la metodologia propuesta para la determinacion de los HAPs, se ha
realizado con un CG-M S (Varian 3800-V arian Saturn 2000) equipado con una columnaWCOT
CP-SIL-8 CB de 30 m x 0.25 mm de didmetro interno (Chrompack, Holanda). El equipo

incorporaun muestreador automético Varian modelo 8200 CX. Paralaadquisicion de los datos
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se hizo uso del software Saturn CG-MS Workstation 5.3.

[11.2.3- METODOLOGIAS

111.2.3.1.- Estudiosrelacionados con la formacion del punto nube

- Determinacion de la temperatura de punto nubey diagrama de fases del POLE

En un tubo de ensayo de 70 mm de longitud y 7 mm de diametro interno, seintroducen
2 mL deladisolucion de POLE aestudiar. El tubo se mantiene sujeto en el interior de un bafio
termostatico en el que latemperatura se modifica a unos 1.8 °C/min. La temperatura de punto
nube se establece cuando en el seno de la disolucion se observa la aparicion de turbidez

persistente, es decir, que no desaparece a agitar la disolucion.

El diagrama de fases del POLE se construye por medida de |as temperaturas de punto
nube obtenidas para disol uciones con distintas concentraciones de surfactante. Los resultados

gue se presentan corresponden al valor medio de tres medidas independientes.

- Determinacion de la relacién de volUmenes

Larelacion de volumenes de la fase acuosa con respecto alafasericaen el surfactante,
bajo diferentes condiciones experimental es, se determind colocando 3 mL de la disolucion del
surfactante en un tubo de ensayo similar al empleado en el apartado anterior, y provocando a
continuacion la formacion del punto nube. Después de la separacion de fases, se midio el
volumen de cada fase con una microjeringa Hamilton. Los resultados que se muestran

corresponden al valor medio de tres determinaciones independientes.
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- Preconcentracién de HAPSs por punto de nube

Disoluciones de HAPs en POLE a 3.10% (p/v), se mantienen en un bafio termostatico,
a temperatura fijade 95 °C, durante 90 minutos. Transcurrido ese tiempo se extrae lafaserica

en el surfactante por medio de una microjeringa Hamilton.

[11.2.3.2.- Determinacién de HAPS presentes en sedimentos marinos

- Contaminacion del sedimento marino

Seredizadelaformadescritaen|l.2.3.1.

- Extraccién asistida por ultrasonidosy preconcentracion de HAPs

A 800 mg del sedimento, previamente contaminado con cantidades conocidas de HAPs,
seleafiaden 10 mL de unadisolucion de POLE a 6.26% (p/v) y se somete aextraccion durante
30 minutos en un bafio de ultrasonidos de potencia fija, como se ha descrito en el capitulo
anterior. A continuacion, sefiltrael extracto através de un filtro de membranade 0.45 pm (HV
Durapore® , Millipore). 5 mL del extracto se diluyen con agua Milli-Q para obtener 10 ml de
disolucion que contiene un porcentaje de 3.10% en el surfactante. Por dltimo, 3 mL de la
disolucion resultante se someten a preconcentracion por punto nube siguiendo €l procedi miento

gue se acaba de describir.

- Extraccion asistida por microondas y preconcentracién de HAPs

A 800 mg del sedimento, previamente contaminado con cantidades conocidas de HAPs,
sele afladen 10 mL de unadisolucion de POLE a 1.25% (p/v). El vaso de extraccién se cierra
y seintroduce en la cavidad del horno de microondas. La extraccion se lleva a cabo utilizando
una potencia de 378 W, durante 5 minutos, manteniendo una presién maximade 2.03 bares en

el interior del reactor. Transcurrido dicho tiempo, se enfrian |os vasos a temperatura ambiente,
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antes de abrirlos. A continuacion, la suspension se filtra a través de un filtro de membrana de
0.45 um (HV Durapore® , Millipore). Se toman 5 mL del extracto y se diluyen con POLE a
5.00% paraobtener 10 mL de disolucién con unaconcentracién total de 3.10 % en el surfactante.
Con 3 mL deladisolucién resultante se procede alapreconcentracion por punto nube, como se

ha descrito en parrafos anteriores.

- Andlisis cromatogréafico

El andlisis de las disoluciones de HAPs en presencia de POLE, se realiza por HPLC y

deteccion espectrofotométrica a 254 nm, como se ha descrito 11.2.4.

111.2.3.3.- Determinacion de HAPS presentes en agua de mar

- Contaminacion del agua de mar

A 2.0 L de agua de mar natural, en un recipiente de vidrio color topacio, se afiade una
cantidad suficiente de un fuel-oil comercial, de forma que después de agitar durante una hora,
atemperatura ambiente, siga apareciendo unacapade combustible, sin disolver, enlasuperficie
del agua. Lamuestra se deja en reposo durante una noche, se separalafase acuosay se toman
dosporcionesquesedestinanal analisispor HPL Ctrassu extracci On-preconcentracién por punto

nube, y al andlisis por CG-M S como se describe posteriormente.

- Extraccion y preconcentracion de HAPs

A porcionesde aguade mar natural, contaminada como se acabadeindicar, sele afiaden
cantidades determinadas de POL E paraobtener unadisolucionfinal a 1% (p/v) enel surfactante.
A continuacion, alicuotas de 3 mL se someten aextracciony preconcentracion por punto nube.

L as disoluciones resultantes se destinan aanalisis por HPL C como seindicaa continuacion.



113  Capitulo 111

- Andlisis cromatogréfico

La metodologia empleada coincide con la descrita en 11.2.4, excepto € programa de
longitudes de onda de excitacion y emisién que se utilizaen el detector fluorescente, que en este

caso esel queapareceenlaTablalll.9.

- Validacion delametodol ogiamedianteextraccionliquido-liquido convencional (ELL)

y cromatografia de gases con deteccion por espectrometria de masas (CG-MS)

Las muestras de agua de mar contaminadas con fuel-oil fueron extraidas como describe
el método 3510C delaEPA, utilizando 1 L de aguade mar y 60 mL de ciclohexano. El extracto
se concentraa 1 mL en un Turbo Vap (Zymark®) trabajando a 40 °C con un flujo de nitrégeno
comprendido entre 0.54y 1.02 bar. Las fracciones aiféticasy arométicas se separaron usando
una columna cromatografica con 5 g de Florisil® (Aldrich), previamente activado a 400 °C,
como describe el método 3620B delaEPA. Lasfracciones aiféticasy aromaticasfueron eluidas
con n-hexanoy n-hexano:diclorometano, respectivamente. Ladisolucién que contenialosHAPs
se sometié a reduccién de volumen hasta 1 mL, en Turbo Vap, empleando las condiciones

experimental es indicadas anteriormente.

El andlisis de los extractos se realiza como se describe en el método 8270C de EPA,

mediante CG-M Sy con 3,6-dimetilfenantreno como estandar interno.

L as condiciones de operacion del CG-MS fueron las siguientes:

Fuente de iones: Impacto electronico (70 eV).

Adquisicion: M odo “monitorizacién del ion seleccionado” SIM
Temp. del “transfer line”: 280 °C.

Temp. del “ion trap manifold”: 65 °C.

Rango de masas barrido: 50 a 300 u.m.a.
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Gas portador:

I nyeccién:

Volumen de inyeccion:
Programa de temperatura
del horno:

Programa de temperatura

del inyector:

He. Fujo: 0.8 mL/min.

Velocidad lineal: 32.4 cm/s.

Modo split/splitless.

1pL.

2 min a40 °C, 10 °C/min hasta 280 °C,
manteniendo esta temperatura durante 25 min.
0.1 min a 40 °C, 200 °C/min hasta 280 °C,

manteniendo esta temperatura durante 48 min.

Las determinaciones cuantitativas se llevaron a cabo usando los vaores de masa

correspondientes a los iones moleculares de |os diferentes HAPs (128 a 278).
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111.3.- RESULTADOSY DISCUSION

[11.3.1.- CARACTERIZACION DEL PUNTO NUBE DEL POLIOXIETILEN-
10-LAURILETER

[11.3.1.1.- Diagrama de fases

Como sehacomentado con anterioridad, lavisualizacion delaformacion del punto nube,
al modificarse la concentracion de surfactante en una disolucion, suele realizarse mediante la
construccién de los [lamados “ diagramas de fases’ que, ademés de poner de manifiesto la
influencia que la modificacion de la temperatura puede ejercer en una disolucion micelar,
también permite definir lazonaen laque esta presente una Unicafasey lazonaen que coexisten

lafase acuosay lafase enriquecida en el surfactante.

El polioxietilen-10-lauriléter pertenece a grupo de  surfactantes no-idnicos
polioxietilénicos, es decir, que se caracteriza por presentar una temperatura critica superior ala
temperatura ambiente. Para la obtencion del diagrama de fases del POLE se han preparado
disoluciones que contienen concentraciones conocidas de surfactante, variando en un intervalo
comprendido entre 0.05 y 5% (p/v), que se someten posteriormente a un incremento de
temperatura progresivo de 1.8 °C/min. Latemperaturaalacual se produce la separacion de las
fases se considera como aquellaen laque se observa enturbiamiento en ladisolucion y se aprecia
la presencia de ambas fases. El diagrama de fases obtenido a representar la temperatura de
enturbiamiento frente ala concentracion de surfactante en disolucién, se muestra en la Figura
[1.3.

Como se puede observar, la curvade codisolucion muestraun aumento considerable de
la temperatura para concentraciones de POLE inferiores a 1% (p/v). A porcentajes superiores
de surfactante, la temperatura permanece practicamente constante. La temperatura critica, por
encimade lacua se debe trabajar para obtener |a separacion de las fases, calculada apartir del

punto de corte de las rectas correspondientes a ambos tramos de la curva, resulta ser,
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aproximadamente, de 82 °C.

95 -
90 -
2L
8 85-LI—A-—‘/1_’_“
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Figura I11.3: Curva de coexistencia, medida experimentalmente, para disoluciones acuosas del
surfactante no iénico POLE. (L) sefiadlala region de disolucion isotropica simple, (2L)

denota la region donde coexisten las dos fases isotropicas.

111.3.1.2.- Optimizacion del proceso de separacion de fases en la metodologia de

extraccion por punto nube

El grado de distribucion del analito entre lafase acuosay la fase rica en surfactante en

la extraccién por punto nube, puede describirse por un coeficiente de distribucion Ky, :
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donde C; es la concentracién final de soluto en la fase rica en surfactante y C,. es su

concentracion en la fase acuosa.

Cuando se utiliza la metodologia de punto nube para extraer de forma cuantitativa
analitos presentesinicialmente en lafase acuosa, el factor aoptimizar esel factor de extraccion

(E), definido como:

siendo nsel niumero de moles del analito en lafase rica en surfactante y n,. el nimero de moles

en lafase acuosa

Al tomar en consideracion las ecuaciones anteriores, se obtiene la siguiente expresion:

VS
E= KDV—

donde V/V . es larazon de volimenes de las fases. Esto es, € volumen de la fase rica en
surfactante, V, con respecto a de lafase acuosa, V.., después de producirse la separacién de

fases.

Por otra parte, lafraccién de analito extraido, p, viene dada por,

P=—"v
Ky + —=
D VS

expresado en tanto por uno.
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Finamente, € factor de preconcentracion (Cr) se define como la relacion entre la
concentracién de analito en la fase rica en surfactante con respecto ala que habia en la muestra
origind,

C V.
in

_ S5
F=¢c -~ Py_
Cin s

C

donde C;s es la concentracion de analito en lafase rica en surfactante, después de la separacion
de las fases, C;, es la concentracion de anaito en la disolucion inicial antes del paso de

preconcentracion y V;, es el volumen de disolucion acuosa que va a ser concentrado.

Como puede observarse, €l factor de preconcentracion depende, entre otros factores, de
la relacion de los volimenes de las fases, de la constante de distribucién del analito entre las

fases y de la concentracion de surfactante utilizado.

LarelaciondefasesV,/Vseslarazon entre el volumen de disolucién acuosa que vaa ser
concentrado y el volumen de fase rica en surfactante. Esta razon se incrementa con la

disminucion en la concentracion de surfactante [176)].

Paraanalitos extremadamente hidrof dbi cos, que poseen constantes de distribucién muy
favorables entre la fase acuosa y micelar, el maximo factor de preconcentracion que puede
alcanzarse, al menos con estametodol ogia, coincide numéricamente con larelacion defases. La
Figuralll.4 muestrala variacion tedrica de Cr en funcién del porcentaje de Triton X-114, para
analitoscon diferentes coeficientesdedistribucion (K ). Puede observarse que cuandoK  tiende
ainfinito, Cr coincide con larelacion de fasesy el factor de preconcentracién decrece con la
disminucién de la constante de distribucién [146]. Sin embargo, en algunos casos, se han
encontrado factores de preconcentracion mayores que la relacion de fases, particularmente

cuando la sefia del analito viene influenciada por la presencia del surfactante.
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Figuralll.4: Variaciondel factor depreconcentracion(C.) comounafunciondel porcentajedeTriton

X-114 paradiferentes valores de la constante de distribucion (Kp).

En general, el volumen de la fase rica en surfactante que se extrae después de la
separacion esreducido, lo cual justificaquelosfactoresde preconcentraci on obtenidos mediante
esta técnica sean elevados. El volumen de fase rica en surfactante extraido dependera de la
cantidad de surfactante en disolucidny, en consecuencia, delaconcentracién del mismo. Debido
al reducido volumen de la fase rica en surfactante, es necesario establecer un volumen de la
misma suficientemente alto como para que su manipulacion no conlleve la introduccién de
erroresinadmisibles, y quelos resultados sean reproducibles. Por tanto, es necesario optimizar
dicho volumen manteniendo al mismo tiempo un factor de preconcentracion aceptable. Por otra
parte, €l establecimiento de un factor de preconcentracion nos condicionara la concentracion
inicial de analito presente en lamuestraoriginal parapoder ser determinado, teniendo en cuenta
latécnica analiticaaemplear. De estaforma, el factor de preconcentracion que se deba utilizar

dependera en gran medida de la concentracion inicial de analito que se quiera determinar.
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Los principalesfactores que van a afectar al volumen de fasericaen surfactante extraido
trasel proceso de separacion son: laconcentracion final de surfactante en disolucién, € volumen
de surfactante afiadido, la fuerzaiénicadel medioy lapresenciade modificadores organicosen

el medio micelar.
- Influencia de la concentracién y volumen de surfactante

El factor de preconcentracion depende de la concentracion del POLE, que a su vez
determina el volumen de la fase rica en el surfactante. Para estudiar la influencia de este
pardmetro se sometieron al proceso de separacion de fases una serie de disoluciones de POLE
con diferentes concentraciones. Una vez que hatenido lugar |a separacién de fases, se mide el
volumen de cadaunade€ellas. Paracalcular e factor de preconcentracién se determinalarelacion
Vi/Vs de los volimenes obtenidos tras el proceso de punto nube. La Figura I11.5a muestra el
volumen de la fase rica en e surfactante obtenida, y e correspondiente factor de

preconcentracion, como funcién de la concentracion de POLE.

Cuando la concentracion de la disolucion de surfactante varia entre 1y 5% (p/v), se
observa unadisminucién en el factor de preconcentracién. Sin embargo, para concentraciones
superioresal 5%, el factor depreconcentraci én permanecepracticamenteconstante. Esto muestra
gue a medida que disminuye la concentracién del surfactante, més altos son los factores de
preconcentracion, pero cuando el volumen defasericaen surfactante esmuy pequefio, el proceso
de extraccion se vuelve més dificil, y probablemente disminuyan laexactitud y reproducibilidad
debido alas dificultades que conllevala manipul acién de vol imenes demasi ado pequefios. Para
establecer una relacion adecuada entre la concentracion del surfactante en disoluciony lafase

ricaen e surfactante, se seleccioné una concentracion de 3.10% (p/v).

Cuando variamos el volumen total de surfactante empleado, manteniendo constante la
concentracion final del surfactante, el volumen delafasericaen surfactanteaumentalineal mente
amedidaque este volumen total seincrementa. LaFiguralll.5b muestraestalinealidad, parauna
concentracion de POLE de 3.10% (p/v).

Estosresultadospermiten disefiar esqguemasanaliticos, conunfactor depreconcentracién
preseleccionado, en funcion de la cantidad del analito a determinar, el volumen de muestra

disponible, y de latécnica analitica que se vayaa utilizar.
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Figuralll.5: Volumen delafasericaenel surfactantey factor de preconcentracion enfuncionde: (a)
Concentracién de POLE y (b) Volumen de POLE para Cpg, e = 3.10% (p/v).

Unavez comprobado el efecto de la concentracion de surfactante en disolucion sobre la
relacion de volumenes entre lafase rica en surfactante y lafase acuosa, y teniendo en cuentala
necesidad de un volumen de lafase rica en surfactante que permita un adecuado manejo de la
misma, la concentracion de trabajo se ha establecido en el 3.10% (p/v) y € volumen total de
surfactante empleado sefijaen 3 mL. El volumen de lafase rica en surfactante que se obtiene
paraestas condicionesexperimentalesesde 414 L, que puede considerarse adecuado y permite,

ademas, la obtencién de un factor de preconcentracion de 7.2.

- Influencia de la Temperatura y Tiempo de equilibrio

Cuando se trabaja con una concentraci én dada de surfactante, el volumen delafaserica
en e mismo puede disminuir al aumentar temperatura y e tiempo de equilibrio [184]. Este
fendmeno puede interpretarse en base a que, a medida que latemperatura aumenta, |os enlaces

dehidrogeno serompeny seproducenlosprocesosdedeshidratacion, Asi, cuandolatemperatura
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aumenta, la cantidad de agua en lafase rica en surfactante decrece y el volumen de dichafase
disminuye.

Paraobtener factoresde preconcentracion el evados, |a separacion por punto nube debe
llevarse a cabo atemperaturas mayores que latemperatura criticay las fases deben mantenerse
a esa temperatura durante un cierto tiempo (tiempo de equilibrio). Considerando que la
temperatura criticadel POLE es de 82°C, se €ligi6é unatemperatura de equilibrio de 95°C para

laextraccién por punto nube.

La separacion de las fases serealiz6 por simple decantacion. El uso de lacentrifugacion
ayudaa disminuir los tiempos de andlisis, pero conlleva dificultades experimentales, como es,
en nuestro caso, lanecesidad de mantener lastemperaturas altasalas que laextraccion por punto
nube se hallevado a cabo.

El tiempo de equilibrio, atemperaturas por encimade latemperaturacritica, se optimizé
en base al periodo de tiempo maés corto, necesario parala completa separacion de lasfases. La

dependencia del tiempo de equilibrio a 95°C en | os porcentajes de recuperacion delosHAPs se
muestraen laFiguralll.6.
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Figuralll.6: Influenciadel tiempo de equilibrio en los porcentajes de recuperacion de HAPs.
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En general, todos los HAPs muestran un comportamiento similar. Se encuentra que al
incrementar el tiempo de equilibrio de 80 a100 minutos se producen mejorasen losrendimientos
delas recuperaciones, disminuyendo a 125 minutosy permaneciendo précticamente constantes
paratiempos superiores. Se eligié un tiempo de equilibrio de 90 minutos como el més adecuado

paralos analitos en estudio.

- Influencia de la fuerza iénica del medio

A concentracionesinferioresa0.01 M lamayoriadelos el ectrolitos no presentan efectos
significativos sobre el proceso de extraccién por punto nube. Sin embargo, para concentraciones
superiores pueden producirse tanto el efecto salino interno, como el efecto salino externo delos
surfactantes no idnicos, con lo cual puede tener lugar una disminucién o un incremento de la

temperatura critica, respectivamente [185].

Se han propuesto varios mecanismos paraexplicar |los efectos de los electrolitosenlaTe
delasdisolucionesacuosas delos surfactantesno ionicos[ 186]. Por jemplo, algunosel ectrolitos
pueden hacer que disminuyalatemperatura critica por un proceso de deshidratacién, mientras

gue otros provocan descensos en T, porque favorecen la asociacion entre moléculas de agua.

Para determinar el efecto de los electrolitos en el punto nube de disoluciones de POLE,
manteni endo |as condi ciones experimental esyaestabl ecidas, se utilizaron diferentesel ectrolitos,
observandose que la adicion de NaCl, NaNO;, MgCl, y Na,SO, a disoluciones micelares de
POLE 0.1 M, provoca descensos en latemperatura de punto nube, como se muestraen laFigura
[11.7. Entre los resultados mas significativos, cabe destacar que la disminucién de latemperatura
de punto nube es aproximadamente una funcién linea de la concentracién de electrolito. El
efecto en la disminucion del punto nube sigue, en orden decreciente, la siguiente secuencia:
NaNO;<NaCl<MgCl,<Na,SO,.

Por otraparte, |os resultados obtenidos indican que un incremento en lafuerzaidnicano
tiene una influencia apreciable en e volumen final de la fase rica en surfactante extraida
También merece destacarse que la adicidn de estas sales inertes, facilitala separacion de las dos

fases. Esta observacién complementa la descrita en trabajos previos, en los que se ha puesto de



Resultados y Discusion 124

manifiesto que la presencia de sales en disolucion hace que se incrementen y estabilicen las
fuerzas electrostéticas en la superficie de las micelas. De esta forma, dichas cargas aparecen a
concentraciones mas reducidasy se produce un aumento en ladensidad delafase acuosa, o que

permite unamejor separacion de lafase micelar respecto alafase acuosa[184].
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Figuralll.7:  Temperatura de punto de nube del POLE en funcion de la concentracién salina. (')
NaNO;, (6) NaCl, (0) MgCl, y (€)N&,SO,,

- Influencia de la presencia de modificador es organicos

En trabgjos recientes [187,188] se ha puesto de manifiesto que laadicion de disolventes
organicos,como €l etanol, aladisolucion acuosadel surfactante, con anterioridad alaextraccion,
permite un incremento en € factor de preconcentracién, al tiempo que favorece lacinéticadela

extraccion, disminuyendo € tiempo de equilibrio requerido.

Para determinar €l efecto de modificadores organicos en €l punto nube de disoluciones
acuosas de POLE, se probaron disolventes organicos como etanol, acetonay acetonitrilo. Se
observa que para disoluciones de POLE 0.1 M, latemperatura del punto nube aumenta con €l

porcentaje de disolvente organico, como se muestraen laFiguralll.8.
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El aumento de la temperatura del punto nube por adicion de estos modificadores es
précticamente unafuncién lineal del porcentaje de modificador organico, siendo €l aumento de
temperaturamas acusado en el caso del etanol, parael que se producen incrementos de unos 15

oC d variar las concentraciones de modificador, desde un 0% al 7%.
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Figuralll.8: Influenciade laadicion de modificadores organicos en latemperatura de punto nube
de ladisolucion de POLE a 3.10%. (*")etanol, é )acetonay (9)acetonitrilo.

En atencién aquelasdisolucionesiniciales de los analitos aestudiar en estaMemoriase
han preparado en etanol, sellevo acabo un estudio del efecto dela presenciade este disolvente

organico en laeficacia de la extraccion por punto nube de los HAPs en estudio.

Para porcentgjes en etanol de 1.08, 1.73 y 2.50% se observa que, mientras las
recuperaciones de los HAPs permanecen practicamente constantes, los factores de
preconcentracion aumentan con €l porcentaje de etanol. Tal y como se observaenlaTablalll.4,
dichosvaloreshan sido cal culadosteniendo en cuentael valor de'V sobtenido experimentalmente
paracadaporcentaje deetanol. El aumento del porcentaje de etanol trae consigo unadisminucion

del volumen de la fase rica de surfactante desde 420 a 280 uL, con lo que e factor de
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preconcentracion aumentade 7.1 a10.7.

Tablalll.4.- Influenciadel porcentgedeetanol enlasrecuperacionesdelosHAPs( calculados

con Vs experimental).

Recuper aciones (%)

HAP
1.08 % 1.73% 2.50 %

Acenafteno 90.6 823 79.6
Fluoreno 814 79.9 779
Fenantreno 894 90.5 92.6
Fluoranteno 80.7 72.3 69.8
Pireno 82.2 77.7 76.8
Benzo(a)antraceno 70.0 68.3 65.5
Criseno 84.9 90.4 93.7
Benzo(b)fluoranteno 90.2 87.6 85.2
Benzo(a)pireno 57.6 58.6 59.0
Dibenzo(a,h)antraceno 78.0 76.7 76.5
Benzo(ghi)perileno 82.5 794 76.8
Indeno(1,2,3-cd)pireno 65.2 65.0 64.2
Vs (uL) 420 347 280
Cr 7.14 8.64 10.7

Sin embargo, losvalores de | as recuperaciones de HAPs obtenidos, cal culados teniendo
el cuenta e valor de Vs tedrico (esto es, suponiendo que dicho volumen no varia con €l
porcentgje de etanol anadido), aumentan conforme se incrementa el tanto por ciento de

disolvente organico. Esto puede observarse claramente en los datos de la Tablall1.5.
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Tablalll.5.- Influenciadel porcentgje de etanol en lasrecuperaciones delos HAPs (calculado

con Vstedrico).

Recuper aciones (%)

HAP
1.08 % 1.73% 2.50 %
Acenafteno 90.5 102 118
Fluoreno 81.2 933 108
Fenantreno 89.1 102 119
Fluoranteno 80.6 94.2 102
Pireno 82.0 95.9 105
Benzo(a)antraceno 69.9 81.8 88.3
Criseno 84.7 109 116
Benzo(b)fluoranteno 90.0 103 115
Benzo(a)pireno 575 64.4 68.7
Dibenzo(a,h)antraceno 779 93.1 112
Benzo(ghi)perileno 82.3 94.3 108

Indeno(1,2,3-cd)pireno 70.0 734 79.8
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111.3.2- PRECONCENTRACION DE HAPSEXTRAIDOSDE SEDIMENTOS
MARINOS

En el capitulo anterior se ha propuesto la extraccion de Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicosque estan contenidos en sedimentos marinos, con un medio micelar de polioxietilen-
10-lauriléter (POLE) y el empleo de las técnicas de microondas (EAM) y ultrasonidos (EAU).
La simplicidad de estos métodos, su rapidez y los altos valores que se obtienen en las
recuperaciones de los HAPs con més de tres anillos, muestran que las metodol ogias propuestas
pueden ser alternativasvalidas con rel acion aotrastécni cas de extracci on convencionales. Como
contrapunto negativo, los métodos de andlisis de estos hidrocarburos por HPL C, con deteccion
UV, basados en EAM y EAU y € uso de un medio micelar de POLE, presentan limites de
deteccién comprendidos entre 10 y 400 ppb que, en atencion alas concentraciones habitualesen

sedimentos marinos, deben ser considerados como elevados.

Con objeto de mejorar lasensibilidad del método, hemos creido oportuno introducir una
etapa de preconcentracién de los HAPs previamente extraidos con POLE, siguiendo la

metodol ogia de punto nube.

[11.3.2.1.- Determinacion delos HAPs. Caracteristicas analiticas del método

Antes de proceder alarealizacion de los estudios rel acionados con la preconcentracion
de hidrocarburos aromaticos policiclicos, es necesario disponer de un método de andlisis
apropiado. En atencion alaexperienciaadquiridaen el capitulo anterior, ladeterminacién delos
HAPs se harealizado por HPL C con deteccion UV. Sin embargo, al introducir ahora una etapa
de preconcentracion, parece oportuno preparar las curvas de calibrado utilizando disoluciones

de patrones sometidos a extraccion mediante la técnica de punto nube propuesta.

Esta forma de operar ha sido propuesta [189], junto con otras, como el empleo de las
adiciones estandar o la utilizacién de un patrén interno, con objeto de eliminar errores por efecto

matriz, en las medidas realizadas con detectores V-UV o de fluorescencia. Al respecto, se ha
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puesto de manifiesto que en laextraccion de determinados compuestos organi cos, como HAPs
y PCBs, en muestras enriquecidas artificialmente, a realizar su extraccion con técnicas de punto
nube se obtienen recuperaciones superiores al 100%. Entre |as causas esgrimidas parajustificar
este hecho experimental, se ha especulado con laaltaviscosidad delafasericaen e surfactante,
quedificultariasu manipulacion, conlosconsiguienteserrores, y con modificacionesen el micro-

ambiente de los analitos, que podrian alterar sus propiedades espectroscopicas.

La Figura I11.9. muestra el cromatograma correspondiente a una mezcla de HAPs en
POLE, obtenida al someter una disolucion patrén de los hidrocarburos a extraccion por punto
nube, con el empleo de dicho surfactante. Por |as razones ya comentadas en el Capitulo |1, en
relacion alas bajas recuperaciones que muestra el naftaleno, este HAP no hasido incluido enla
disolucion patrén. Seguin puede observarse, |os restantes hidrocarburos presentan tiempos de
retencion aceptables, con valores de RSD(%) que oscilan entre 0.54 y 1.11%. Cabe destacar que
la presencia del surfactante no originainterferencias, incluso con los HAPs més polares, pues

presenta tiempos de retencion muy pequefios.
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Figuralll.9: Cromatograma obtenido para una mezcla estandar de HAPs después de someterse a

extraccién por punto nube.
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En atencion alo expuesto, las curvas de calibrado se han construido con disoluciones
patrén de HAPs en POLE, a 3.10%, utilizando un volumen total de 3 mL, y posterior

sometimiento a CPE. En estas condiciones se obtiene unarelacion de fasesigual a7.2.

Es posible conseguir relaciones de fases superiores y, por consiguiente, aumentar la
sensibilidad del método de andlisis. En tal sentido se hallegado a una solucién de compromiso
entrelosvolumenesy la concentracién de surfactante, por un lado, y los volimenes minimos de

fasericaen el surfactante que pueden manipularse en la préctica sin cometer errores excesivos.

Paratodos |os compuestos estudiados, se encontraron relaciones lineal es entre las areas
delosrespectivos pi cos cromatogréficosy laconcentracion del analito. Los pardmetrosanaliticos
asociados a la metodologia establecida, obtenidos a partir de las correspondientes rectas de

regresion, se muestran en laTablalll.6.

Por otraparte, seismuestras con i dénticas concentracionesde HA Psfueron sometidasal
procedimiento completo de preconcentraciéon por punto de nube y posterior andlisis
cromatografico. Las desviaciones estandar relativas que se obtienen para concentraciones
intermedias dentro del rango lineal del método, se sefialan en la Tabla I11.7. Con fines
comparativos, endichaTablaseincluyenloslimitesde deteccion de cadauno delosHAPs, tanto
los obtenidos en disoluciones que no se someten a extraccion por punto nube como en
disoluciones sometidas a dicho procedimiento. Larelacion entre ambos limites oscilaentre 2y

15, excepto para el benzo(a)pireno, que presenta valores similares en ambos casos.



Tablalll.6.- Parametros estadisticos de las rectas de calibracion del método analitico propuesto (CPE-HPLC).

HAP Rangolineal (ppb) Pendiente+SD Ord. Origen = SD R S/

Acenafteno 79.5 - 596 5.84+0.32 -0.14+0.12 0.99 0.170
Fluoreno 17.1-128 416+ 215 -0.29+0.17 0.99 0.243
Fenantreno 7.50-56.2 141 +9.16 -0.47+0.32 0.98 0.4%4
Fluoranteno 20.2-152 37.7+281 -0.54 £ 0.26 0.98 0.376
Pireno 18.0-135 34.8+1.97 -0.19+0.16 0.99 0.233
Benzo(a)antraceno 19.1-143 64.6 £ 3.82 -0.79+0.34 0.99 0.481
Criseno 19.1-143 129.2+10.1 -0.73+0.89 0.98 1.276
Benzo(b)fluoranteno 22.0-165 80.2+ 4.65 -0.62 £ 047 0.99 0.676
Benzo(a)pireno 229-172 251+154 -041+0.16 0.99 0.226
Dibenzo(a,h)antraceno 14.5- 108 19.1+157 -0.14+0.10 0.97 0.150
Benzo(ghi)perileno 15.8- 119 339+231 -0.06 + 0.17 0.98 0.235
Indeno(1,2,3-cd)pireno 62.3 - 467 199+1.01 -1.03+0.32 0.99 0.377

R: coeficiente de correlacion (n=10). S,: Error estandar de la estimacion.
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Tablalll.7.- Pardmetros de calidad del método de andlisis de HAPs después desu

preconcentracion por punto nube en medio de POLE.

HAP Cuap (PPb) RSD (%)  LOD*(ppb) LOD" (ppb)
Acenafteno 395 4.43 24.0 133
Fluoreno 854 342 7.00 34.6
Fenantreno 375 9.06 3.50 13.6
Fluoranteno 101 5.66 145 26.4
Pireno 89.8 4.52 5.80 9.10
Benzo(a)antraceno 95.5 3.79 12.5 338
Criseno 95.3 4,72 5.70 17.7
Benzo(b)fluoranteno 110 3.15 7.80 22.6
Benzo(a)pireno 115 210 10.8 10.3
Dibenzo(a,h)antraceno 72.3 11.7 7.90 90.3
Benzo(ghi)perileno 79.3 6.25 2.20 32.8
Indeno(1,2,3-cd)pireno 311 7.19 524 134

LOD: Limite de deteccion calculado como tres veces €l ruido de fondo.

3Muestras tras |a preconcentracion.

M uestras sin preconcentracion.
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111.3.2.2.- Determinacion deHAPscontenidosen sedimentosmarinos. Aplicacion de

la metodol ogia de punto nube

Para evaluar la utilidad de la metodologia del punto de nube en la preconcentracion y
posterior determinacion por HPL C de los HAPs estudiados, € método propuesto se aplicé ala
determinacion de estos compuestos en muestras de sedimentos marinos tomados en puntos
representativos de las islas de Tenerife y La Palma. Estos sedimentos fueron contaminados

previamente, de acuerdo con el procedimiento experimental descrito.

LaFiguralll.10a muestrael cromatogramade lafasericaen el surfactante obtenidatras
lapreconcentracién de HAPs por punto nube, después de su extraccién asi stidapor ultrasonidos
con un medio micelar de POLE, mientras que en la Figura I11.10b se ha incluido el
correspondiente alaextraccion asi stida por microondas seguida de preconcentracion por punto
nube. En ambos casos se pone de manifiesto que | as separaci ones obtenidas son excelentes para

los HAPs con més de tres anillos.

Por otra parte, en la Tabla I11.8 se han agrupado |os resultados correspondientes a las
recuperaciones medias obtenidas paratres determinacionesindependientesde HAPs por HPLC,
después de su extraccion por EAM o EAU y preconcentracion por medio del punto nube

utilizando POL E como surfactante.

Los cuatro primeros HAPs, entrelos 16 que constituyen lalista priorizadapor laAgencia
de Proteccion del medio Ambiente (EPA), muestran recuperaciones proximas acero en €l paso
de extraccion simple con el medio micelar de POLE y &l empleo de técnicas de microondas o
ultrasonidos. Una explicacion podriaresidir en la pérdidas por volatilizacion de estosHAPs en
el proceso de contaminacion del sedimento, o enlasdiferentesinteraccionesdeloshidrocarburos
con componentes organi cos o inorgani cos presentes en |os sedimentos, que podrian af ectar asu
solubilidad o difusividad en el medio micelar.



Resultados y Discusion

134

a 10 11
9 15
)L
0 10 20 30 40 50
tiempo (min)
10 11
b
° 15
13
78 14 16
5
.
0 10 20 30 40 50
tiempo (min)

Figuralll.10: Cromatogramas de disoluciones de HAPs obtenidas a partir de sedimentos marinos,

mediante extraccién con POLE asistida por ultrasonidos (a) o por microondas (b) y

preconcentracion por punto nube.
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En cambio, los HAPs con més de tres anillos, excepto en el caso del benzo(a)pireno,
muestran recuperaciones superiores al 88%. Con el uso de lametodol ogiaaqui desarrollada, las
recuperaciones medias obtenidas tras | os procesos de extraccion y preconcentracion fueron de
98.8%, cuando se utilizd latécnicapor microondas, y de 106.8% cuando se empled latécnicade
ultrasonidos. Aungue en ambos casos las eficacias de extraccion son similares, la precision,
expresada como la media de las desviaciones esténdar relativas, es considerablemente mayor
cuando se emplea la técnica por ultrasonidos, 3.8%, que cuando la extraccién es asistida por

microondas, 15.1%.

Tablalll.8.- Recuperaciones de HAPs de sedimentos marinos, después de la extraccion por
microondas o ultrasonidos, y posterior preconcentracion por punto nube.
Extraccién asistida por Extraccién asistida por
Afadido micr oondas ultrasonidos
HAP
(ppb) Hallado? Recuperacion Hallado? Recuperacion
(ppb) (%) (ppb) (%)
Fe 10 116+0.1 116.2+ 15.7 88+06 88.1+6.2
Ft 60 65.6 + 8.6 109.3+ 14.3 60.2+19 1004+ 3.2
P 60 565+ 7.2 94.2+12.0 555+ 0.9 926+16
B(@A 60 69.8+ 7.3 116.3+12.2 70.8+ 3.2 118.0+5.3
Cr 60 61.2+10.8 102.1+18.0 63.5+12 1058+ 19
B(b)Ft 70 78.7+73 1125+ 104 81.8+21 1169+ 3.0
B(@P 70 65.7+15.8 93.8+22.6 402+ 23 575+32
diB(a,h)A 70 75.8+15.6 108.2+22.3 71.4+0.7 102.0+1.0
B(ghi)Per 70 760+12.7 1086+ 182 723+30  1033+42
1(1,2,3-cd)P 70 753+ 39 107.6+ 5.6 69.4+6.2 99.1+89

aMedia de tres determinaciones independientes
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111.3.3- EXTRACCION DE HAPsDE AGUA DE MAR

Con anterioridad se ha puesto de manifiesto que la metodol ogia de punto nube resulta
eficaz para la preconcentracion de HAPs, previamente extraidos de muestras de sedimentos

marinos, con el empleo de disoluciones micelares de POLE.

En este apartado se pretende extender la aplicacion de dichametodol ogiaalaextraccion
y preconcentraci on de HA Ps presentes en muestras de aguade mar, un medio considerablemente
diferentea estudiado en €l apartado anterior, y en e que laconcentracion de hidrocarburos suele

ser muy peguefia, como corresponde con el caracter hidrofbico de los mismos.

111.3.3.1.- EIl punto de nube en matrices de agua de mar

Al estudiar laformacion del punto nube en disol uciones acuosas, se puso de manifiesto
gueun aumento en lafuerzaionicadeladisolucién provocabaunadisminucion enlatemperatura
de formacion del punto nube, sin que se modificara de modo apreciable el volumen final de la
fasericaen € surfactante. L os estudios realizados con distintos electrolitos, en concentraciones
gue llegaban a 0.6 M, también mostraban que la separacién de fases mejoraba con el aumento
en la concentracién de las sal es afiadidas. Otro aspecto importante reside en que al provocar la
formacion del punto nube en dichas disoluciones, la fase rica en €l surfactante, de mayor
densidad, ocupa la parte inferior para concentraciones, dependientes del electrolito estudiado,

en general no superioresa 0.02 M.

En | as experiencias encaminadas a alcanzar & punto nube con POL E como surfactante,
haciendo uso de unamatriz de aguade mar artificial, se observaquelafasericaen el surfactante
ocupa ahora la capa superior. Este cambio en el orden de densidad de las fases supone una
ventgja considerable, desde el punto de vista analitico, ya que se minimiza la posibilidad de
contaminacién por cruce de componentes entre las fases, ademéas defacilitar la separacion fisica

de lasfases 0 latoma de muestra para el andlisis.
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Ante la situacion gque se comenta, significativamente diferente a la que se plantea en
apartados anteriores, hemos creido oportuno profundizar, aunque seade un modo somero, enla
caracterizacion del punto nube del POL E en un medio constituido por aguade mar artificial que,

como se haexpuesto, provoca cambios importantes en sus propiedades.

- Temperaturacriticay diagrama de fases

Para la obtencion del diagrama de fases se han preparado diferentes disoluciones de
POL E en aguade mar sintética, con concentraciones del surfactante que varian entre 0.5y 6.0%
(p/v). En cadaunade éllas seincrementa latemperatura arazén de 1.8 °C/min. El diagramade
fases obtenido al representar la temperatura de enturbiamiento frente a la concentracion del

surfactante se muestraen laFiguralll.11.

80 -
2L
75 °
;G 701 \‘_//
T 65
L
60 -
55 ] ] 1 1
0 2 4 6 8

POLE % (p/v)

Figuralll.11l: Diagramade fases del POLE en aguade mar sintética.

La curva de codisolucion que se obtiene muestra un minimo a 67.5 °C para una

concentracion del surfactante del 4% (p/v). Al comparar los resultados obtenidos con los
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correspondientes a medios acuosos convencionales, |as temperaturas de punto nube obtenidas

parael POLE, en agua de mar sintética, son unos 14 °C inferiores.

En atencidn alos datos experimental es que se han obtenido, paraal canzar |as méximas
recuperaciones de los HAPsy con objeto defacilitar enlo posible laformacion del punto nube,
sin pérdida de fiabilidad, se eligié como temperatura de punto nube 95 °C y como tiempo de
equilibrio 90 minutos, tal y como se describio en el apartado deinfluencia delatemperaturay
tiempo de equilibrio (dentro delaseccion 111.3.1.2.). Unavez a canzadas estas condiciones, ya
se habia logrado una adecuada separacion de fases en la decantacion por gravedad a esa

temperatura.

- Factor de preconcentracion

Como se hacomentado, €l factor de preconcentraci én esuno delospardmetros de mayor
interés en | os estudios rel acionados con laformacién del punto nube. Paraestudiar lainfluencia
de la concentracion de POLE en el factor de concentracion, se sometieron una serie de
disoluciones del surfactante en aguade mar sintéticaal proceso de separacion de fases por punto
nube. La Figura 111.12 muestra el volumen obtenido de fase rica en el surfactante, y €
consiguiente factor de preconcentracion, como una funcién de la concentracién de POLE. En
general, se observaunadisminucion del factor de preconcentracion cuando la concentracion de
surfactante variaentre 0.5y el 4.0% (p/v). Sin embargo, esta disminucién es mucho menor para

concentraciones superiores a 2.0% (p/v).

Teniendo en cuentalos resultados sefialados en lafigura, se establecié en un 1% (p/v) la
concentracién de POLE aemplear, obteniéndose asi un factor de preconcentraciéon de 17.6 y un
volumen de fase rica en surfactante de 170 pL. Este volumen es fécilmente extraible con una

microjeringay permite larealizacion de varias inyecciones en el sistema cromatogréfico.
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Figuralll.12: Volumen defasericaen € surfactante y factor de preconcentracion, en funcion de la

concentracion de POLE disuelto en agua de mar sintética.

111.3.3.2.- Andlisis cromatogréafico

Las bagjas concentraciones a la que los HAPs suelen encontrarse en el agua de mar
requieren del empleo de métodos de andlisis con elevada sensibilidad. Con tal finalidad y en
atencion a los resultados comentados en apartados anteriores, se ha establecido un método de
andliss para la determinacion de HAPs por HPLC, con las ventgjas que suponen la

preconcentracion por punto nube y la deteccion fluorescente.

Con relacion a empleo de dicho sistemade deteccion, en €l apartado 11.2.4 se hadescrito
su utilizacion paracuantificar los HA Ps presentes en disolucionescon un 1.25%Yy un 6.26% (p/v)
de POLE. Aunque en los cromatogramas aparece una sefial atiempos de retencion similares a
los correspondientes al par acenafteno-fluoreno, su intensidad no era suficientemente grande

como paraimpedir la determinacion de dichos hidrocarburos.
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En las condiciones resultantes de la separacion por punto nube, las concentraciones de
POLE en la fase rica en el surfactante son muy elevadas, de manera que originan sefiales
cromatogréficas que impiden la cuantificacion del acenaftenoy del fluoreno, cuando se utiliza
deteccion fluorescente. Con objeto de eliminar, 0 a menos minimizar, lainterferencia causada
por el surfactante, sin que se produzcan pérdidas importantes de sensibilidad, se ensayaron
distintos pares de longitudes de onda de excitacion y emisién para los hidrocarburos citados,
tratando de lograr que desaparecierala sefial del surfactante pero no asi lade los dos HAPs. En
laTablalll.9 se muestra el programa de longitudes de onda que ha conducido a los mejores
resultados. No nos ha sido posible alcanzar todos |os objetivos enunciados, de modo gque en
atencion a las escasas recuperaciones que nuestro método presenta para el acenafteno, hemos
optado por no cuantificarlo en las muestras a analizar, priorizando de esta manera la
determinacién del fluoreno. La deteccion fluorescente, utilizando las longitudes de onda de

excitacion y emision del fluoreno, evitalainterferenciapor parte del surfactante.

LaFiguralll.13 muestrael cromatograma obtenido de unamezclaestandar deHAPsen
las condiciones experimentales descritas. Los diferentes hidrocarburos presentan tiempos de
retencion satisfactorios, con desviaciones estandar relativas que oscilan entre 0.62 'y 0.83%. Al
tomar en consideracién |os aspectos cuantitativos del método, se encontré que, entre el areade
pico y la concentracion de analito para todos los compuestos estudiados, existian relaciones
lineales. L os parametros estadisticos, obtenidos a partir de los correspondientes gjustes lineal es,

semuestran enlaTablalll.10.
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Tablalll.9.- Programa de longitudes de onda del detector de fluorescencia usado para la

determinacion de HAPs en agua de mar por HPLC .

Tiempo (min)  Excitacion (nm)  Emision (nm) Compuesto tretencion (MIN)

0 222 329 1.N 8.72
10.7 260 332 4.Fl 13.1

5. Fe 14.9
13.9 248 370

6. A 16.7

7. Ft 18.7
17.7 275 419

8.P 20.0

9. B(a)A 253
221 273 384

10. Cr 26.6
285 254 451 11. B(b)Ft 30.9

12. B(K)Ft 332
322 288 406

13. B(a)P 34.7

14. diB(a,h)A 38.1
359 289 422

15. B(ghi)Per 39.1

40.0 297 496 16.1(1,2,3-cd)P 408
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Figuralll.13: Cromatograma de una mezcla estandar de HAPs en las condiciones cromatogréficas
descritas, realizado con la utilizacién del programa de longitudes de onda incluido en
laTablalll.o.

El procedimiento descrito, se ha aplicado a muestras de agua de mar sintéticas
contaminadas con una disolucion patron de HAPs. En la Figura 111.14 se ha incluido un
cromatograma representativo de la fase rica en surfactante, después del proceso de
preconcentracién. Cabe destacar €l tiempo de retencion tan bajo que presenta el surfactante,
permitiendo la deteccién de hidrocarburos como el naftaleno sin interferencia por parte del
surfactante. Sin embargo, como habiamos comentado, al tiempo de retencién del acenafteno

aparece una banda debida al surfactante que dificulta su posible cuantificacion.



Tablall1.10.- Pardmetros de calidad del método cromatogréfico de andlisis para la determinacion de HAPs por HPLC

y deteccion fluorescente.

HAP Rango Lineal (ng/L) Pendiente + SD Ord. Origen + SD R? Svix
1.N 0.9-15 0.861+0.027 0.564+0.224 0.990 0.533
4. H 2.0-15 0.899+0.013 0.041+0.117 0.998 0.219
5. Fe 1.0-10 0.798+0.021 -0.217+0.119 0.991 0.273
6. A 0.4-5.0 2.058+0.027 -0.059+0.074 0.997 0.189
7.Ft 35-35 0.197+0.002 -0.098+0.044 0.998 0.108
8.P 2.0-35 0.427+0.019 -0.011+0.228 0.992 0.302
9.B(dA 0.5-5.0 2.548+0.086 0.608+0.215 0.990 0.458
10. Cr 0.4-15 1.015+0.032 0.099+0.213 0.990 0.504
11. B(b)Ft 0.6-10 1.743+0.029 0.310+£0.155 0.996 0.402
12. B(K)Ft 0.3-5.0 3.383+0.086 0.119+0.222 0.989 0.594
13. B(a)P 0.3-30 3.330+£0.115 -0.483+0.204 0.989 0.383
14. diB(a,h)A 14-15 0.920+0.025 -0.144+0.156 0.995 0.257
15. B(ghi)Per 1.0-10 1.307+0.049 0.108+0.231 0.993 0.358
16.1(1,2,3-cd)P 4.0-30 0.179+0.003 -0.106+0.044 0.997 0.092

R: Coeficiente de correlacion (n= 12). S, x: Error estandar de la estimacion.
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Figuralll.14: Cromatograma correspondiente a la fase rica en surfactante procedente dela
preconcentracion por punto nube de una muestra de agua de mar artificial contaminada

con HAPs.

Los limites de deteccién del método, para cada uno de los hidrocarburos considerados,
fueron calculados como tres veces la desviacion estandar de la sefiad correspondiente a una
disolucion diluidade HAPs alaque se aplico € procedimiento completo de extraccidn por punto
nubey separacion cromatografica. Como se muestraen laTablalll.11, loslimites de deteccion
oscilan entre 1.0 ng/L parabenzo(k)fluorantenoy 1.5-10% ng/L parael fenantreno. Estos valores
son, en general, unas 20 veces menores gque los obtenidos para disoluciones de HAPs no
sometidas a preconcentracién por punto nube. Al menos desde un punto de vistatedrico, estos
l[imites de deteccion pueden mejorarse considerablemente variando la concentracion de

surfactante en el paso de preconcentracion.

Asimismo, en dichaTablaseincluyen los resultados del estudio de reproducibilidad del
sistema cromatogréfico, aplicado a seis muestras de agua de mar artificial a las que se han

anadido concentraciones conocidas de HAPs. Dicho estudio se llevo a cabo para una
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concentracion de cada HAP cercana a su limite de cuantificacion, encontrandose desviaciones

estandar relativas que oscilan entre 2.91 'y 10.4% paralos diferentes HAPs.

Tablalll.11.- Desviacién estandar y limites de deteccion de estandares de HAPs en agua de
mar, sometidos a extraccion por punto nube y posterior separacion

cromatografica por HPLC.

HAP Conc. anadida (ppb) RSD(%) LOD (ng/L)
1N 0.8 4.04 81
4. FH 0.6 5.03 50
5. Fe 0.6 524 4
6. A 0.3 5.58 9.0
7. Ft 20 291 1.510?
8.P 12 7.48 18
9.B(dA 0.3 5.06 50
10. Cr 0.8 8.30 53
11. B(b)Ft 0.6 7.78 14
12. B(K)Ft 0.3 7.08 1.0
13. B(a)P 0.2 753 15
14. diB(a,h)A 0.6 10.1 20
15. B(ghi)Per 05 10.4 25
16. 1(1,2,3-cd)P 1.8 7.69 9%

RSD(%): Desviacion estandar relativa para las concentraciones sefialadas HAPs (n=6) alas
gue se aplico el procedimiento completo (preconcentracion por punto nube y posterior
separacion cromatogréfica)

LOD: Limite de deteccién calculado como se describe en € texto.
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[11.3.3.3.- Efecto dela concentracion de analito

L asexperienciasanterioressehanrealizado paradeterminadasconcentracionesdeHAPs.
Con objeto de establecer el efecto quelaconcentraciéninicial de analito en ladisolucién podria
gjercer en larecuperacion delos distintos hidrocarburos, se sometieron a proceso de extraccion
por punto nube una serie de disoluciones en agua de mar artificial, conteniendo diferentes
concentracionesde HAPs. L osresultadosindican quelos porcentajesde recuperaci én obtenidos
no varian en gran medida cuando |a concentracién de analito, después de laextraccion por punto
nube, se encuentracomprendidaentre el limite de cuantificacion del métodoy el limite superior
del rango lineal de trabajo.

Cuando las concentraciones afadidas de cada HAP se representan frente a las
concentraciones obtenidas después de concluir | os procesos de preconcentracion por punto nube
y separacion cromatografica, se obtienen rectasderegresion con R > 0.91. Lapruebat paran=7
aun nivel de confianza del 95% muestra que las pendientesy |as ordenadas en el origen no son
significativamente diferentes de 1 y 0, respectivamente, para la mayoria de los HAPs salvo €l
pireno, cuya pendiente difiere significativamente de 1 parael nivel de confianza sefialado, segiin
muestran los resultados agrupadosen laTablalll.12. Laexcepcion esel naftaleno, que presenta
un error sistemético debido alas pequefias recuperaciones en la etapa de preconcentracion. El
error aleatorio para cada HAP, estimado a partir del calculo de Sy x, oscila entre 0.33 'y 4.92.

L os resultados muestran que lametodol ogia desarrollada es aplicable ala determinacion
deHAPs, con lasexcepciones comentadas, presentesen muestrasde aguade mar. Junto alagran
sensibilidad que se a canza, imprescindible, por otra parte, parael tipo de muestra considerado,
el principal inconveniente puede estar en lostiempos de andlisis, especialmente influidos por la
necesidad de provocar laformacion del punto nube en muestras 'y patrones. No obstante, las
disoluciones utilizadas para la obtencion de las curvas de calibrado no necesitan ser sometidas
a extraccion y preconcentracion por punto nube, sino que basta con disolver los HAPs en un
medio micelar concentrado o incluso en un disolvente organico y pinchar estos estandares

directamente, con la consiguiente ganancia de tiempo.
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Tablalll.12- Resultados del test individual de la pendientey de la ordenada en el origen

paracada HAP.
Ord. Origen Pendiente
HAP R S)x
a S. texp b S Lexp

1.N 1401 0653 3288 0472 -5678 3458 0940 0.803
4. Fl -4335 3633 0328 0915 0165 0560 0941 4912
5. Fe 1091 085 1489 0700 -3373 0612 0950 1.019
6. A 0006 0378 0045 0910 -0045 1857 0933 0458
7. Ft -1.752 2814 0221 0705 1647 0648 0950 3.364
8.P 0226 0946 0252 1140 -0631 285 0973 1131
9. B(aA -0510 0508 1976 1200 265 0947 0944 0.605
10. Cr -0393 1419 0195 095 0732 1331 0942 1702
11. B(b)Ft 0287 0460 1356 0875 -1650 0713 0990 0.506
12. B(k)Ft 0118 0274 1582 11838 -1144 1050 0964 0335
13. B(a)P 0252 0331 2305 0766 -2018 1222 0939 0400

14. diB(a,h)A 05% 0702 1212 0766 -2249 1508 0938 0.852
15. B(ghi)Per 0539 0694 1118 0824 -2053 1234 0906 0824
16.1(1,2,3-cd)P 1380 2281 0265 0915 -1601 1126 0937 2929

toos7 = 2.57 a 95%

111.3.3.4.- Determinacion de HAPs en agua de mar

Paraevaluar la€ficaciadelos procesos de extraccion y preconcentracion descritos en los

apartados anteriores, se llevaron a cabo estudios de recuperacion con muestras de agua de mar
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natural, a las que se anadieron concentraciones conocidas de HAPs. Los niveles de HAPs
anadidos oscilan entre 0.07 - 0.80 ng/mL. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla
[11.13. Puede observarse que | as recuperaciones encontradas son atamente satisfactorias parala
mayoria de los HAPs determinados, excepto en € caso del naftaleno, con recuperaciones
menores del 40% en ambos casos. Probablemente, una porcion de este hidrocarburo puede
perderse durante la extraccion, debido a la temperatura a la cual se realiza € proceso de

extraccion y laformacién del punto nube.

Con objeto devalidar laaplicabilidad dela metodol ogia propuesta paraladeterminacién
de HAPs en agua de mar, se contaminaron muestras de agua de mar exentas de Hidrocarburos
Arométicos Policiclicos, con un fuel-oil. Estas muestras se analizaron por HPL C después de ser
sometidasaextracciony preconcentracion por punto nube, asi como por un método descrito en
labibliografia, como es la extraccion liquido-liquido convencional y posterior deteccion en un
cromatégrafo de gases acoplado aun espectrometro demasas. EnlaTablalll.14 se han agrupado
algunas caracteristicas de este método analitico. Las Figuras I11.15, ay b, muestran los

cromatogramas representativos de ambas metodol ogias para una mismamuestra.

LosresultadosagrupadosenlaTablalll.15 muestran que, paraloshidrocarburosde bajo
peso molecul ar, se obtienen resultados que pueden consi derarse de un mismo orden de magnitud.
La metodologia de ELL-CG-MS posee una sensibilidad que no permite determinar las bajas
concentraciones de los HA Ps de cuatro o més anill os condensados presentes en estamuestrade
aguade mar natural contaminada por un fuel-oil. Este inconveniente, desde el punto devistade
validacién de la metodologia, permite poner de manifiesto la superior sensibilidad de la
metodologia de CPE-HPLC, propuesta en este trabajo para la determinacién de HAPs en

muestras de agua de mar.



Tablalll.13.-

Recuperaciones de HA Ps de muestras de agua de mar contaminadas con una disolucion patrén de HAPs,

aplicando la metodol ogia de extracci én/preconcentracion por punto nube y determinacion por HPLC.

Afadido Recuperacion Afadido Recuperacion
HAP Encontrado?® Encontrado @

(ng/mL) (%) (ng/mL) (%)
N 0.30 0.098 + 0.034 326+114 0.58 0.218 + 0.020 37.7+35
Fl 0.20 0.099+ 0.013 495+65 0.58 0.360 + 0.035 62.1+6.1
Fe 0.20 0.167 + 0.011 83.7+57 0.46 0.422 + 0.037 916+81
A 0.10 0.054 + 0.010 535+9.9 0.23 0.145+ 0.016 63.1+6.9
Ft 0.80 0.566 + 0.029 70.8+ 3.6 1.45 1.145+0.121 79.0+83
P 0.40 0.279+ 0.030 69.7+7.4 0.87 0.636 + 0.063 731+73
B(@A 0.10 0.072 £ 0.002 715+25 0.23 0.210+ 0.021 91.5+9.0
Cr 0.30 0.257 £ 0.041 86.1+13.7 0.58 0.604 + 0.070 104+ 121
B(b)Ft 0.20 0.148 + 0.024 740+ 120 0.46 0.396 + 0.038 86.2+8.3
B(k)Ft 0.20 0.142 + 0.023 71.0+11.7 0.23 0.172+ 0.021 748+9.1
B(@P 0.07 0.074 £ 0.004 106 + 6.2 0.14 0.150+ 0.018 107 +13.2
diB(ah)A 0.20 0.227 + 0.010 114+ 49 0.46 0.339+ 0.040 73.6+ 8.6
B(ghi)Per 0.20 0.230+ 0.029 115+ 145 0.35 0.282+0.033 80.6+9.5
1(1,2,3-cd) 0.60 0.399 + 0.068 66.5+ 114 1,16 0.804 + 0.082 69.3+7.1

2 Concentracion de HAPs encontrados (ng/mL) + desviacion estandar (n=3).
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Tablalll.14.- Caracteristicas del método de anadlisis de HAPs por CG-MS.

HAP lones M oleculares Intervalo de Linealidad (ppm) LOD (ppm)*
N 128 0.25-3.00 0.20
Fl 165 0.25-3.10 0.25
Fe 178 0.25-3.10 0.18
A 178 0.25-3.10 0.19
Ft 202 0.25-3.15 0.30
P 202 0.25-3.15 0.26
B(a)A 228 0.27-3.20 0.19
Cr 228 0.27-3.20 0.24
B(b)Ft 252 0.28-3.30 0.27
B(K)Ft 252 0.28-3.30 0.31
B(@P 252 0.28-3.30 0.28
diB(ah)A 278 0.30-3.50 0.36
B(ghi)Per 276 0.30-3.50 0.34
1(1,2,3-cd)P 276 0.30-3.50 0.29

*LOD calculados como 3-Error estdndar de la estimaci on/pendiente
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Figuralll.15: (a) Cromatogramas obtenidos tras aplicar CPE-HPLC y (b) tras aplicar ELL-CG-MS
(barrido de 128 a278 u.m.a.), aunamuestrade aguade mar natural contaminadapor un

fuel-ail.
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Tablalll.15.- Concentraciones de HAPs hallados en agua de mar contaminada por un
fuel-ail.

HAP CPE+HPLC’ ELL+CG-MS
FI 0.32+0.30 0.28 + 0.33
Fe 185+ 0.81 128 +0.13
A 0.19+0.15 028+ 0.15
Ft 021 +£0.15 0.13+0.17
P 0.19+0.20 0.63+ 0.53
B(@A 0.05+0.10 <0.19
B(b)Ft 040+ 0.25 <0.27
B(K)Ft 0.05+ 0.12 <0.31
B(@P 0.18+0.16 <0.28
diB(ah)A 0.14 +0.15 <0.36
B(ghi)Per 0.35+ 0.30 <0.34
1(1,2,3-cd)P 0.20 + 0.15 <0.29

"Concentracién de HAPsen ng/mL £t-S, (t, P=0.05,n=12en HPLCYy
n=6en CG-MS).

S, = Error en la concentracion predicha utilizando la regresion lineal.

[11.3.3.5.- Efectodel POLE enlaestabilidad delosHAPsduranteel almacenamiento

delas muestras

Laadsorcion delos HAPs en | os reci pientes durante el almacenamiento de muestras de
agua, es un fendbmeno bien conocido y que causa pérdidas de estos analitos. Con objeto de
solventar este problema, se suele recomendar la adicion de disolventes organicos alas muestras

acuosas [180,190,191]. También se hadescrito € uso de medios micelares no-idnicos como una
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aternativa a los disolventes organicos [64,178,180]. Los estudios llevados a cabo con
surfactantes ionicos, tales como cloruro de cetilpiridinio y dodecilsulfato sodico, han revelado
gue estos surfactantes también pueden ser Utiles para estabilizar disoluciones acuosas de HAPs
[180].

Por otra parte, los HAPs tienden a asociarse en cierta medida con materia organica o
materiaparti culada suspendidaen el aguade mar, en formade complgjos o por simpleadsorcion
[178]. Estetipo de asociacionestiende, en general, ahacer que se obtengan bajas recuperaciones
de los HAPs especialmente cuando se llevan a cabo extracciones liquido-solido[192]. La
preconcentraciondeHA Psusando el surfactanteno-idnico Triton X-114, hasido propuestacomo

una herramienta Util paraevitar lasinterferencias causadas por acidos himicos[180].

Con lafinalidad de estudiar la eficacia del POLE para evitar la adsorcion de los HAPs
en las paredes de | os recipientes en que estan contenidos, asi como lainterferencia causada por
lamateria organica disuelta 0 materia parti cul ada presente en aguade mar natural, se estudio tal
efecto sobre 14 HAPs utilizados por nosotros en muestras de agua de mar natural almacenadas

en recipientes de vidrio.

Para tal finalidad, dos alicuotas de agua de mar natural no filtrada y libre de
hidrocarburos, se contaminaron con HAPs a niveles de concentracion comprendidas entre 0.14
y 1.45 ng/mL. A una de estas alicuotas se le afiade POLE desde € principio del experimento,
para obtener una disolucién final con una concentracion de surfactante del 1% (p/v) en €
surfactante. Ambas alicuotas se conservaron auna T # 4 °C. A periodos regulares de tiempo,
previamente establecidos, 3mL de cadaalicuota se someten a extraccién por punto nube, y las

fases ricas en surfactante obtenidas se analizan por HPL C, segln se ha descrito anteriormente.

LaTablalll.16 muestralosresultados hallados, expresando €l porcentajederecuperacion
en funcién del tiempo. Enlas muestras de agua de mar alas que no se haafiadido surfactante, se
observaunadisminucionimportante en laconcentracién detodoslosHAPsdurantelasprimeras
48 horas de almacenamiento, siendo de modo mas patente paral os hidrocarburos de mayor masa
molecular. Al alargar dicho tiempo, siguen produciéndose disminucionesen las concentraciones
de HAPs, aunque de formamaéas gradual . En sentido opuesto, |as muestras que contienen POLE
micelado no muestran variaciones importantes en las recuperaciones de los HAPs, al menos
durantelos ocho dias que hadurado laexperiencia. Se pone asi de manifiesto el efecto inhibidor

del POLE en laretencion de estos contaminantes por procesos de adsorcion o complejacion.
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Tablalll.16.- Efecto inhibidor del POLE sobre los procesos de adsorcién que afectan a los

HAPs, durante el almacenamiento de muestras de agua de mar contaminadas.

Recuperaciones (%)

HAP Oh 48h 76h 192h
a b a b a b

1N 37.7 43.3 31.2 33.2 189 40.2 155
4.F 62.1 60.0 56.6 53.7 544 63.8 344
5.Fe 916 87.9 86.4 78.0 69.9 95.8 59.2
6. A 63.1 62.4 55.3 531 34.6 61.2 47.2
7.Ft 79.0 77.6 71.0 66.0 63.2 735 45.6
8.P 731 69.5 64.1 55.1 41.6 69.5 440
9. B(a)A 915 847 790 729 594 806 474
10.Cr 104 100 93.7 84.8 69.0 102 68.3
11. B(b)Ft 86.2 83.3 71.0 735 58.2 79.1 511
12. B(K)Ft 74.8 71.0 60.0 61.9 46.9 69.2 421
13.B(a)P 107 102 878 905 597 949 499
14. diB(a,h)A 73.6 69.2 57.7 61.5 43.8 69.1 379
15. B(ghi)Per 806 752 591 634 460 762 394
16.1(1,2,3-cd)P 69.3 68.6 54.0 61.4 34.2 63.0 38.6
Media’ 81.2 77.8 69.1 67.4 51.7 76.7 46.5

aMuestraamacenadaen presenciade POLE a 1% (p/v) desde €l principio
b Muestraa macenadaen ausenciade surfactante

"Recuperaciones medias de HA Ps excluyendo el naftaleno

Con objeto de establecer el efecto de la adsorcién debido Unicamente alas paredes del
reci piente en que se almacena la disolucion que contiene los HAPS, se harealizado un estudio
similar al que se acaba de comentar, pero utilizando agua de mar sintéticay filtrada, en lugar de

agua de mar natural. Las experiencias que se han prolongado durante 432 horas (18 dias) y en
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las que se han utilizado algunos de los HA Ps que venimos empleando, conducen alos resultados
agrupados en la Tabla 111.17. En dicha Tabla se comparan |os resultados correspondientes a
muestras a las que se adiciona POL E desde el comienzo de la experienciay a muestras que no

contienen POLE durante su almacenamiento.

L osresultados obteni dos ponen de manifiesto que |os HA Ps son adsorbidostanto por la
materia particulada como por las paredes de | os recipientes, durante el almacenamiento de las
muestras de agua de mar contaminadas con HAPs. Para evitar este inconveniente se puede
recurrir a la aditivacién con POLE en lugar de otros reactivos, en el momento de toma de

muestra. De esta forma, el mismo surfactante que interviene en laformacién del punto nube,

permite minimizar |os procesos de adsorcion a que pueden verse sometidos los HAPs.

Tablalll.17.- Efecto inhibidor del POLE en procesos de adsorcion de HAPs por la
superficie de los recipientes contenedores en muestras de agua de mar.
Recuperaciones (%)
HAP 1h 24h 96h 432h
a b a b a b a b

Fl 120 64.3 72.0 66.1 62.2 57.3 59.9 9.40
Fe 119 96.0 102 102 93.9 90.1 107 32.8
Ft 815 81.3 96.4 74.1 7.7 58.6 65.5 33.6
P 75.2 75.2 82.8 98.7 76.0 69.2 70.0 335
Cr 125 107 126 108 119 130 125 490.1
diB(ah)A  97.3 86.1 80.1 59.5 75.0 705 62.0 255
B(ghi)Per 119 82.8 87.4 65.1 79.9 77.0 755 255
Media’ 105 84.6 924 81.9 834 79.0 80.7 29.9

a Muestra almacenada en presencia de POLE a 1% (p/v)desde € principio

b Muestra a macenada en ausencia de surfactante



CAPITULO IV

LA MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA Y LA DETERMINACION
DE HAPs
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IV.1.- INTRODUCCION

LaMicroextraccion en Fase Sdlida (SPME) es una técnica de extraccion relativamente
reciente, desarrolladapor Pawliszyny suscolaboradores[193], querepresentaun valioso avance
en uno delos pasosfundamental esdel proceso analitico, como eslapreparacion de muestras. Se
basaen el equilibrio dereparto delosanalitos, entre unafase poliméricaestacionariaquerecubre

unafibradesilice fundiday lamatriz delamuestra.

Lapuestaen précticadelaSPM E comprende dospasos. En primer lugar, losanalitos son
extraidos desde la matriz que los contiene, por contacto de la muestra con una fibra recubierta
de unafase activa, durante un tiempo predeterminado. En segundo lugar, lafibrase separadela
muestray |osanalitos retenidos en lami smason entonces desorbidos en uninstrumento analitico,
generamente un sistema cromatogréfico, en el que se someten a procesos de separacion y
determinacién cualitativay/o cuantitativa. El paso dedesorcién, esdecir, laliberacion del analito
retenido, suele realizarse colocando lafibraen un inyector caliente de un cromatografo de gases
(desorcion térmica). También puederealizarseen un sistemade HPLC, introduciendo lafibraen
unainterfase SPM E-HPL C. El proceso completo esmuy simple, puedeautomatizarsey acoplarse

acromatograf os de gases o liquidos convencionales.

La Microextraccion en Fase Sdlida presenta importantes ventajas con respecto a las
técnicas convencionales para la extraccion de compuestos organicos de muestras
medioambiental es, tales como la extraccion liquido-liquido [194] y la extraccion en fase sdlida
[195,196] para compuestos semivolétiles y no-vol&tiles, la extraccion con espacio en cabeza
[197] y purgay trampa (purge and trap) [198] para sustancias vol&tiles. Entre dichas ventajas

podemos destacar que:

-No requiere disolventes organicos, generamente caros y con frecuencia perjudiciales

paralasaudy e medio ambiente.
-Latécnica es muy simple, rapida, de fécil automatizacion, portétil y econémica
-SAlo se requiere un pequefio volumen de muestra.

-PuedeacoplarsefacilmenteaCG, con algunasmodificacionesaHPLC, y recientemente
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se ha acoplado a CE.

Latécnicasedesarroll6 inicia mente paradeterminar compuestos rel ativamente vol &iles
en muestras medioambientales, pero su uso se haextendido al andlisis de unagran variedad de
matrices y analitos. Hasta la fecha, SPME se emplea con éxito en el andlisis de muestras
gaseosas, liquidas y sdlidas, y en un amplio rango de compuestos volatiles a no volétiles,
incluyendo contaminantes ambiental es tales como pesticidas, fenoles, PCBs, HAPsy, en menor

medida, compuestos inorganicos.

Con €l uso de la microextraccién en fase solida se pueden realizar tres tipos diferentes

de muestreo:

-Extraccion Directa, que se caracterizapor lainmersion de lafibra, directamente, en la

muestra liquida o gaseosa. Suele aplicarse al andisis de muestras relativamente limpias.

-Extraccion en Espacio en Cabeza (HS SPME), en la que la fibra se suspende en €l
espacio gaseoso en contacto con la muestra. Es una técnica adecuada para muestras

liquidas sucias e, incluso, para muestras solidas.

-Extraccion con fibras protegidas con membranas, que es unavariante de la extraccion
directaenlaquelafibra, o mejor, e recubrimiento delafibra, se protege frente aposibles
danos. Es especiamente adecuada para la extraccion de analitos en muestras muy

contaminadas.

IV.1.1.- PARAMETROSQUE AFECTAN AL PROCESO DE EXTRACCION

En SPME, lacantidad de analito extraida por lafibra puede venir influenciada por varios
pardmetros como: caracteristicas del recubrimiento, temperatura 'y tiempo del proceso de
extraccion, adicién de sales o disol ventes organicos alamuestra, modificacion del pH, agitacion
delamuestray volumen delamuestra. Los efectosdelamatriz y laintroduccion de un paso de

derivatizacion también pueden afectar la extraccion de analitos en SPME.
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IV.1.1.1.- Recubrimientos

La eleccién del recubrimiento més apropiado es muy importante para conseguir una
buena selectividad paralos analitos en estudio. El principio “ semejante disuelve a semejante”’
puede aplicarse para seleccionar la fibra adecuada. En la Tabla 1V.1 se presentan los
recubrimientosde fibrasdisponiblescomercia mente, asi como algunas de sus propiedades, usos
y aplicaciones. Ademéas de éstas, diversos autores han desarrollado métodos para preparar fibras

gue presentan propiedades especificas para la extraccion de determinados analitos [199,200].

L as primerasfibras usadas fueron las de polidimetilsiloxano (PDMYS) y poliacrilato (PA).
El polidimetilsiloxano es unafase no polar que extrae muy bien analitos no polares [201-209].
Sin embargo, también pueden emplearse en la extraccion de compuestos mas polares, tras
optimizar condiciones de extraccion tales como pH, concentracion salinay temperatura. En el
caso de fibras de PDM S, que se comercializan en diferentes grosores, se puede elegir el grosor
de recubrimiento con €l que se consiga el limite de deteccidn requerido [210-212]. Como regla
general, cuando se aplica directamente a extracciones acuosas, con agitacién magnética, un
recubrimiento de PDM S de 100 pm proporciona tiempos de equilibrio de menos de 1 h para
compuestos con constantes de distribucion menores que 10000 [193]. Para compuestos con
constantes mayores, pueden considerarse recubrimientos mas finos y entonces el tiempo de

equilibrio es menor [213].

Lafase de poliacrilato es Util para compuestos més polares. En este recubrimiento, los
coeficientes de difusién son menoresque en fibrasde PDMS, por 1o que el tiempo de extraccion
esmas largo [214-217].

Recientemente se han introducido recubrimientos que contienen material esmasporosos
y adsorbentes, como por egemplo divinilbenceno (DVB) y Carboxen combinado con
polidimetilsiloxano o Carbowax (CW). Estas fibras son mas polares que las de PA y son
adecuadas para extraer compuestos mas polares, tales como alcoholesy éteres[218]. Por otra
parte, las fibras carboxen-PDM S tienen gran &rea superficial y muestran gran potencia parala

extraccion de compuestos organicos del aire, como VOCs de bajo peso molecular.



TablalV.1.- Recubrimientos de fibras comercialmente disponibles. usos, algunas propiedadesy aplicaciones.
Recubrimiento defibra Grosor Uso Temperatura maxima Aplicaciones
(um) recomendado de inyector de CG (°C)
Compuestos organicos no polares
100 CG, HPLC 280
Poli(dimetilsiloxano) tales como VOCs, HAPs,
(POMS) 30 CG,HPLC 280 benceno/tol ueno/etilbenceno/
7 CG, HPLC 340 xilenosy pesticidas
organoclorados.
Poliacrilato Compuestos organicos polares
85 CG, HPLC 320 tales como triazinas, pesticidas
(PA) organofosforadosy fenoles.
Poli(dimetilsiloxano)-divinilbenceno 65 CG,HPLC 270 Hidrocarburos arométicos, aminas
(PDMS- DVB) 60 cG 270 aromaticasy VOCs.
Carboxen-poli(dimetilsiloxano) _
75 CG 320 Hidrocarburosy VOCs.
(Carboxen - PDMYS)
Carbowax-divinilbenceno Compuestos organicos polares
65 CG 260 tales como alcoholes, cetonasy
(CW -DVB) cptos. nitroarométicos.
Carbowax-templated resin Surfactantes aniénicosy aminas
50 HPLC arométicas.

(CW - TPR)
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1V.1.1.2- Tiempoy temperatura del proceso de extraccion

Puesto que la microextraccion en fase sdlida se basa en un proceso de equilibrio de
distribucién, la cantidad de analito extraida por lafibra se relaciona con el tiempo de equilibrio,
siendo ésteinversamente proporcional alaconstante de distribucion del compuesto. Con objeto
de optimizar €l tiempo de andlisis, suelen construirse curvas que muestran la variacion de la
cantidad de analito extraida, en funcion del tiempo de equilibrio, escogiéndose el menor valor
necesario para alcanzar e limite de deteccidn deseado para €l analito considerado. Es evidente
gue, para asegurar una buena reproducibilidad, es necesario un control preciso del tiempo de

contacto entre lafibray lamuestra.

Laagitacion delamuestra aumentaladifusién de los analitos haciael recubrimiento de
lafibray reduce el tiempo de extraccion, tanto paralaextraccion directacomo paralaque se basa
en la utilizacién del espacio en cabeza [193]. La agitacion magnética es la técnica de agitacion
comunmente usada, mientras que otras técnicas de agitacion aternativas, como e empleo de
ultrasonidos, mejoran los tiempos de extraccion, pero todaviano se ha conseguido una agitacion
correctade lamuestra. Se han introducido desarrollos mas recientes, tales como la combinacion
de vibracion de lafibray la celda con disefio de flujo a través de la fibra, especialmente para

sistemas de SPME automatizados [219].

Latemperaturaalaque serealizael proceso de distribucién tiene efectos opuestosen la
microextraccién en fase solida. En general, al aumentar la temperatura se favorece la difusion
delos analitos hacia la fibra. Ademés, en el modo HS-SPME |la temperatura ayuda a transferir
los analitos hacia el espacio en cabeza. En sentido contrario, dado que el proceso de adsorcion
es exotérmico, los aumentos de temperatura hacen disminuir las constantes de distribucién. En
atencion alo expuesto, Pawliszyny col. [193] han introducido lasfibras enfriadas internamente,

en las que a tiempo que se calienta la muestra, se produce un enfriamiento de la fibra.
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1V.1.1.3.- Adicion de salesy disolventes organicos

Algunos estudios muestran que la adicion de una sal, generalmente cloruro sodico,
provoca un aumento en la retencion de los analitos en € recubrimiento de la fibra. Asi, para
analitos polares, tales como triazinas, la sensibilidad puedeincrementarse por un factor superior
a10[220]. Laadicion de salesincrementalafuerzaionicadel medio, reduciendo la solubilidad
delosanalitos por |o que resultan mas facilmente retenidos. Este efecto no es general y depende

delapolaridad del andlito, la concentracion de lasa y la matriz de la muestra.

Lainfluencia de la adicion de disol ventes organicos a muestras acuosas no ha sido aln
suficientemente investigado, aunque en general se observa que su presencia reduce la cantidad
de analito extraida. Asi, Eisert y Levsen [221] han mostrado que, al aumentar el contenido de
metanol por encimadel 20% en disoluciones acuosas de triazinas, se reduce larespuesta por un
factor de dos. Sin embargo, se ha puesto de manifiesto que la adicién de disol ventes organicos
en suelosy lodos aumentaladifusién de anaitos delamuestra haciael recubrimiento de lafibra,

con el consiguiente aumento de la eficacia de la extraccion [220].

IV.1.1.4.- Volumen dela muestra

El volumen de la muestra es un pardmetro directamente relacionado con la sensibilidad
del método y, en consecuencia, esimportante optimizarlo en SPME. Debe tenerse en cuentaque
el volumen de la muestra es mucho mayor que el volumen de lafibra, y la cantidad de analito
extraida es solo unafraccion del total, proporcional a coeficiente de reparto, alaconcentracion
de analito en la muestra 'y a volumen de la fibra. Los compuestos con altas constantes de
distribucion (K;s) seven mésafectados por cambiosen el volumen delamuestra, que compuestos
con pequefia afinidad por la fibra. Por esta razon, para escoger el volumen de muestra mas

adecuado, se debe tomar en consideracion el valor de K paralosdistintos analitos[193].

En HS-SPME, los anditos estan distribuidos entre la matriz de la muestra, €

recubrimiento de la fibra'y e volumen de espacio en cabeza, que debe ser pequefio para
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concentrar los analitos antes de que difundan hacia el recubrimiento de lafibra. Si e volumen

del espacio en cabeza es muy grande, la sensibilidad se reduce considerablemente [222].

IV.1.1.5.- Efecto matriz

Algunos autores han investigado | os efectos de la matriz en la eficacia de extraccion de
losanalitos[223]. Asi, los&cidoshimicosy fulvicos que pueden estar presentes en muestras de
aguareales, son capaces de reducir la cantidad de analito extraida, debido alainteraccion entre
la materia organica disueltay los analitos. Pérsschmann y col. [224-226] usan la SPME para
determinar €l grado de asociacién entre contaminantes de baja masa molecular, tales como

fenolesy HAPs con materia organica himica presente en aguas contaminadas.

IV.1.1.6.- Derivatizacion

Es conocido queladerivatizacién puede permitir ladeterminaci én de compuestos polares
en muestrasde diverso tipo. Este proceso puede combinarse con lamicroextraccion enfase solida
detres formas diferentes: derivatizacion directa en la matriz de lamuestra, derivatizacion en el
recubrimiento delafibray derivatizacion en el puerto deinyecciondel CG[227]. Laprimera
modalidad es |a derivatizacion directa en la matriz de la muestra, seguida por la extraccién de
los derivados por SPME. Ha sido utilizada, por €jemplo, para la determinacion de fenoles por
transformacion en |os correspondientes derivados acetato que posteriormente son sometidosa
SPME. Laderivatizacion en el recubrimiento de lafibra puede llevarse a cabo de dos maneras:
derivatizacion y extraccion simultanea, o derivatizacion después de la extraccion. En €l primer
caso, lafibra, conteniendo el reactivo derivatizante, se pone en contacto con lamuestraen laque
se encuentran |os analitos; mientras que, en €l segundo caso, |os analitos son extraidos por la
fibray a continuacidn son expuestos a reactivo derivatizante. La derivatizacidn en el inyector

se lleva a cabo cuando los analitos pueden ser derivatizados a temperaturas elevadas [228].
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IV.1.2- EL PROCESO DE DESORCION

Los analitos retenidos en el recubrimiento de lafibra pueden ser desorbidos en sistemas
cromatograficos, HPLC o CG, o de electroforesis. En la actualidad, la mayoria de las
aplicaciones dela SPME sellevan acabo en combinacion con laCG, yaque €l acoplamiento es
muy simple porgue el puerto de inyeccién del cromatografo de gases puede usarse para la
desorcion térmicade los analitos retenidos en lafibra. Cuando latemperatura seincrementa, la
afinidad delos analitos por lafibrasereducey estos seliberan. Ademas, € flujo del gas portador
en € inyector también ayuda a separar los analitos de la fibra y transferirlos a la columna
cromatogréfica. Para la mayoria de los compuestos la desorcidn generalmente se consigue en
menos de dos minutos. Desde un punto de vista practico, conviene tener en cuenta que la
temperatura del inyector y la velocidad de flujo del gas portador determinan el tiempo de
desorcion del proceso de SPME. En general, latemperatura del inyector sefijaalatemperatura
méxima parala estabilidad del recubrimiento de lafibra. No obstante, los compuestos con alto
peso molecular normal mente necesitan temperatura de desorcion superiores. En consecuencia,
estos compuestos pueden permanecer retenidos en el recubrimiento de lafibray aparecer en
subsiguientes andlisis (efectocarry-over). Lautilizacion detiempos de desorcién el evados puede

ayudar areducir este efecto.

IV.1.3- APLICACIONES DE SPME AL ANALISIS DE MUESTRAS
MEDIOAMBIENTALES

Unagran variedad de muestras medioambientales, talescomo aire, aguay suelos o lodos
han sido analizados con el empleo de metodol ogias que hacen uso delaSPME. LaTabla V.2
resumealgunasreferenciasy condiciones experimental es, asi como €l tipo de fibraempleadaen

cada aplicacion.
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IV.1.3.1.- Muestras gaseosas

La aplicacion de la SPME a andlisis de muestras de aire es muy reciente dado que
entrafadificultadesimportantes como, por ejemplo, la preparacion de patronesautilizar enlos
procesos de calibracion y la obtencion de resultados reproducibles, ya que la calibraciény el

muestreo siempre han de hacerse ala mismatemperatura.

Namiesnik y col. [229] han desarrollado un método para determinar contaminantes
organicos de matrices gaseosas, preparando mezclas de patrones con € uso de un sistema
apropiado para la generacion dinamica de mezclas de gases, a la par que se evallia como la

temperaturay lahumedad af ectan alas respuestas correspondientes al os di stintos compuestos.

Cuando es posible determinar los coeficientes de reparto (K;s) no esimprescindible la
preparacion de patrones para cuantificar 1os analitos. Martos y col. [230] han propuesto un
método paraestimar estos coeficientes. En dicho método, ladependenciadela cantidad extraida
con latemperatura se determina calculando la expresion tedrica que describe €l coeficiente de
reparto acual quier temperatura, paracadapar fibra-analito[231]. Este método hasido usado para
la determinacion de formaldehido, isoparafinas y compuestos arométicos como el estireno
[230,232]. Parala extraccion de compuestos volatiles presentes en muestras de aire, se han
utilizado las distintas fibras comercializadas. En la actualidad, laintroduccion de nuevas fibras
gueposeen el evadassuperficies, talescomolasCarboxen-PDM S, muestraresultadosal entadores
[233].

1V.1.3.2.- Muestras acuosas

Lainmersion directa es el modo de muestreo mas frecuente cuando se utilizala SPME
con muestras acuosas. Como g emplo de aplicacion, Leey col [234] han desarrollado un método
para determinar herbicidas acidos en agua, utilizando la SPME como método de separacién,
seguido por una post-derivatizacion de los compuestos retenidos en lafibra. Estos compuestos

son muy polaresy no pueden ser determinados directamente por CG, pero laconversion enlos
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correspondiente ésteres metilados por derivatizacion hace posible el andlisis por CG.

El modo de muestreo HS-SPM E tambi én se empl ea para extraer compuestos organicos
de muestras acuosas. Por g emplo, Page y Lacroix [222] han desarrollado un método para
determinar pesticidas organoclorados en muestras de agua usando HS-SPME-CG-ELCD.
Ademas, se evalla como la cantidad de analito extraida resulta ser afectada por la adicion de
sales, la temperatura y tiempo de absorcion, asi como |os volimenes de espacio en cabezay
muestra. Con pequefios vol imenes de muestra (15 ml) loslimites de deteccidn varian entre 0.3-

0.8 ng/L y lasrepetibilidades entre el 5.9y e 21.7%.

Doongy col. [235] utilizan lainmersién directay lamodalidad de espacio en cabezapara
laextraccion de HAPs de alto peso molecular presentes en muestras acuosas. Asimismo, estos
autores[236], han realizado laoptimizacion y validacion de procedimientos SPME- CG-FID y
SPME-CG-M Sparaladeterminacion delos 16 HA Ps consi derados como prioritarios por laEPA
en muestras de agua. EvalUan cinco tipos diferentes de fibras, asi como otros parametros que

afectan alaextraccion de los andlitos.

IV.1.3.3.- Muestras sblidas

Para este tipo de muestras solo se han publicado un reducido nimero de trabajos que
describen métodos parala determinacion de contaminantes medioambientales. Leey col [215]
usan la SPME, acoplada con CG-MS, para determinar cinco clorofenoles en lixiviados de
vertederos y muestras de suelos reales. Antes de que las muestras reales fueran analizadas, se
evaluaron las condiciones de absorcion y desorcion y los efectos de la presencia de acidos
humicosy surfactantes en la determinacion de clorofenoles en muestras de agua. Loslimitesde
deteccidn son del orden de ng/L y los RSD(%) en condiciones de repetibilidad varian entre 5y
9% (n=8) en muestras de agua.
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TablalV.2.- Aplicaciones de lamicroextraccion en fase solida a muestras medioambientales

Compuestos Recubrimiento de Condiciones SPME Referencias
lafibra (absor cion, desor cién)
PDMS 30 min; 3mina260°C 220, 239-242
205,212,221,
PA 45mina60°C; 2 mina260°C
240,243

Pesticidas

XAD 30 min; 20 mina270°C -

PDMS-DVB 30 min; 5mina280°C -

Carbowax-DVB - -
Fenolesy derivados PA 60 min; 8 min a250 °C 215,244-246

PDMS 20 min a80°C; 5 min a200°C 247
VOCs PA 12 min; 5min a 260 °C -

Carboxen-PDMS 30 min; 2mina300°C -

PDMS 10 min; 2mina150°C 232
Compuestos BTEX

Carboxen-PDMS 30 min; 2mina300°C -

PDMS 30 min; 2 min a Temp. ambiente 224

PDMS-DVB - 248
HAPs Carbowax-DVB - 248

Carbowax-TPR - 248

C18 30mina60°C; 1 mina300°C -

PDMS 5 horas; 1 mina300°C 249
PCBs

Fases fenil 30mina60°C; 1 mina300°C -

PDMS 25mina30°C; 3mina250°C -
Clorobencenos

PA 30 mina50°C; 5mina280°C -
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Santos y col. [237] desarrollan un método basado en HS-SPME y CG-MS para
determinar clorobencenos en un suelo contaminado industrialmente. En el trabajo se optimizan
los parametros que afectan al proceso de SPME aplicado a muestras de suelo, tales como la
adicion de aguay de disolventes organicos alamuestra, asi como latemperatura de extraccion.
L os autores muestran que losincrementos de latemperatura de extraccion no producen mejoras
en la respuesta cuando se determinan clorobencenos. Probablemente, la reduccion de los
coeficientes de reparto entre la fibray el espacio en cabeza cuando aumenta la temperatura
justifica que latemperatura no favorezca el proceso de extraccion. Asimismo se comparan |os
efectos de la adicidn de diferentes vol iUmenes de etanol, metanol, diclorometano y acetona. Los
resultados obtenidos con HS-SPME concuerdan con los obtenidos al emplear una extraccion
convenciona mediante Soxhlet y, ademés, son concordantes con |os obtenidos en un gjercicio
deintercomparacién europeo. L os clorobencenos presentes en unamuestra certificada de suelo,
CRM-529, fueron cuantificados por adiciones estandar. Lareproducibilidad obtenidafue buena,
entre 3 y 5%, con LODs que varian entre 0.03 y 0.01 ng/g de suelo.

Lamicroextraccion en fase solidaacopladacon CG-M S sehaaplicado aladeterminacion
de sedimentos marinos enriquecidos con HAPs [238]. La reproducibilidad de la técnica,
expresada como desviacién estandar relativa, presentavaloresinferioresa 13% para naftaleno,
acenafteno, fluoreno, antraceno, fluorantenoy pirenoy a 28% para benzo(a)antraceno. Los

[imites de deteccidn estimados resultan ser menores de 1.5 pg/Kg de muestra seca.

IV.1.4- OBJETO DEL TRABAJO

La microextraccion en fase slida se ha mostrado eficaz para la extraccion de solutos
disueltos en disolventes polares y, en especial, en medios acuosos. De aqui que las escasas
aplicaciones de la SPME a muestras solidas, implican laintroduccion de un proceso inicial en
gue la muestra se trata preferentemente en agua. Sin duda, este hecho significa una limitacion
importantepuesto que, desdeun punto devistapréacti co, quedan marginadosaquelloscompuestos

con unasolubilidad reducidaen agua.
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En los capitulos anteriores, se ha descrito la utilizacion de medios micelares en la
extracciondehidrocarburosaromati cospoli ciclicospresentestanto en sedimentosmarinoscomo

en agua de mar, como etapa previaa analisis de estos compuestos por HPLC.

En atencion a lo expuesto, nos hemos propuesto, como objetivo global del presente
capitulo, combinar el empleo de medios micelares con la microextraccion en fase sdlida, para
conseguir la solubilizacion y extraccion de HAPs contenidos en sedimentos marinos. De esta
forma, los tratamientos previos areaizar en €l analisis de compuestos poco polares contenidos
en muestras solidas podrian quedar reducidos a una etapa de solubilizacion delos mismosen la
disolucion acuosa de un surfactante, seguido de otra etapa en la que los analitos se separan de
esta fase acuosa mediante la SPME, sin necesidad de procesos intermedios de separacion o

cambio de fases.

Para alcanzar este objetivo global se introducen otros, de carécter parcial, como los que

Se citan a continuacion:

- Estudio de los equilibrios de distribucion, para cada unos de los HAPs que se han
venido considerando, entre unafase acuosay lafase estacionaria, de polidimetilsiloxano

o de poliacrilato, que constituyen el recubrimiento de las fibras utilizadas en la SPME.

- Estudiar la influencia que la presencia de surfactantes cationicos, aniénicos y no
ionicos, gercen en el proceso de retencidn de los HAPs por los recubrimientos de las

fibras mencionadas.

- Establecimiento de un procedimiento para la determinacion de HAPs presentes en
sedimentos marinos, basado en la solubilizacion de los hidrocarburos en un medio
micelar, con laparticipacion de radiacion de microondas, seguidade microextraccion en
fase soliday posterior determinacion por cromatografia de gases con espectrometria de

masas.
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IV.2.- PARTE EXPERIMENTAL

IV.21.- REACTIVOSY MATERIALES

Lamayoriade los reactivos utilizados se describen en capitul os anteriores.
L os surfactantes utilizados son los mismos queen 11.2.1.

La disolucion estdndar de HAPs empleada es la misma que se describe en 111.2.1. Los

HAPs se disuelven primeramente en acetona (Merck), y a continuacién en agua Milli-Q.

Las microfibras utilizadas fueron polidimetilsiloxano de 100 um (Supelco 57301) y
poliacrilato de 85 um (Supelco 57305). Se acondicionaron antes de su uso de acuerdo con las
condiciones especificadas por €l fabricante, 1 h a250 °C lafibrade polidimetilsiloxano,y 2ha
300 °C lafibrade poliacrilato.

Para el lavado del material de vidrio que iba a ser utilizado se procedio primeramente a
un lavado con abundante aguay jabén, y posterior lavado con agua destilada. A continuacion
serealiz6 unlavado con metanol (Merck) y posterior enjuague conlamezclaacetona:etanol (1:1),
ambos disol ventes también Merck. El material de vidrio no graduado, y muy especialmente, los

viaes de extraccion, se sometieron finalmente una hora a 550 °C en la mufla.

IV.22- EQUIPOS

El equipo de extraccion por microondas es el que se describeen 11.2.2.

El cromatégrafo de gases-masas es el mismo que sedescribeen 111.2.2.4. El muestreador
automético viene acoplado a un fijador de la fibra, Supelco modelo 57331. En este sistema se
hace necesarialautilizacion de un carrusel de 12 viales, preparado paravialesde 10 mL. Dichos

viales 2-7389, color topacio, fueron suministrados también por Supelco.
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IV.2.3- METODOLOGIAS

1V.2.3.1.- Método cromatogréfico de analisis

El método utilizado es el mismo que se describeen 111.2.3.3., en cuanto acondiciones de
operacion del CG-MS. En este caso, asimismo se precisa de un tiempo de agitacion de lafibra
en lamuestra (que viene predeterminado seglin €l experimento arealizar, € tipo defibray € tipo

de muestra) y un tiempo de desorcién de lafibraen el inyector que sefijaa5 minutos.

IV.2.3.2.- Procedimiento de microextraccion en fase solida

La extraccion por SPME se llevé a cabo colocando 10 mL de disoluciones acuosas 0
micelares de estandares de HAPs en los viales provistos de tapa con septum de PTFE. El
equilibrio SPME se consigue por inmersion de lafibra a temperatura ambiente por un periodo
de tiempo apropiado, durante el cual los analitos son absorbidos por la fase estacionaria de la
fibra. Traslaextraccion, lasfibras son desorbidas térmicamente durante 5 minutos en el inyector
del cromatografo de gases. Mientrastienelugar ladesorcion, latemperaturadel inyector depende
del tipo defibra utilizada. Asi, paralafibrade PDMS |latemperatura del inyector se mantiene
a40 °C durante 0.1 minutos, y a continuacién se elevaa 270 °C aunavelocidad de 200 °C/min,
manteniéndose a esa temperatura mientras tiene lugar la desorcion de lafibraen el inyector. En
el caso de lafibra PA, la temperatura del inyector se mantiene a 40 °C también durante 0.1
minutos, y acontinuacion se elevaa 300 °C aunavel ocidad de 200 °C/min, manteniéndose aesa

temperatura durante la desorcion.

El posible* carry-over” se minimizahaciendo uso de blancos de aguadestiladaentrelas
muestras, y llevando a cabo una desorcién térmica de las fibras en €l inyector alatemperatura

y tiempo de acondicionamiento de las mismas.
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Un gjemplo representativo de cromatograma obtenido por SPME-CG-M S de estandares
de HAPsen medio micelar, concretamente en POLE al 0.88% (p/v), se muestraen laFiguralV.1.

EnlaFiguralV.2 (a) semuestraun cromatogramatipico de estandaresde HAPsen medio
acuoso tras ser sometidos a SPME y CG-MS con lafibrade PDMS de 100 nm. LaFiguralV.2
(b) se corresponde a una determinacién tipica de HAPs en medio acuoso realizadacon lafibra

de PA de 85 nm. L as condiciones de obtencién de los cromatogramas son las ya descritas.
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FiguralV.l: Cromatogramade unadisolucién estandar de 50 ppb de HAPsen POLE a 0.88% (p/v)
tras ser sometidos a microextraccion en fase sélida con lafibrade PA de 85 nmy CG-

MS en las condiciones descritas. (Barrido de 128 a 278 u.m.a.).
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FiguralV.2: Cromatogramade HAPs en las condiciones optimizadas, obtenido tras SPME-CG-MS

(barrido de 50 a300 u.m.a., RIC) realizado con (a) fibrade PDM S de 100 rmy 40 ppb

de HAPs en medio acuoso y (b) fibra de PA de 85 mm y 60 ppb de HAPs en medio
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IV.2.3.3.- Procedimiento de microextraccion de HAPs en el sedimento marino

certificado

Laextraccion del sedimento de referencia por microondas se realiza de acuerdo con las
condiciones optimizadas descritasen 11.2.5.2. A 200 mg del sedimento dereferencia selaafiaden
10 mL de unadisolucion a 1.25% (p/v) en POLE. Tras colocar una membranade rupturaen el
vaso extractor de microondas, se cierray seintroduce en el horno de microondas. Laextraccion
sellevaacabo a una presion maximaen el interior del vaso de 2.03 bares durante 5 minutos y
con una potencia del horno de microondas del 60% (378 W). Una vez que el tiempo de
extraccion finaliza, 1os vasos de extraccion se dgjan enfriar a temperatura ambiente antes de
abrirlos. Setoman 7 mL del sobrenadante del extracto del sedimento dereferenciay sefiltrana
través de membranas HV Durapore de 45 mm, diluyéndose a continuacion hasta 10 mL con agua
destilada, quedando por tanto la disolucién resultante en POLE al 0.88% (p/v).El extracto asi
diluido se coloca en el via y se somete a las condiciones, también optimizadas, de
microextraccion en fase solida con la fibra de PA de 85 nm, y posterior cuantificacion por
calibracion en POLE al 0.88% (p/v).
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1V.3.- RESULTADOSY DISCUSION

IV.3.1.- MICROEXTRACCION DE HAPSEN MEDIO ACUOSO

Lamicroextraccién en fase solida puede usarse tanto para muestras acuosas como para
muestras gaseosas. En ambos casos, hay un reparto de los analitos entre la matriz en que se
encuentran los analitos y la fase estacionaria. El coeficiente de reparto se expresa como la

relacién entre las concentraciones de analito en lafase estacionariay en lafase acuosa:
Kfs: Cf/CS [IVl]

siendo C; esla concentracion de analito en lafase estacionariay C la concentracion de analito

en lafase acuosa

Lacantidad de analito en la fase estacionaria vendra dada por:

— K fsz VsCin

n. = V.2
f Kfsvf + Vs [ ]

en la que V; es & volumen de la fase estacionaria, Vs es & volumen de muestray G, la
concentraciéninicial del analito enlamuestra. Si el volumen de lafase acuosa es practicamente

infinito comparado con V;, laecuacion [1V.2] quedareducida alo siguiente:
N = KVCiy [IV.3]

La aplicacion de esta expresion en procesos de microextraccion en fase solida para

muestras acuosas, implica aceptar ciertas suposiciones como |as siguientes:

- En €l transporte de | os analitos desde la disol ucion que contiene lamuestra hastalafase

estacionaria solo interviene la difusion.

-No son necesarios aportes adicionales de energia para transferir los analitos desde la
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disolucién hasta el recubrimiento delafibra

-La concentracion de los analitos en la muestra no afecta alas propiedades fisicas de la

fase estacionaria.

Deacuerdo conel model otedrico establ ecido, en unamuestrahomogéneamentemezclada

suele cumplirse que [250]:

- Existe difusién de los analitos desde la muestra hasta la fase estacionaria, pero no hay

difusién enladisolucion.

- La concentracion del analito en la fibra aumenta con el tiempo de contacto entre la
muestra y la fibra. Al principio, dicho aumento se produce rapidamente, para ir
disminuyendo luego lavelocidad de reparto, hastaalcanzar el equilibrio, transcurrido un

cierto tiempo, que se conoce como tiempo de equilibrio.

- El tiempo de equilibrio es inversamente proporcional a coeficiente de difusion del
analito en el recubrimiento y directamente proporcional al cuadrado del grosor delafase
estacionaria. La evidencia experimental muestra que, en la practica, es dificil acanzar
una disolucién mezclada homogéneamente. Al menos, en la fina capa estética de
disolucion que rodea a la fibra debe admitirse que no existe difusion del analito. En
consecuencia, los tiempos de equilibrio son siempre superiores a |los preestabl ecidos

tedricamente.

- Lacantidad de analito retenidaes proporcional a grosor de lafase estacionaria. De esta
forma, entre la cantidad de analito a extraer y el tiempo de equilibrio debe establecerse
unasol uci6n de compromiso, basado en el empleo de un grosor Optimo derecubrimiento

delafibra.

- Para unamuestra no sometida a agitacion, ladifusion delos analitos através delafase
acuosa conlleva unos tiempos de equilibrio que pueden ser hasta cien veces superiores

alos observados con muestras agitadas.

- Para analitos con pequefios valores de los coeficientes de reparto, el tiempo de
equilibrio puede ser muy largo, incluso cuando se agitan las muestras. Para evitar este

inconveniente, al menos parciamente, pueden utilizarse tiempos de muestreo inferiores
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al tiempo de equilibrio, en base a que entre la cantidad de analito retenida en lafibray
su concentracion inicial en la muestra existe una relacion lineal, aungue no se haya
alcanzado e tiempo de equilibrio. De estaforma, si los limites de deteccidn requeridos
paraun analito determinado no son demasiado b os, pueden disminuirse lostiempos de
extraccion, siemprequeel muestreo serealice en condiciones control adas detemperatura

y agitacion.

1V.3.1.1.- Perfiles detiempos de extraccién

Puesto que la microextraccion en fase solida es un proceso de equilibrio entre lamatriz
de lamuestray una fase estacionaria polimérica de la fibra, es necesario determinar el tiempo
requerido para alcanzar e equilibrio para los anaitos en estudio. El tiempo de equilibrio
determinala maxima cantidad de analito que puede ser extraida por las fibrasy, por tanto, la
sensibilidad del método.

L as caracteristicas de la fibra empleada pueden afectar el comportamiento de retencién
de los analitos en lamuestra. En consecuencia, a iniciar el estudio de los tiempos de equilibrio
asociados alamicroextraccion en fase solida, se han sel eccionado fibras con dos recubrimientos
diferentes: PDM S de 100 umy PA de 85 um, cuyas caracteristicas se encuentran descritasen la
TablalV.3. Como analitos, se utilizan |os mismos hidrocarburos arométicos policiclicos que los

empleados en capitul os anteriores, disueltos en este caso en medio acuoso.

L os perfiles correspondientes a los tiempos de extraccidn se establecieron por medida
delas areas delos picos cromatogréficos obtenidos para cada HA P como unafuncién del tiempo
de exposicion. Las fibras se ponen en contacto con disoluciones patrén de los dieciséis HAPs
propuestos como prioritarios por laEPA, aunaconcentracion de 10 ng/mL, variando el tiempo
de extraccion entrel5 y 600 min. Todas | as extracciones serealizaron atemperaturaambiente (25

+ 2°C) y con vibracion de lafibra
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TablalV.3.- Caracteristicas de las microfibras utilizadas.

Polimetilsiloxano (PDMS) Poliacrilato (PA)

Grosor (pum) 100 85

Tipo No enlazada Parcialmente enlazada
Tina (°C) 280 320
Trecomendeca (°C) 200-270 220-310

Tuatio (°C) 270 300
Tecondicionemiento (°C) 250 300
taondicioramiento (1) 1 2

LaFiguralV.3 muestralos perfiles detiempo de extraccion paralos HAPs considerados
haciendo uso defibras PDM S de 100 pum. L os resultados obtenidos muestran que los equilibrios
dependen del compuesto extraido y varian significativamente para los distintos HAPs. Los
tiempos de equilibrio paralos HAPs en estudio aumenta con lamasamolecular. Lostiemposde
equilibrio fueron: 15 min parael naftaleno, 25 min para el acenaftileno y acenafteno, 50 min para
el fluoreno, 60 min parael fenantreno y antraceno, 150 min para el fluoranteno y 200 min para
el pireno. Hidrocarburos como benzo(a)antraceno, criseno y benzo(b)fluoranteno presentan

tiempos de equilibrio muy superiores, del orden de los 600 min.

No es posible determinar el tiempo de equilibrio paralos HAPs de cinco y seis anillos
como: benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, dibenzo(ah)antraceno, benzo(ghi)perileno e
indeno(1,2,3-cd)pireno. Estos resultados son concordantes con |os obtenidos por otros autores
[251], que han establecido que en tiempos de 80 horas no sellegan aalcanzar los equilibrios de

distribucion con hidrocarburos de seis anillos.



Resultados y Discusion 180

Estos tiempos de equilibrio tan largos, son debidos ala pequefia solubilidad en aguay a
los bajos coeficientes de difusion de los HA Ps con elevado nimero de anillos. Las difusividades
delosHAPsdealto peso molecular, enfase acuosa, varian entre 6.3:10°y 7.4-10"°cm?'s, mientras

guelasdifusividades aparentes en material es poliméricos pueden decrecer hasta 108 6 10°cm?'s.

LaFiguralV.4 muestralos perfiles de tiempos de extraccion paralos mismosl6 HAPs
usando fibrasde PA de 85 mm. Los perfiles de temperatura obtenidos en este caso son similares
alosobtenidos con fibrasPDM S, aunque | os tiempos de equilibrio son mayores. Los resultados
ponen de manifiesto que, a igual que con €l recubrimiento de polidimetilsiloxano, e tiempo de
equilibrio depende del compuesto extraido y varia significativamente entre los distintos
compuestos, aumentando conlamasamolecular. Lostiemposde equilibrio obtenidosapartir de
los datos experimentales son: 40 min para el naftaleno, 120 min para € acenaftileno, 150 min
para el acenafteno y fluoreno, 200 min para el fenantreno y antraceno, 350 min para €l
fluoranteno y pireno. Con los tiempos de extraccién méximos considerados en este estudio no

es posible alcanzar €l equilibrio para hidrocarburos de mayor masa molecular.
Como resumen, a partir de los resultados obtenidos puede concluirse sefialando que:

- Los equilibrios de distribucion dependen del compuesto considerado y pueden variar

considerablemente para compuestos diferentes.

-Lostiempos de equilibrio paralos distintos HA Ps considerados aumentan con lamasa

molecular.

-Fibras diferentes exhiben diferentes perfiles de extraccion. En general, paralos HAPs
estudiados se consiguen menores tiempos de equilibrio con las fibras de

polidimetilsiloxano que con las de poliacrilato.

Seguin hemos comentado con anterioridad, es posible utilizar tiempos de extraccion
menores que |os correspondientes tiempos de equilibrio, basdndose en que existe unarelacion
lineal entre la cantidad de analito retenida en la fibra'y su concentracion inicial en la muestra.
Dichos tiempos de extraccidn se seleccionan atendiendo alos limites de deteccion requeridos

para el andlisis de los analitos que se consideren.
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Con objeto de comparar la eficacia de extraccién de las dos fibras estudiadas para cada
uno de los HAPs seleccionados, se ha elegido un tiempo de extraccion del00 minutos.
Experimentalmente, la eficacia de la extraccion se ha estimado por medida de las &reas de los
picoscromatograficosobteni dosdespuésdel adesorciénenun CG. Losresultadosobtenidosque
se muestran en laFigura V.5, ponen de manifiesto que todos |los HAPs en estudio pueden ser
extraidos por ambas fibras en e tiempo de extraccion utilizado. También se observan

comportamientos diferentes paralosdistintosHAPs.

Cuando se usan fibras de PDMS, la eficacia de la extraccion se incrementa con €l
aumento de la masa molecular, a pasar del naftaleno al fenantreno-pireno. LosHAPscon3y 4
anillos, tales como fenantreno, antraceno, fluoranteno y pireno son los compuestos que se
retienen en mayor cantidad, disminuyendo la eficacia de la extraccion paralos HAPs de mayor
y menor nimero de anillos. Sin embargo, la disminucion de las areas de |os picos es mucho
mayor paraHAPs con 5 6 6 anillos, hidrocarburos que como ya vimos presentaban tiempos de

equilibrio muy largos.

Con la utilizacién de una fibra de PA se observan incrementos en la eficacia de la
extraccion paralosHAPsde baj o peso mol ecul ar, al canzandose areas maximasparaHAPscomo
fluoreno, fenantreno y antraceno. Por el contrario, los HAPs de alto peso molecular, con mas de
cuatro anillos, son menos extraidos que cuando se usan las fibras de PDMS debido a que, en
efecto, las fibras PA tienen un recubrimiento més polar y presentan menor afinidad paralos

HAPs con mayor nimero de anillos arométicos.

LosHAPsincluidosen este estudio son compuestos clasificados como poco polareso no
polares, en atenci 6n asus pequefias sol ubilidades en aguay asusrel ativamente altos coeficientes
de reparto octanol-agua. A su vez, lasfibras de PDM S han sido disefiadas parala extraccion de
compuestos no-polares, mientras quelasfibras de PA son consideradas como utilizablesparala
extraccion de compuestos polares. L osresultados obtenidos muestran quelaclasificacion delas
fibras, en funcion de la polaridad de los HAPs, es vélida en términos de afinidad, y que ambos
tipos de recubrimiento pueden ser validos seguin el grupo de HA Ps que se desee extraer deforma

preferente.



Resultados y Discusion

0 200 400 600 800

800
tiempo (min)

tiempo (min)

area-10°

0 200 400 600 800

tiempo (min)

FiguralV.3: Perfiles de tiempos de extraccion paralos 16 HAPs utilizando fibras de PDMS de 100

mm.
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FiguralV.4: Perfiles detiempos de extraccion paralos 16 HAPs utilizando fibras de PA de 85 mm.
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IV.3.1.2.- Linealidad, precision y limites de deteccion

L as determinaciones analiticas utilizadas en los estudios realizados en relacion con la
microextraccion en fase solida, se basan en el empleo de la Cromatografia de Gases con
Espectrometriade M asas como sistemadedeteccion. Al igual que paraotrosmétodos anal iticos,
es necesario conocer los pardmetros de calidad que caracterizan al método, entre los que
destacan los siguientes: rango de linealidad, precision de las determinaciones y limite de

deteccion.

Con objeto de determinar estos parametros se han realizado un conjunto de experiencias
con los dostipos de fibras empleadas. PDM Sy PA, utilizando |os tiempos de extraccién de 150
y 120 minutos, respectivamente. Las restantes condiciones de operacion, asi como las

condiciones cromatogréficas empleadas, son las descritas anteriormente.

- Rango de linealidad

Las curvas analiticas se establecieron a partir de disoluciones que contenian cantidades

de HAPs comprendidas entre 0.05y 100 ppb parafibrasPDMSYy entre 2'y 90 ppb parafibras PA.

L os datos obtenidos con el empleo de cadafibra se muestran enlas Tablas1V.4y IV.5.
En general, se observa una buena linealidad en los rangos de concentracién empleados, con
coeficientes de correlacion que oscilan entre 0.986 y 0.999 con lafibrade PDMS, y entre 0.990
y 0.998 con lafibra de PA. Los bagjos coeficientes de correlacion obtenidos para HAPs como
criseno y dibenzo(a,h)antraceno, pueden atribuirse a los tiempos de equilibrio tan largos que

presentan estos hidrocarburos.

- Precision

Laprecision del método se determind mediante el andlisis de una serie de disoluciones
obtenidas mediante extracciones consecutivas de disoluciones acuosas de los HAPs, con una

concentracién de 60 ng/mL y de 40 ng/mL paralas experienciasrealizadas con fibrasde PDMS
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y de PA, respectivamente, empleando las condiciones dptimas establ ecidas para cadafibra. Los
diferentes pardmetros estadisticos cal culados se encuentran enlas Tablal V.6 y 1V.7. Seobserva
gue los resultados muestran que, para un nivel de confianza del 95%, los métodos pueden

considerarse correctosy sin error sistemético.

Lareproducibilidad se expresa mediante la desviacion esténdar relativa, obteniéndose
valoresque oscilan entre 1.04 y 44.0% paralafibrade PDMS. Sin embargo, los menoresvalores
seobservan paraHA Pscon menor nimero deanillos, siendo en todos| os casos superioresa10%

para HAPs con cuatro o mas anillos.

Paralasfibrasde PA, los valores de las RSD oscilan entre 4.43 'y 19.9%, encontrandose
gue con la excepcion del indeno(1,2,3,-cd)pireno, pireno y fluoranteno, €l resto de HAPs

presentan desviaciones estandar relativas proximas a 10% o inferiores.

Aunque € nimero de extraccionesreaizadashasido de 4 parafibrasde PDMS, y 6 para

fibrasde PA, puede indicarse que, en general, lareproducibilidad es mayor paralafibrade PA.

- Limites de deteccion

Existen diferentes métodos para calcular el limite de deteccién. La lUPAC recomienda
definir el limite de deteccidn como laconcentraci n cuyasefia correspondealamediadel blanco
mas tres veces la desviacion estandar del blanco. En agquellos casos en los que no es posible
llevar a cabo la determinacién de un blanco, como es el caso que nos ocupa, una estimacion
aproximadadel limite de deteccidn, se puede cal cular delaformaqueacontinuacion sedescribe:
se toman seis alicuotas de una muestra, con concentraciones de analito proximas a valor mas
bajo del intervalo delinealidad, y se someten al proceso de extraccion en lascondicionesoptimas
establecidas para el método. El valor medio de la sefial obtenida (Yg) y su desviacién estandar
(Sg) nos permite calcular e limite de deteccion (Y = Y + 3-S;). Esta expresion no tiene en
cuenta la imprecision del valor de la pendiente y de la ordenada en el origen obtenida en la

regresion, aunque si considera todos los pasos seguidos en el procedimiento compl eto.
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Los limites de deteccion calculados en el caso de lafibrade PDMS, oscilan entre 0.03
ng/mL parael naftaleno y 54.6 ng/mL parael benzo(ghi)perileno. Con la excepcion de los tres
hidrocarburos mas pesados, los limites de deteccion varian entre 0.03 y 1.99 ng/mL. Paralas
fibras con recubrimiento de poliacrilato, loslimites de detecci 6n son mucho mas uniformes que

en € caso anterior, y oscilan entre 0.66 y 4.82 ng/mL.

TablalV.4.- Parametros estadisticos de calibracion del método analitico usando unafibrade

PDMS de 100 nm.

HAP Pendiente+ SD  Ord. Origen + SD R? Sy
1. Naftaleno 12675 + 264 4749 + 13823 0.996 37776
2. Acenaftileno 24332 + 819 -24874 + 22462 0.991 54562
3. Acenafteno 24218 + 643 9192 + 21809 0.995 50182
4. Fluoreno 33810 + 1017 -36181 + 24031 0.9%4 58165
5. Fenantreno 60828 + 1880 -68248 + 44428 0.993 107534
6. Antraceno 54911 + 1676 -80240 + 56682 0.992 142254
7. Fluoranteno 59066 + 972 -43917 + 32862 0.998 82473
8. Pireno 66593 + 1327 -76816 + 44868 0.996 112604
9. Benzo(a)antraceno 9971 + 247 2922 + 8361 0.995 20985
10. Criseno 4771 + 253 28341 + 10236 0.986 18656
11. Benzo(b)fluoranteno 3482 + 47 -2781 + 1675 0.999 3856
12. Benzo(k)fluoranteno 2002 + 47 1789 + 1719 0.997 3872
13. Benzo(a)pireno 1592 + 23 -1680 + 907 0.998 1831
16. Indeno(1,2,3-cd)pireno 280 + 16 -7580 + 1759 0.993 2184
14. Dibenzo(a,h)antraceno 53+42 -1532 + 502 0.987 502
15. Benzo(ghi)perileno 1135 + 55 -61696 + 6365 0.995 6685

R: coeficiente de correlacion (n=10). S,: Error estandar de la estimacion.
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TablalV.5.- Parametros estadisticos de calibracion del método analitico usando unafibra de

PA de 85 mm.

HAP Pendiente+ SD  Ord. Origen + SD R? Sy
Naftaleno 51131 + 1895 -54146 + 77458 0.992 160797
Acenaftileno 109357 + 2692 -89413 + 113573 0.997 228279
Acenafteno 63142 + 2774 100939 + 93249 0994 157656
Fluoreno 90273 + 1806 -86987 + 69801 0.998 142539
Fenantreno 143873 £ 4501  -366454 + 209186  0.996 364727
Antraceno 128993 + 5854  -501484 + 266728  0.992 465055
Fluoranteno 65679 + 1339 -184020 + 61027 0.998 106404
Pireno 66168 + 1937 -197187 + 88277 0.996 153916
Benzo(a)antraceno 6077 £ 253 -5099 + 9694 0.991 18345
Criseno 2063 + 103 19764 + 2795 0.992 3628
Benzo(b)fluoranteno 2279 £ 63 -844 + 1666 0.997 3214
Benzo(k)fluoranteno 1054 + 52 -1539 + 1677 0.990 2669
Benzo(a)pireno 948 + 38 -692 + 1089 0.992 2102
Indeno(1,2,3-cd)pireno 256 + 8.9 -39.6 + 251 0.995 433
Dibenzo(a,h)antraceno 186 + 7.47 -847 + 233 0.995 286

Benzo(ghi)perileno 203+ 8.2 -990 + 258 0.992 491
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TablalV.6.- Parametros de calidad del método analitico usando fibras de PDMS.

HAP Media S  RSD (%)  tep t'ep LOD(ng/mL)
Naftaleno 500 287 4.86 0.35 0.70 0.03
Acenaftileno 59.6 0.62 1.04 0.64 1.29 112
Acenafteno 508 104 1.74 0.19 0.39 0.08
Fluoreno 61.5 1.07 1.74 1.40 281 1.28
Fenantreno 61.6 534 8.66 0.31 0.62 1.18
Antraceno 63.3 8.03 12.7 041 0.82 161
Fluoranteno 60.9 4.33 7.10 0.22 0.45 144
Pireno 59.5 6.62 111 0.08 0.15 1.66
Benzo(a)antraceno 61.6 8.12 13.2 0.20 0.39 0.07
Criseno 544 9.33 171 0.60 1.19 0.12
Benzo(b)fluoranteno 59.8 101 16.9 0.02 0.03 1.99
Benzo(k)fluoranteno 55.0 147 26.7 0.34 0.68 0.04
Benzo(a)pireno 63.6 1.85 29.1 0.20 0.39 1.59
Indeno(1,2,3-cd)pireno  63.6 9.61 151 0.37 0.74 279
Dibenzo(a,h)antraceno 69.2 3.05 441 0.30 0.60 29.9
Benzo(ghi)perileno 594 12.5 18.0 0.05 0.10 54.6

t0_05’4 =3.18
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TablalV.7.- Parametros de calidad del método analitico usando fibras de PA.

HAP Media S RSD(%) texp t'ep LOD(NG/mL)
Naftaleno 38.1 1.85 4.85 1.02 2.50 121
Acenaftileno 40.7 334 821 021 051 1.38
Acenafteno 40.2 222 552 0.07 0.17 1.27
Fluoreno 37.3 272 7.28 0.98 2.39 171
Fenantreno 40.3 4.62 115 0.06 0.14 3.26
Antraceno 39.7 481 12.1 0.07 0.18 4.82
Fluoranteno 42.7 831 194 0.32 0.79 4.18
Pireno 40.3 8.00 19.8 0.04 0.09 5.55
Benzo(a)antraceno 39.2 4.28 10.9 0.18 0.45 3.39
Criseno 41.7 3.13 751 054 1.32 143
Benzo(b)fluoranteno 38.7 1.78 4.59 0.71 1.75 0.66
Benzo(k)fluoranteno 385 3.07 7.97 0.49 1.20 4.50
Benzo(a)pireno 38.6 1.39 3.60 1.05 2.56 4.79
Indeno(1,2,3-cd)pireno  42.6 8.46 19.9 0.31 0.75 155
Dibenzo(a,h)antraceno 399 177 4.43 0.03 0.08 4.62
Benzo(ghi)perileno 39.8 3.99 10.0 0.04 0.12 1.75

t0_05’5 =257
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IV.3.2- INFLUENCIADELOSMEDIOSMICELARESENLA SEPARACION
DE HAPsPOR SPME

Es conocido que diversos surfactantes, aconcentraciones superiores a su concentracion
micelar critica, provocan aumentos de la solubilidad aparente en agua de muchos compuestos
organicos hidrofébicos. En relacion con la microextraccion en fase solida se ha publicado un
trabajo [235], en & que se estudiade forma cualitativalainfluencia dela adicion de surfactantes

en el aumento de solubilidad y en la eficacia de la extraccion de HAPs presentes en suel os.

Sin embargo, hastalafechano se han realizado estudios sistematicosen losque seintente
establecer lainfluencia de |os medios micelares sobre la extraccion de un nimero considerable
de HAPs, de especia significacién medioambiental, mediante el empleo de microextraccién en

fase solida

Con tal finalidad, se han utilizado medios micelares catidnicos, anidnicosy no-iénicos,
congtituidos por los surfactantes: bromuro de cetiltrimetilamonio, lauril sulfato sodico y
polioxietilen-10-lauriléter, cuyas caracteristicas se muestran en la Tabla 1V.8. En cuanto a la
microextraccion en fase sdlida, con objeto de obtener resultados comparables, se han utilizado
las mismas fibras, de polidimetilsiloxano y de poliacrilato, que las empleadas en |os apartados

anteriores dentro de los estudios en medi0s acuosos.

TablalV.8.- Caracteristicas de los surfactantes utilizados.

Nombre Formula cmc (M) N
Bromuro de cetiltrimetilamonio  CH4(CH,),sN(CH3);Br 9.2.10* 61
Lauril sulfato sddico CH3(CH2)1.SO,Na* 8.1:10° 62

Polioxietilen-10-lauril éter CHjs(CH,);,(OCH,CH,),,OH 1-104 -
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Parallevar a cabo | os estudios relacionados con lainfluencia de |os medios micelares en
la eficacia de la retencion de HAPs sobre recubrimientos de PDMS'y de PA, se han utilizado
concentraciones fijas de 30 ng/mL para cadauno de los HAPs, y concentraciones variables de
surfactante, siempre superiores asu cmc. Losinterval os de concentracion estudiados, paracada

surfactante, son los siguientes:

POLE: 0.01 a2.20% (p/v)
LSS 2a8% (p/v)
CTAB: 1 a6% (p/v)

y lamicroextraccion serealizaen condicionessimilaresalasdescritasen ausenciade surfactante.
El tiempo de extraccién empleado para cadafibrafue el optimizado en ausencia de surfactante:
150 min para €l recubrimiento de polidimetilsiloxano y 120 min para €l de poliacrilato. La
eficacia de la extraccion viene expresada por el &rea de pico cromatografico, para un analito

concreto.

Las Figuras 1V.6 a IV.11 muestran los resultados obtenidos en la extraccion de los
dieciséis HAPs con cadauno delos surfactantesy paracada unade lasfibras utilizadas. En todos
los casos, se observa una disminucién exponencia delaeficaciadelaextraccion, amedidaque
aumenta la concentracion de surfactante en la disolucion. Esta variacion de la eficacia es
diferente paracadaunadelasfibrasy depende considerablemente delanatural ezadel surfactante
utilizado.

La observacion de los resultados agrupados en las citadas figuras pone de manifiesto

algunas tendencias. Asi, paraambas fibras:

- Laeficaciadelaextraccion disminuye, de formageneral, al aumentar €l peso molecular

delosHAPsy, en todo caso, a hacerlo el nimero de anillos arométicos condensados.

- El surfactante no-iénico empleado es € que permite obtener mayores eficacias en la
extraccion de los HAPs. Entre los medios micelares ionicos, € de naturaleza cationica

es el gque provoca mayores disminuciones en la eficacia.
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FiguralV.6: Efecto delapresenciade POLE enlamicroextraccién de HAPs con unafibrade PA de

85 mm.
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FiguralV.8: Efectodelapresenciade CTAB enlamicroextraccion de HAPs con lafibra de PA de
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FiguralV.9: Efecto delapresenciade POLE en lamicroextraccion de HAPs con lafibrade PDMS
de 100 nm.
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FiguralV.10: Efecto delapresenciade LSS enlamicroextraccion de HAPs con lafibrade PDMSde
100 nm.
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FiguralV.11: Efecto delapresenciade CTAB enlamicroextraccion de HAPs con lafibrade PDMS
de 100 nm.
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En cuanto alainfluenciadelanaturalezadel recubrimiento delasfibras, en presenciade
cualquieradelossurfactantes, lasfibrasdepoliacrilato sonasque conducen amayoreseficacias.
Con lafibrade PDMSy utilizando disoluciones de CTAB, los hidrocarburos més pesadosy, en
especid, el indeno(1,2,3-cd)pireno, dibenzo(a,h)antraceno y benzo(ghi)perileno, précticamente
no llegan a detectarse, a menos con los tiempos de extraccion utilizados en las distintas

experiencias.

Los resultados expuestos deben encontrar explicacion en los diferentes tipos de
interacciones a que se ven sometidos |los HAPs. Cuando se utilizan disoluciones en las que la
concentracion de surfactante es superior a su concentracion micelar critica, puede admitirse que,
después de transcurrir un cierto tiempo, la cantidad de surfactante retenida por €l recubrimiento
delafibraes préacticamente constante. En estas condiciones, |0s solutos pueden verse sometidos
adiferentes equilibrios de distribucion, con participacién de la fase acuosa, de lafase micelar,
del surfactante adherido alafibra, y de la fase estacionaria polimérica. La distribucién de los
solutos en las diferentes fases depende, entre otros factores, de la concentracion micelar en
disoluciony, por supuesto, delanaturaleza de lasfasesimplicadas, que controlan las constantes

de asociacion soluto-micelay las constantes de reparto entre las distintas fases.

En la bibliografia se encuentran constantes de asociacion soluto-micela, para distintos
surfactantes, y para la mayoria de los HAPs [252] utilizados en este estudio. En general,
atendiendo a la naturaleza de los surfactantes, dichas constantes disminuyen en el siguiente

orden:
CTAB > LSS > surfactantes no iénicos

En consecuencia, si atendemos a los resultados obtenidos, puede establecerse, en
principio, que la eficacia de la microextraccion en fase solida para HAPs disueltos en un medio
micelar, aumenta al disminuir lafuerza de las interacciones que tienen lugar entre los HAPs y

los medios micelares.

LasFiguras|V.12y V.13 permiten visuaizar, a efectos comparativos, para cada unade
las fibras empleadas, |a eficacia de la extraccion de los HAPs, expresada como area de pico
cromatogréafico, paralos hidrocarburosinicia mente disueltos en medios acuosos 0 en presencia

de sistemas micelares cationicos, aniénicos 0 no-ionicos.
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Se observa que, en general, los medios micelares provocan descensos importantes de
losrendimientosdelasextracciones. No obstante, laconsideraciondel osequilibriosantescitados,
permite prever que se pueden mejorar los resultados expuestos mediante variaciones en las
concentraciones delos surfactantes o, mejor, introduciendo modificaciones experimentales que

provoquen variaciones en las constantes de equilibrio.
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FiguralV.12: Eficaciade laextraccién de HAPs, en diferentes medios, con fibras de PDMS de 100
M. Cyaps= 30 ppb ; CooLe = 0.05% (p/v); Clss = 2% (p/V); Ceras = 0.7% (p/v) .
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FiguralV.13: Eficaciade laextraccion de HAPs, en diferentes medios, con fibras de PA de 85 mm.

Ciars= 30 ppb ; Coo e = 0.05% (p/V); Ciss = 2% (p/V); Cerag = 0.7% (p/V) .
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IV.3.3- MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA PARA LA
DETERMINACION DE CONSTANTES DE INTERACCION
SOLUTO-MICELA

Aunquelamicroextracciénenfasesdlidahaencontrado unaaceptacion considerablepara
la determinaci 6n de compuestos organicos en diversas matrices, también es posible laaplicacion
de esta técnica para € caculo de coeficientes de distribucion (K;s) de algunos solutos. En este
sentido, destacan | os trabaj s en que se describe la determinaci én de constantes de distribucion
de algunos HAPs, con hidrofobicidad entre moderaday alta[251], PCBsy alcanos[226], entre
disoluciones acuosasy diversasfases poliméricas. Lamicroextraccidn en fase solidatambién se
ha utilizado para establecer los coeficientes de reparto de compuestos como fenoles o
hidrocarburosaromaticos policiclicos, en agua, y sustancias organi cas poliméricasdisueltas[ 224,
253).

Con estos precedentes, nos ha parecido de interés extender la utilizacion de la
microextraccion en fase sdlida a célculo de constantes de asociacion soluto-micela, en base a
la disminucion ya comentada de |a eficacia de la microextraccion de HAPs en disoluciones de
surfactantes a concentraciones superiores a su concentracion micelar critica. El cdlculo de estas
constantes es deindudable importancia paralainterpretacion de procesos, asi como pararealizar
previsiones acercade lainfluenciaque pueden g ercer determinadas variables experimentalesen
los equilibrios de asociacion y distribucién, en los que participan | os sol utos disueltos en medios

micelares.

De acuerdo con Pawliszyn y col. [224,253], en una muestra con varios componentes,
fasesverdaderaso pseudofases, i=1,2,3,..., laconcentraciéndel analito estudiado (m) en unafase
() puede escribirse:

n
C = s [1V.4]
Vitad ViKiin,

jti
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donden, eslacantidad total de analito enlamuestra, K;;, es €l coeficiente de reparto del soluto
(m) entrelos componentesi y j (Ki;m= Ci/Cim) ¥ Vi esel volumen de componentei. El volumen
V, puede ser reemplazado por nimero de moles, masao areasuperficial, si e componente de
la muestra viene mejor expresado en estos términos, tomando Kj;, en las unidades que

correspondan.

Si se supone una muestra formada por agua y otra fase, como un medio micelar, en
ausencia de la fibra, la concentracion libre de analito (m) en agua (ac) una vez acanzado €l

equilibrio, podria expresarse como:

= m V.5
Cac,m Vac t mM XKM,m [ ]

asumiendo gue la concentracion de analito en el espacio en cabeza es despreciable. V. es €l
volumen delafaseacuosa, my, eslacantidad de surfactante expresado en moles, n,,, eslacantidad
total deanalito, también expresado en molesy K, ., es €l coeficiente de reparto del analito entre
el medio micelar y €l agua, usualmente definido como Ky ;= Crenm/Crnenagua Y Viene expresado

enL/mol s Cp,,enm Viene expresado en mol/mol y Cp, en agua €1 Mol/L.

En presenciade lafibra, la concentracion libre en equilibrio podria ser:

Coom = I
aem = Vac t mM xKM,m t VF ><KF,m

donde V¢ es &l volumen de lafibray K, es el coeficiente de reparto del soluto entre la fibra

y € agua. Asi, larelacion entre la concentracion libre del analito en ausencia de la microfibra

(Ceem) y €nsu presencia(C, ) €s

VF XK F.m
Vac t mM KM,m
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Paralautilizacion delas ecuaciones anteriores, unaaproximacion Util resultas se admite
gue a producirse la retencion del soluto por la fibra, no se modifica su concentracion en
disolucion de forma apreciable. En tal sentido, se puede considerar que la aproximacion se
cumple siempre que a establecerse la distribucion en presenciade lafibrala concentracion del
analito en agua disminuya menos de un 10%. Es decir, si se cumple que:

VeKe 1

< -1=0.111
Ve +tmyKy o 09

Como quieraque el término, myKy, ., suele ser desconocido, se puede comprobar queel

criterio expuesto se cumple s severificalasiguiente desigualdad:

K < &
Fm 10V,

De acuerdo con los datos bibliogréficos [204,251], esta condicion se satisface para los
HAPs, incluidoslos mas hidrof 6bi cos. En consecuencia, puede admitirse quelamicroextraccion
en fase sdlida puede extraer estos hidrocarburos disueltos en medio micelar, con un volumen

suficiente de agua, sin que cambie de forma significativa la concentracién de los HAPs en el

medio acuoso.

De acuerdo con dichaaproximacion, laecuacion [1V.5] puede reordenarse, de formaque
la concentracion total del analito (Cyyy. m) Y 1@ concentracion del andito libre (C. ) queden
rel acionadas mediante un factor en €l que interviene la constante de asociacion soluto-micelay
la concentracion de surfactante en disolucion, segun indica la siguiente ecuacion:

M

m
Ctotal,m = Cac,m[1+ KM,m V ]

ac
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y reagrupando términos.

1 1 Kyim
= +—"C,, [IV.6]

Ctotal ,m

ac,m total,m

Asi, la representacion gréfica de los valores 1/C,.,, frente a la concentracion de
surfactante en el medio, debe conducir alineas rectas, cuyas pendientes permitiran el calculo de
constantes de asociacion soluto-micela. Para establecer los valores de G, Se recurre a la
microextraccién en fase sdlida, y alas curvas de calibrado obtenidas con los HAPs disueltos en
agua. En lautilizacién de las ecuaci ones anteriores se asume que € analito extraido por lasfibras
solo procede de la fase acuosa, y que la concentracion de micelas puede sustituirse por la

concentracion de surfactante en disolucion.

En los célcul os indicados solo se hatomado en consideracién los HAPs que alcanzan €l
equilibrio en lostiempos de extraccién prefijados: 120 miny 150 min paralasfibrasde PA y de

PDM S respectivamente, utilizando un medio micelar de POLE.

LaFiguralV.14 muestralasrectas obtenidas al representar lainversadelaconcentracion
de hidrocarburo libre frente ala concentracion de POLE, paralafibrade PA, de acuerdo con la
ecuacion IV.6. Los valores de las ordenadas en €l origen, y de las pendientes, para cada uno de
los HAPs considerados, y paracadaunade lasfibras empleadas, se han agrupado en las Tablas
IV.9y V.10, junto con los coeficientes de correlacion correspondientes alas referidas rectas y

|as constantes de asociacion HAPs-POLE calculadas.

En todos los casos se obtienen ordenadas en el origen muy préximas a los valores
tedricos, correspondientes a lainversa de la concentracion inicial para cada uno de los HAPs,
excepto para el antraceno y € fluoranteno con la utilizacién de lafibra de polidimetilsiloxano.
Por otra parte, y en general, losvalores de Ky, ,, obtenidos para los dos tipos de fibra pueden

considerarse concordantes.

En distintos estudios, se ha puesto de manifiesto que |as constantes de asoci aci én sol uto-
micela, paradistintas sustancias, pueden resultar Utiles para estimar relaciones entre estructuras

guimicasy las propiedades hidrof ébicas de moléculas bioactivas [ 254,255], que son de notable
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interés en estudios medioambientales, toxicoldgicos y farmacoldgicos [256-258]. La
consideracion delasmicelascomo estructurasasi milablesalas biomembranas, justificariadichas

relaciones.

0.4 -

0.000 0.001 0.002
CPOL E (M )

FiguralV.14: Rectas obtenidas a representar la inversa de la concentracion de hidrocarburo libre
frente ala concentracién de POLE, de acuerdo con laecuacion [1V.6], correspondiente

alafibrade PA.

TablalV.9.- Constantes de asociacion HAP-POLE determinadas con la utilizacion de la

SPME con recubrimiento de poliacrilato.

HAP Ord. Origen-10®  Pendiente-10° R? Kwv.m
Naftaleno 4,929 1.937 0.997 454
Acenaftileno 2.024 3.051 0.995 1144
Acenafteno 4.275 10.80 0.993 2100
Fluoreno 5.937 11.39 0.995 2050
Fenantreno 7.156 14.18 0.986 2380
Antraceno 6.631 1554 0.991 2600

Fluoranteno 9.263 17.37 0.972 2580
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Tabla|V.10.- Constantes de asociacion HAP-POLE determinadas con la utilizacion de la

SPME con recubrimiento de polidimetilsiloxano.

HAP Ord Origen-10®  Pendiente-10° R? Kwv.m
Naftaleno 4.215 1.707 0.995 400

Acenaftileno 3171 1.704 0.997 638

Acenafteno 6.553 8.463 0.999 1640
Fluoreno 9.453 8.380 0.968 1510
Fenantreno 9.753 29.21 0.926 4900
Antraceno 30.24 10.51 0.999 1760
Fluoranteno 66.22 24.32 0.997 3600

Ental sentido, noshaparecido deinteréscomprobar laextensién enlacual lasconstantes
de asociacion HAPs-POLE, calculadas como se acaba de indicar, guardan relacion con
pardmetrosrepresentativosdelahidrofobicidad deestoshidrocarburos, como sonloscoeficientes
de reparto (LogP) octanol-agua [259], o con descriptores topoldgicos y geométricos de las

estructuras de cada uno delos HA Psindicados[259,260], como son los siguientes:

F: Factor de correlacién, que se calcula, para cualquier hidrocarburo, mediante la

expresion:

F = (n° de dobles enlaces) + (n° de &omos de carbono primariosy secundarios)

-0.5 (por cada anillo aromético)

C: indice de conectividad molecular. Representa el tamafio topoldgico de las

moléculas'y su grado de ramificacion.

n,:  Numero de electrones p en lamolécula
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Entre |os descriptores geométricos se ha elegido V,,, siendo:

V.. Volumen deVander Waals, calculado apartir delosradiosde Van der Waalsde

los &tomos que componen lamolécula,

cuyos valores, referidos a aquellos HAPs para los que ha sido posible el célculo de la

constante interaccion soluto-micela, se han agrupado enlaTabla|V.11.

TablalV.11- Valores correspondientes a |l os descriptores paralos HAPs estudiados.

HAP F c Ny Vi L ogP
Naftaleno 50 34 10 73.96 2.657
Acenaftileno 55 4.1 12 83.44 2.058
Acenafteno 6.5 44 10 87.78 3.322
Fluoreno 6.5 4.6 12 93.67 3.312
Fenantreno 7.0 4.8 14 99.56 3.377
Antraceno 7.0 4.8 14 99.56 3415
Fluoranteno 8.0 5.6 16 109.0 3412

De obtenerse correlaciones con una el evada significacion, podriamos disponer de un
nuevo método, basado en lamicroextraccion micelar y laCG-MS, paralaestimacion de dichos

parametros, que presentaria ventajas con respecto alas convencionales [261,262].

En la Figura V.15 se han agrupado las gréficas obtenidas a representar los distintos
descriptores frente a Ky, ,, 0 log Ky, Los coeficientes de correlacion varian entre 0.76 y 0.93,
gue corresponden a las rectas coeficiente de reparto octanol-aguay log Ky, Y volumen de Van

der Waalsy Ky, ., respectivamente.
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FiguralV.15: Correlaciones entre las constantes de asociacion HAPs-POLE, obtenidas apartir de los

estudios con lafibra de PA, y diferentes descriptores de los hidrocarburos.
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Estas relaciones permiten establecer, a pesar del reducido nimero de hidrocarburos
estudiados, quela microextraccion en fase solidapodriaconstituir unatécnicaalternativa aotras

yaexistentes parala determinacion de constantes de asociaci 6n soluto-micela.

IV.3.4- MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA MICELAR-
CROMATOGRAFIA DE GASES-MASAS PARA LA
DETERMINACION DE HAPs

La microextraccion en fase solida ha encontrado sus principales aplicaciones en la
extraccion de compuestos organicos disueltos en un medio acuoso. L aescasasol ubilidad en agua
de muchas sustancias constituye una limitacion importante de la técnica. Aungue es posible
trabgjar con disoluciones que contienen disolventes organicos, su presencia repercute

negativamente en la capacidad de |as fibras para retener solutos.

Se ha comentado con anterioridad |as caracteristicas positivas que presentan |os medios
micelares, especialmente como solubilizantes de sustancias de diversa polaridad. La eficacia
demostrada por las disoluciones de POLE, a concentraciones superiores a su cmc, en la
extraccion de HAPs contenidos en sedimentos marinos, aplicando microondas o ultrasonidos,
evidenciael aumento de solubilidad que experimentan dichos hidrocarburosen presenciade este

medio micelar.

Seguin se ha puesto de manifiesto en el apartado IV.3.2., los medios micelares provocan
descensos importantes en la eficacia de la extraccion de HA Ps mediante laextraccion con fibras
recubiertas de polidimetilsiloxano o de poliacrilato, si bien, cuando e medio micelar es de
POLE, son extraibles cantidades de HAPs que pueden ser cuantificadas perfectamente por

cromatografia de gases.

En atencién a lo expuesto, en este apartado se desarrolla un nuevo método para la
determinaci én dehidrocarburosaromaéticospoliciclicos, despuésdeser extraidosdesdeun medio
micelar de POLE, con una microfibra de poliacrilato y sometidos a desorcion en CG-MS. La

metodol ogia establecida se ha utilizado para determinar el contenido de un conjunto de HAPs
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presentes en un sedimento marino.

Con las experiencias realizadas en este apartado, |a técnica de microextraccion en fase
solida, utilizada para analitos disueltos en medios acuosos, se extiende a solutos presentes en
medios micelares, con lo que podriamos referirnos a una nueva modalidad de la técnica, que
podriadenominarse microextraccion en fase sblidamicelar. De estaforma, se podriaampliar, de
formaconsiderable, el nUmero y natural eza de | as sustancias susceptibles de ser incorporadas a

un sistema cromatografico mediante el empleo de microfibras.

IV.3.4.1.- Determinacion deHAPs presentesen un medio micelar de POLE, después

de su extraccion por SPME

En base a los resultados obtenidos en los apartados anteriores, para establecer las
caracteristicas analiticas de un método que nos permita la determinacion de mezclas de
hidrocarburos arométicos policiclicos, disueltos en un medio micelar de POLE, basado en su
extraccion por SPME, se han utilizado fibras recubiertas de poliacrilato. En cuanto a parametros
experimental es, como €l tiempo de extraccion, el tiempo de desorciény las condiciones parala
separacion y cuantificacion en el sistema constituido por € cromatégrafo de gasesy el detector

de espectrometria de masas, se han mantenido |os optimizados en apartados anteriores.

La naturaleza y concentracion del surfactante utilizado para formar el medio micelar
vienen condicionadas por la participacion del surfactante en nuestro caso, previa a la
microextraccion en fase solida, en la solubilizacion-separacion de los HAPs iniciamente
presentes en muestras de sedimentos marinos. En tal sentido, tanto la extraccion asistida por

microondas como la que utiliza ultrasonidos se han efectuado con la utilizacion de POLE.

Por otra parte, el medio micelar gjerce una influencia importante en la eficacia de la
extraccion delos HAPs por SPME. En consecuencia, al establecer |as caracteristicas del método
analitico, es necesario escoger la concentracion adecuada de POLE, que, a tiempo de garantizar
la separacion delos HAPs contenidos en el sedimento, permita, por otra parte, alcanzar lamejor

sensibilidad. Por consiguiente, debe llegarse a una solucion de compromiso.
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Tomando en consideraci on las concentraci ones optimizadas de POL E parala separacion
de HAPs presentes en sedimentos, 6.26% (p/v) cuando se utilizan ultrasonidos, y 1.25% (p/v)
para la separacion asistida por microondas; ademas del volumen de surfactante a utilizar y el
volumen de disolucion que se puede recuperar después defiltrar lasuspensién de sedimento una
vez realizadala extraccion, se deduce que la concentracion minima de POLE en la disolucion,
apartir de laque se separan los HAPs con la microfibra, seriade 0.88% (p/v). En todo caso, la
dependencia de |a eficacia de la extraccidn con la concentracion de surfactante obligaaque las

concentracion del surfactante en muestrasy patrones coincida.

LaFiguralV.16 muestralos perfiles de los tiempos de extraccién paralos 16 HAPs en
estudio, en presenciade un medio micelar de POLE. Dichos perfiles se establecieron realizando
medidas de areas de pico cromatogréfico para cada hidrocarburo, como unafuncién del tiempo
de exposicién de lafibra. Las fibras de PA se introducen en disoluciones micelares con 0.88%

(p/v) de POLE conteniendo patrones de HAPs con una concentracion de 10 ng/mL.

A partir delosresultados obtenidos, pueden establ ecersel os siguientestiempos minimos
de equilibrio: 30 min para el naftaleno, 45 min para € acenaftileno, acenafteno, fluoreno,
fenantreno y antraceno, 100 min para el fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno y criseno, 200
min parael benzo(b)fluoranteno y benzo(k)fluoranteno. El benzo(a)pireno presentatiempos de
equilibrio en torno alos 300 min, mientras que hidrocarburos como el dibenzo(a,h)antraceno,
el indeno(1,2,3-cd)pireno y el benzo(ghi)perileno presentan tiempos de equilibrio superiores a

400 min, tiempo hasta el cual se prolongaron las experiencias.

L os tiempos de equilibrio obtenidos resultan ser tres veces inferiores a los obtenidos en
ausenciade un medio micelar. Parael tiempo de extraccion fijado, 120 min, diez delosdieciséis
HAPs estudiados han acanzado el equilibrio

EnlaTablalV.12 semuestran|os parametrosderegresion obtenidosapartir delascurvas
de calibrado correspondientes a cada uno de los HAPs estudiados, en las condiciones
experimental escomentadas. Como se observa, | os coeficientes de correl aci on, expresados como
R?, oscilan entre 0.992 y 0.999, pudiendo establecerse el rango de linealidad de |as respuestas
entre 2.0 y 50 ng/mL. Los valores correspondientes a las pendientes de las rectas, directamente
relacionados con la sensibilidad del método, muestran una tendencia clara, pudiéndose

diferenciar grupos de HAPs para los que la sensibilidad disminuye a aumentar el nimero de
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anillos condensados en los hidrocarburos.
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FiguralV.16: Tiempos de equilibrio de los HAPs disueltos en un medio micelar de POLE al 0.88%

(p/v) utilizando lafibra de PA en las condiciones optimizadas.
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Tabla1V.12.- Parametros estadisticos de lacalibracion del método de determinacion de HAPs

usando unafibra PA de 85 um, en presencia de un medio micelar de POLE.

HAP Pendiente + SD Ord.Origen. + SD R? Sy
Naftaleno 7606 + 216 -16442 + 5039 0994 10929
Acenaftileno 10240 + 246 -19328 + 6594 09% 1141
Acenafteno 4299 + 78.6 -7616 + 1988 0.998 3848
Fluoreno 4432 + 91.6 6489 + 2199 0.996 4775
Fenantreno 4301+ 75.8 -4599 + 1820 0.998 3952
Antraceno 3682+ 73.2 -4368 + 1756 0.997 3813
Fluoranteno 2151+ 39.9 -2548 + 958 0.997 2081
Pireno 1722 + 27.2 -1761 + 651 0.998 1414
Benzo(a)antraceno 812+ 14.7 -1766 + 395 0.998 661
Criseno 815+ 16.0 -1597 + 422 0.998 706
Benzo(b)fluoranteno 332+£133 -1280 + 379 0.9%4 530
Benzo(k)fluoranteno 327 £6.38 -1183 + 183 0.998 257
Benzo(a)pireno 253+8.32 -1075 + 238 0.995 335
Indeno(1,2,3-cd)pireno 839+ 327 -503 + 101 0.9%4 113
Dibenzo(a,h)antraceno 80.8+0.99 16.2+ 304 0.999 356
Benzo(ghi)perileno 979+6.2 -627 + 210 0.992 196

R: coeficiente de correlacion (n=10). S, Error estandar de la estimacion.

Los parametros de calidad del método se recogen en la Tabla 1V.13, la precisiéon del

método se determind |levando a cabo seis extracciones consecutivas de disoluciones micelares
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con una concentracion de 20 ng/mL para cada uno de los HAPs. Como se observa, las
desviaciones estandar relativas oscilan entre 1.73% Yy 9.93%. En general, los mayores valores de
RSD se obtienen paracompuestoscon 5 anilloso superiores, alosque corresponden porcentajes
comprendidos entre 4.06 y 9.93% para e benzo(k)fluoranteno y el dibenzo(a,h)antraceno,
respectivamente. Paracompuestos con menor masamolecular, ladesviacion estandar relativano

suele superar € 3%.

Es de destacar lamayor precision obtenidaen presencia de un medio micelar respecto a
la obtenida en ausencia de medio micelar, en cuyo caso las RSD oscilaban entre 3.6 y
19.9%.Asimismo, la precision obtenida en presencia de un medio micelar de POLE es superior
aotros valores presentes en la bibliografia parala determinacién de HAPs en agua a niveles de
ppb [235].

En relacion ala reproducibilidad obtenida cuando la microextraccion de los HAPs se
realiza a partir de un medio acuoso, 1os mejores resultados obtenidos en presencia del medio
micelar pueden estar rel acionados con lamayor facilidad y |os menorestiempos que se necesitan
para que se alcancen los equilibrios de extraccion. Si exceptuamos |os tres hidrocarburos més
pesados, paralos que no llegan aalcanzarse los equilibrios en medio micelar, enlos 120 minutos
sel eccionados como tiempo de extraccién, el valor medio de las desviaciones estandar relativas
delosrestantestrece HAPs es de 3.08%, frente al 9.85% que corresponde alas determinaciones

realizadas a partir de un medio acuoso.

Por ultimo, los limites de deteccion establecidos para cada uno de los HAPs, con €l
método de andlisis establecido, con el empleo de microextraccion con fibrasde poliacrilatoy un
medio micelar de POLE, oscilan entre 0.55 ng/mL y 10.7 ng/mL, con un valor medio de 3.24
ng/mL. Los limites de deteccion son ligeramente superiores alos hallados cuando losHAPs se
encuentran disueltosen agua, alosque corresponde un valor medio de 2.88 ng/mL. Sinembargo,
si se consideran sdlo los trece HAPs para los que llega a alcanzarse € equilibrio de extraccion

en medio micelar, el valor medio de los limites de deteccion bajaria hasta 2.62 ng/mL.
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TablaV.13.- Pardmetros de calidad del método usando fibras PA en presencia de un medio

micelar de POLE.
HAP Media S RSD(%) texp t'ep LOD(ng/mL)
Naftaleno 196 0377 1.92 1.01 247 2.35
Acenaftileno 198 0561 283 0.39 0.96 242
Acenafteno 204 0.353 1.73 0.99 243 224
Fluoreno 196 0533 2.72 0.80 1.95 0.28
Fenantreno 202 0351 1.74 0.59 144 1.59
Antraceno 200 0407 2.03 0.05 011 1.82
Fluoranteno 195 0481 2.46 0.96 235 2.09
Pireno 195 0.541 2.77 0.88 217 1.97
Benzo(a)antraceno 193 0493 255 134 3.27 350
Criseno 202 0542 2.69 031 0.76 241
Benzo(b)fluoranteno 196 1.230 6.28 0.33 0.82 4.30
Benzo(k)fluoranteno 208  1.306 6.27 0.64 157 3.72
Benzo(a)pireno 192 0779 4.06 1.03 252 544
Indeno(1,2,3-cd)pireno 201 1158 5.75 011 0.27 6.83
Dibenzo(a,h)antraceno 181  1.800 9.93 1.04 255 3.28
Benzo(ghi)perileno 211 1202 5.70 0.90 221 7.66

t0_05’5 =257
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IV.3.4.2.- Determinacion de HAPs contenidos en sedimentos marinos mediante

microextraccién en fase solida micelar y CG-MS

Son escasos | 0s trabaj os publicados hasta este momento basados en la utilizacién de la
mi croextraccién en fase solida parala determinacién de analitos contenidos en muestras solidas.
Entre otras dificultades a vencer, se encuentran las inherentes a la calibracion de la fibra, asi
como ala contaminacion del recubrimiento de lafibra por componentes de la muestra, es decir,

lo que podria denominarse efecto matriz.

Con el finde subsanar dichasdificultades, al gunosautores hacen uso de métodos basados
en la técnica de espacio en cabeza-microextraccion en fase slida o adicion de disolventes
organicos, para aumentar la solubilidad de compuestos hidréfobos, como los HAPs, en medios

aCuOsO0s.

Con tal finalidad, pueden utilizarse medios micelares, aunque el uso de procedimientos
basados en surfactantes parala preparacién de muestras que contienen compuestos organicos,
antes de su andlisis por CG, no esta bien desarrollado y son pocas las referencias a esta
metodologia en la literatura. Froschl y col. [263] han desarrollado un método para la
determinacion de PCBs en agua, basado en la combinacion de extraccion micelar y CG con un
detector de captura el ectrénica. Los PCBs son preconcentrados con Triton X-100y lafaserica
en surfactante se trata adecuadamente con objeto de eliminar el surfactante, antes de su
introduccién en el cromatografo. Para ello, la fase rica en surfactante se hace pasar através de
unacolumnade gel desilice, y luego se somete aelucion con n-hexano. El resto del Triton X-100
es separado con el uso de una segunda columna que contiene Florisil. Después de este paso de

clean-up, los PCBs se separan y cuantifican por CG-ECD.

En atencion alos resultados comentados en apartados anteriores, lamicroextraccion en
fase solida parece presentarse como unaformade compatibilizar laextraccion en medio micelar,
con la CG con deteccion de masas, sin tener que recurrir a un paso previo para eliminar el

surfactante.

En el Capitulo Il de la presente Memoria se ha propuesto la extraccion de HAPs

contenidos en sedimentos marinos, con un medio micelar de POLE y el empleo de lastécnicas
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de microondas o ultrasonidos. Dichos métodos de extraccion han sido validados utilizando un
material de referencia certificado, concretamente € sedimento marino SRM 194l1a La
determinacién de HAPs se ha llevado a cabo por cromatografia liquida de alta eficacia con

deteccion fluorescente.

Por otra parte, como se hacitado en el apartado anterior, laconcentracion de surfactante
en lafase micelar es un factor limitante al establecer |as condiciones experimental es adecuadas
paralaextracciény determinacion de los HAPs, haciendo uso de microextraccion en fase solida
Al respecto, se debe recordar que lasituacion de partida esla constituida por las disoluciones de
HA Psobtenidascon el empleodemicroondaso ultrasonidos, conunasconcentracionesdePOLE

de 1.25% (p/v) y 6.26% (p/v), respectivamente.

Laconcentracion de 6.26% (p/v) en POLE, en ladisolucion procedente de laextraccion
asistidapor ultrasonidos de los HAPs contenidos en muestras de sedimento, obligariaarealizar
unadilucién importante del extracto para alcanzar una concentracion final de POLE del 0.88%
(p/v), establecida como adecuada en el apartado anterior. Con dicha dilucion se produciria
tambi én una disminucion en la concentracion delos HAPs, que no podria ser compensada con
el factor de preconcentraci6n que se consigue con lamicroextraccion en fase solida, paraal canzar

[imites de deteccion aceptables.

En atencion alo expuesto, ladisolucién de HA Ps en medio micelar que se obtiene cuando
laextracciéndel oshidrocarburosconteni dosen un sedimento marino esasi stidapor microondas,
con una concentracion de 1.25% (p/v) en POLE, resulta mas adecuada, atendiendo a que la
dilucién a emplear es minima. Ademas, con la técnica de microondas solo se requiere de 5
minutos paracompl etar |a extraccion, en comparacion con los 210 minutos que se requiere para

|aextraccion de HAPs en € sedimento de referencia cuando se utilizan ultrasonidos.

Por las razones citadas, en €l método de andlisis que se propone la extraccion de los
HAPs se lleva a cabo en un medio micelar de POLE haciendo uso de microondas. Las
condiciones experimentales referidas ala concentracion de surfactante, tiempo de extraccion,
potenciay presion en €l interior del reactor corresponden alas optimizadas en €l Capitulo |1 de

la presente Memoria.

Sin embargo, con objeto de mejorar € limite de deteccion del método, se han realizado
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estudios en los que se varialacantidad de sedimento entre 200 y 500 mg, utilizando en todoslos
casos 10 mL de surfactante. Los resultados obtenidos, recogidos en la Tabla IV.14, ponen de
manifiesto que & empleo de cantidades superiores a 200 mg trae consigo unadisminucién en las
recuperaciones de los hidrocarburos, resultados que son concordantes con los obtenidos con

anterioridad.

LaTablalV.15 muestralas recuperaciones medias encontradas cuando seis porciones de
200 mg del sedimento de referencia se extraen con 10 mL de POLE al 1.25% (p/v), aplicando
la radiacién de microondas durante 5 min, al 60% de potencia del horno, y una presion en €l
interior de los reactores de 2.03 psi. Los extractos obtenidos son diluidos hasta alcanzar una
concentracion a 0.88% (p/v) en POLE, y posteriormente determinados por cromatografia de
gases-espectrometria de masas con microextraccion en fase solida con fibra de poliacrilato. En

la Figura V.17 se muestra un cromatograma representativo.
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FiguralV.17: Cromatograma(barridode128a278u.m.a.) del extracto de HAPsen medio micelar tras
someter a sedimento de referencia a extraccion micelar asistida por microondas y
posterior determinacion por SPME-CG-MS con fibra de PA, en las condiciones

descritas.
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De los dieciséis HAPs estudiados, hemos cuantificados diez, con recuperaciones
aceptables, comprendidas entre el 58.6y el 112% para el fenantreno y e benzo(k)fluoranteno,
respectivamente. Las recuperaciones encontradas para HAPs volétiles asi como paralos HAPs
mas pesadosresultan muy bajas. En el primer caso, estos hidrocarburos pueden perderse durante
el proceso de extraccién, tal y como se ha comentado. Las bajas recuperaciones de los
hidrocarburosmaspesados: dibenzo(a,h)antraceno, benzo(ghi)perilenoeindeno(1,2,3-cd)pireno,

se deben a su escasa retencion en lamicrofibra

La precision obtenida, estimada como la desviacion estandar relativa, para cada uno de
los HAPs considerados resulta ser proximaalos valores certificadosincluso, paraalguno delos
HAPs, inferiores.

TablalV.14.- Influencia de la cantidad de sedimento en el porcentaje de recuperacion de
HAPs contenidos en sedimentos, mediante extraccion micelar y posterior

microextraccion en fase sdliday CG-MS.

Recuperacion (%)

HAP

0.29 0.3g 0.5g
Fluoreno 57.7 16.9 18.0
Fenantreno 46.5 40.6 28.2
Antraceno 77.8 64.0 39.7
Fluoranteno 58.6 479 399
Pireno 46.9 389 294
Benzo(a)antraceno 744 62.9 33.2
Criseno 104 775 55.4
Benzo(b)fluoranteno 935 719 46.9
Benzo(k)fluoranteno 147 65.1 50.9

Benzo(a)pireno 86.6 40 45.2




TablalV.15.- Recuperacionesmediasy porcentajesde RSDs parael sedimento marino SRM 1941a, obtenidos por extraccion
micelar asistida por microondas, y posterior microextraccion en fase solida micelar con determinacién por

cromatografia de gases con espectrometria de masas.

Valores Valores _
S RSD" _ s RSD* Recuper acion
HAP certificados experimentales
(ng/g) (%) (ng/g) (%) (%)
(ng/g) (ng/g)
Fluoreno 97.3 8.6 8.8 97.1 14.9 154 99.8
Fenantreno 489 23 4.7 286.3 7.87 2.7 58.6
Antraceno 184 14 7.6 170.6 18.8 11 92.7
Fluoranteno 981 78 7.9 676.5 11.9 18 68.9
Pireno 811 24 29 492.0 145 30 60.7
Benzo(a)antraceno 427 25 58 330.2 315 95 77.3
Criseno 380 24 6.3 404.4 12.2 30 106.4
Benzo(b)fluoranteno 740 110 14.9 782.9 86.6 111 105.8
Benzo(k)fluoranteno 361 18 49 402.5 68.6 17.0 1115
Benzo(a)pireno 628 52 8.3 520.2 264 51 82.8

2 Desviacion estandar de los valores certificados. ° Desviacion estandar relativa de los val ores certificados

¢ Desviacion estandar de los valores experimental es. ¢ Desviacion estandar relativa de los valores experimentales
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1) Se propone la extraccion ultrasonica de Hidrocarburos Arométicos Policiclicos
presentes en sedimentos marinos, con la utilizacién de un medio micelar de Polioxietilen-10-
lauriléter (POLE), como paso previo asu determinacion por HPL C con deteccion UV. El uso de
un disefio factorial de dos niveles hapermitido optimizar las siguientes variables experimental es:
concentracién de surfactante, relacién volumen de surfactante/cantidad de sedimento y tiempo
de extraccién, poniéndose de manifiesto que la concentracion de surfactante es el factor més
significativo. Las extracciones realizadas con las condiciones experimentales establecidas
presentan recuperaciones, paralos hidrocarburos con un nimero de anillos superior atres, que
oscilan entre 86.70 y 106.6%.

2) Se desarrolla un método para la extraccion de HAPs contenidos en sedimentos
marinos, basado en combinar €l poder solubilizante de un medio micelar de POLE y la accion
de la radiacion de microondas, en un recipiente cerrado. Mediante el empleo de un disefio
factorial, se han establecido los valores méas adecuados de las variables que afectan a la
extraccion asistida por microondas: cantidad de sedimento, volumen y concentracién de
surfactante, potenciade microondas, presién méximaen el interior delosreactoresy tiempo de
extraccion. Para hidrocarburos aromaticos policiclicos con mas de tres anillos en su molécula,
la reproducibilidad del método establecido es elevada y las recuperaciones alcanzadas se
encuentran entre el 85.70y & 100.7%.

3) Se haestabl ecido un método parala determinacion de HAPs contenidos en un medio
micelar de POL E, mediante cromatografia liqui da de alta resol ucion con deteccion fluorescente.
Los limites de deteccion obtenidos se encuentran en el intervalo 0.03 a 1.09 ng/mL, para €l
benzo(k)fluorantenoy el pireno, respectivamente, y resultan adecuados paraladeterminacién de

HAPs presentes en sedimentos poco contaminados.

4) Paravalidar |os métodos de extraccion de HA Ps contenidos en sedimentos, mediante

extraccion micelar con POLE asistida por microondas o ultrasonidos, se ha utilizado un
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sedimento marino certificado: SRM 1941a. Para los hidrocarburos con més de tres anillos, se
obtienen recuperacionesmediasde 77.4%Yy 86.5% paralasextraccionesrealizadas con el empleo
de microondas o ultrasonidos, respectivamente. La precisién obtenida para ambos métodos,
expresada en términos de desviacion estandar relativa, presenta valores smilares o inferiores a

|os certificados.

5) Los resultados obtenidos en las determinaciones de HAPs contenidos en distintas
muestras de sedimentos, ponen de manifiesto que laextraccion con un medio micelar de POLE,
asistida por ultrasonidos 0 microondas, es unabuena alternativaalos métodos convencionales.
Las principales ventajas son: reduccion de la cantidad de muestra necesaria, sustitucion de
disol ventes organi cosindeseabl es por su toxicidad y caracteristicas contaminantes, facilidad para
lainyeccion directadelos extractosen e sistema cromatogréfico sin necesidad de introducir una
etapa de clean-up, posibilidad de realizar, de forma simultanea, un nimero elevado de

extraccionesy, especia mente, una considerable reduccion en el tiempo de andlisis.

6) Se establecen |as principal es caracteristi cas asociadas a la obtencién del Punto Nube
con polioxietilen-10-lauriléter, incluyendo la optimizacion del proceso de separacion de fases.
Entrelosresultados obtenidos podemos destacar quelatemperaturacritica, por encimadelacual
se debe trabgjar para obtener la separacion de las fases, es de 82 °C. Ademas, para una
concentracién de surfactante de 3.1% (p/v) y un volumen de disolucién de 3 mL, sealcanzaun

factor de preconcentracion de 7.2.

7) Laadicion de electrolitos ala disolucion de POLE, ademas de facilitar 1a separacién
de fases, provoca descensos considerables en la temperatura de Punto Nube. Por otra parte, la
presencia de modificadores organi cos provoca aumentos de latemperatura de Punto Nube, que
varian de forma practicamente lineal con el porcentaje de modificador organico. Asimismo, en
presencia de etanol, las recuperaciones alcanzadas con la metodologia de Punto Nube no se

modifican de forma considerable, si bien el factor de preconcentracion aumenta a hacerlo €l
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modificador organico.

8) Se aplica la metodologia de Punto Nube para conseguir la preconcentracion de los
HAPs contenidos en muestras de sedimentos marinos, después de ser extraidos con un medio
micelar de POLE y el empleo de técnicas de microondas y ultrasonidos. Paralos hidrocarburos
con més de tres anillos condensados, | as recuperaciones medias obtenidas, tras |0s procesos de
extraccion y preconcentracion, fueron de 98.8% paralas muestras tratadas con microondas, y de

106.8% cuando la extraccion fue asistida por ultrasonidos.

L acombinaci éndelasmetodol ogiasutilizadaspermiteconseguir aumentosconsiderables
de sensibilidad. Con la excepcién del benzo(a)pireno, los limites de detecci6n establecidos son
entre 7 y 15 veces inferiores a los que se obtienen cuando las muestras no se someten a

preconcentracién por Punto Nube.

9) Lametodol ogia de Punto Nube, con la utilizacion de POLE, puede extenderse aotros
medios, como el agua de mar, obteniéndose fasesricas en el surfactante que son menos densas
gue el resto de la disolucién, con lo que se facilita la manipulacién de los extractos. En estos
medios se producen descensos considerables en la temperatura a la que se produce el Punto
Nube, a tiempo que, para disoluciones con 1-2 % (p/v) de POLE, se acanzan factores de

preconcentracion que oscilan entre 20 y 10.

10) Sedesarrollaun método parael andlisisde HAPs presentes en € aguade mar, basado
en la extraccion/preconcentracion mediante la metodologia de Punto Nube, con POLE como
surfactante, antes de su determinacion por HPLC con deteccion fluorescente. Los limites de
deteccion obtenidos para los distintos HAPs, varian entre 1.0 y 150 ng/L, mientras que las
desviaciones estandar son, en general, inferioresa 10%. Laadicién de POLE alas muestrasen
el momento de ser tomadas €jerce un efecto inhibidor importante sobre laretencion delosHAPs
por adsorcién en las paredes del recipiente o sobre lamateria particulada presente en el aguade

mar, durante € almacenamiento.
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11) Se estudian los equilibrios de distribucion de diferentes HAPs, entre unafase acuosa
y fases estacionarias de polidimetilsiloxano y poliacrilato, que constituyen el recubrimiento de
las fibras utilizadas para la microextraccion en fase solida de tales compuestos. En términos

generales, puede concluirse diciendo que:
S Losequilibrios de distribucion dependen del compuesto considerado.

S Lostiemposdeequilibrio, paralosdistintos HA Ps, aumentan con lamasamolecular

del hidrocarburo considerado.

S En general, paralos HAPs en estudio, los tiempo de equilibrio se alcanzan mas

rapidamente para las fibras de polidimetilsiloxano que paralas de poliacrilato.

12) En presencia de surfactantes cationicos, anidnicos 'y no ionicos, la eficacia en la
retencion de HA Ps mediante microextraccién en fase solida, disminuye exponencial mente con

la concentracion de surfactante. Ademés, en estos procesos.

S Al aumentar el peso molecular de los HAPsy, en todo caso, €l nimero de anillos

aromaticos condensados, disminuye la eficacia de la extraccion.

S Lacombinacionformadapor el recubrimiento depoliacrilatoy por el surfactanteno-
ionico empleado (POLE), esla que proporciona mayores eficacias en la extraccion
delosHAPs.

S Laceficacia de la microextraccion en fase solida aplicada a HAPs disueltos en un
medio micelar de POLE, aumenta a disminuir la fuerza de las interacciones que

tienen lugar entre los hidrocarburosy lafase micelar.

13) Se desarrollaun nuevo método paraladeterminacion de Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicos, después de ser extraidos desde un medio micelar de POLE por fibrasde poliacrilato,
para provocar su desorcién posterior en un cromatdgrafo de gases con deteccion por

espectrometria de masas. El método destaca por presentar una reproducibilidad
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considerablemente superior ala obtenida cuando se parte de un medio acuoso. Los limites de

deteccion obtenidos oscilan entre 0.28 y 7.66 ng/mL.

14) Parala determinacion de HAPs contenidos en sedimentos marinos, se propone un
método basado en laextraccién con POL E asistida por microondas, seguida de microextraccion

en fase slida con unafibra de poliacrilato y |a desorcion-determinacion por CG-MS.

El método se haaplicado aladeterminacion de HAPs contenidos en € sedimento marino
certificado (SRM 1941a), obteniéndose recuperaciones aceptables para diez de los dieciséis

hidrocarburos estudiados, con precisiones proximas, o inferiores, alos valores certificados.

15) Se explora, con resultados a entadores, la posible utilizacion de la microextraccion
en fase sdlida, como soporte experimental, para el célculo de constantes de asociacion HAPs-
micela, basada en la disminucion que se observa en la eficacia de dicha técnica para conseguir
la extraccion de los hidrocarburos, a aumentar la concentracion de POLE en disoluciones

micelares.

Las constantes haladas se correlacionan con parametros representativos de la
hidrofobicidad de los HAPs, y de pardmetros topol 6gicos y geométricos caracteristicos de sus
mol éculas. L os resultados obtenidos ponen de manifiesto que lamicroextraccion en fase sdlida
podriaconstituir unatécni caadecuadaparaladeterminaci 6n de constantes de asoci aci én sol uto-

micela.
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