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1.1. GENERALIDADES SOBRE | 0S HIDROCARBUROS AROMATICOS
POLICECLICOS (PAHs).

1.1.1. Caracteristicas generales.

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) son
compuestos homdlogos del bencenc en los que dos o mas
anillos se han unido bajo diferentes configuraciones y
forman parte de un conjunto de compuestos denominado

"materia organica policiclica” (POM).

Esta materia organica policiclica estd conatituida
fundamentalmente por hidrocarburos aromaticos policiclicos,
compuestos aromiticos policiclicos con nitrégenoc, oxigeno
y azufre, como heterodtomos, asi como nitroderivados de los

PAHs, productos de reacciones fotoquimicas en la atmésfera,

E1 gran interés de los PAHs y muchos de los compuestos
que constituyen el "POM" se debe a gque algunos de ellos se
ha demostrado que son agentes cancerigenos en animales de
exper imentacidén e inclusc pueden en caso de encontrarse en
concentraciones suficientes ser supuestamente inductores
de algunos tipos de cancer en el hombre.

Su presencia en la atmbésfera es en forma de mezclas
complejas, integradas por cientos de estos compuestos con
diferentes intervalos de concentracién. La distribucidn de
los PAHs es diferente seglin se trate de productos
procedentes del petréleo o deban su origen a un proceso de

pirdlisis.

En el caso de 108 compuestos procedentes del petrdleo,



una de las posibles formas isoméricas predomina sobre el
resto de ellas, asi, el benzo(a)pireno destaca sobre el
benzo(e)pirenoc y el fenantreno es alrededor de 50 veces mas

frecuente que su isdémeroc el antraceno.

Si se consideran estos mismos PAHs cuando proceden de
los gases de combustién de los motores de gasolina, diesel
y otras combustiones, se encuentra que 1la relacién
benzo(e)pireno/benzo(a)pireno es 1:1, mientras gue para

fenantreno/antracenc esta relacidén es 4:1,

En cuanto al grade de alquilacibén de los PAHs, 1los
hidrocarburos procedentes de combustiones se caracterizan
por tener un grado de alquilacidén menor gue los procedentes
del petrdleo que presentan un elevado hamero de

sustituyentes.

En este proceso de alquilacidn relacionado
estrechamente con la temperatura se observa que a
temperaturas por ejemplo de 2000° C, el fenantreno aparece
sin ningln tipo de sustituyente; a 800 C se presenta un
sustituyente en muy baja proporcién; a 400° C son posibles
derivados que tienen de uno & cuatro sustituyentes, aunque
contin(la siendo mayor la proporcién del compuesto no
sustituido y por 0(ltimo, entre 100 - 150° ¢ se pueden
presentar derivados con hasta seis sustituyentes, entre los
que predominan los di- y trialquilderivados frente al no
sustituido (1). '

Por tanto, los hidrocarburos aromaticos poTicic1iqos
que aparecen mas frecuentemente en el medio ambiente son
compuestos sin cadenas laterales; su distribucidn esta
siempre asociada con varios tipos de aerosoles y regulads
por el transporte de los mismos, dependiendo de diversos

4



factores come son, las corrientes de aire, precipitaciones,

condiciones meteorolégicas, etc.
1.1.2, Formacidn y fuentes de emisidn.
Formacion

Los compuestos aromaticos policiclicos presentan
elevados puntos de fusidn y ebulliicién y son en general

extremadamente insolubles.

Generalmente los PAHs se encuentran en la atmésfera
asociados con las particulas finas (< 2.5 micras) que se
forman en 1la combustién incompleta o pirdlisis de 1los
combustibles fésiles, y por procesos de carbonizacidédn en
la formacidén del petrbéleo y del carbédn.

La formacién de los PAHs en la descomposicidédn térmica
de materiales orgénicos estéd basada en dos mecanismos
fundamentales: combustién incompleta o pirdlisis y

pirosintesis,

A altas temperaturas, los compuestos organicos son
parcialmente craqueados o fragmentados en moléculas menores
e inestables (pirélisis). Estos fragmentos en su mayorfa
radicales, se recombinan formandose moléculas mayores
estables como son los hidrocarburos arométicos policiclicos
(pirosintesis) (2),

Generalmente en estos mecsanismos intervienen
compuestos como estireno, fenilacetileno o butilbenceno,



fenilbutadieno, etc. Estas reaccicnes han sido estudiadas
por Badget y col. (3), y su mecanismo de formacibn se
indica a continuacién Figura 1.

La temperatura es un factor critico en 1a formacién
de un determinado PAH. Badget y col., wutilizando
butilbenceno come intermediario en 1a produccidon de

benzo(a)pireno, observaron que podia producirse
HC r CH
l CazHes
CH, = CH=-CH = CHy -l
CiroH2z2

o™

N
=k

s

!
o5

Benzofalpirenc

g

FIGURA 1: Sintesis de Benzo(a)pireno seglin Badget.



benzo(a)pirenc o benzo(b)fluoranteno, dependiendo de 1la
temperatura, por consiguiente un control estricto de 1a
temperatura puede reducir la formacidon de un determinado

compuesto,

Boobel (4) encontrd que en una atmésfera con alto
porcentaje de aire se producia benzo(a)pirenoc aunque en
menor proporcibén que en atmésferas pobres en oxfigeno.

En atmbésferas inertes de Ny v & 700°C, un gramo de
glucosa, tabaco seco y parafina producen 886, 752 y 66,8
ng de benzo(a)pireno respectivamente.

En similares condiciones, un gramo de tabaco produce
44 ng de benzo(a)pireno a 400°C, mientras que ese mismo
gramo de tabaco produce 183,5 ng de benzo(a)pireno a 1000°C
(5).

Fuentes de emisidn

Los compuestos aromaticos policiclicos pueden tener

su origen tanto en fuentes naturales como antropogénicas.

Fuentes naturales

Las fuentes naturales de los hidrocarburos aromaticos
policiclicos estadn exclusivamente delimitadas a algunos
tipos de biosintesis, degradaciones a largo plazo vy

combustiones naturales.



En 1a bibliografia se describen algunos tipos de
biosintesis en algas Yy bacterias marinas, plantas
superiores,... (6). Aunque existen discrepancias &n cuanto

a la veracidad de estas sintesis (7 y 8).

Los incendios de bosques y praderas quizas sean una
de 1las mayores aportaciones de PAHs por combusticnes
naturales, detectéandose PAHs en sedimentos de zonas en las
que ha habido 1incendios forestales. Existen datos de
emisiones estimadas entre 12-14 Tm/afio producidas

Onicamente por los volcanes.

La degradacién del material bioldgico es probablemente
el método natural de formacién de los PAHs ya que se han
encontrado ciertos PAHs en los sedimentos y fbésiles

procedentes de materiales biclégicos.

E1 naftaleno y otros hidrocarburos aromaticos ¥
compuestos organosulfurados pueden haberse producido por
reacciones del azufre elemental con terpenoides Yy

esteroides,

E1 reteno (1 metil-7-isopropilfenantrenc), por
ejemplo, se ha detectado en suelos en los que existen
pinares ademés de producirse también en 1la combustidn de
maderas resinosas, piceas o abetos. Este compuesto se
emplea como trazador molecular de combustiones (9).

Compuestos con cuatro y cinco anillos se han
encontrade en sedimentos, lignito y petréleo.

E1 perilenc se ha encontrado en sedimentos en
concentraciones significantes y puede ser posible su
formacién a través de 1a reduccién de pigmentos de tipo



formacién a través de la reduccidén de pigmentos de tipo
guinénico (10 y 11).

Fuentes antropogénicas

Las fuentes antropogénicas son fas de mayor
contribucién de 1os compuestos de este tipo con mayor
riesgo para la salud del hombre.

Como fuentes de emision antropogénicas més

caracteristicas e investigadas se pueden citar:

Combust ién del carbdn, fuels, gas, madera, etc.

Plantas industriales y produccidn de coke,.

H

Emisiones de autombviles.
Combustién de basuras, residuos agricoias y de bosques,

{Las emisiones producidas por los vehiculos a motor son
la mayor fuente de emisién de PAHs a la atmésfera,
representando un 36% del total anual. La produccidn de
aluminio al igual que los incendios forestales aportan un
17% . Alcanzan un 12% las emisiones de las calefacciones,
un 14% la produccién de coke, un 4% las centrales térmicas

y un 3% la incineracién,

La 1incineracién de aceites 1lubricantes, que por
corresponder & la fase final de los destilados del
petréleo, tiene un a1t6 contenido en PAHs, eleva
considerablemente 1a tasa de estos compuestos ¥y en
particular de benzo(a)pireno.

Durante 1la combustién incompleta o pirdlisis de 1la



mater ia orgadnica se forman algunos centenares de PAHs, asi
por ejemplo hasta el afio 1867, en el alquitran de carbones
se describian 108 PAHs, en el humo de los cigarrillos cerca
de 280, hasta 146 PAHs en los pases de escape de Jlos
automdviles y en 1os gases del fuel-oil 108 (sin contar leos
de dos anillos), habijendo sido estos caracterizados por
espectrofotometria U.V. y espectrometria de masas (5).

Por e1 momento no ha sido posible totalizar los PAHs
emit idos por las fuentes de emision més frecuentes. Extsten
no obstante, valoraciones parciales de algunas de estas

fuentes.

El factor de riesgo de los PAHs en estas emisiones se
mide en relacion al benzo(a)pireno, de caracter
cancerigeno, emitido; se considera que un kilbgramo de
fuel-oil durante la combustidn suministra entre 0.0001 mg
y 100 mg de benzo(a)pireno.

En ja tabla 1 viene indicado el porcentaje individual
en relacidén con el benzo(a)pireno de grupos de estas
emisiones en la emisién total de los mismos efectuada en
EE.UU.

E1 intervalo de concentraciones de un determimade PAH
varia por tanto considerablemente, dependiendo de las
fuentes de emisién. Para el casoc del bezo(a)pireno, estas
concentraciones varian ampliamente como puede observarse
en la tabla 2 (12).
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TABLA 1
Porcentaje de benzo(al)pirenc para diferentes tipos de emisiones.

Foco de emisidn Tm/afo %
- Combustién de basuras, residuos agricolas
y forestales 563 44
- Corbust i6n de carbdn, fuel-oil, gas vy
madera 475 3as
- Plantas industriales y produccidn de coke 200 16
- Emisiones de automdviles 22 2
TOTAL. " 1260 100
TABLA 2

Concentraciones de benzo(a)pireno en materia particulada
medida en diferentes fuentes,

FUENTES DE EMISION CONCENTRACION
(ppm)
Vehiculos a motor (tineles) 66~500

Combustidén del carbén:

Calefacciones urbanas (antracitas) 10-20
Calefacciones urbanas (otros carbones) 240-600
Centrales térmicas 0.0007
Centrales térmicas (Fuel-oil) 0.005

Calefacciones urbanas (madera)

Chimeneas 3-141
Horno 213-8B70
Planta de coke 1400-5800

Suelo 0.1+-2.3

11



{a concentracién del benzo(a)pireno en la atmbésfera
es en invierno de cinco a diez veces mas alta que en verano
y en las zonas urbanas de cinco a veinte veces mayor que

en zonas rurales,

E] carbdn es otro productor importante de energia. El
empleoc de éste como combustible de las calefacciones se
incrementd en las décadas de los afios 50 -~ 70 especialmente
en Estados Unidos y en 1os pafises de la Comunidad Econdmica

Europea.

Las emisiones de benzo(a)pireno debidas a Jla
combustidén del carbdn son mayores que para otros
combustibles. Estas emisiones son mayores para las calderas
residenciales que queman carbdn que para grandes calderas
(centrales térmicas) que trabajan a altas temperaturas con

exceso de aire.

Existen grandes diferencias en cuante a tipos de
carbén empleados e incluso al tipo de horno en el que se

produce la combustién.

En un estudio realizado por Brokhans y cel. (8),
tabla 3 se muestran 1las c¢antidades medidas de los
hidrecarburos aromaticos policiclicos en los gases
procedentes de la combustién para seis tipos de carbones:

antracitas, lignito, coke,...

tas fuentes de emisién de los hidrocarburos aromaticos
policiclicos pueden en principio ser conocidas a través de
las diferentes proporciones de los PAHs emitidos. Los
primercs intentos para identificar las fuentes de
contaminacién fueron realizados por Sawicki y mas
recientemente por Grimmer y cols., (13).

12



TABLA 3

Cocentracién de PAHs en ng/m3 en la combustidén de
diferentes tipos de carbdn.
Antracita Lignite Mntracita dntracita
Carbones bola briquetas Antracita Coke | tipoanzit | C.estrazit
% 10° X 1°
Fluoranteno 168.5 89.7 8.8 - 3004.0 8.3
Pireno 84.6 5.4 4.9 1.7 129.1 4.4
Benzo(a)antraceno 185.0 .9 89.3 8.1 1819,0 4.5
Criseno 163.3 15.5 100.5 18.5 0.0 1.1
Benzo(b)fluoranteno 205.1 14.5 163.5 1.2 1871.0 15,8
Benza(k) fluorenteno 84.8 3.2 2.0 8.1 %.8 0.8
Benzo(e)pirenc 197.8 U3 192,0 | 1152.0 871.2 32,1
Benzo(a)pireno B4.9 5.0 1.9 10.2 2.2 0.5
Perileno 138.5 12,5 2.4 114 140.0 -
Dibenzo(ah)antraceno 22,6 0.2 i2.5 - 3.8 -
Benzo{ghi)perilena 85.9 0.2 2.0 120.8 13.0 5.1
Coroneno 40.5 8. 1.8 5.8 1.1 1.8
Total PAHs 1518 214 154.6 1412 12.410° 110.6
omsn | mr———— | m—— b e ——| v——| v————| e———

En estos estudios observaron que Jlas proporcionés

entre algunos PAHs eran diferentes dependiendo del foco
emisor. E1 benzo(e)pireno es un hidrocarburo que se emplea
como hidrocarburo tipo y se utiliza para obtener un fndice
de de PAHs , Ta
concentracién de concentracion de

benzo(e)pireno. La eleccidén entre otros de éste compuesto

referancia los demas dividiendo

éstos por la
obedece a varios tipos de consideraciones, fundamentalmente
debido & su estabilidad ya que reacciona en la atmésfera
porque se encuentra exclusivamente en

muy lentamente ¥

mater ia particulada (14).
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También se han ensayado alguncs otros compuestos con

este mismo fin, es decir poder utilizarlos como indices de
referencia, tal es el caso de los benzofluorantenos, pero

tienen e1 inconveniente de ser menos abundantes y mas
dificiles de ser resueltos cromatograficamente, ya que se
trata de tres isomeros de los cuales el benzo(k)fluoranteno
y el benzo (j)fluoranteno son dificilmente separables por
cromatografia capilar, en tanto que mediante esta técnica
se separan facilmente benzo(a)pireno de benzo(e)pireno. En
el estudio realizado por Grimmer encuentra grandes
diferencias en el cociente PAHs/benzo(e)pireno. Un ejemplo
de este tipo de relaciones estd recogidec en l1a tabla 4.

Pueden observarse diferencias importantes como las
obtenidas para el ciclopentano(cd)pirenc que es francamente
diferente para las emisiones producidas en un tdnel a causa
del trafico de vehiculos, de las producidas por 1la
combustién del carbén o del petrdélec. También son
significativas las diferencias obtenidas para el
benzo(ghi)perilenoc y coroneno ya que estos hidrocarburos
estadn intimamente asociados con las emisiones producidas

por 1os vehiculos a motor.

Otros autores han tratado de determinar diferentes
indices relativos de disminucién o de degradacién de
hidrocarburos aromaticos policiclicos basados en
diferencias de sus concentraciones diurnas en areas urbanas
medidas en cortos periodos de tiempo (una hora), donde se
pueden estudiar parametros relacionados con 1a
concentracién como son temperatura, radiacidén solar, altura
de la zona de mezclado de contaminantes, velocidad del
viento y reacciones de fotodegradacién en presencia de

oxidantes (15),
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TABLA 4
Relacidn PAHs / Benzo(e)pireno.

Relacidén PAMs/ Tr&tico en Area rezidenciatlt: calderas
Benzole)pireno taneves '
carbén Fusloil Coka
Antraoenc 2R 0.4 0.0 0.3
Banzo(c)tenantreno 2.2 0.4 0.6 0.3
Banzo(alantraceno 1.8 1.4 1.0 1.2
ciclopantalo,d)pirenc 5.3 0.02 0.4 0.4
Criseno 1.8 2.5 2.6 1.8
Benzo(b)fluoranteno 1.2 1,4 1.7 1.3
Benzotk)fluoranteno 1.0 1.2 t.5 1.0
Benzo(j)fluoranteno Diffocil de resolvar cromadtogrdficaments
Benzo(edpirenc 1.0 1.0 t.0 1.0
Benzolalpireno 1.2 0.8 0.9 1.0
Perileno 0.2 0.08 0,28 0.3
Benzol(ghil)periieno 1.8 0.7 ' 1.0 0.8
Indeno(l,2,3,~cd)pirena 0.8 0.8 1.0 0.6
Goroneno 0.8 0.8 0.3 0.08
Antrantreno 0.5 0,07 ) 0.2 o.07
Benzolblnaftao(g, 1~d) 0.5 0,80 0.7 0.35
tiofeno

Sicre y cols. (18) han extraido de la bibliografia
datos para confeccionar una serije de fndices de fuentes
establecidas y bien estudiadas y a través de los cuales es
posible acceder con facilidad a las fuentes de 1los
distintos PAHs (tabla 5).
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TABLA 5
fndices de correlacién de PAHs con sus fuentes emisoras.

SR el 3 EEAEC | B | S | N | IR ——
Ferantrene/ | Fluoranteno/ B(e)e/ Blalp/ 2Ind(1,2,3,6d)p
Fen+Antraceno Fi+Pireno | Bla)atcrist | B{e)p+B(a)p | Ind(1,2,3,cd)+
Tritenileno Blg,h,i)per
L
Petroleo £ (.80 0.1840,06 0.1810.12 ¢.8740. 11 -
i
hceite motor t 0,78 0.36:0.08 £ 0.5 0.6410,10 0,2580,05
usado
Enisiones 0.7740.12 0,43t0,08 - 0.53:0.05 0.18£0.03
gasolina '
Particulas: - - 0.40£0,03 0.38£0,08 0.82:0,01
combs.madera
Partfculas) - - 0.48:0.00 0.30:0.08 0.51£0,12
canbs. carbon
Combustién - 0.56£0.03 {.40t0.02 0.5110,07 0.47:0.00
lignito
Calefacciones : (.86 t (.52 50,38 = (0,48 s (.85
urbanas:carban
Harnos coke 0.67:0. 1 0.5110.06 0,4340.05 50,2 -
Combust idn - 0.58:0.02 0.4320,04 0.4340,08 §.52£0,05
antracita
o] NI _“

En muchos casos estos findices ser&n sdlamente
indicativos, ya que en emisiones urbanas en las que
intervengan simultadneamente distintas fuentes, estos
indices se desplazaran dependiendo de l1a 1intensidad de un
determinado foco de emision.
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1.1.3. Distribucidn.

Como se ha 1indicado anteriormente, 1as altas
temperaturas alcanzadas en 108 procesos de combustién son
Jas precursoras de PAHs en 1la mayoria de las atmbésferas
urbanas. Hasta principios de siglo, existia un balance
natural de produccién-degradacién de PAHs, con 1o cual 1a
concentracién de estos era baja (17). Con el crecimiento
industrial el balance natural se ha visto perturbadec
aumentando la produccidén y acumulacién de PAHs en el medio
ambiente, aire, agua, sedimentos, alimentos, tabaco

Aire

La distribucién de los PAHs en la atmbésfera depende
de un gran nlmero de variables. Los PAHs van asociados con
distintos tipos de aerosoles, bien de origen natural o
consecuencia de las acciones humanas (18 - 20). Las fuentes
naturales de aerosoles incluyen el polve arrastrado por el
viento, 1la brisa del mar, 1Jos fuegos forestales, las
emanaciones volcénicas, Tlos meteoritos vy determinada

vegetacion,

En dos estudios de identificacién en los cuales se
combind l1a cromatografia de gases y la espectrometria de
masas se obtuvieron entre otros los siguientes resultados
(21 y 22):

1. E1 nivel de benzo(a)pireno en atmbésferas no urbanas,
cuyo aire se supone no contaminado, oscila entre 0.1 ¥
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0.5 ng/ms. Mientras que 'a concentracidn que resulta en
aire contaminado es de T4 ng/ms.

2. Habfa una considerable variacién en la concentracién de
PAHs en funcién del lugar de toma la de muestra, el cual
es representativo de las distintas fuentes de PAHs.

3. Muestras tomadas en el mismo lugar, en cortos periodos
de tiempo podian exper imentar variacién en la
concentracidén de PAHs en funcién de las distintas

condiciones meteorolégicas.

4. E1 aire en zonas urbanas estaba mas contaminado durante
el dia que durante la noche, debido a que el trafico y

las emisiones industriales son mayores durante el dia.

5. La contaminacién era mAs pronunciada en otofio y en
invierno que en primavera y verano, debido entre otras
causas a las calefacciones y & las variaciones

meteorolégicas propias de 1a estacidn,

En general, los PAHS que mas frecuentes aparecen en
1a atmbésfera son fluoranteno, pirenc ¥y benzo(a)pireno,
entre los méds abundantes se encuentran el fluoranteno,
pirenc, benzo(a)antraceno, benzofluorantenos, indeno ¥y

benzo(ghi)perileno (23).

Por otra parte, el benzo(ghi)perileno es indicador de
emisiones de vehiculos y el benzo(a)pireno indicador de
referencia por su poder cancerigeno e indicador de fuentes
de contaminaciones domésticas e industriales (23-27).
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Agua

La distribucién de los PAHs en los distintos tipos de
agua depende de la fuente: productos de desecho de los
petroleros, aceites de dreas de ejercicio ¥y almacenamiento,
agus de l1luvia que al llegar al suelo arrastra los PAHs del
aire y los contenidos en el suelo, y efluyentes de las

plantas industriales.

Las aguas de suelo que permanecen sin contaminar por
tas actividades humanas tienen una concentracién de PAHs
cancerigenos en el intervalo de 0.001-0.10 wug/litro,
mientras que la concentracion de PAHs cancer jgenos en el
agua de un lago no contaminado es 10 veces superior (28 vy
29).

Las distintas solubilidades de los PAHs en agua sOn
determinantes en el contenido de estos compuestos. Asi, los
PAHs de mayor peso molecular y menor polaridad son los més
insolubles en agua. Y por otro lade, hay que tener en
cuenta que una gran proporcién de los PAHs que contienen
las aguas contaminadas son adsorbidos por las particulas
sé1idos suspendidas en éstas.

Sedimentos

La acumulacidn de PAHs en las particuias de sedimentos
se origina mediante dos procesos. Los PAHs mas insolubles
en agua tienen tendencia a precipitar en las particulas de
sedimentos o a ser adsorbidos en particulas sedlidas
suspendidas que son eventualmente dncorporadas en los
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sedimentos.

En unos estudios realizados en un rio de Nueva
Ingiaterra (30) el mas soluble de los PAHs, el naftaleno,
fué encontrado sdlo en el agua. Aguellos PAHs de
solubilidad intermedia, como antracenos Y fenantrenos,
fueron encontrados en agua y sedimentos. Mientras gque
aquellos de baja solubilidad, como los de pesc molecular
en torno a 228, fueron encontrados s6lo en los sedimentos,

Recientemente se han descubierto mezclas

extremadamente complejas de PAHs en sedimentos (30-32).

La estabilidad de los PAHs en los sedimentos es mayor
que en el aire o en el agua. La vida medis de los PAHs
sometidos a 1a radiacidn solar puede ser de horas a dias
(18, 28 y 33-35). Mientras gue los PAHs incorporados a los

sedimentos tienen una degradacidn mas lenta,

También hay que tener en cuenta que la bicacumulacién
o biodegradacién de los PAMs por ciertos organismos puede
cambiar la distribucién de los PAHs en los sedimentos con
el tiempo (36-38).

Por otra parte se ha observado que las mezclas de PAHs
en la corteza terrestre varian de tener uno o dos
componentes a ser mezclas multicomponentes. Las mezclas
simples pueden encontrarse en asbestos, ciertos minerales,
arcillas recientes y lodos de carbonatos (38-44). Mezclas
mas complejas pueden encentrarse en rocas sedimentarias
antiguas y fésiles (45-47).
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Alimentos

Las fuentes de contaminacién de alimentos por lTos PAHs
son muchas Yy variadas. Humos, suelos contaminados,
contaminacién del aire y del agua, aditivos, procesos a los
que se someten los alimentos, cocinado y fuentes endbgenas,
todos ellos contribuyen a la concentracidn de los PAHs en

diferentes alimentos.

La contaminacién de frutas y vegetales foliédceos con
PAHs ocurre por depdsito a partir de l1a atmbéstera, suelo

y agua contaminados en las zconas industriales.

Algunas investigaciones muestran gue en los procesos
de elaboracién, tales como fritura, asado, tostado vy
ahumado de carnes y pescados, producen altos niveles de
benzo(a)pireno (48 y 48).

Tabaco

Componentes comunes de la hoja del tabaco son
importantes precursores de los PAHs (50 y §1).

La distribucién de los PAHs en el humo del tabaco
depende de varios factores, como son: el tipo de tabaco,
1a humedad, el tipo de papel que envuelve al cigarrillo,
la permeabilidad de éste, el tipo de filtro y la
temperatura en el proceso de combustién. Existen estudios
sobre 1los efectos de dichas variables, asfi como
determinaciones de los PAHs en el humo del tabaco (52-54).
En recientes estudios se han llegado a identificar hasta
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150 PAHs diferentes (55-57).

1.1.4. Propiedades fisicas y guimicas.

Las propiedades fisicas y quimicas de l1os PAHs varian
en general de un modo regular con el peso molecular., La
capacidad para sufrir reacciones redox aumenta con el peso
molecular, mientras que la sclubilidad en agua y la presion
de vapor disminuyen exponencialmente al aumentar el peso

moliecular.

1.1.4.1. Solubilidad en agua, adsorcidén y volatiiidad

Dentro de las propiedades fisicas de 1los PAHs se
encuentran la solubilidad en agua, adsorcién y volatilidad,
de ellas aungque indirectamente se ha hablado anteriormente.

Solubilidad en agua

Tomande como base esta propiedad, los PAHs se dividen

en dos grupos:
a.) Los de bajo peso molecular con tan sdlo 2 6 3
anillos aromaticos. Son relativamente solubles, volatiles

y relativamente téxicos para los organismos acuaticos.

b.) Los de elevado peso molecular que tienen de 4 a
7 anillos aromaticos. Son mas insolubles, téxicos y pueden
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1legar & originar un proceso cancer igeno.

Adsorcion

Puesto que los PAHs presentan baja solubilidad en agua
e iguaimente baja presién de vapor, son adsorbidos

facilmente,

Con respecto a esta propiedad y a la anterior, cabe
sefialar 1a adsorcidn sobre las particulas acuadticas. Si en
un medio acuédtico existe una baja concentracidn de PAHs,
lo que en verdad se esta reflejando es una relacidn de
particién desfavorable en la fase acuosa ya que en las
particulas acudticas el contenido de estos PAHs es varios
érdenes de magnitud superior. Relacionado con este {l1timo
aspecto se ha comprobadoc que en los sedimentos de rio se
recupera aproximadamente el 50% de) benzo(a)pireno y de
otros PAHs de elevados pesocs moleculares,

Volatilidad

La volatilizacién de 1los PAHs disminuye al hacerlo
también la presidn de vapor.

Los PAHs con 4 6 méds anillos tienen una volatiiizacidn
insignificante, pero los de menor numero de anilios sufren

una evaporacidén sustancial. Este Gltimo hecho resuita de
vital importancia para el transporte de estos PAHs,
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1.1.4.2. Fotodegradaciodn

Esta ampliamente demostrado por Ta comun idad
cientifica que los compuestos organicos polinucleares
presentes en los aerosoles son susceptibles de sufrir
transformaciones fotoquimicas en presencia de la Tuz solar
(58).

Para corroborar estas afirmaciones se han desarrollado
estudics de laboratorio en atmésferas artificiales
partiendo de mezclas sintéticas de compuestos orgénicos o
procedentes de particulas de hollin de combustiones de
diferentes procedencias, gas-oils, madera, etc. Estas
mezclas han sido sometidas a la accidén de 1la radiacién
ultravioleta de lamparas de mercurio y xendn., E1 tipo de
substrato tiene una gran influencia en la velocidad de
degradacidn, ya que se ha comprobado que PAHS asociados con
partiouTas'cuyo contenido carbonoso es superior al 20%
ofrecen una degradacién media entre 125-263 horas, mientras
que para PAHs depositados sobre allmina o gel de silice la
velocidad de degradacién oscila entre 0.4 y 156 horas (59~
61).

La radiacién solar en presencia de O, O, ¥
contaminantes como, NO,, §0,, nitratos de peroxiacilo (PAN)
y otros, pueden interaccionar con los PAHs por ejemplo para
formar productos mas polares como son nitro-PAH y oxi-PAH
considerados mutdgenos de alto potencial (62-684).

En experimentos desarrollados en el laboratorio se ha
comprobade que algunos PAHs, asi como algunos PAHs
sustituidos, pueden ser transformados en nitroderivados en
atmésferas artificiales por reaccién con el NO, ¥ el HNO,
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(85).

La transformacién de PAHs en nitroderivados también
tiene 1lugar por medic de radicales. E) radical que
interviene en estas reacciones es fundamentaimente el N03,

originado en presencia de ozono (66).

Pitts, Zielinska y cols. (87-70), de la Universidad
de California, han estudiado las reacciones de los PAHs con
diferentes radicales nitrogenados, tanto en atmbésferas
artificiales como reales, ¥ la caracterizacién de nhuevos
nitroderivados de los PAHs.

Por otra parte se ha comprobado que los PAHs pueden
degradarse por ozonolisis. En estudios realizados con ozono
se ha observado que la vida media del benzo(a)pireno y del
antraceno es relativamente corta, para el benzo(e)pireno
y pireno intermedia, para los benzof luorantenos mas larga,
es decir, de 12 minutos para el antraceno y de 70 minutos
para los benzofluorantenos. E1 benzo(a) pirenc sometido
a este tratamiento produce las 1,6; 6,12 y 3,6 quinonas
der ivadas del benzo(a)pireno. Estos compuestos obtenidos
en laboratorio también se han detectado en la atmdsfera de
Alemania, Escandinavia y Toronto (71 y 72).

La temperatura es wun factor importante en la
degradacién de PAHs asociados a las particulas. Kamens y
cols (73) observaron este tipo de degradacidén encontrando
que a 20°C existe una disminucién apreciable de PAHs ocuysa
desaparicién fue estimada entre 30 y 60 minutos; por e]
contrario, a 0% 1a estabilidad puede extenderse a varias

horas e incluso dias.
burante el periodo invernal en gue la atmésfera suele
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encontrarse a temperaturas bajas, y la inclinacidén solar
es mayor hace posible gue exista mayor permanencia de los

PAHs en la atmdbsfera.

En climas moderados como es nuestro caso, donde los
inviernos son suaves, los PAHs pueden sufrir diferentes
tipos de degradaciones dependiendo de la temperatura y de

la radiacién solar.

En consecuencia, la fotodegradacidon de los PAHs
adsorbidos, depende entre otros factores de Ta
concentracién de oxigeno y ozono (el tiempo de vida media
disminuye al aumentar las concentraciones de oxigeno ¥
ozono), de la temperatura (aumenta exponenciaimente con
esta) y de la existencia de la radiacibén solar (74).

1.1.5. Actividad cancerigena de los PAHs

Los primeros estudios sobre la composicidn quimica de
los productos de la combustiébn se 1levaron a cabo hace ya
varias décadas, desde entonces muchos PAHs han sido
aislados e +identificadas sus estructuras. Subsiguientes
pruebas bio16gicas de estos compuestos aislados han 1levado
a la evidencia de su poder cancerigeno.

La actividad cancerigena de cada uno de estos
compuestos depende de su estructura molecular, asi por
ejemplo, existen cinco ismeros estructurales para la serie
de cuatro anillios con peso molecular 228 figura 2. De estos
cince compuestos el benzo(a)antraceno (I), criseno (II),
benzo(c)fenantreno (III), presentan actividad cancerfigena
mientras gque el trifenileno (IV) y el naftaceno (V) no la
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poseen.

FIGURA 2: Isdmeros estructurales para 1a serie de cuatro
anillos con peso molecular 228

La looalizacibn de un grupo alquilo en la moiécula de
los PAHs puede jugar también un papel esencial en su
actividad ya que tal sustitucidén puede alterar 1la
distr ibucién electrénica dentro de Tla molécula y puseden .
originar un efecto, activador o bien desactivador.

No se conoce realmente como se inicia &1 proceso
canceroso una vez <ue los PAHs se encuentran en el
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organismo. Las investigaciones se han dirigido hacia las
interacciones que tienen Jugar entre Tos constituyventes
celulares ¥ los PAHs. Estudios in vivo e in vitro han
puesto de manifiesto que estos compuestos se unen al ADN,
ARN ¥y &8 Jas proteinas. Debido a la elevada densidad
electrdénica de los PAHs, existe la posibilidad de formacién
de enlaces covalientes entre estos compuestos y las
biomoléculas. Para que estas uniones se llieven s cabo, es
necesario que previamente tenga lugar una transformacion,
es decir en el caso concreto del benzo(a)pireno sea
metabolizado a su hombéiogo 7,8 dicl1~-8,10 epdxido.

Los microorganismos presentes en los suelos, aguas
residuales, agua de mar, atmdésfera, etc., son capaces de
degradar los PAHs . Estas reacciones implican 1a
introduccién de dos grupos hidréxilos en los nlcleos
aromaticos a traves de un hidrodiol (75). Los grupos
hidréxilos pueden entrar en posicién orto o para segin sea
la posterior escisién enzimética. Las bacterias producen
un intermedio cis-dihidrodiol, mientras que los mamiferos
producen el isémero trans por un 6xido de arenc intermedio,
este Ultimo areno es el responsable de que los PAHs tengan
propiedades mutagénicas y cancerigenas.

Segln Dipple ¥ col. 1a actividad metabolica se realiza
mediante el citocromo Pi;y y por una epbxido—-hidrolasa, E]
esquema para el benzo(a)pireno es el siguiente (figura 3)
(76):
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FIGURA 3: Actividad metabdlica del benzo(a)pireno

E1 Gltimo producto en esta secuencia de reacciones es
el que reacciona con el ADN, ARN y proteinas. Esta reaccién
con el ADN es 1s mas importante en el desarrollo del
proceso cancer igeno. |

Loes PAHs de bajo peso molecular son degradados
completamente a CO, ¥ H,0. Por el contrario los PAHs de
elevado peso molecular originan distintas formas tfenblicas.

Los mamiferos poseen un sistema enzimético, denominadoc

29



por las siglas MFO (Mixied Function Osygenase), que se
encuentra en el higado, este sistema enzimatico es el
encargado de metabolizar a varios compuestos orgénicos,
inciuyendc entre éstos a los PAHs. E1 MFO actda como un
sistema transportador de electrones en presencia de NADPH
(Nicotinamida Adenin Dinucleoctido Fosfato).

Segiin Ames, los PAHs no exhiben una mutagenicidad
directa (son inactivos) y solamente presentan esta
caracteristica cuando son activados por via enzimatica
(77).

Para detectar la mutagenicidad de t6xicos como los que
se encuentran en la materia particulada organica, existen
més de 100 tipos de bioensayos a corto plazo, utilizandose
desde células de bacterias hasta células humanas.

Uno de l1os mas empleados es el test de B.Ames, que
emplea la bécteria Salmonella typhimurium, gue constituye
un ensayo rapido (aproximadamente tres dias) y barato para
detectar mutaciones.

Por medic de este método se han ensayado gran cantidad
de compuestos quimicos y se han catalogado sus actividades
mutagénicas en el Environmental Mutagen Center (EMIC) (78).

Grimmer (79) ha estudiado 1a actividad biolégica de
los extractos procedentes de gases de escape de autombviles
separandoios en tres fracciones: la primera constituida por
alcanos fundamentalmente y libre de compuestos aromaticos,
representa un porcentaje del 82.8% del total; la segunda
fraccibn, integrada por compuestos aromét icos con menos de
tres anillos, representa un 13%; y 1la tercera con
compuestos aroméaticos de tres anillos en adelante, sblo
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contiene el 3.5% del total del porcentaje. Se ha obtenido
que la fraccién aromatica con mayor nUGmero de anillos
condensados presenta una actividad mutagena del 60% siendo
menor del 10% la fraccidén libre de compuestos aromaticos;
ja fracciébn correspondiente a compuestos con dos o tres
anillos s861oc tiene una actividad menor del 5%,

En extractos procedentes de los motores diesel Ia
fraccién de PAHs también debe su actividad bioldgica a
der ivados oxigenados, especialmente los nitroderivados,
est imadndose que estos presentan entre el 20 - 50% de la
actividad mutagénica total de los extractos de diesel cuyo

porcentaje de masa sclo es del 0.01.

E1 poder cancerigeno de los PAHs ha sido observado
principalmente en los compuestos tri, tetra, penta vy
hexaciclicos, entre Jos PAHs que tienen méas de seis
anillos, solo se ha encontrado poder cancerigeno en unos
pocos. Los motivos de esta limitacién en los PAHs de mayor
nimero de anillos no estén claros aunque se cree que su

escasa solubilidad pueda ser una de las causas,

En 1a tabla B viene indicada la actividad carcinbgena
y la estructura correspondiente a los PAHs objeto de
estudio en esta Memoria, los cuales son considerados por

la EPA contaminantes prioritarios.
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TABLA 8
Estructura y poder carcinégeno de los PAHs estudiados

Hontire IUPAC del PAK Estructura Abreviatura  Poder cancerigeno
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Nombre IUPAC del PAH Estructura _hbreviatura  Poder cancer ipeno
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1.1.5.1. Efectos sobre los seres vivos

Una vez expuesta Ja toxicidad a nivel general, que
presentan los PAHs, se procede a ver los distintos efectos
téxicos de estos compuestos sobre distintos organismos

vivos,

Plantas acuaticas

La toxicidad de los PAHs en las plantas acuaticas es
muy variable, depende de las especies, del tipo de PAHs ,
de 1a concentracidén y de las condiciones del medio
ambiente. La exposicién de las algas a los PAHs origina una
pérdida répida de clorofila y cambios en la composicidn
mineral (l1a cantidad en manganeso y potasio disminuye).
También puede originar una disminucién de las proteinas y
un aumento de los carbochidratos y 1ipidos.

En general todos estos cambios pueden influir
provocando una mortandad elevada entre las plantas del
medio acuatico. (80).

Invertebrados

E1 efecto sobre 1los invertebrados es muy parecido al
de las plantas acuédticas. Se han realizado estudios sobre
los efectos que produce la intoxicacidén crénica de los
inver tebrados. Como datos de este estudio se desprende que
los sintomas son: reduccién del crecimiento, disminucién
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de la fecundidad, desbérdenes en &1 comportamiento, aumento
de leucocitos y aparicién de diverticulos en el estbdmago
e intestino., (81).

Peces

La exposicién prolongada a los PAHs produce en los
peces uha reduccién en e1 crecimiento y en la fecundidad.

Incluso pueden producir alteraciones mayores como Ja
aparicién de tumores, lesiones renales, escoliosis, dafios
en 1las branqgquias y una disminucién de hemogliobina V¥
proteinas.

También se ha ocomprobade que las larvas son, en
general, mucho mds susceptibles a los PAHs que las especies
adultas (82).

Mamiferos

Estudios realizados en animales de exper imentacidn han
demostrado que el efecto que ejercen los PAHs sobre los
mamiferos es similar al que producen sobre el hombre ya que
tanto las vias de penetracién de los PAHs en el organismo
como su metabolismo son semejantes (78).
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1.1.56.2, Efectos sobre el hombre

Los PAHs y sus derivados sustituidos son muy solubles
en 1os 1ipidos ¥ normalmente estos compuestos se encuentran
en el tejido adiposo e higado.

La via primaria para l1a eliminacién de 1los PAHs
cancerigenos es a través de Jos sistemas hepatico ¥y
gastrointestinal. Por otro lado 1los PAHs que no son

cancer igenos son eliminados en la orina,

E1 tiempo de vida media en 1as personas es muy veriable
y es funcidn fundamentalmente de 1la naturaleza de]l
hidrocarburo en cuestién. Intimamente relacionado con este
O0ltimo aspecto esta el poder cancerigeno de cada compuesto,
ya que guarda una proporcidn directa con su tiempo de vida

media.

El riesgo de los PAHs en el hombre proviene por via
inhalacidén o por ingestidén de alimentos. Puesto que 1la
absorcién de eastos compuestos en la mucosa estomacal ¥y
tracto intestinal parece ser mas bien baja, la aspiracién
de estos compuestos juega un papel decisivo de riesgo. Los
PAHs 1llegan &al! tracto respiratoric en el hombre como
serosoles, siendo separados de las finfisimas particulas y
metabolizados., Seglin estudios realizados, una persona que
vive en una atmésfera con un contenido de 10 mg/cm3 de
benzo(a)pireno, inhala alrededor de 3 mg. de benzo(a)pireno
a lo largo de 60 afios.

El1 riesgo se incrementa en personas fumadoras, En el
apartado anterior se ha hablado de las diferentes fuentes

de emisidén de los PAHs entre Tos gue se encontraba el humo
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de] tabaco. En estudios reaiizados se ha demostrade que el

humo del tabaco puede contener del orden de 20 a 50 ng de
benzo(a)pirenoc por cigarrilio (83).

Por otra parte la existencia de compuestos quimicos que
podrian inducir a enfermedades profesionales ya fueron
observados por Percival Pott en 1776; obaervé que existia
una correlacidn de la aparicidén de céncer de escroto en los
trabajadores dedicados a la limpieza de chimeneas.
Considerd que podrian existir en el hollin de las chimeneas
determinados compuestos quimicos capaces de inducir este
tipo de enfermedad, dandose ademas la circunstancia de que
malas préacticas higiénicas propiciaban la permanencia de
las particulas de hol1in sobre la piel de los trabajadores.

Asi mismoc se han descrito numerosos estudios de
enfermedades de piel en trabajadores potenciaimente
expuestos a estos compuestos en industrias relacionadas con

el petrdleoc y el carbén,

Dado el extraordinario interés de los estudios de
carcinogénesis de 1as emisiones diesel, se han desarrollado
estudios epidemiolégicos scbre trabajadores expuestos a la
inhalacién de humos de este tipo. Los grupos ocupacionales
mas estudiados han sido los conductores de transporte
londinense, 1los trabajadores del ferrocarril de Estados
Unidos y Canadéa, y los conductores de taxis y camiones de

Londres y otras ciudades.

Teniendo en cuenta los datos de las concentraciones de
benzo(a)pireno, PAHs cancerigenos y total de PAHs, en el
aire de 1a ciudad de 1Jlos Angeles, se admite que la
poblacién humana puede estar expuesta a 0.5, 2.0 y 10.8
ng/m3 respectivamente, ¥ teniendo en cuenta que 1a
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cantidad de aire inhalado por el hombre a diario se estima
entre 15 y 23 metros cUbicos, la ‘ingesta diaria para este
tipo de compuestos corresponderia a 0.005 - 0.0115 ug/dia
de benzo(a)pireno, 0.03 =~ 0,046 ug/dia para PAHs
cancerigenos y 0.185 - 0.251 ug/dia para el total de los
PAHs. Estos datos corresponden a las estimaciones de las

medias anuales en la ciudad de Los Angeles (84).
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1.2. TOMA DE MUESTRA. EXTRACCIGN Y PURIFICACION DEL
EXTRACTO (AIRE, HUMO DE TABACO Y AGUA)

1.2.1. Toma de muestra

1.2.1.1. Consideraciones generales

La calidad de un andlisis estd altamente condicionads
por las diferentes etapas &a seguir en el muestrec Yy
preparacidén de la muestra, de aqui que todo programa de
investigacidén considere como primer cbjetivo, el desarrollo
de 1a metodologia para un muestreo real y efectivo que
pueda conducir a un andlisis adecuado y preciso. Muchos de
los problemas de Ta toma de muestra revisten
caracteristicas peculiares segin el aspecto particular del
medio ambiente que se estudie, o bien de la naturaleza de
la muestra gque se pretende estudiar,

Otros factores a tener en cuenta son 1a heteropeneidad
de la composicién de la muestra y periodoc de recogida de
ta misma. Oebido a esto un progreama de muestrec para
estudios medio ambientales, aire. agus, debe tener en
cuenta los ciclos de actividad con objeto de identificar
variaciones periddicas y establecer diferencias entre
valores maximos y valores medios.

Por GQltimo,y comoc consideracién de suma importancia
se puede indicar que 1 naturaleza quimica de 1los
contaminantes a muestrear y las propiedades fisico~quimicas
de los mismos son condicionantes basicos para hacer una
correcta eleccidn del método de muestreo.
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1.2.1.2. Puntos de muestreo

lLos puntos de muestreo tienen distintos parametros
dependiendo del tipo de muestra a tomar. Teniendoc en cuenta
el tipo de muestras que se analizan en el presente trabajo
de investigacién, a continuacién se detallan algunos de los
aspectos a considerar cuando se trata de muestras de aire,
tabaco y agua.

Aire

Es importante definir el lugar mads apropiado para el
muestreo, asi como la situacidén y nlmero de puntos del
mismo. Entra asi mismo dentro de estos criterios Jla
frecuencia y duracién de Ja toma de muestra siendo ambos
factores casi totalmente dependientes del objetivo que se
persigue, de la naturaleza de los contaminantes y de los
tipos de fuentes de emisidn. No existe sin embargo ninguna
normativa patrdén de regulacién de estos criterios ya que
son funcidén del objetivo especifico que se pretende
conseguir, aungue se han esteblecido algunss reglas
generales de procedimiento en lo que se refiere a los

parametros meteorolégicos: estabilidad atmosférica,
velocidad y direccidén del viento, precipitacibn,
temperatura, humedad, radiacidén solar,,.. (85-80 y 62~84).

La duracién de 1a toma de muestra esta establecida en
periodos de 24 horas reduciéndose de 6 a 8 horas para
periodos de alta contaminacidéon. El1 caudal puede variar
entre 18 y 80 m de aire/ hora, como consecuencia de los

bajos niveles de concentracién de PAHs existentes y a 1la
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limitada sensibilidad analitica.

Se pueden fijar perfodos continuos de muestreo, pero
debido a su elevado coste y a las estrechas diferencias de
niveles que se obtienen en similares épocas del afio, 1a
frecuencia se puede reducir a una muestra semanal que puede
tomarse haciendo rotativo el dia de l1a semana elegido de

una semanha a la siguiente.

E1 captador se situaréd a 2 metros como minimo del
suelc y alejado de edificaciones, (81 vy 92), si las
hubiera, el punto més alto de las mismas debera formar un

dngulo con el captador menor de 30° (93).

Cuando se quieran establecer redes de vigilancia en
las que sesa necesaria una mayor densidad de equipos habra
que establecer métodos estadisticos basados en modelos de
difusién y datos meteorolbégicos de la zona en estudio (94~
97). Asi mismo se tendré cuidado de no situar dos equipos
muy proximos para evitar que el aire ya filtrado por el
primerc sea captado por el segundo (98). ’

Tabaco

Para 1la toma de muestra del tabaco existe una
normativa patrén de regulacidén. Se recomienda realizar la
toma de muestra normalmente en cada produccién de tabaco
con el fin de llevar & cabo un anadlisis de control y asi
poder ser apto para su venta en el mercado . Para ello, de
una marca determinada, se recogen distintos cigarrililos a
lo largo de la produccién diaria. Por otra parte,
dependiendo del tipo de componentes que se vayan &
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determinar se elige el nimero de cigarrillos necesarios.

Una vez que la muestra se encuentra en el laboratorio,
se lleva & un recinto provisto de wuna serie de
compartimentos especiales y aireados, de manera que el
tabaco mantenga el grado de humedad necesario; ademas el
recinto debe disponer de un climatizador para el control
de 1a temperatura que debe ser ésta de 22+2°C (99).

Agua

E1 método establecido para 1a toma de muestra es comin
a todos los tipos de muestreo de agua, cualquiera que sea
su procedencia, ya sea de manantiales, pozos, rfios, lagos,
redes de distribucidn de agua, depbdsitos,

Dependiendo de la procedencia de la muestra, asi como
del tipo de andlisis que se vaya a realizar, los puntos de
muestreoc se fijaradn, bien sobre la superficie del agua ©
bien a diferentes niveles de profundidad,

Por otra parte, la frecuencie de muestreo también va
a depender de la procedencia de 1a muestra, pudiendo variar
desde varias tomas de muestra a 1o largo del dia hasta ser
reducida a una toma de muestra por semana.

Se pueden definir tres tipos de muestras:

- Muestras simples; son aquellas tomadas en un tiempo
y lugar determinado para su andlisis individual,

- Muestras compuestas; son las obtenidas por mezcla
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y homogeneizacién de muestras simples recogidas
en el mismo punto y en diterentes tiempos.

~ Muestras integradas; son las obtenidas por mezclas
de muestras simples recogidas en puntos diferentes

y simulténeamente (100).

1.2.1.3. Equipo necesario para la toma de muestra

Aire

Entre jos sistemas de captacién de particulas de aire
se encuentran los equipos de captacién por impactacion y
por filtracibén, siendo éste el més utilizado.

E1 sistema de captacién por impactacidén o choque esta
basado en la interposicién de una placa en el flujo de
aire, siendo tanto mayor el impacto cuanto mayor sea el
tamafo de 1a particula. La eficacia del método es funcidn
directa del diadmetro, y densidad de la particula asi como
de l1a velocidad del flujo del aire. Actualmente se emplean
impactadores con varias placas con el fin de conseguir una
distribucién de particuilas por tamafios (101).

La mayor utilidad y eficacia analitica l1a presentan
este tipo de captadores cuando se asocian con muestreadores

por filtracién de gran caudal.
El1 sistema de muestrec por tiltracién consiste en el

pasc de una corriente de aire a través de un filtro,
produciéndose la captacién de particulas seglin diferentes
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mecanismos fisicos tales como impactacidn, intercepcidn,

atraccién electrostadtica o sedimentacién.

En este sistema de captacién la eficacia es funcibén
del tamafio de particula, del caudal y de Jlas posibles
reacciones que se puedan producir en la superficie del
filtro.

Dependiendo del caudal que pasa a travéa del captador,
los muestreadores pueden ser de bajo volumen, cuando el
caudal es de 2 m'/24 h, volumen medio, entre 0.5 - 2 me/h,
y alto volumen para caudales superiores a 20 ma/h.

Easte (ltimo es el mas utilizado tanto en trabajos de
rutina como en estudios de investigacion quimica del
aerosol. Se conoce bajo l1a denominacidén de muestreador de
alto volumen y se considera como equipo de gran utilidad
en el control ambiental. La EPA lo ha designado como
sistema de captacién de particulas en suspension en el aire
(102).

Captador de partfculas convencional

E1 captador de particulas convenciocnal es un equipo
de alto volumen que no separa perfectamente las particulas
finas de las gruesas. E1 punto de corte es superior a 15
nm. Consta de tres partes fundamentales: soporte o cabezal
para el fiitro, sistema de aspiracién y sistema de control

de caudal o corriente de aire.

E1 cabezal suele tener forma de tejadillo con el fin
de proteger el filtro del viento y de ia 1tuvia. En su base
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se sita una rejilla metdlica para evitar 1a ruptura del
filtro por la aspiracién durante 1a toma de muestra. E1
disefio del cabezal debera ser capaz de proporcionar un

régimen laminar y uniforme de caudal.

En l1a figura 4 se indica uno de los captadores de alto

volumen mas utilizado.
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FIGURA 4: Captador de particulas MCV. -
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Los filtros representan el medio primordial de
caracterizar la materia particulada en el aire, presentan
en general una serie de ventajas respecto a otros medios
de captacién como es su facilidad de manejo, el poder
admitir grandes volimenes de aire, existir una gran
variedad de tipos y tamafios e incluso se puede mantener el
flujo lineal con sbélo cambiar el filtro variando asi o]

volumen de aire muestreado (103).

Se puede operar en diferentes condiciones de
temperatura, humedad y cantidad de materia a filtrar,
simplemente eligiendo el tipo de filtro mas aphopiado.

Los mecanismos mediante Jlos cuales 1las particulas
quedan satrapadas en estos medios filtrantes' se basan
fundamentalmente en fendmenos tales como: 1impactacion,
intercepcidéon directa, difusién o en fuerzas tanto
electrostaticas como gravitacionales (104).

En Ta bibliografia existen numerosos estudios
experimentales realizados ocon gran variedad de filtros,

entre los que se encuentran los de fibra de celulosa, de
vidrio, de cuarzo, de fibras mezcladas y de membrana.

Humo de tabaco
Maquina fumadora

Debido al desarrollo tecnolbgico de los Gl1timos afios,
existen actualmente maquinas fumadoras que poseéen Jos
requisitos necesarios y fundamentales para poder llevar a
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cabo un andlisis de control en el tabaco. Estas maquinas
se caracterizan por tener una buena reproducibilidad en
cuanto a los compuestos generados en la combustion de los
cigarrilios y por otra parte, poseen una capacidad
para fumar practicamente igual a la de una persona

fumadora.

E1 funcionamiento de estas maquinas fumadoras esté
basado en un mecanismo de aspiracidén analogo al gue poseen
tos pulmones humanos, quedando atrapado el humo en
sistemas filtrantes de iguales caracteristicas a los

utilizados en las muestras de aire.

Existen actualmente dos tipos de maquinas fumadoras
que cumplen la Norma ISO 3308 (89). En 1la figura 5 se

muestra una de ellas,

Consta de 8 canales alineados lo que le permite fumar
8 cigarrillos simultaneamente. De esta manera se consiguen
8 muestras, obtenidas en las mismas condiciones, 10 dgue

conlleva a un aumento en 1a reproducibilidad.

Por otra parte, teniendo en cuenta que Ta maquina fuma
bajo unas condiciones controladas, aumenta notablemente la
repetitividad en las muestras aunque éstas hayan sido

tomadas en diferentes dias.
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FIGURA 5: Maquina fumadora de 8 canales alineados
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Agua

Los equipos o aparatos que se utilizan para la toma
de muestra de agua dependen de la procedencia de Jla
muestra, de las condiciones fisicas del lugar del muestreo,
asi como del tipo de anAlisis y paréametros fisicos a
determinar. Estos equipos estan establecides y se enumeran

a continuacidn:

- Directamente mediante la botella o recipiente que
se vaya a enviar al laboratorio o que se utiliza
para las determinaciones in situ.

- Equipos de toma de muestras representados en las
figuras 8 ¥y 7 o similares.

- Bombas peristalticas.

- Equipos automaticos.

E1 objetivo fundamental consiste en conseguir que la
porcién de agua tomada sea representativa y dado que la
toma de muestras, de hecho, presenta una enorme variedad
de situaciones diferentes, en todos aquellos casos en que
sea posible se fijardn para cada uno de ellos las
condiciones mAs apropiadas en funcién de las necesidades
de 1os andlisis de control que se vayan a realizar.

En fuentes, redes de distribucién, pozos dotados de
bomba de extraccion y casos similares serd necesario dejar
fluir el agua durante el periodo de tiempo que se estime
conveniente para conseguir que la muestra aea
verdaderamente representativa.

En rios, embalses,..., serd preciso considerar
diversos factores, tales comc profundidad, caudal de
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corriente, distancia a l1a orilla,..., recomendandose en
estos casos 1a obtencidén de muestras integradas y de no ser
posible se tomard una muestra simple en el centro de la
corriente o varias muestras simples en los lugares mas
apreopiados de la masa de agua.

Por otra parte, siempre que sea posible, el recipiente
debe enjuagarse con el agua objeto del muestreo.

El equipo especificado en 1a figura 8 se utiliza para
toma de muestras en grifos de redes de distribucién,
canales de riego, fuentes, arroyos de poca profundidad,
pozos dotados de bomba de extraccién y casos similares.

En rios, embalses, pozos sin bomba de extraccién,
grandes depositos de aimacenamiento y casos similares se
utiliza el equipo especificado en la figura 7, siempre que
la profundidad no exceda de 30 metros.

Si la profundidad es superior a 30 metros, se utilizan
bombas peristalticas que 1levan accoplado un tubo de una
longitud determinada, dependiendo de la profundidad a que
se shcuentre el puntco de muestreo,

Los equipos automaticos se utilizan en aquellos casos
especiales donde no pueden establecerse normas fijas debido
a la amplia gama de posibilidades de trabajo, tales como
toma de porciones en funcidén del tiempo, del caudal
circulante, de las caracteristicas de Ta muestra,
almecenamientoc en un GOnico o miltiples recipientes, con
refrigeracidn, con adicidén de reactivos,...
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FIGURAS 8 y 7: Muestreadores de agua
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1.2.2. Preparacitn de la muestra

1.2.2.1. Extraccidn

Todo proceso de muestreo requiere posteriormente, como
paso obligado 1a recuperacidn de las sustancias muestreadas
y 1a eliminacién por tanto de aquellas otras que
interfieren o simplemente nho son necesarias por ser de
naturaleza distinta a l1as que se ocupa la determinacién

ocbjeto de estudio.

La eleccidn del proceso de extraccibn depende en gran
parte del tipo de muestra a analizar. Es sabido que cuando
la matriz de 1la muestra es saoluble en el disoivente
utilizado no se presentan problemas importantes,pero cuando
no ocurre asi, puede suceder que la separacidn no sea
completa. Por ejemplo, los PAHs pueden quedar adsorbidos
sobre 1la supeficie de determinadas particulas sin ser
extraidos totalmente. La extraccién de este tipo de
contaminantes va a depender del equilibrio de adsorcidn-
desorcidn que se establezca entre 1la matriz © residuoc
ingsoluble y el disolvente,

Agentes extractantes

Se han estudiado a 1o largo de los Gltimos quince afios
un gran namero de disolventes que pueden ser utilizados
para el correcto aislamiento de los compuestos organicos

de muestras de distinta complejidad; si, no para cada una
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de las sustancias quimicas presentes, s, al menos para
aquellas que por sus caracteristicas quimicas afines,
puedan ser extraidas conjuntamente.

A fin de conseguir una extracciédn eficez de los
componentes que constituyen una muestra tan compleja como
puede ser el serosocl atmosférico, se han realizado estudios
basados en el empleo de diferentes disolventes en este
campo, tratando de utilizar aquéllos que rednan unas
caracteristicas tales, que puedan ser capaces de extraer
cuant itativamente los compuestos organicos gque interesan.

En orden de aplicacidn, quizé sea el benceno el agente
extractante mas utilizado en el estudio de particulas
atmosféricas, particulas procedentes de motores diesel,
cenizas procedentes de chimeneas, para solubilizar 1los
compuestos poliaromaticos que contienen. Su utilizacién se
ha reflejado en la bibliografia en numerosas publicaciones

durante un amplio periodo de tiempo.

En los estudios de eficacia de extraccidn con este
disolvente para el caso de 1los PAHs, se han obtenido
resultados superiores al 95% (105 y 106).

Debido a su toxicidad, pues se ha demostrado que las
vapores por inhalacién pueden inducir a 1a leucemia (107},
su emplec ha disminuido considerablemente.

Alguncos hidrocarburos aromaticos de tipo tolueno ¥y
xileno han sido también utilizados como agentes
extractantes, por considerarlios menos téxicos que el
benceno, Tanto el tolueno como e1. benceno han s8ido
desplazados por otros disolventes como el ciclohexano (108~
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110) por ser menos téxico que éstos y porque ademés, al no
presentar absorcién en la regién del ultravioleta, permite
el uso de métodos de deteccién espectroscépicos.

E1 ciclohexano se ha empleado extensamente en Jla
extraccidén de parafinas, PAHs y otros compuestos aromat icos
de naturaleza neutra con similares recuperaciones que las
proporcionadas por el benceno, aunque de menor eficacia
cuando se trata de matrices complejas en las que 1los

compuestos aromaticos se encuentran fuertemente adsorbidos.

E1 empleo del diclorometano se ha impuesto sobre otros
disclventes debido a su bajo punto de ebullicién, sin
necesidad de someter las muestras a temperaturas elevadas
que podjan conduciir a pérdidas por evaporacién
considerables. Es un disclvente capaz de extraer también
compuestos semipolares y no polares sustituyendo por lo
tanto eficazmente al benceno (111).

E1 metanol es un disolvente de gran poder de
extraccién y puede emplearse s80loc o mezclado con otros
disolventes menos polares. Su eficacia de extraccidn es del
orden de 1.25 veces mayor que la del bencenoc (112) y de
1.61-1.69 mas que la del ciclohexano (112 y 113). Puede
extraer compuestos tales como sales y ésteres (114) e
incluso sales inorganicas. No obstante, el emplec del
metano]l 1leva asooiados complicados procesos de

purificacidén posteriocres,.

Algunos autores han ensayado mezclas binarias con
disolventes tales como: benceno-metano] (115},
diciorometano-metanol (168) o ciclohexano~diclorometanc
(116) en un solo proceso con el fin de extraer la mayor
parte de los componentes presentes en una muestra compleja
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como puede ser el aerosol atmosférico.

Metodologia de extraccidn

Existen varias técnicas de extraccidén para los

compuestos organicos ambientales entre las que destacan:

a) Sublimacidén a vacio

b) Extraccién mediante dispositivo soxhlet
c) Extraccién mediante bafio de ultrasonidos
d) Extraccidén mediante fluidos supercriticos

a) Sublimacidén a vacio

E1 equipo consiste en un dispositivo de vidrio de
forma esférica por el que circula agua a una temperatura
de 5 - 10°C y que posee una superficie de contacto de
alrededor de 1600 mm‘. Este dispositivo se 1n£roduce en un
tubo de vidrio en el que es posible realizar vacio, ¥y en
cuyo fondo se deposita la muestra. E1 conjunto se introduce
en un horno a 300°C, reduciéndose simultadneamente la
presién a 0.1 torr durante un tiempo variable {(de 15
minutos hasta 86 horas), lo que provoca la sublimacion de
la muestra que se deposita sobre 1la superficie esférica
fria (117).

E1 procedimiento de sublimacién a vacio presenta la
ventaja de no contaminar la muestra con la presencia de
disolventes como agentes externos a ella. Necesita no
obstante instrumentacidn de precisidn y las recuperaciones
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para compuestos arométicos semipesados son bajas. Es un

procedimientoc no obstante Util para la extraccién de un
determinado tipo de PAHs.

Los procedimientos de extraccidn mas utilizados segun
datos bibliograficos son los que se realizan mediante
soxhlet y bafic de ultrasonidos,

b) Extraccién mediante dispositivo soxhlet

La técnica de extraccidén en soxhlet se basa en la
solubilizacidén de compuestos gque se encuentran en una
determinada matriz. La matriz se coloca en el interior de
un extractor (percolador de vidrio) de funcionamiento
continuo. E1 recipiente de vidrio que contiene la muestra
estd situado entre un matraz de destijacién y un
Fefrigerante de refliujo conectado al matraz a través de un
sifén. E1 matraz contiene el disolvente que se evapora y
pasa a través del sifdédn hasta el refrigerante de reflujo,
donde se condensa y gotea sobre la muestra discolviendo las
sustancias de la matriz. Esta solucidén se va acumulando en
el recipiente de vidrio que contiene la muestra y tras
haber alcanzado un determinado nivel se descarga
automaticamente en el matraz inferior en el que por la
constante evaporacién de disolvente puro se van acumulando
y concentrando las sustancias extraidas. Esta técnica ha
tenido siempre una gran aceptacién (118-121 y 23)}. Produce
buenas recuperaciones en diferentes matrices ambientales,
empleando distintos disolventes.

Hay que tener en cuenta que este procedimiento

requiere al menos seis horas para que la extraccion sea
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cuantitativa y que durante este tiempo los componentes a
extraer estan sometidos a temperaturas elevadas, siendo
tanto mayores cuantc mayor sea el punto de ebullicidn del

disolvente empleado.
c) Extraccién mediante bafio de ultrasonidos

Esta téchnica consiste en 1a aplicacién de ondas de
alta frecuencia, producidas por un generador y propagadas
mecanicamente por un transductor al interior de un bafio de
agua en donde se encuentra introducida la muestra en un
disolvente adecuado, dando lugar a un efecto de cavitacidn
o formaciébn de burbujas. E1 procedimiento presenta la
ventaja de necesitar per iodos de extraccién relativamente
cortos para proporcionar recuperaciones superiores al
soxhlet cuandc se trata de compuestos de bajo peso
molecular (122-128).

Para compuestos de alto peso molecular y matrices en
las que los compuestos se encuentren fuertemente retenidos
(cenizas, carbén, etc) es mas aconsejabie el procedimiento

de soxhlet.
d) Extraccidén mediante fluidos supercriticos

Actualmente los fluidos supercriticos se emp lean de
manera andloga a los eluyentes en la Cromatografia Liquida
de Alta Resoiucidén (HPLC) o a los gases portadores en
Cromatografia de Gases (CG). Su aplicacidén en métodos de
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extraccién (127-128) y de manera especial en el casoc de

particulas y compuestos organicos derivados del petrélec
y del carbdn, estd teniendo un notable interés (130-132).

Las principales ventajas de su aplicacidn estan
basadas en las propiedades que presentan los fluidos
supercriticos, que en funcidén de su presidn, temperatura
Yy composiciéﬁ, resultan ser intermedias entre las
caracteristicas de los gases y los liguidos. Una propiedad
importante de estos fluidos supercriticos es que por encima
de la temperatura critica, la compresibilidad del fluido
es grande y con pequefas variaciones de preéién pueden
originarse cambios importantes en la densidad del fluido
pudiendec ser de ordenes de 100-1000 veces mayores que en
un gas, las caracteristicas de solvatacidn son semejantes
a las de un 1liquido, en cambio, 1los coeficientes de
difusidén y la viscosidad se mantienen como Tlas de un gas,

de ahi su gran aplicacién,

Existen publicaciones con buenos resultados, aunque
el principal inconveniente es la instrumentacién necesaria
para desarrollar estos procedimientos que representa un
alto coste para la realizacidn de muestras rutinarias de

laboratorio.

Tanto el procedimiento soxhlet como el de ultrasonidos
han sido adoptados por 1as normas internacionales: La
técnica de soxhlet por 1la American Society for Testing and
Materials (ASTM) en 1a determinacidn de PAHs en la materia
particulada del aire (133), y la de ultrasonidos es 1a
recomendada por el National Institute for Occupational
Safety and Health (NIOSH) como método de extraccidn de
particulas en el aire (134).
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1.2.2.2. Purificacidén o clean—up

Los métodos de purificacién estéan orientados a separar
los compuestos por familias quimicas, basados en los
diferentes coeficientes de reparto, equilibrios de
adsorcién—-desorcién, etc, que los compuestos presentan

frente a distintos disolventes, adsorbentes, etc.

Los procedimientos de purificacidén mas utilizados son

fundamentalmente:

a) Reparto liquido-liquido
b) Adsorcidén y purificacidn en columnas cromatogréa-
ficas abiertas

c) Elucién en columna por procedimientos de HPLC

a) Reparto liquido-1iquido

Determinados grupos de compuestos, concretamente los
PAHs, hidrocarburos alifaticos, y algunos otros mas
polares, pueden separarse del resto de los compuestos
presentes en una muestra © extracto por un procesc de
reparto entre un disolvente no miscible con el anterior de
diferente naturaleza polar.

8i el coeficiente de reparto de un determinado grupo
de compuestos se diferencia de forma notoria de los del
resto de los componentes, podré ser retenido sin dificultad
en el disolvente mas afin con el consiguiente
enriquecimiento del mismo en dicho disolvente,
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Con estas técnicas de reparto se han obtenido

resultados interesantes para la separacidn de hidrocarburos
aromaticos policiclicos de otras sustancias con la

utilizacidén de metanocl y nitrometanoc (135), acetona (136),
dimetilformamida (137) o dimetilsulféxido (138).

Estudios de eficacia de separacidon demuestran que son
necesarias tres extracciones para obtener una recuperacidn
de ©5.78% para 14 PAHs ensayados con 1la combinacién
ciclohexano~nitrometano y dos extracciones paras la
combinacién ciclohexano-metanoli-agua con una recuperacién
de 95.14%. Mediante una tercera combinacidén, ciclohexsno-
dimetilformamida-agua, se consigui®é una recuperacidén de
80.71% con una sola extraccién. Los métodos de reparto
T1iguido~1iquide requieren separaciones minuciosas ¥
precisas de las fases, pues de 1o contrario, los
componentes a separar pueden quedar repartidos entre ambos
disolventes. Una separacién defectuosa 1levaria implicito
el reparto ae los componentes entre los disolventes, efecto
que podria agravarse si a 1a vez se producen emulsiones
durante 1la agitacién. Para evitarla y conseguir una
separacidén correcta se precisa dejar el sistema en reposo
durante largos periodos de tiempo.

E1 esquema de un proceso de este tipo de separaciones

se representa a continuacién.
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EXTRACTO + DMF-H,0-C¢H;2(9:1:10)

DMF-H,0 CgHy 4t H. ALIFATICOS

DMF-H,0: C. POLARES CeHyq: H. AROMATICOS

Esquema de extraccidén de PAHs por reparto liguido-1iguido
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Cuanto mas largo sea el procedimiento de separacién,
mayores posibilidades existen de pérdida y de contaminacion
de extractos. Jaklin ha estudiado este tipo de pérdidas y

ha observado que aumentan a medida que disminuye el pesoc
molecular: 10% para el coroneno, Pn= 300 y un 43% para el

naftaleno, P, = 128 (138).

b) Adsorcién y purificacidn en columnas cromatogra-

ficas abiertas

A continuacién se indican dichos procesos tomando como

base los tipos de columnas utilizadas.

Columnas clasicas

La adsorcién cromatografica en columnas cléasicas de
relleno con distintos adsorbentes: gel de silice, alimina
o florisil, se emplea habitualmente para la separacibn de
compuestos orgédnicos presentes en un determinado extracto
en el que se hace necesaria una separacién por clases de

compuestos.
En 1a tabla 7 se indican las caracteristicas de Tlos

tres tipos de adsorbentes utilizados en el proceso de
purificacién o de preparacion de la muestra
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TABLA 7
Caracteristicas de los adsorbentes

Adsorbentes Caracteristicas
Aldmina - Contiene Adlcalis libres (basica).
A1(0H)3 - Posibles reacciones: condensaciones

aldol, deshidrataciébn.

Gel de silice - Selectividad poteciaimente mayor
810y, x Hy0 gque 1a alUmina.

-~ Mayor inercia que 1a alimina.

- Mayor capacidad de adsorcibn.

Florisil - Es el mas apropiado para efectuar
Mg, S0, ja purificacién de muestras de
sedimentos (140).

la separacién de una mezcla de sustancias en una
columna cromatografica es el resultado de dos procesos
distintos, por una parte cada soluto se mueve formando
bandas separadas y por otra, las bandas se mantienen 1o
suficientemente estrechas como para permitir 1la elucion
discreta de cada uno de los solutos.

E1 movimiento de cada soluto dependera de la capacidad
de interaccidén de cada uno de elloes con la fase
estacionaria. Cuanto mayor sea la atraccién por la fase
estacionaria mads fuertemente sera retenido el compuesto por
la columna. Aqueilos analitos que interaccionen mas
fuertemente con la fase mévil serén eluidos mas rapidamente
por 1a misma.
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La retencién de Tos solutos o 1a selectividad de 1la

columna dependerd de la naturaleza y del alcance de las
fuerzas intermoleculares entre el soluto y la fase

estacionaria (141).

Una de las propiedades fundamentales de estos
adsorbentes es su alta capacidad de adsorcidén que puede
conducir a pérdidas de analitos por una degradacién
catalitica o una adsorcién irreversible que provoca un
ensanchamiento de 1a banda cromatografica y a pobres
recuperaciones por un solapamiento entre distintos

componentes (142)

Cartuchos

Actualmente existen peqguefias columnas cromatograficas
comercializadas bajo diferentes nombres, Sep pak ,
Chromabond, rellenas de adsorbentes de fase ligada para la
purificacién de 1a muestra o bien para su preconcentracion
o preparacidén, dependiendo de la naturaleza de la misma.

Quimicamente son muy similares a los empaquetamientos
usados en HPLC excepto que son de un diametro medio de
particula mayor, hasta 40 um, Jlo gque facilita el paso de
muestra a su través. El1 soporte inorganico inerte se basa

también en material de silice.

Existen varios tipos de cartuchos: Columnas de silica
gel, de cambio iénico, polares y no polares entre las que
se encuentran las fases 1igadas octil (c8) y
octadecilsilano (ODS, C18). Estas se encuentran en columnas
de polietileno, en cantidades de 100-1000 mg., que estén
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protegidas por dos membranas de polietileno, 1lamadas

“fritas”, de 20 um de espesor (143) (figura 8).

contanadopr de Ja musstra
de polipropileno

tiltro

adsorbente

tiltro

punta

FIGURA 8: Disefio de un cartucho tipo Vac

En la tabla 8 se resumen las caracteristicas de los
adsorbentes de fase ligada sobre silice mas utilizados,
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TABLA 8

Caracteristicas de los adsorbentes de fase 1igada

Adsorbents Aplicaciones tipicas Nugstras
Octadecila Extraccion en fase inversa de Orogas, pesticidas, Aceites
canpuestos no palares esenciales, conservantes, vitaminas,
plastificantes, esteroides,
hidrocarburos..,
Octilo Extrac. en fase inversa de comp, | Pesticides, contaminantes
moderadamente polares que se prioritariog
retienen excesivamente en 0DS
Cianopropile Extrac. en fase notmal de canp, Anines, alcoholes, vitaminas,
polares fenoles. ..
$i1ica gel Adsarcidn de conpuestos polares | Droges, elcaloides, aming
1 dcidos,heterociclos, 1ipides,
terpenos, acidos orgénicos,
vitaminas..,
Biol Similar a Sflica gel Proteinas, péptidos, tensicactives
Aminopropile Débil extraccion de cambio Hidratos de carbono, péptides,
ifnico esteroides, vitaninas..,
Dimetitamincpro- Débil extraccidn de cambio Aminoacidos
pilo anibnico

Acido sulfonice

(aromético)

Fuerte extrac, de cambio

catidnico en fase inversa

Aminodcidos, catecolaminas,
nucledsidos

Amina cuaternaris

Fuerte extras, de cambio idnico

Antibioticos, nucledtidos, écidos
nucleicos
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La extraccién en fase sblida (SPE) tiene la ventaja
de que existen diferentes tipos de interacciones (no-polar,
polar, intercambio iénico) entre los compuestos de la

muestra, un adsorbente sd6lido y un eluyente adecuado. En
la extraccidédn en fase sdlida es frecuente la existencia de

mas de un tipo de interaccién.

Contrariamente a la extraccidén 1liquido-liquida
convencional, la extraccion en fase s6lida ahorra
disolvente y tiempo. Debido a la combinacidén de las
diferentes interacciones, el método se caracteriza por un
elevado grado de versatilidad. Por otra parte los problemas
de tiempo o la formacidn de emulsiones estables, no existen

en la separacién de fase.

La extraccidébn en fase sblida y preconcentracién de
trazas de componentes orgadnicos contaminantes concretamente
en muestras de agua, presenta ciertas ventajas sobre otras
técnicas de concentracidn tradicionales como la extraccion
1iquido-1iquido, obteniéndose mayor recuperacion,
repetitividad y reproducibilidad, ademéds de agilizar VY

economizar &1 procedimiento.

Una fuente de wvacio sirve para facilitar el paso
rapido de muestra a través del cartucho. Se pueden cbtener

con este sistema recuperaciones medias entre 80 y 100% ,

E1 bajo coste, alta capacidad de adsorcidén, amplio
intervalo de selectividad y simplicidad han contribuido al
desarrollo de esta técnica de extraccidén sdélido-1iquido en

los (ltimos afos (144).
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c) Elucién en columna por procedimientos de HPLC

Actualmente 1la técnica de cromatografia 19quida de
alta resolucidén estéd siendo empleada para la purificacién
de extractos procedentes de distintos tipos de muestras
(139). La utilidad de esta técnica estd basada en la
separacién por familias o grupos, fundamentalmente:
hidrocarburos alifaticos, hidrocarburos aromat icos
policiclicos, PAHs con heteroAtomos sustituidos (S~PAH,
N~PAH, O-PAH)... Mediante esta técnica los compuestos de

una misma familia eluyen conjuntamente.

De 1la revisién bibliografica se deduce que las
columnas mas efectivas para la separacion de PAHs son
del tipo u—BondapackmNHp H-Bondapack-CN, H-Porasil o
Nucleosil-NO, (145-147).

Los disolventes empleados con esta técnica en fase
norma’l son fundamentalmente: n-hexano n—-heptano ©
ciclohexano; y cuando se realiza en gradiente se utiliza

cloroformo o cloruro de metiieno.

Los extractos procedentes de la elucién en fase normal
mediante HPLC contienen separadamente hidrocarburos
alifAticos e hidrocarburos aromédticos que posteriormente
se analizan por cromatografia de gases o por HPLC en fase
reversa.
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1.3. ANTECEDENTES BIBLTOGRAFICOS EN LA DETERMINACION DE PAHs

En este apartado se resumen los métodos utilizados en
la determinacién de PAHs de acuerdo con Jla revisidn
bibliografica,

La clasificacidon se ha efectuado teniendo en cuenta

las distintas técnicas empleadas, y dentro de cada una se
clasifican segln el detector utilizado.

1.3.1. Técnicas cromatograficas

1.3.1.1. Cromatografia 1iquida de alta resolucidn (HPLC)

a) Deteccidédn Fluorimétrica

CONDICTONES RUESTRA L .DETEC, ANALITOS OTROS DATOS
Fase movil L.im Coluwna ng ppb

Aq.(40-100%) 250 Supeleo~  Aerosol 20 B(alp Precision:
Acetonitrile 30 st1,C-18  atmosférico (10X,
Ag.-Acetoni- 280-410 ¥ydac, Agua de be- 0.01 PAHs

trila 340-438 TPRP bida

Aq.-Acetoni~ lorbax hgua potable 0.001- (7 PAHs)

trilo 008 0.0011

Aq.~80%Aceto- Lichro- Alimentos 0.5-3 Antraceno Recuperac.:
nitrile sorb/RP 0.1 8lalp 82 & 103%
ho.: Agus

.
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150
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CORDICTONES MUESTRA L.BETEC. ARALTTOS
Fase mdvi] i.m Calumna ng ppb
Ag. y metanol 333 Zorhax Cebada 0.1 Bla)p
Acetonitrilo 390 ong
(1:1)
hq.~Acetoni- 280 Vydac Alinentos 0.002- Bla)a
trilo 389 201 1P 0.08
Ag.-B0%Aceto- 254 Jorbax Pescados, se- 30,13 Fluoreno
nitrito 360 1N dimentos y y ¥
plantas respet.
hcetonitri- 280 pBonda- Agua poiable 0.003 Fluorantena
lo/etanal/ 30 pak C-18 0.03 Blghi)p
agua{T:6:7)
Aq.-metanol uBonda- Aguas re- 4 Bignilp
Aq.-Acetoni- pak C-18 giduales
trile Porasi|
Aq.95%Aceto- 281 RP-18 Cervezs y 0.5 Blghidp
nitrilo-Heta- 310
not(1:1)
Aq.-B0%Ace- 381 Vydac Ceniza 2.6 Bla)p Intervalo:
tonitrile 403 201-1P hasta 100ppb
Aq.-80%Ace- 30 Nugleo- heroso) at- 0.05 Bla)p Intervalo:
tonikrilo 406 8ilC~18 mosférica 48,7-146 ng
hq. -06%Meta- Kercko- herosol at- Blalp L.D.: 0.15
ol sorb=5-  masférico yg/ n®
RP-1&
Aq.-80%-100% 365 ¢Bonda~ Agua de mar 0.04 Bla)p
Metano! 403 pak-C-18
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CORDICTONES MUESTRA L.DETEC.
Fase mdvil 1.ra Columna na ppb
Aq.-B0%-100% 385 Lichro- Orina 0,001
hcetanitriio 09 sorb-

RP-18
Aq.-%0%Ace- 368 Lichro- herosol at- 0.016
toritrilo 408 sorb- masfér ico

RP-18
Hexano 325 8385 Lichro- heeite de 5

408 sorb- petrdleo

§i-60
Aq.-30%Ace- HC-00S Agua potable §
tanitrile y de rio
Aq.82% - 100% Lichra- Café tosta- y 0.1
Metano! sorb- do

RP-18
Aq. ~Aceboni- Vydac 20 Crustéceos 0.25-
trilo{2:3) TP 54~ 10

C-18
Aq.-Acetoni- 340 Brawnlee hire {.02-
trilo 425 C-18 particelado 0.
hg.~B0%Ace- 290 Spheri- Agua 0,007
tonitrilo 438 sorb- Aire 0.010

0DS-2
Ag-5-100% 280 Baker- Suelo y 0.003-
Acetanitrilo 410 bond- sceite 0.0%

C-i8
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Blalp

8(alp

Blalp

Blghi)p

B{a)p Precision
X (n=4)

0 PaHs Pregisibn
0-1%

9 PAHs
12 PAHs

Piks
5 PAHs

PAH

=
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168
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CONDICTONES MUESTRA
Fase mdvil 1. m Coluana
hq.-95%Meta- 254 Radial- Patron
nol 3§ Pak-C-18
ha,-T0%Ace- 334 HC-0DS Patrones
tonitrilo 363
Ag.-T0%Ace- 308 Spher - Patrones
tonitrito 425 sorb-

0s
Aq.~HeOH y 310 Lichro- Aceites usados
100X Aceto- 440 sorb- como disper-
nitrilo RP-18 santes en her-

bicidas.

Ag.-90%Meta- 310 {-18- Aceites de
nol 406 motor
Ag,-80%Ace- 290 Spheri- Agua
tonitrile 438 s0rb-

o0s-2

hire

Aa.-Aceto- Progra- Baker~ Agua
nitrilo{grad) madas bond Wi~ Aceite

de Pore hceite usade

C-18
Aq.-80%Ace- 254 §i-(-18 Agua
fonitrila 320-490 Torbax-

L.DETEC,
. mb

0.7

0.28
0.0013

{08
4000

4 ngfg

0.008
0.0036
0.010

0.010
10mg/Kg
40t

§0

ANALTTOS

Pirene

§0 PAHs
(20 pg.

Naftaleno
Ankraceno

12 PAHs

B{a)p

B(ep
Blgnidp
Fluoranteno
5 PiHs

PAHs

PAHs

QTROS DATOS

Lager

Contenido:
308113
mg/Kg.

Recuperac.:
84,50 89.3%

Recuperac.!
79.5 2 95.9%

Conen.: 247~
3182 pg/n®

Recuperac.:
del 90-95%

Uso de mi-
crocoluanas

i

112

i1

1714

175

176

178



CONDICIONES MUESTRA
Fase mdvi) 1.m Colusna
Aq.-60 a 90% 290 Spheri- Aire urbano
de Acateni- 385 s0rh-
trilo 0s-2
Ta-300C
hq.Acetoni- 381 RP-18 Alimentoa
trito{grad.) 405
S08-0.024H Progra- Alquil- Patranes
mable nitril
Ag.Acetoni- Progra~ Radial Aire
trilolgrad.) mable Pak-C18
hq.-Acetoni- J40-425 Spherisorb  Qstras
trilo 5 RP-18
Ag.{55-100) 280-318 Vydac 201~  Aceites y pro-
Acetoniteilo 296-410 P M ductos grasos
I min, y 300-500
Acetonitrilo/ 280-450
acetato de etile
(§:1) 10 nin,
hq.-Acetoni- Gynkotek Agua de bebida y
trile Intersil agua embalsada
0ns I
Ag. (50-100} Vydac 201~  Mejillones, ostras,
Acetonitrilo TP 84 almejas, carne de
cangrejo y salaon
Ag.~ metang! 204, 218, Hypersil hire
300 - 364 HP ODS
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PAHs

B(alp

B PAHs

PAHs

B(ghi)perilen.
BlalP, B(a),
Db(sh}A y otros

Pills

PAHs

12 PAs

B{a)P, Blghilper.

y otros

OTROS DATOS

VYariac, de
18 cone. con
Ja época del
afio.

Coef iciente
de variac.:
fadpmm

Uso de preco-
lumne,

L.D.t Tugfkg
Recuperac, :
78 a 100%

Cartucho C-18
(eluyente THF)

Recuperac.:
[ R

Eluyente ciclo-
hexano

a2

11

180

81

8

183

184

185

188



b) Deteccidédn Fotométrica,

CONDICTONES HUESTRA L.DETEC. ANALTTOS OTROS DATOS
Fase movil 1, Coluna g peb
hq.-Metanal/ Zorbax Cebada Bla)p
Acetonitrile 003
(1:1)
Aq.-80%Ace- 254 lorbax Pescados, se- Fluoreno
tonitrile 008 dimenos y

plantas.
hq. SXAceto- RP-18 Cerverza B(ghilp
nitrilo-Meta-
nol{1:1)
Ag.-Acetoni- 80-  Lichrosorb Agua con- ¢ 50 Criseno
trilo 450 fP-18 taminada
Ag.-60%-100% 54 Vydac Ambiental 0.009 Bla)p Diodo Array
Acetonitrilo 201 TP
Aq.~50%-100% 280 Polymeric Suelo con- 0.18 16 PAHs Diodo Array
heetonitrilo 385 C-18 taminado 5
hcetonitri- 254 Kontron Agua de be- 0.007 § PAHs
lo/Metanal PAC 254- bida

400

Ag.-80%Ace- 254 Separon Tejido de 2 Pireno, £luoran-
tanitrile 86X 18 rata teno y Bla)a
Aq.-Aceto- 254 ChronSpher Patrones 16 PAHa Tiempo de
nitrile PAH gnélisia
{grad.) 22 min
Aq. (80~100) 254 c-18 Aire particulado PAHs L.0.: 6,105
Aeetonitrilo ng/m®
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152

154

151

188

149

18

162

183

194



DETECCION

M.S.

H.3,

M3,

M.§.

M.S.

M3,

F.1D,

1.3.1.2. Cromatografia de Gases (GC).
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COMDICTONES MUESTRA L. DETEC. ARALITOS

T2 °C Gas ng pob

85-210 Lodo PaHs

15-320 Suelos 0.004  Ble)P y Blalp

150-250  Metang Gases de mo- 0.05 B(a)p
tores y aero-
s01 atnosér

240 He Productos ppb Blalp
¢8rnicos

200-300  Metano Crudo de »0,001 Blalp
petrdleo Blelp

0-215 He Sedimento 1000 PAHs
contaminado

£10-210 Aerosol 0,05 Criseno y
atmosférico 0.1 Bla)p

100-300 N, Suelos 5 fAHs

OTROS DATOS

Intervalo!
1 & 100ppb

Recuperac. |
del 8%

Precisitn
f- 68

h1tos nive-
les en pro-
ductos ahu~
madas.

B(a)p/
B(e)p=100

Defeccidn
simuiténen

Intervalo;
0, Ing/n> de
aire,

=

19§

198

191

198

188

200

201

202



DETECCIN CONDICTONES

I8 °C Gas
F.ID, 35-150-220 M,
F.ID, 0-280 N,
F.ID. 10-200  H,
h.S.
M.S. 0280 He
F.I.D. 20
H.S. 35280 He

MUESTRA L,DETEC, ARALTTOS
ng__ b

Agua 0.010 PaHs

0.043

Mejillones 4000- 4 PAHs

y pescados 20000

Aire PAHs

hceites nabu- 0.1 PAHs

rales, pesca-

dos ahumados,

mejillones y

ostras,

Suelo 15 a PAHs
35

Patran PAHs

76

OTROS DATGS

Recupera-
cion:>10%

Recupers-
tion:49 &
g7y,

Recupers-
cion:
83-105.7%.
L.0.:209/m

Tiempo de
gnalisig =
50 min,

Recupera-
cidn; 0-90%
Naftaleno:
68%.

Columna:
capilar SE-84

&

03

204

20

26

201

208



DETEQCION CONDICTONES MUESTRA L DETEC, ANALITOS {OTROS DATOS
14 °C {as ng__ b

F.I.D. 80~280 i, Patrones 10a 12 PAHs Doble pa-

45 trén interno

H.S. 50-280 H, Carbon 15 PAHs Identifica-

cidn y es-
pectros,

H.S. 140-280 N, Aire Blalp ¥ Columna ce-
otros contemi- pilar SE-30
nentes,

F.1.0 250-280 N, Agua residual Fluoranteno, Columna;

(5°C/min) pireno, B(ala, Dexsil-300
Blap ¥
B{b)f luoranteno
M.S. 50-300 e Sedimentos de PAHs precision
{10°C/min) costa mediterranea 7-10%

M.S. 30-300 Helio Aire particulado PAHs L.D.: 0.1-0.5

ng/n?

H.8, Hetio Ostras Fenantreno, antra- Columna: D~
ceno, fluoranteno, 5 (0. 1ym)
pireng y criseno

NS, 65-320 Hetio Agua PAts Columna: RT ~

(10° min™") 5 (0,25}
9 340(5°
nin~')

X9

210

2

H2

213

104

183

244

M.§, : Espectrometria de masas.
F.I.D. : Detector de ionizacién de 1lana.
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DETECCTH

Fluorimé-
trica

Fluor iné-
trica

Fluorimé-
trica

Fluor ing-
trics

Fluorimé-
trica deri~
vada,

6.V.-
Visible

Fluar imé-
trica

1.3.1.3. Cromatografia en Capa Fina (TLC).

CONDICTONES MUESTRA L.DETEC.

Fase mdvil 1. ng b

Ciclohexano 208 Sedimento 2.5
401 & maring
428

Etanol/To- 300 herasol 0.005

lueno/ hgua 406 atmasfér ico

(17:4:4)

Hexano/Ben- 290 Rocas ppb

geno(2:1) 44

Di-isopro- L) Patrones 40 a

pilaterHe- 40 200

yano(d:1)

Benceno 369 Agua de 107
380 suninistro

2,2,4-Tri- Aceite 1000

met i Ipentano/ vegetal 8

piridinal19:1) 5000

Acetona Agua

ANALTTOS

Bla)p

Blalp

PAHs

PAHs

Blaja

Blap y
fluoreno

OTROS ATCS

Recupera-
¢idns 0%

Intarvalo:
0.54-1.08
e ng/l

Recupera-
¢ 16n:90-45¢,
8,74, 8%(n=6)

RE

2%

218

M7

218

219

220

22



1.3.1.4. Otras cromatografias.

En este apartado se incluyen las determinaciones
cromatograficas menos utilizadas de acuerdo con la revisidn
bibliografica, algunas de ellas se encuentran actualmente en pleno

desarrolle.

TECKICA COMDICIONES MUESTRA L,DETEC, ARALTTOS OTROS DATOS REE.
Deteccion Fase éyil ng . g
C.L. U¥-Visible Etanol/1,2 Huma de ¢i- 960 Bla)p o
283nm dicloroe- garrillos
tana(1: 1)
L. Fluor ine, Dimetil- Pulmones Blalp Intervalo: 223
Ex.:384nm formamida humanas 1 & 1000ppb
En.:406nm
6.l.C F.1.D, N, Tejidos de 30 Bla)e 285°C 24
rates
6.L.C. F.1D. N, Germen de 500 Naftaleno 150°¢ 25
trigo
HPLC M.S. Ag.-Meta- Patrones 10 4 Pills 26
nol
#oLe Fotoioni- hq.-50% Patrones 0.05 a 28 PiHs . Ldger 21
28100 Metano! §
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TECNICA CONDICIONES
Patece ion Fase movil
HALC Rotegidn Ag.-Aceto-
fptico- nitrilof
magnét ica Metanol
HALC Amper omé- 2-propa-
trica: n01/0.058-
0.4 y Nati,,PO,
-0.8Y (3:7).
HPLC Foloacls- Metano!
tica/
280 nm

MUESTRA L,DETEC. ANALTTOS
o e
Patrones 190 Fenantreno
150 Pireno
40 B(b)flueran-
teno,
Patrones 5. Fenantreno
50 Naftaleno
50 Pireno
Patrones 5 B(alp

QTROS DATQS

Congidera-
sicnes ted-
ricas.

Uso de Ce
cono agente
derivatizan-
te.

Caudal de
célula:d,ful

E

228

228

230

C.L. : Cromatografia 1fiquida
G.L.C.: Cromatografia Gas-Liquido
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1.3.2. Técnicas luminiscentes.

1.3.2.1. Espectofluorimetria.
MODALIDAD CONDICTONES MUESTRA L.DETEC, ARALTTOS QTROS DATOS
Medio L T2 ng._. pob
Hexano 323 Anb Tejidos de i0 Raftaleno Intervalo:
1 animales 1500 ~
17000 ppb
Ciclo- 3715 Amb. Carbazol Antraceno fecup, : 100%
hexano 400 nivel 100ppb
Xilano 318 b, Fenantreno 50 Antraceno
403
Hexsno 390 knb, Productos 5800 Blalp
403 cosméticos
Derivada Metano!  Em.:3)4  Amb, Agua residual 3.0 Pireno
Sinerdnica filano  Em.:384  Anmb, Fluorantene 100 Antraceno
Sincronica Etanol  Ex.:373- Anb, Patrones Antracena, L.D.12.2 -
433 Bla)p 98 M
A=3nm B(ghi)p
Sincronics ibenzo~ Em,:384  Amb. Patrones 2000 fntraceno
furano
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232

233

24

235

236

231

238



A baja T8

A beja T8

Exc. Laser

Tiempo
resuelte

MDA TDAN  CONDTCTONFS MUESTRA L, DETEC. ANALTTOS TROS DATOS i
Nedio lm T8 ngppb
Octane  Ex.:260 10K Sedimantos 1.8a 4 PAMs 239
8 380 de lago 2.9
Ciclo Hambur guesas 0.8 B(alp Recup. ! 240
hexano otros PAHs 10 al 4%
Hexano hgua sub- 10 PAHs 241
terrénea
ho.-55%  Ex.:351  Amb, Patrones 0.017 Pireno * Intervalo: 242
Metanol  Em,:381 0,016 a
18 nH.
Hexano 300 Aguas 0.0% PAHs Patrdn ki
minerales externo
Hexano Tk Aire <10 Antraceno 244
particulado ¢ Pireno
100 Fiuaranteno
Aguoso Anb, Patrones 0.018 Pireno y 245
obros PAHs
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1.3.2.2. Espectrofosforimetria.

MOOALIDAD ICIONES MUESTRA L.DETEE, ANALITOS OTROS DATOS RE.
Medio A g ppb
houoso  Ex, 1K Agus salada 2 Haftaleno 246
260-280 80 Fenantreng
En.:
300-650
hgua/ T Patrén Fenantreno pI]
Etano}
(8:1)
Heptano 17K Patrones 3000 Antracens 248
2000 Naftaleno
8 fireno
Heptano 4% Patranes Ble)p 249
bouoso  Ex.t 17K Patrones 12 PhHs Uso de ato- 250
260-280 mos pesados
Em.
300-650
Papel fm. ! Anb. Carbén 1 Fenantreno Exc. Sin- 251
185-700 crinica
Pape) Anb. Patrdn 0.5 B(alp Uso de ata- 252
mes pesados
Fibra Heptana 11K Patrones L, b 253
dptica Antraceno 88 i
(oroneno 840 nM
pireno 350 nm
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1.3.3. Otras Técnicas.

TECNICA CONDICIONES MIESTRA L.DETEC. AALTTOS QTROS DATOS M.
g Bb
Espectroscapia Redida: 217-800nm Patron i Pireng Laser 254
Raman
Espectroscopis Sensibilizacion Patrones 3.5-1 2 PiHs 255
Raman con coloides de Ag
M.S. Particulas 0.001 Fenantreno 256
diese! Antraceng
H.S. Particulas se10* ¢ PAs 251
diese)
Voltametria Hollin de 50 Bla)p Electrodo 258
aotor de carbn
Yoltametria Agua de mar 0.4 PAHs Electrados 258
y de bebida de Hy reves-
tidos de
fasfolipides
Espectroscopia Fxc.:Descarga 1200 Balp 260
Emision electrica 5600 Fluoranteno
Holecular Detec.:Diodo Array 100 Perileno
baja T8 300 Pireno
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TECNICA CONDICIONES
U¥-Visible

Espectrofoto- 655 nm
netria

Voltametria C/Agihg ¢l

MUESTRA L .DETEC, ANALTTOS
ng . pob
Patrones 300 PiHs
800
Patran Fluoreno
Agua 0,000 Bla)p
Hierba y 0.1 y otros
hojas 208
310

B85

OTROS DATOS

Intervalo!
1-i6pg/ml
Método ré-
pido

Precision
10-3%
(n=3-5)

261

262

263



1.4. GENERALIDADES SOBRE TENSIOACTIVOS Y MICELAS

1.4.1. Definiciébn y clasificacidén de los tensiocactivos

Los tensioactives son, en su mayoria, compuestos
organicos que presentan una estructura molecular
caracteristica. La molécula posee dos partes bien
diferenciadas, una polar (cabeza) y otra apolar (cola). La
parte polar o hidréfila de la molécula puede tener cargs
positiva o negativa, no tener carga o ser anfétera, La
parte apolar o hidrofébica de la molécula es generalmente
una cadena hidrocarbonada aunque hay un gran numero de
compuestos, que incluyen moléculas de interés biglégico,

con grupos aromaticos hidrofébicos.

Frecuentemente la molécula de tensiocactivo exige la
presencia de un grupo funcional neutro (éster, éter,
amida,...) que une la parte hidrofdbica con la hidrofilica.

A modo de ejemplo se representan las estructuras del
dodecil sulfate de sodio (SDS) y bromuro de cetil
(hexadecil) trimetil amonio (CTAB)

- — i i it S —— a n i ———— — . ——

Parte hidrofdébica Parte hidrofilica.

— e i  ——— v — —— o ——— S Bk S
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Los tensioactivos se clasifican tomando como base la
naturaleza de 1a parte hidrofiiica en, (264):

a) Iénicos: catidnicos y anidonicoes,
b) No iénicos
c) Anfbéteros

a) Iénicos

Los catidnicos se caracterizan por tener en su
molécula grupos amina, piridinio o piperidinio. Los
aniénicos pueden estar formados por Jabones, alcoholes
grasos sulfatados, alcoholes polioxietilénicos sulfatados
o aceites sulfatados. A este grupo pertenecen el CTAB y el
SDS, tensioactivos objeto de estudio en este trabajo.

b) No iénicos

No presentan ninguna carga en su molécula y no se
disocian en disolucién acuosa, Su parte hidréfila proviene
de 1a presencia de grupos polares no idénicos tipo alcohol,
éter, carbonilo o a veces aminas. A este grupo pertenecen
el tritén X-100, el pluronic F-68, el tween 60 .....

c) Anfoteros

Pueden comportarse como anidnicos, catiénicos o no

iénicos segin el pH de 1a disolucién. Suelen ser acidos
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aminocarboxilicos o A&cidos grasos de proteinas condensadas.

Pertenecen & este grupo el algquil amido betaina y el
N~dodecil-N,N-dimet ilbetaina.

1.4.2. Formacién y estructura de las micelas

Cuando un tensioactivo se disuelve en agua & una
concentraciédn y temperaturas determinadas se forman las
micelas. Una micela es una asociacidén de moléculas de

tensioact ivo.

Se puede considerar que la formacién de micelas es un
mecanismo que permite disminuir la energia interfacial de
1as moléculas de tensioactive cuando todas las interfases
estéan saturadas.La concentracién a la cual se produce este

fendmeno se 1lama concentracidén micelar coritica (CMC).

Para concentraciones inferiores a la CMC los
tensioactivos existen en su mayor parte como monémeros. Por
encima de la CMC tiene lugar un equilibrio dinamico entre
los mondmeros y las micelas,

Cada micela estd formada por un cierto nimerc de
moléculas de tensiocactive (1lamado nimero de agregaciédn)
que condiciona el tamafio y la geometria del sistema

micelar,

Cuando se habla de micelas, normalmente se admite que
son agregados de tensiocactivo en medio acuoso. Sin embargo,
1a formacidn de asociaciones coloidales puede tener lugar
también en disolventes neo polares, en cuyo caso Jlos
agregados de tensiocactivos reciben el nombre de micelas
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invertidas.

En soluciones relativamente diiuidas, ias micelas son
esféricas y relativamente pequefias. Una representacion

clasica de micelas esféricas es la siguiente:

e 51, cadena
do 1a funcién orgdnica pidrofi lica
s, hidratada.
4 nm. \ Carazbn
apolar m.
Capa de Stern
iénica " no idnica

FIGURA 9: Representacién grafica convencional de micelas

esféricas

Se distinguen las siguientes partes:

- E1 corazdédn apolar de la micela constituido por las colas
de l1as moléculas de tensioactivo, E1 diédmetro varia de

B9



2 a 6 nm,

- La capa de Stern constituida por las cabezas polares

anidnicas o catiénicas y de los contraiones asociados.

Este equilibrio entre las fuerzas hidréfobas y las
fuerzas hidréfilas es el que permite la existencia de Ta
micela. En el tamafo y la forma de 1a micela van a influir
fuertemente la naturaleza del tensioactivo considerado, del
coritraién, y de los aditivos presentes. La adicidén de
electrdlitos = una dislucién micelar facilita 1la
formacibdn de micelas por Ia disminucién de las
repulsiones electrostaticas entre las cabezas polares
idnicas, disminuyendo 1a CMC ¥y aumentando el tamafio de la

micela.

A1l aumentar la concentracién, las micelas aumentan de
tamafio vy adgquieren una estructura laminar. La teoria de 1a
micela laminar supone que las moléculas de tensioactivo se
organizan en forma de una doble capa, tal como se

representa en la figura 10.

Las cabezas se encuentran dirigidas hacia afuera. lLas
micelas laminares se encuentran sdlo en disoluciones
concentradas (>10%). lLos resultados de birrefrigencia

parecen apoyar esta teorfa.

Ciertas micelas presentan una estructura en forma de
varilla o bastoncillo, siendo la longitud de 1a varilia
funcidén de 1la cantidad de electrdlito presente en Ja
solucién. Esta agrupacién seria la representada en Ia

figura 11,
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1.4.3. Propiedades fisicas de las soluciocnes micelares

Las disoluciones de sustancias con actividad
superficial alta presentan propiedades fisicas especiales,
En disoluciones diluidas actlan como electrolitos normales,
pero a partir de determinadas concentraciones tienen lugar
cambios bruscos en varias de sus propiedades fisicas, tales
come @ la turbidez, presitn osmbética, caonduct ividad
eléctrica y tensién superficial. E) grado en que 1a presién
osmot ica aumenta con la concentracidén se hace anormalimente
bajo, 1lo cual sugiere que esta tenijendo lugar una
asociacién molecular. Lo mismo ocurre con el resto de las
propiédades; la conductividad eléctrica también exper imenta
variacidn aunque permanece su valor relativamente alto, lo
cual indica que persiste la discciacidn idnica.

Lo dicho anteriormente queda reflejadoc fielmente en
la variacibén de las propiedades fisicas de las soluciones

acuosas de SDS figura 12.

La agitacién térmica y la repulsidén electrostatica
entre las cabezas cargadas en la superficie de 1a micela
se oponen a la tendencia a agregarse, Por consiguiente,
cabe esperar una variacién en la CMC debido a diferentes

factores:

- Disminucién de la CMC al aumentar la parte hidrofébica
de las moléculas de tensiocactivo. Para una serie homologa
cada grupo CH2 afiadido hace que la CMC se haga la mitad.
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i. Presién

Propiedades
csmética

fisicas
2. Turbidez

f 3. Tensibn
superfi
cial.

4. Conduc-
tividad
molar

— Em —m m e amm e S o

1
i
ek,

c.m.¢ 0,01 0.02

1

Concentracifn molar (mol L™

FIGURA 12: Variacién de las propiedades fisicas en
soluciones acuosas de SDS

- La adicidén de sales tiene una gran influencia sobre la
estructura fisico—quimica de las micelas 1idnicas,
disminucién de 1a CMC, aumento del intervale de 1a
temperatura micelar, aumento del espesor de s micela
y, por tanto de la viscosidad. Este efecto esta menos
acusado cuando se trata de soluciones micelares no-

idnicas (285).

- Temperatura: La variacidén de la CMC con 1a temperatura
en el caso de tensioactivos iénicos (SDS), queda
reflejado en 1a grafica de 1a figura 13. Puede observarse
1a presencia de un minimo en &1 intervalo de temperaturas
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entre 20-30°C.
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FIGURA 13: Variacidén de la CMC con la temperatura para e]
SDS

A temperaturas inferiores a 20 °C, la CMC disminuye
a medida que aumenta la temperatura, esta disminucién,
posiblemente es debida a la deshidratacion de Jlos
monomeros. A temperaturas superiores a 30°C, el aumento
de temperatura se opone a 1la formacidén de micelas
aumentando la CMC.

También se ha observado en el caso de los

tensivactivos iénicos que disminuye el tamafio de l1a
micela con el aumento de 1a temperatura (264).
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- Presidn: E1 efecto de la presibn sobre el tamafio de la

micela en disoluciones acuosas de SDS ha sido estudiado
por Nishikido y col. (284). La variacién del nGmero de

agregacién en disoluciones de SDS en funcidn de Ta
presién a 30 ¢ se puede observar en la figura 14,

a

- 80

i

f 60¢

g 40

2 920 i | Lt
0.1 80 140

Presién (Mpﬂ)

FIGURA 14: Influencia de la presidén sobre el numero
de agregacibn.

En dicha figura se observa un minimo para un valor
de 1s presién préximo a 100 M Pa (1 atm = 1.013X10° Pa
=0.1 M Pa), que corresponde a un maximo en ta curva CMC-P
estos resultados indican que hasta 100 M Pa la compresion
favorece 1a disociacién de las micelas en monémeros
mientras que la asociacién de mondmeros tendra lugsr a

presiones mas elevadas.
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~ Adicidén de alcoholes. La adicidn de alcoholes de bajo

pesc molecular (metanol a butancl) a disoluciones de
tensicactivos idnicos causa una disminucidén en la CMC,

llegando a ser méas pronunciada cuando aumenta la
hidrofobicidad del alcohol. Varios autores han discutido
el efecto de los alcoholes sobre 1a CMC basAndose en
términos de trasnferencia de energia 1ibre estéandar AG;
(284). E1 factor principal de esta disminucidén en la CMC
es debido a 1a reduccién de la energia libre de la micela
come consecuencia de la disminucién de la densidad
superficial de carga de la micela.

Bachlund y col. (2684) estudiaron el efecto de
n-alcoholes sobre el nimero de agregacidén, sugiriendo que
los alcocholes solubles en agua (metancol a butanol) estén
predominantemente disueltos en la fase acuosa y aumenta
o disminuye 1 nimero de agregacidn dependiendo de 1la
concentracion del alcohol. Para alcoholes moderadamente
solubles ipentano1, hexanol) se distribuyen entre 1a fase
acucsa ¥y la fase micelar ¥ a bajas concentraciones
aumentan el nUmero de agregacidén. Para alcoholes tales
como heptanol ¥y octanol, se solubilizan totalmente en 1s
fase micelar saumentando el nimero de agregacién.

1.4.4, Aplicaciones analjticas de las soluciones

micelares

Las disoluciones micelares debido a las propiedades
caracteristicas que presentan tales como poder de
solubilizacidn, tensién superficial, presién osmética,
viscosidad, conductividad eléctrica, ...y han sido
utilizadas con éxito en diferentes campos de aplicacién,
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entre ellos, en el de la Quimica Analitica bien para

mejorar los métodos analjticos ya existentes o bien para
desarrollar nuevos procedimientos ya que pueden mejorar

notablemente 1las propiedades analiticas, selectividad,

precisién y sensibitidad.

Los sistemas micelares han sido utiiizados ampliamente
en métodos espectroscdpicos de - anadlisis tales como
absorcion-uy, fluorescencia, fosforescencia,
gquimioluminiscencia, en métodos electroanaliticos,
polarografia, valoraciones potenciométricas, en métodos de
separacidn, tales como separacién por flotacidon mediante
espuma, filtracidn en gel, extraccidn 1liquido-ligquido,

cromatografia liquida de alta resolucidén,...

Teniendo en cuenta la aplicacidn que tienen 1os medios
micelares en el presente trabajo de 1investigacién, a
continuacidén se hace un breve comentaric acerca de las
ventajas que ofrecen estos sistemas en Juminiscencia

molecular y en HPLC,

1.4.4.1. Luminiscencia en medio micelar

Una de las aplicaciones analfiticas que presentan las
soluciones micelares, es la de aumentar Jla sensibilidad y
selectividad en l1a determinacidén de diferentes especies
guimicas cuando ésta se lleva a cabo fundamentalmente por

técnicas luminiscentes,

Los métodos luminiscentes en particular, mejoran sus
caracter isticas analiticas cuando se trabaja en solucidn
micelar. Entre otras razones se pueden aducir:
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- Disminuyen los efectos de atenuacidn, ocasionados

fundamentalmente por la presencia de especies
paramagnéticas, debido a la inclusién de las moléculas

en el interior de las micelas,

- Se incrementa el tiempo de vida media de los estados
electrénicos excitados 1lo que conlleve a un aumento

del rendimiento cuantico,

- Propiedades tales como la microcapilaridad, 1la
microfluidez y 1l1a constante dielétrica protegen los
estados electrénicos singletey triplete excitados
frente a fendmenos de desactivacidn no radiacional
tales como relajacidén vibracional, conversién interna,
cruce intersistemas y conversién externa, aumentando
de este modo la intensidad de luminiscencia (266-270
y 264).

Por consiguiente el hecho de incluirse las
moléculas Juminiscentes en el interior de las micelas

puede dar lugar a diferentes efectos:

- Desplazamientos de las Tongitudes de onda
excitacidén/emisién, 1o que conlleva a un aumento de

1a selectividad.

- Aumento del rendimiento cuantico lo cual implica un

aumento de la sensibilidad.

- E1 fenédmeno de la fosforescencia que ordinariamente
solo es observado a baja temperatura (77 K), puede
observarse a temperatura ambiente utilizando estos
medios rigidos debido a 1la proteccién del estado
electronico triplete excitado del entorno,
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favoreciéndose de este modo la desactivacién por
fosforescencia (268).

1.4.4.2. Cromatografia 1iquida micelar

La denominacidén de cromatografia liquida micelar (CLM)
fue 1introducida por primera vez por Armstrong y Henry en
1980 (271). Desde entonces, ha sido objeto de numerosocs

estudios tedricos y practicos,

Los tensiocactivos 1iénicos han sidoe utilizades
extensamente, en cromatografia 1iquida, en fase movil como
agentes de interaccién idnica, el beneficio obtenido via
este equilibrio secundaric es altamente selectivo para la
separacidn de solutos interaccionantes.

la separacidn por cromatografia liquida utiltizando
fase micelar es altamente especifica, ya que combina
interacciones hidrofébicas, electrostaticas y estéricas
entre el soluto y la micela, 1o cual no se puede conseguir
con la cromatografia tradicional que utiliza un disolvente

orgénico o una mezcla de disclventes.

E1 término CLM describe 1a separacidon donde la
particidén significante del soluto tiene lugar en los
agregados discretos de la fase movil en vez de en el seno
del disolvente de 1a fase mdvil, Otras ventajas de la CLM
son: en primer lugar bajo coste de 1a fase mdévil (solucién
micelar), posibilidad de cromatograf iar analitos hidrbéfoboes
e hidrofilicos y por dltime que la pseudofase acuosa no es

téxica ni inflamable.
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lLa elucién de un soluto con un tensiocactivo por debajo
de la concentracidon micelar critica CMC ser& l1a misma que
en agua pura; esto es debide a que por debajo de la CMC no

hay micelas con las cuales pueda haber particién del
soluto.

En CLM 1a mayoria de 1las fases moéviles son
disoluciones acuosas, esto constituye el mayor interés de
la técnica, ya que como se ha dicho anteriormente las
soluciones micelares acuosas no son téxicas, volatiles e
inflamables.

a) Mecanismo de retencion

En 1a figura 15, se esquematizan los equilibrios que
tienen lugar en el interior de la columna en cromatografia
micelar. §1 se considera que hay tres fases:

fase acuosa (W)
fase micelar (M)
fase estacionaria (8)

Se pueden definir tres constantes de particidn: Ky:
constante de particién del soluto entre las micelas y la
fase acuosa, K“: constante de particidén entre la fase
estacionaria y 1a fase acuosa y Km: constante de particién
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fase acuosa Kuw Oaiepfp 0O
o

fase estacionaria

FIGURA 15: Equilibrio entre fase estacionaria, fase acuosa
y micelas en CLM

entre la fase estacionaria y la fase micelar. Armstrong ¥
Nome (272) han establecido la relacidén siguiente:

1/K’ = 1/0( Cy +  1/Kgy

Key :
‘donde: K' es el factor de capacidad
e el cociente Vy/Vy
V; volumen de 1la fase estacicnaria
Vy volumen de la fase mbévil en la
columna (volumen muerto)
V volumen molar del tensioactivo
C, es la concentracién de tensioactive en la fase
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mévil en forma micelar, de manera que !
Cy = Ciotal ~ cMC

thl concentracidén total de tensiocactive en 1a fase

movil.

La constante de particién Kex puede ser determinada
mediante el cociente Kgy/Ky.

b) Selectividad en cromatografia 1iquida micelar

La selectividad en oromatografia 1iquida corresponde
a las diferencias de retencidén entre dos solutos
diferentes. E1 factor de selectividad es Ta relacibn entre
los factores de capacidad K'\/K'y de los dos solutos 1 ¥

2 considerados,

La selectividad particular obtenida en cromatografia
micelar, es debida al equilibrio guimico secundario
(interaccidén soluto-micela) que ocurre en la fase movil,
Hay que tener en cuenta los efectos hidrofdébicos come en
cromatografia clasioca, Y ademés los efectos
electrostaticos. Se ha demostrado que 1las interacciones
hidrofébicas son principalmente las responsables de la
sojubilizacién de solutos organicos, pero 1a selectividad
estd controlada por Jlas interacciones electrostaticas ¥

superficiales en moléculas polares.

Armstrong propone una clasificacién de los solutos en
tres categorias (273):
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- Solutos enlazantes que presentan coeficientes Ky
relativamente elevados ya que tienen gran afinidad por

1la fase micelar.

- Solutos no enlazantes que no tienen afinidad por

la fase micelar, sin ser excluidos de ella (Ky = 1).

- Solutos antienlazantes que son excluidos de 1a fase
micelar (K“<1).

Los solutos enlazantes presentan un factor de
capacidad que disminuye a medida que la concentracion

micelar aumenta.

Los solutos no-enlazantes o antienlazantes presentan
factores de retencion constantes o aumentan 1igeramente con
la concentracién micelar. En 1a préactica, es dificil
diferenciar entre solutos no-enlazantes o antieniazantes,
va que ambos solutos tienen tiempos de retencidn muy

préximes al volumen muerto.

Los coeficientes de particidn Koy ¥ Km tienen efectos
opuestos en 1la retencidén. Si Ky aumenta, la retencidn
aumenta, pero si Ky aumenta, la retencidén disminuye debido

al aumento en 1a particidén dentro de la micela.

Cuando 1a concentracién micelar es pequefia el sistema
se asemeja a la cromatografia en fase reversa ¥y K“
controla la retencidn. E1 efecto sobre la retencidon es
independiente de 1la concentracién micelar ya que la
cantidad de tensioactivo adsorbido en la fase estacionaria
permanece constante una vez alcanzado el equilibrio miceia-

monémero.
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c) Eficacia en CLM

Si la introducciédn de un equilibrio secundario tiene
un efecto favorable desde el punto de vista termodinamico
en la columna, y por tanto en la selectividad, ésta puede
tener un efecto desfavorable en la cinética, es decir en
1a eficacia (anchura de los picos cromatograficos).

La eficacia es el puntoc débil de la CLM. Es bien
conocido que las fases mdviles puramente acuosas, moJjan
mal las fases estacionarias apolares, resultando una

transferencia de masas lenta y poco eficaz.

Para mejorar la eficacia de la fase estacionaria,
Dorsey (274) adiciona un 3% de n-propancol a la fase movil
micelar. Se ha demostrado que el n-propanc] se adsorbe en
1a fase estacionaria de silice apolar destruyendo el estado
de aglomeracién de cadenas alquilicas provocado por el
agua, favoreciendo 1a eficacia. Este alcohol es
suficientemente hidrofiiico y el 3% v/v es suficiente para
no destruir la estructura micelar. En estas condiciones,
las eficacias obtenidas con la fase mévil micelar se
aproximan a las obtenidas con la fase mévil hidro-organica

clasica.

Un aumento de la temperatura mejora la transferencia
de masas y por tanto la eficacia, pero a temperaturas
elevadas, superiores a 100°C, pueden existir problemas de
solubilizacion de 1a silice. E1 empieo de una precolumnsa
seria suficiente para saturar 1a fase movil micelar en

silice.
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d) Modificacién de la fase estacionaria

Una de las propiedades principales de 1os
tensioactivos es la de adsorberse en las superficies. Los
tensiocactivos, contenidos en la fase mdévil micelar, se
adsorben en la fase estacionaria en el interior de la
celumna y modifican sus propiedades iniciales,

Adsorcion de tensioactivos en la fase estacionaria

Recientemente se ha presentado un estudio de 1a
adsorcién de SDS en cinco columnas diferentes, (275). La
figura 16 presenta Tas isotermas de adsorcidtn del SDS en

cinco fases estacionarias distintas

La adsorcidn de tensioactivo aumenta bruscamente hasta
que se alcanza la CMC, a partir de esta concentracidn
permanece practicamente constante e igual a 4 mo1/m2 para
columnas de fase ligada. Este comportamiento es debido al
hecho de que la cantidad de tensioactivo adsorbido esté
relacionado con la concentracién de tensicactivo libre en
la fase mdvil y esta concentracién permanece invariable por
encima de Jla CMC., Se puede observar que la cantidad
adsorbida es del mismo orden en las diferentes fases

estacionarias,
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FIGURA 16: Adsorcidn de SDS en varias fases estacionarias

En el caso de tensioactivos no-ibdbnicos se observa un
ligero aumento de la cantidad adsorbida por encima de la

CMC.

Los aditivos organicos, utilizados para mejorar la
eficacia, modifican 1a adsorcién de tensioactivos,

Una importante posibilidad que ofrece 1a CLM, revelada
por las isotermas de adsorcidn de tensioactivos en la fase
estacionaria, es poder trabajar con gradientes de elucién
sin necesidad de reequilibrar de nuevo 1a columna. las
ventajas que ofrece 1la utilizacién de gradientes en
cromatografia son fundamentalmente 1a reduccién de tiempos
de analisis ¥ 1a'mejora de los limites de detecciébn para

aquellos solutos mas retenidos.
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Por consiguiente Jlos estudios de las isotermas de
adsorcién en cromatografia micelar, demuestran que por
encima de 1a CMC la adsorcidén de tensiocactivo es constante,
es decir, la superficie de la fase estacionaria es la misma
para un valor de concentracién de tensioactive igual a la
CMC que a una concentracién diez veces superior. Entre dos
inyecciocnes consecutivas con solo efectuar la limpieza de
la columna es suficiente, para conseguir resultados
reproducibles en ambas inyecciones, por To que Ta reduccién
del tiempo y el menor consumo de disolventes son evidentes
(278).
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1.5. OBJETIVO DE LA INVESTIGACION Y JUSTIFICACION DE

e A A e e e e —— S ———————

ESTE TRABAJO

La contaminacién ambiental es debida, bajo el punto
de vista quimico a la emisién al medio ambiente de
compuestos orgénicos e inorganicos derivados en gran parte
de las actividades del hombre, entre los que se encuentran
como contaminantes prioritarios los PAHs, estudiados en 1a

presente Memoria.

E1 control de las emisiones de PAHs al medio ambiente,
dadas sus caracteristicas de riesgo, es un campo que cada
vez tiene mayor importancia y desarrollo para proteger al
hombre de su influencia nociva, para ello serd necesario

1a identificacién y cuantificacidn de estos compuestos.

Uno de los objetivos de esta Memoria es aprovechar las
ventajas que como matrices ofrecen los medios micelares,
de mejorar las caracteristicas analiticas de sensibilidad
y selectividad con respecto a las tradicionales, con la
finalidad de desarrollar nuevos métodos analiticos
sensibles y selectivos para Jla determinaciédn de PAHs en
muestras medio ambientales, teniendo en cuenta los bajos
niveles de concentracién en que se encuentran estos

contaminantes en el medic ambiente.

Con este fin, y en base a 1a revisién bibliografica
se han elegido las técnicas de fluorimetriay cromatografia
liquida de alta resolucién con deteccidén fluorimétrica en
medios micelares y medios hidro-organicos para su
determinacion.

En cada uno de los métodos desarrollados se han
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evaluado sus caracteristicas analiticas sensibilidad,
selectividad y precisibén; estos métodos se han aplicado a
la determinacidén de PAHs en muestras de aire urbano, humo

de tabaco y agua potable.
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_2. PARTE EXPERIMENTAL







2.1. INSTRUMENTACION

2.1.1. Equipos fluorimétricos

~ Espectrofiuorimetro Perkin- Elmer MPF-44 A,

- Espectrémetro de luminiscencia Perkin-Elmer LS 30.

- Termostato P-Selecta Frigiterm $-382,

- Patrén de fluorescencia plastificado Perkin-~ Elmer
ne 1 (antraceno 107 M + naftaleno 8x107 M) para
calibrar la fuente de alimentacidn. |

~ Cubetas de cuarzo para fluorescencia de 1.00 cm, de

pasoc 6ptico y cierre hermético de tefl1én, Hellma.
2.1.2. Cromatégrafo de liquidos

E1 sistema se ha montado segin se expone en el esquema

de 1a figura 17. Consta de los siguientes elementos:

- Bala de Helio S.E.O,

- Bomba de gradiente Mjliton Roy CM 4000,

- VAlvula de inyeccidn con bucle de 20 pl Rheodyne
7125,

- Bafio P-8Selecta Precisterm

- Detectores fluorimétricos:
a) Waters 420 (filtros: excitacidn 254 nm;
emisién 375 nm, long pass).
b) Perkin—-Elmer LS 30.

- Integrador Milton Roy CI 4100
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- Columnas cromatograficas:

Nucleosil C18; & um (150X4.6 mm) 100 A Phenomenex.
Ultremex C1; 3 pm (100X4 mm) Phenomenex.
Hypersil C4; 5 pm (100X4.6 mm) Phenomenex.
Hypersil Green PAH (100X4.6 mm) Shandon.
Ultraspher; 5 Hm (125X4 mm) Merck.

- Jeringuilia de 50 ul1 TP 5080 Unimetrics.

Bafio) petector

jlpt  nyector -i-—-)

—» Integrodor

Desecho

o
1

A
Deptsitos de
la fase mévil

FIGURA 17: Esquema del cromatdgrafo
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2.1.3. Muestreadores
Aire

- Captador de particulas de alto volumen MCV,
-~ Filtros de fibra de vidrio Whatman GF/A de 15 cm de

diametro.
Humo de tabaco

- Maquina fumadora SM 302 (ocho canales alineados)

Filtrona.
~ Filtros de fibra de vidrioco de 44 mm de diémetro

especiales para este tipo de muestras.
Agua

Envases de vidrio de color topacio.

2.1.4. Sistemas de extraccién

- Soxhlet P-Selecta.

Bafio de ultrasonidos P-Selecta Ultrasons.

Matraz kitasato (1000 ml), tapén adaptador de goma
embudos de separacién (100 y 1000 m1) Pobel.
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2

.1.5. Sistemas de concentracién

Rotavapor Heidolph vv 2000.
Sistema mlUltiple Visiprep a vacio de Supelco.

.1.6. Material auxiliar

Entre el material auxiliar empleado, se puede citar

esencial el siguiente:

Centrifuga P-Selecta Meditronic de 4800 rpm
(3700 g). '

Bomba de vacio Barna-Vacio.

Balanza sanalitica digital Sartorius HS1, con una
precisién de 0.1 mg.

Sistema de purificacidén de agua Millipore,

Lampara UV para comprobar la disolucién y elucidn
de leos PAHs.

Cartuchos de extraccidn en fase sbélida Sep pak Vac
1C18 8 cc, Sep pak Vac S1 6 oc Waters y Extra sep

C18 1000 mg Bocc Phenomenex.

Filtros de nailon para fase movil ¥y muestras de

0.45 y4m Lida.

Micropipetas Brand de 10-50, 20-100, 50-250 y 200~
1000 1.

Material de vidrico: matraces de 1, 2, 5, 10, 25, 50,
250, 500 y 1000 ml1, wvasos de precipitado,... de
calidad contrastada Pocbel,

Termémetro, 250t19C.

Programas informaticos: WordPertect §.1 (tratamiento

de textos), Fig—-P (Elaboracién de graficos) y
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Harvard Graphics V 3.0 ( Elaboracién de dibujos).

2.2. REACTIVOS

2.2.1. Patrones de PAHs

Acenafteno, antraceno, benzo(a)antraceno,
benzo(a)pireno, benzo(e)pireno, benzo(ghi)perileno,
criseno, dibenzo(a,h)antraceno, fenantreno, fluoranteno,

fluoreno, naftaleno ¥ pireno (Sigma y Serva).

2.2.2. Tensioactivos

Dodecil sulfatc de sodio (SDS) (Fluka pureza >97%),
pentanosulfonato de sodio (8PS) (Fluka pureza> 98%) vy

bromuro de cetil trimetil amonio {(CTAB) (Serwva).

2.2.3. Disolventes

- Metanol vy amcetonitrilo Carlo Erba de calidad para
HPLC.
- Cloruro de metileno, hexano, dietil éter,

ciclohexano y acetona de calidad para analisis.
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2.2.4. Otros productos quimicos

!

Agua purificada con el sistema Mil1i=Q (Millipore).

Nitrate de sodio (Merck).

Nitrato de potasio (Merck).
Silica gel de 60 mallas (Merck).

2.3. MUESTRAS

2.3.1. Aire urbano de la ciudad de Madrid

Tomado en l1a Ciudad Universitaria y Pasec del Prado.

M1, M2, M3 y M4, tomadas durante el invierno de 1882.
M5, M6, M7, M8, Mg y M10, tomadas durante el invierno de
1993,

2.3.2. Humo de tabaco rubioc y negro

Las muestras de humo de tabaco han sido proporcionadas
por D. Joaquin Sarabia Lbépez Jefe del departamento de

investigacién de una empresa privada.
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2.3.3. Agua potable (doméstica y de embaise)

Tomada en la Facultad de C.Quimicas de la Universidad
Complutense de Madrid y en los embalses de la Pinilla (M1),
Valmayor (M2) y Picados (M3) de 1la provincia de Madrid
durante el verano de 1993,

2.4. PROCEDIMIENTOS

2.4.1, Estudio fluorimétrico de PAHs

2.4.1.1. Preparacidén de disoluciones patrones de PAHs
y de tensiocactivos

Se han preparado las siguientes disoluciones:

- Discluciones patrones de los 13 PAHs de concentracicnes
comprendidas entre 1x10° M (fenantreno) y X107 M
(benzo(ghi)perileno), preparadas disclviendo el corres-
pondiente producto sbélido en metanol con ayuda de la
agitacidén por ultrasonidos durante 15 a 30 minutos
aproximadamente. Las disoluciones una vez preparadas se

guardan en frigorifico en frascos topacio.

- Disoluciones acucsas micelares de SPS (Pm = 192,21), CTAB
(Pm = 364.5) y SDS (Pm = 288,38), Para ello con ayuda del
pafo de ultrasonidos se disuelven en agua 2.90 g de SPS,
0.51 g de CTAB y 7.21 g de SDS y se llevan &a matraces

119



aforados de 100, 1000 y 500 ml respectivamente; las
concentraciones de las disoluciones resultantes son de
1.5%x10"" M de sPs (cMc = 1.1x107' M), 1.4X107 M de CTAB
(CMC = 8.0X107 M) Y 1.5X10°2 M de SDS (CMC = 8.1x1077 M)
(277).

2.4.1.2. Registro de los espectros de fluorescencia

A partir de las disoluciones de PAHs obtenidas segln
el apartado anterior, se toman alicuotas con micropipeta
gue se llevan a un matraz aforado de 5 ml, enrasando con
metanol y se agita en ultrasonide durante un minuto,
obteniéndose asi una solucidon intermedia. A partir de esta
disolucidn se toman dos alicuotas iguales, (de manera gue
la concentracién final sea del orden de 3 X ‘iO"7 M.) ¥ se
llevan a dos matraces aforados de 5 ml., uno de ellos se
enrasa con metanol ¥y el otro con disolucion micelar de
tensicactivo. Se agitan ambas disoluciones en
ultrasonidos durante un tiempo de uno ¥y cinco minutos

respectivamente.

A continuaciéon se registran loa espectros de
excitacién ¥y de emisidn de los PAHs de las dos disoluciones
a las longitudes de onda dptimas de cada uno de ellos. Para
el registro de 1Tos espectros de excitacidn se mantiene
constante la longitud de onda éptima de emisidén y para el
registro de los espectros de emisidén se fija la longitud

de onda o6ptima de excitacion,
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2,4,1.3. Influencia del tiempo y Ta temperatura

Para el estudic de la estabilidad con respecto al
tiempo se preparan disoluciones de PAHs en medio acuoso
micelar, segln el procedimiento anterior Y en
concentraciones del orden de 3x107 M; la intensidad de
fluorescencia se mide a las longitudes de onda Sptimas de
excitaciébn y de emisidn, a temperatura constante y a

intervales regulares de tiempo hasta las 24 horas,.

Para el estudio de la influencia de la temperatura se
mide la intensidad de fluorescencia de las discluciones a
igual concentracién que las anteriores, en el intervalo de
temperaturas comprendido entre 8 vy 30%.

2.4.1.,4. Calibrados

Se preparan series de disoluciones patrones de los
distintos PAHs , en medio micelar, a diferentes
concentraciones, en el intervalo de 0,05 a 188 ng/ml y se
agitan en ultrasonidos durante 5 minutos. La intensidad de
fluorescencia se mide a las longitudes de onda optimas de
excitacidén y de emisidédn de cada uno de los PAHs frente al
blanco, que se mide repetidas veces. Asi se obtienen las
rectas de Jlos calibrados que se ajustan por minimos

cuadrados.

Para el estudio de 1la precisién del método, se
realizan diez medidas en €1 punto medio del calibrade.

La intensidad de fiuorescencia se mide a 1a
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temperatura de 10°C.

2.4.1.5. Selectividad

Se mide la intensidad de fluorescencia de Jlos
distintos PAHs en solucién micelar en concentracidn igual
a la del punto medio del calibrado y en presencia de otroes
FAHs en relaciones de concentracidn: PAH/PAH . fer, =1:1,
1:10, 1:100 y 1:1000,

2.4.1.6. Determinacién fluorimétrica de PAHs en aire
urbano

2.4.1.6.1. Toma de muestra, extraccién y purificacion

Las muestras de aire particulado se han tomado en la
Ciudad Universitaria y Paseo del Prado de 1la ciudad de
Madr id durante el invierno de 1882. La preparacién de las

mismas se especifica detalladamente en el apartado 2.4.3.1.

2.4.1.8.2. Evaluacidén y expresidn de los resultados

Para J]a evaluacidn de PAHs en el aire particulado se

han utilizado los dos métodos siguientes
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a) Método de adiciones estandar

A una serie de matraces aforados de 5 ml se les
adiciona una alicuota del extracto organico procedente de
la muestra de aire. A continuacibén se Tles afiaden. a
excepcidn del primero, vollmenes crecientes de disolucidén
patrén del PAH a determinar, seguidamente se enrasan con
1a disolucidn micelar de SDS o CTAB, y se agitan durante
5 min en el bafio de ultrasonidos. Esta operacidn se realiza
por triplicado. La intensidad de fluorescencia se mide, a
10°c, a las longitudes de onda optimas de excitacién y de
emisién del PAH correspondiente frente al blanco, que se

mide repetidas veces.

b) Método de la serie de patrones

En matraz aforado de 5 ml se toma una alicuota del
extractoe procedente de la muestra de aire urbano y se
enrasa con las disoluciones micelares de 8DS o CTAB, Para
su evaluacidn se toman como referencia 10s calibrados gue

se obtienen segln e1 procedimiento descrito anteriormente.

5. 4.2. Estudio de PAHs por cromatografia 1iquida de
alta resolucidn (HPLC)

2.4.2.1. Preparacion de disoluciones patrones de PAHs

Para este estudio se utilizan disoluciones
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individuales de PAHs obtenidas segin se indica en el

apartado 2.4.1.1., diluidas convenientemente y disoluciones
patrones que contienen la mezclia de los 13 PAHs estudiados.

Estas Ultimas se preparan a partir de las anteriores y en
concentracicones del orden de 1>(10'5 a 1:-(10"ﬁ M. A partir de
estas disoluciones y por dilucién con metanol se preparan

otras a los nivelies de concentracidén deseados.

2.4.2.2. Preparacidon de la fase movi]

a) Solucidén micelar de SDS

Se preparan disoluciones acuosas de sDS en
concentraciones comprendidas entre 0.056 M y 0.20 M, para
ello se disuelve, con ayuda del bafio de ultrasonidos, el
producto sé]ido en agua y se lleva a un matraz aforado de
500 m1.

Cuando se utiliza modificador organico, se adiciona

el volumen deseado de éste.

Estas disoluciones se filtran a vacio utilizando
filtros de nailon Lida de 0.45 pm. Para ello se aplica el
vacio suavemente con el fin de gue no se forme espuma en
el kitasato, ya que seria obstaculo para seguir la

filtracidn del eluyente.
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b) Hidro-organica

Los eluyentes utilizados, metanol y acetonitrilo se
han filtrado con el mismo tipo de filtro de nailon que en

el apartadoc anterior.

Cuando se ha utilizado agua en la fase mdédvil se ha

filtrado igualmente.

2.4.2.3, Puesta a punto del instrumento

Se conectan entre si todos los elementos del sistema
segln se expone en el apartado 2.1.2., asegurandose gue no
hay fuga de eluyentes y que las conexiones eléctricas son
correctas. Se espera unos minutos a gue se estabilice e1

equipo, especialmente el detector.

Se colocan los depdsitos de la fase mdvil a un nivel
mas elevado que el nivel de la bomba, 15 cm
aproximadamente, y se ceba la misma, asegurandose que no
queden burbujas de aire en las conducciones utilizadas.

Se purga la bomba en las condiciones iniciales de la
fase mévil utilizada y a continuacién se programa el

gradiente empleado en cada caso,.
Se lieva la bomba siempre hasta un flujo de 1 m1/min,

excepto en aquel caso que se indique Jlo contrario, con
incrementos de 0.1 6 0.2 m1/min con el fin de evitar golpes
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de presidn que podrian per judicar a la columna

cromatografica,

Cuandoc se utiliza e} detector fluorimétrico LS 30, se
programan las parejas de longitudes de onda de excitacidn
y emisidén seleccionadas. En aquellos casos que ha sido
necesario se han utilizado factores de atenuacion a lo

largo del programa.

Por otra parte, cuando se utiiiza el detector de
fluorescencia, Waters 420 (254 nm de excitacién y 375 nm
de emisidn), se comprueba, como es 16gico, gue se puede
Tlevar 1a sefial del detector a cero, con el fin de eliminar

la sefal del blanco.

Estos detectores se utilizardn independientemente,

dependiendo del método empleado.

Se esperan 15 min como minimo a que se equilibre la
columna cromatografica con el eluyente y se inyecta una
mezcla de patrones, se considera el sistema preparado,
cuando no haya cambio significativo en 1los tiempos de

retencién,

2.4.2.4, Procedimiento experimental

Tanto tas disoluciones patrones como las muestras, se
inyectan mediante un bucle de 20 pdl1, utilizando 1la

Jeringuilla de 50 ul.
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2.4.2.4.1, Cromatografia 1iquida micelar (CLM)

a) Régimen isocratico

En este estudioc se inyectan discluciones individuales
de PAHs en el intervalo de ceocncentraciones comprendido
entre 0.1-44 ng/H1 y mezclas de los PAHs:
naftaleno, acenafteno, fenantreno, pireno ¥ criseno, en

concentracicnes del mismo orden gque las anteriores,

E1 estudio de la separacién cromatografica se lleva
a cabo utilizando las fases estacionarias Nucleosil cig,
Ultremex C1 e Hypersil C4, fase mévil micelar de SDS a
diferentes concentraciones y en presencia de modif icador
orgdnico y caudal 1 mi/min. Para 1a deteccidén se utiliza
e] detector fluorimétrico Waters 420 con fiitros de 254 nm
de excitac{én y 375 nm de emisibén, long pass. Las columnas

se termostatan a diferentes temperaturas (20-70°C).

Para efectuar este estudio, se acondiciona previamente
1la columna, utilizando diferentes gradientes de 1a fase
mévil SDS-modificador orgénico/agua, segln la naturaleza
de 1a fase estacionaria, tal como se detalla en el apartado

3.2.1.1. de l1a presente Memoria.

b) Régimen de gradiente

La determinacién de los PAHs por HPLC ¥ detecocibn
fluorimétrica se 1l1leva a cabo utilizando como fase
estacionaria la columna Nucleosil C18, como fase movil
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gradiente de acetonitrilo/SDS (0.2 M)} indicade en la
tabla 30 (apartadoe 3.2.2.2.2.), y caudal de 0.658 ml/min,
Para la deteccidn se utiliza el detector fluorimétrico
Waters 420 (254 nm de excitacién y 375 nm de emisién). La

columna se termostata a la temperatura de 22 °c.

Para la obtencidén de 1los calibrados se inyectan
mezclas patrones de PAHs en dos porciones, por una parte
fluoreno y criseno, y por otra los once PAHs restantes. Las
concentraciocnes de las mezclas varian en el intervalo de
0.002-59 ng/H1, obtenidas por diluciones sucesivas hasta

donde los 1imites de deteccién de los PAHs 1o bermiten.

Para 1levar a cabo este estudic la c¢olumna se
acondiciona previamente, tal como se especifica en el

apartado 3.2.2.2.2, de esta Memoria.

Para comprobar que las columnas estaban
acondicionadas, tanto en régimen iscoratico como en
gradiente, se toma como referencia el tiempo de retencidn
del naftaleno para lo cual se inyecta éste tres veces

sucesivas.

2.4.2.4.2. Cromatografia liguida en fase mdvil hidro-

organica

La determinacién de los PAHs por HPLC y deteccidn
fluorimétrica se Jleva a cabo utilizando como fases
estacionarias las coljumnas Hypersil Green PAH y Ultraspher,
como fase mdvil gradientes de acetonitrilo/agua y caudal
de 1 ml1/min. Para la deteccidn se utiliza el detector

fluorimétrico LS 30 de longitudes de onda variable. Las
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columnas se termostatan a la temperatura de 22%.
a) Columna Hypersil Green PAH

La separacidén de PAHs se lleva a cabo utilizando el
gradiente de acetonitrilo/agua indicado en Tla tabla 36
(apartado 3.2.3.1.1.) y para le deteccidén el programa de
parejas de longitudes de onda de excitacibn/emisidn

especificado en la tabla 37 del mismo apartado.

Las rectas de calibrados se obtienen 1nyeqtando
mezclas patrones de los 13 PAHs . Estas mezclas se preparan
tomando alicuotas de la disolucidn patrén de partida vy
efectuande diluciones sucesivas en el intervalo de

concentraciones de 0.014-5,84 ng/u1.
b) Columna Ultraspher

Para esta fase estacionara se utiliza el gradiente
acetonitrilo/agua indicado en el apartado 3.2.3.2.1. ¥ la
deteccién fluorimétrica se 1leva a cabo a las Jlongitudes
de onda &ptimas de excitacidn/emisién 285/405 nm,

correspondientes al benzo(a)pireno.
2.4,2.5. Evaluacién de los cromatogramas
El integrador ademés de obtener el cromatograma,

presenta los resultados en forma de tabla formada por dos
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columnas. En la primera, aparecen los tiempos de retencién
de cada uno de los PAHs y en la segunda, el area de cada
uno de los picos cromatograficos, que sirven de base para
la identificacién (tiempos de retencién) vy cuantificacion

de los analiltos (areas de los picos cromatograficos).

2. 4.3. Determinacidn de PAHs por HPLC en aire, humo

de tabaco y agua

2.4.3.1. Aire

2.4.3.1.1, Toma de muestra, extraccidn ¥y

purificacidn

Toma de muestra

Las tomas de muestras se han efectuado en un punto de
muestreo situado dentro del casco urbano de Ta ciudad de
Madrid, con un tréafico rodado de 105000 vehiculos/dia. E1
captador de aire particulado, MCV, de alto volumen (figura
4, apartado 1.2.1.3.) se encuentra situado en una terraza
de un edificio que dista del suelo una altura de 25 m. Las
muestras se han tomado durante el periodo de invierno de
1992 y 18983. EI volumen medio de aire recogido fué del
orden de 300-800 m'. Los filtros utilizados han sido de
fibra de vidrio Whatman GF/A de 15 om de didmetro
previamente calcinados a 450°C durante 24 h.
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Extraccion

E1 aire particulado se ha extraido de los filtros por
agitacién en bafio de ultrasonidos con 50 ml de c¢loruro de
metileno durante 20 minutos y centrifugando posteriormente
a 4000 rpm durante 20 minutos. Esta operacibn se repite dos
veces, Unidos los dos extractos se concentran en rotavapor

a vacio hasta un volumen del orden de 1 ml.

Purificacidn o clean-up

Para efectuar esta etapa se ha utilizado geﬁ de silice
previamente tratada en soxhlet con clorurco de metileno
durante 6 horas (3 ciclos/hora). A continuacidn, se activa
a 130°%C durante 24 horas. Con ayuda del rotavapor y con el
fin de homogeneizar la silice se desactiva ésta con agua
hasta un 5% de su peso. Seguidamente se pesan 8 g de gel
de silice y se les afiade cloruro de met ileno, la mezcla se
introduce en una columna de vidrio de 40 cm de longitud vy
1 cm de diametro interno, con precaucién de evitar Tla
formacién de burbujas en el relleno; para ello se aplican
golpes suaves a la columna con una varilla de vidrio.
Posteriormente, se eluye el cloruro de metileno durante 1
hora con un caudal de 1 ml/min aproximadamente y, antes de
que quede la superficie del relleno al aire libre, se eluye
con 40 ml de n-hexano. A continuacidén se inyecta el
extracto, arrastrandolo con 1 m] de cloruro de metileno,
y posteriormente se procede a la elucidén en primer lugar
con 25 m1 de n-hexano { 18 fraccién: hidrocarburos alifa-
ticos) y en segundo Tugar con 40 ml de n-hexano/cloruro
de metileno (4/1), (v/v), (2a8 fraccidn: hidreocarburos
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poliaromdticos).

2.,4.3.1.2. Procedimiento experimental

E1 extracto correspondiente a la segunda fraccidén que
contiene los PAHs se concentra en rotavapor a 40% b
finalmente se eliminan las Ultimas gotas del disolvente
bajo corriente de nitrégeno. El residuo se disuelve en §
& 10 m1l de metanol en matraz aforado, dependiendo del
volumen de aire muestreado. Finaimente se filtra 1a muestra
con filtro de nailon Lida, de 0.45 pum de tamafico de poro vy
se guardan las muestras en frascos topacic bien cerrados

con refrigeracidn a 4°C.

A los extractos que no se les aplica la etapa del
clean-up, se les hace directamente el cambio de disolvente
con metanol.

Finalmente se aplican los procedimientos especificados
en los apartados 2.4.1.6.2., 2.4.2.4.1.b. 6 2.4.2.4.2.a.,
segln el método que se aplique, para la cuantificacibén de
los PAHs.

E1 proceso seguido desde l1a toma de muestra hasta la
obtencién de 1a fraccidén de PAHs se esqguematiza a

continuacidn:
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ostra do '*I > Filtro de fibra r i
uﬁmfaﬁ de vidrio —————3 Extraccidn

!

Rotavapor oncentracien| Cfc?rurg de metileno
a1 ml oneentraciinle | Agitacitn ultasonidos
50 ml; 20 min
8 g de silica gel
0.5l sctivada con 5% de agua
0.5 m!
_ v _ Al n-hexano 26 ml :Ii;:il;?izg;buros
| Clean-u f—b
I P ) B: n-hexano/clorure de metileno
- T (4:1) 40 ml_.___g.
1° rotavapor I“" £ - R |
2° a 1 ml metanot 4 L_(Jambic: de disolventa |
— l — Fiftro Fgt
. 1
 Microftracign —) 0.48 m »| Analisis

Esqema de preparacién de la muestra de aire particulado
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2.4.3.2. Humo de tabaco

2.4.3.2.1. Toma de muestra, extraccién y purificacién

Toma de muestra

Para la toma de muestras de humo de tabaco se ha
utilizado 1a maquina fumadora de ocho canales, indicada en
1a figura 5 del apartado 1.2.1.3. Dicha maquina opera bajo
unas condiciones controladas y establecidas segln la Norma
ISO 3308 (99).

Para la captacién de las particulas del humo de tabaco
se han utilizado filtros de fibra de vidrio también
normalizados para este tipc de muestras. La cantidad de
humo retenido en cada filtro es 1la correspondiente a 5

cigarrilloes.
Por otra parte, los cigarillos que se analizan poseen
un grado de humedad del 60 * 5% y temperatura de 22 # 2%,

Extraccidn

E1 proceso de extraccién se lleva a cabo en bafio de
ultrasonidos, utilizando 10 m1 de <ciclohexano, durante
30 minutos. Del extracto se toman 2 ml para su

purificacidn.
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Purificacion

Para llevar a cabo este proceso se utilizan cartuchos
Sep pak Vac Si. En primer lugar se acondiciona el cartucho
pasando a través de su lecho 15 ml de ciclohexano,
utilizando para ellc el sistema visiprep, posteriormente
se introducen los 2 ml del extracto en el cartucho y se
elimina el disolvente bajo una ligera corriente de a‘ire,

hasta sequedad total del cartucho.

Posteriormente se eluye el compuesto de interés con

2 ml de clorurc de metileno.

2.4.3.2.2. Procedimiento experimental

Una vez eluida la muestra, se deja evapoprar bajo una
ligera corriente de aire hasta sequedad. A continuacién se
disuelve el residuo con 1 ml de metanol y se agita en bafio

de ultrasonidos durante 5 minutos.

Para proteger la columna analitica, el extracto
recogido se filtra antes de su inyeccidbn en unidades de

microfiltracién de nailon de 0.45 Um.
Finalmente se aplica el procedimiento descrito en el
apartado 2.4.2.4.2.b. utilizando 1a columna Ultraspher para

Ja separacidn y cuantificacidén de benzo(alpireno.

A continuacion se presenta un esquema del proceso

global seguido:

1356



Lot 12 Flitro fibra
5 cigarrilos | mMaguine fumedora| Captacion
———| 8 canales alineados » | de vidrio

SM 302 particulas | 44 Mmm
Extracelén
10 m!
2 mi de extracto Clean-up ciclohexano
introduclr en cartucho ¢ 3510 min
acondicionado® (Uitrasonidos)
{Sep pak §i,500 mg)
Secar
Cartucho
Sequedad total : o
Elucion 2 mi de Cantio de 1° Sequedad a vaclo

doruro de 2¢ |lavara 1 ml

bajo cordente |y, meflleno || ©con metanol
de alre disgente | 3° Agitar 5 min,
(Visiptep) uhrasonidos

J
Miorofiltracién

v
ZIPLG ‘I":" Anélisis Filtro
ataacidn
fluorimétrica 0.45 um
nallon

* 15 m| de ciciohexano

Esquema de la preparacién de la muestra del humo de tabaco
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2.4.3.3. Agua

2.4,3.3,1, Toma de muestra, preconcentracién ¥y

extraccidn

Toma de muestra

Se han tomado muestras de agua potable, doméstica ¥y
de embalse, de la provincia de Madrid durante el verano de
1993. Tanto el agua de grifo como la de embalse se han
tomado directamente en frascos topacio. Estos frascos se
aclaran previamente con el disclvente que se utiliza como
eluyente de los PAHs en HPLC, que en este caso concreto,

es acetonitrilo.

Las muestras de agua se han tomado en esta Facultad
durante el mes de Jjunio y las de 1los embalses de La
Pinilla, Valmayor y Picados, durante los meses de junio,
julio y septiembre respectivamente. Estas muestras se han

depositado en frigorifico a 49C para su posterior andlisis.

Para la extraccidn y preconcentracion de las muestras
se utilizan cartuchos Sep pak Vac tC18; éstos requiseren un
acondicionamiento previo para activar el empaquetamiento

antes de la preconcentracidén de la muestra.

E]l scondicionamiento de 1los cartuchos consiste en
pasar dos veces sucesivas B ml de metanocl y seguidamente

otras dos veces 6 ml de agua Milli Q.
E) sistema de preconcentracidn (figura 18) permite una
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réapida y cémoda extraccién de diferentes vollmenes de
muestra. Un embudo de separacidn se coloca como reserva de
muestra sobre otro embudo més pequefio, que estd conectado
al cartucho en su extremo abierto. De esta forma el manejo
de la muestra es minimo y e1 procedimiento se hace méas

cémodo y seguro.

El volumen de muestra de agua, 1500 ml, se pasa a
través del cartucho inmediatamente después de su

acondicionamiento.

deposito de
diso)vanie
125 nl

cartucho [LSE)

aguja de jaringuilla
ke 18-20

kitasato
11

FIGURA 18: Sistema de preconcentracidén
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A continuacién, el cartucho que ha retenido los

compuestos de interés, los PAHs, se coloca en el sistema
Visiprep. Se seca con una corriente de aire suministrada

por la bomba de vacio a una presién de -7 in Hg durante
5 min. Seguidamente se centrifuga durante § min a 2000 rpm.
Posteriormente los PAHs retenidos se eluyen con dos
porciones de dietil eter, la primera 3 ml y la segunda,
1 ml. Las dos porciones se recogen conjuntamente en un tubo

de extraccidédn graduado.

2.4.3.3.2. Procedimiento experimental

La muestra asi eluida se deja evaporar bajo una ligera
corriente de aire, aproximadamente en un tiempo de 8
minutos. Durante esta evaporacidén el tubc de extraccitn se
introduce en un vaso gue contiene agua a la temperatura
2212°C, '

En estas condiciones de trabajo siempre queda una
pequefiisima cantidad de agua, del orden de 50 pI (1 gota)
gque no afecta a la determinacién. Este residuo se lleva a
1 m! con metanocl, ¥y se agita en bafo de ultrasonidos

durante 5 min.

Con el fin de proteger 1la columna analitica, el
extracto recogido se filtra previamente a su inyeccidn en

unidades de microfiltracion de nailon de 0.45 um.

Finalmente se aplica el procedimiento descrito en el
apartado 2.4.2.4.2.a. para la separacién y cuantificacidn

de los PAHs.
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A continuacion se presenta un esquema  del
procedimiento realizado para la preparacion y determinacioén
de la muestra de agua:

Muestra de agua Filtracién Filtro

’ 0.43 pum de

¥ = 1500 ml
nalion I

Preconcentracién:

v

1° 5 min & vaclo Cartucho acondicionado?
29 5 min centrttugaclén Secar Sep pak Vac

a 1200 rpm tC18, 500 mg
Eluclidn

12 Saquedad & vacic
(3+1) ml de | Cembio de 2° Lievar a 1 ml

dietil éter con metanol
disolvernte Agitar B min,
ultrasonidos
Microfiltracién
HPLC con L
detecclién Anélisla Filtro
Fiuorimétrica 0.45 um
naillorn

* Acendiclonamisnts:
te 2x6 ml metanol
20 2x6 ml agua MIK-Q

Esquema de determinacidn de PAHs en muesiras de agua
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2.4.3.4. Evaluacidn y expresidon de los resultados

La identificacién de los PAHs en las muestras reales
se 1leva a cabo tomando como base los tiempos de retencidn
de los diferentes PAHs. Para su cuantificacién se toman

como referencia las areas de los picos cromatogréaficos.
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3. RESUL TADOS Y DISCUSIONES






Sl ESTUDTO FILUORIMETRICO DE PAHe EN SOLUCIONES
MICELARES DE TENSTOACTIVQOS IONICOS

Teniendo en cuenta 1la importancia que tienen 1os PAHs
desde el punto de vista de su toxicidad, se hace necesario
el poner a punto nuevos métodos analiticos que ofrezcan
mayores ventajas frente a 1os ya existentes. Debido a esto
y teniendo en cuenta las ventajas que ofrecen las
soluciones micelares desde el punto de vista analitico, a
continuacién se presenta un estudio fluorimétreco en
solucién micelar con vistas a proponer nuevos métodos de

determinacién de PAHs sensibles y selectivos.

3.1.1. Espectros de fluorescencia de 1los PAHs en
soluciones individuales de tensioactivos
iénicos: SPS, SDS y CTAB

Con el fin de determinar las longitudes de onda
6ptimas de excitacién y emisidn de las disoluciones
individuales de 1los PAHs, en soluciones micelares de
pentano sulfonatc de sodio (8PS), dodecil sulfato de sodio
(8DS) y bromuro de cetil trimetii amonio (CTAB) se han
registrado los espectros de fluorescencia, procediendo de
la forma indicada en el apartado 2.4.1.2.

Dado que de los dos tensicactivos anidnicos ensayados,
el SDS8 ofrece mejores resultados, a continuacién se
presentan los espectros de‘excitacién y emisidn de cada uno
de Tos PAHs pireno, benzo(al)pireno, benzo(a)antraceno y
benzo(ghi)perileno en los medios de SDS y CTAB, También se
incluyen tos obtenidos en metanol con fines comparativos.
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Espectros del pireno
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2- Espectros del benzo(a)pireno, B(a)p
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3- Espectros del benzo(a)antraceno, B(a)a
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4- Espectros del benzo(ghi)perileno, B(ghi)p
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Se han seleccionado estos PAHs por ser los méas
abundantes en el medio ambiente y ademas porque Jlas
intensidades de fluorescencia de estos compuestos se ven

incrementadas notablemente en estos medios micelares,

En 1la tabla 9 se resumen las longitudes de onda
6ptimas de cada uno de los PAHs en los cuatro medios

estudiados.

En ella puede observarse en general, que las
longitudes de onda 6ptimas de excitacidn y emisidn de los
PAHs en SDS y CTAB no experimentan desplazamientos
significativos con respecto a las que presentan en metanocl.
En medic micelar de SDS cabe destacar el benzo(e)pireno gue
experimenta un desplazamiento de la longitud de onda de
excitacién de 40 nm hacia la regién visible. En solucidn
micelar de SPS se observan desplazamientos del orden de
50 nm, de 1las Jlongitudes de onda de emisidon hacia el
visible del benzo(ghi)perileno, benzo(e)pireno ¥y criseno
asj como del fluorantenoc hacia el ultravioleta, y de 40 nm
hacia el visible, de la Tongitud de onda de excitacidn del

benzo(e)pirenc.
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TABLA 9

Longitudes de onda &ptimas de excitacidn/emisidén de 1los
PAHs
Aoy / Agy, M
Ne PAHs
PAH~SDS | PAH-CTAB | PAH~SPS | PAH-MeOH
1 Pireno 335/386 | 335/386 | 336/380 335/376
2 B(ada 288/388 | 284/390 | 285/398 287/388
3 B(ghi)p 300/420 | 280/420 | 305/472| 300/420
4 Fenantreno 250/365 | 250/367 | 250/38686 250/365
5 B(e)p 330/380 | 280/381 | 330/440 280/390
6 B(a)p 284/405 | 298/408 | 290/408 295/405
7 Acenafteno 290/325 | 290/323 | 290/324 | 290/325
8 Naftaleno 280/325- 292/325 | 280/324 280/3256
9 Criseno 270/365 | 270/382 | 270/408 285/365
10 | Fluoranteno | 285/465 | 287/470 | 280/408 285/465
1 Fluoreno 260/306 | 260/305 | 260/301| 260/308
12 Db(ah)a 280/400 | 280/398 | 2090/410 280/385
13 Antraceno 377/404 | 360/405 | 358/404 356/402
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3.1.2. Factores de sensibilizacidén de los PAHs en

estos medios

Se definen como la relacién entre la intensidad de
fluorescencia del PAH en solucién micelar a sus longitudes
de onda déptimas y la intensidad de fluocrescencia del PAH

en metanol a sus longitudes de onda 6ptimas IWS/IMW’

Tsos/ Ineon ¥ Toran/ Ineon-

En ia tabla 10 se indican Tos factores de
sensibilizacién de 1los distintos PAHs en soluciones
micelares de SPS, $SDS y CTAB.

Tabla 10
Factores de sensibilizacidén de 1los PAHs en soluciones
micelares de SPS, SDS y CTAB.

PAHs Tops/Tyoon | Tsne/ Tuapn Toran/ Tuson
Pireno 2.3 8.6 3.1
B(a)a 1.0 3.3 1.7
B(ghi)p 1.7 3.0 3.3
Fenantreno 4.4 3.0 1.6
B(e)p 2.3 2.6 1.6
B(a)p 1.3 2.5 1.7
Acenafteno 3.0 2.4 2.0
Naftaleno 0.4 2.1 1.7
Criseno 1.0 2.1 0.8
Flucranteno 2.1 1.4 0.3
Fluoreno 1.2 1.3 1.0
Db(ah)a 0.8 1.1 0.8
Antraceno 0.9 1.1 0.2
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En medio micelar de pentano sulfonato de sodio ocho
PAHs presentan factores de sensibilizacidon superiores a 1
siendo el fenantrenoc el que presenta mayor factor e igual
a 4.4. E1 dibenzo(a,h)antraceno, antraceno y naftaleno 1o
presentan inferior a uno. Este hecho hace suponer, que
estos hidrocarburos interferiréan en menor cuantia en la
determinacién fluorimétrica de los restantes PAHs en este

medio,

Por otra parte, se deduce que el empleo del medio
micelar de SDS puede proporcionar un método mas sensible
y selectivo para 1a determinacidén de 1a mayoria de Tos PAHs
con respecto al metanol, pues presentan factores de
sensibilizacidén superiores a 1 once PAHs de Tlos trece
estudiados. Destaca especialmente el caso del pireno que

presenta el maximo factor de sensibilizacién, igual a 8.6,

En solucién micelar de CTAB, el B(ghi)p es el PAH que
presenta mayor factor de sensibilizacidén, igual a 3.3 por
lo que el emplec del medio micelar de CTAB podra
proporcionar un método bastante mas sensibie Yy selectivo

para su determinacidén que en medic metanol.

Los factores de sensibilizacidén inferiores a 1 pueden
atribuirse a diversas causas entre las que pueden citarse

procesos de conversién interna y procesos de transferencia

de energia.

Si se comparan los factores de sensibilizacion de los
PAHs en los medios aniénicos, es evidente que se obtienen
me jores factores de sensibilizacién en medio micelar de
SDS. Debido a esta cualidad, el resto del estudio se
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realiza en soluciones micelares de SDS y CTAB.

Cabe indicar que el estudio de la selectividad en la
determinacién fluorimétrica de PAHs, como se vera

posteriormente, estéd basado en estos resultados.

3.1.3. Influencia del tiempo en la estabilidad de las

disoluciones analiticas.

Para efectuar este estudio se ha seguido el
procedimiento 2.4,1.3. descrito en 1a parte experimental.
En general, tal como queda reflejado en la tabla 11, las
disoluciones son estables al menos durante 24 horas; en
so0lucidn micelar de sSDS no  se aprecian cambios
significativos en Jla emisién de fluorescencia en el
intervalo de tiempo estudiado a excepcidén del pireno vy
fenantreno en que se produce una disminucidén de la sefial

de fluorescencia del 14 y 5% respectivamente,

En solucidén micelar de CTAB se producen disminuciones
apreciables en la intensidad de fluorescencia del
acenafteno, fluocranteno ¥ antraceno siendoc éstas de 35, 18

y 15% respectivamente,
Por consiguiente teniendo en cuenta este estudio, una

vez preparadas las disoluciones, Tas medidas de

fluorescencia se efectlan durante la primera hora.
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Tabla 11
Influencia del tiempo en ta estabilidad de las
discluciones.,

- AI, (%); (0O - 24) h
PAH

PAH-SDS PAH-CTAB
Pireno 14 -
B(a)a - -
B{ghi)p - -
Fenantrenc 5 -
B(e)p =~ —
B(alp - | -
Acenafteno - 35
Naftaleno - -
Criseno _ - -
Fiucranteno - 18
Fluoreno - -
Db(ah)a - -
Antraceno - 15

3.1.4. Optimizacidén de la temperatura de medida.

Como es sabido 1a temperatura puede influir
notablemente en la emisién de fluorescencia por 10 que se
ha procedido a su optimizacidon. Para ello se ha efectuado
este estudio siguiendo el procedimiento descrito en e}
apartado 2.4.1.3., en el intervalo de temperatura de 10 a
ao’c.
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E1 efecto de la temperatura sobre la intensidad de
emisidén de fluorescencia se muestra en la tabla 12. Como
era de esperar la intensidad de fluorescencia disminuye

conforme aumenta la temperatura debido a un mayor grado de
competencia entre Ta emisidén de fluorescencia y los
procesos no radiacionales que tienen lugar a elevadas

temperaturas,

Tabla 12
Influencia de la temperatura en la intensidad de

f luorescencia.

- AL, (%); (10 - 80)°C
PAH
_ PAH-SDS PAH-CTAB
Pireno 29.2 28 .4
B(a)da 10.8 9.1
B(ghi)p 12,0 18.6
fenantrenoc 18.1 -
B(e)p 16.3 6.7
B(alp 13.2 13.3
Acenafteno 12.8 -
Naftaleno 4.2 -
Criseno 10.2 11.2
Fluoreno - 7.8
Db(ah)a - 8.8
Antraceno | 9.2 -

156



E1 caso méas notorio es el pireno, que disminuye un
29.2% y 28.4% su intensidad de fluorescencia en los medios
de SDS y CTAB respectivamente. La variacién de Jla
intensidad de fiuorescencia del pireno en medio de SDS con
1a temperatura queda reflejada en 1a figura 19. Este efecto
es critico para este PAH ya que es el que presenta mayor

factor de sensibilizacién.

Debido a esta caracteristica, en los estudios
posteriores se termostatan las disoluciones analiticas a

la temperatura de 10°C.

Temperatura, e

FIGURA 19: Influencia de la temperatura en la intensidad de
f luorescencia del pirenc en medic SDS.
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3.1.5. Caracteristicas anatiticas en los medios
micelares de SDS y CTAB

Para poder determinar la cantidad de PAHs que cont iene
una muestra, es necesario conocer la relacién que existe
entre l1a concentracidén de aquellos y 1a medida que se
realiza, en este caso la intensidad de fluorescencia, esa
relacidén la dan los calibrados. Por otra parte también es
importante conocer las caracteristicas analfiticas del
método, es decir, precisibén, sensibilidad, -expresada por
la pendiente de los calibrado y los 1imites déteccién Y

determinacidén- y selectividad.

3.1.5.1., Cslibrados

Para la obtencidén de las rectas de calibrado se ha
llevado a cabo el procedimiento descrito en el apartado
2.4.1.4. de la parte experimental,

En soiucién micelar de CTAB solo se han considerado
aquellos PAHs cuyos factores de sensibilizacién son

superiores a 1,

Los 1Timites superiores de linealidad se resumen en la
tabla 13. Estos, corresponden al intervalo de 1linealidad
estudiado, siendo su amplitud inversamente proporcional a
la sensibilidad da cada uno de los PAHs, teniendo en cuenta
que para la obtencién de los calibrados se han fijado
valores maximos de las intensidades de fluorescencia del
orden de 100 unidades.
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TABLA 13
Limites superiores de linealidad estudiados

PAH PAH-SDS, ng m1"! PAH-CTAB, ng mi!
Pireno 0.20 12
B(a)da 0.46 28 7|
B(ghilp 2.74 7.4
Fenantreno 17.8 13
B(e)p 6.4 25
B(a)p 0.38 2
Acenafteno 22 o 15
Naftaleno 12.8 188
Criseno 1.4 -
Flucranteno 20.2 -
|
Fluoreno 2.55 -
Db(ah)a 2.78 -
Anégaceno : 17.8 -

En 1a tabla 14 se muestran las pendientes, m, de los
calibrados. Como puede observarse, se obtiene mayor
sensibilidad en medio micelar de SDS, tal y como queda
reflejado en los valores de las pendientes de las rectas
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de calibrado, siendo éstas del orden de 10 a 10H Mq, con

coeficientes de correlacién en general de 0.898.

Tabla 14
Pendientes de las rectas de calibradc de los PAHs en SDS
y CTAB.

PAH-SDS PAH-CTAB
PAR mx 10%, | Coef. |m x 10%, | Coef.
M corr. Mt corr.
!
Pireno 87 0.998 1.4 0.988
B(ala 51 0.888 0.85 0.897
B{ghilp 9.8 | 0.898 4.1 0.998 B
Fenantreno . 0.34 7 0.998 1.2 0.996
B(e)p 5.3 0.997 0.97 0.983
B(alp a 660 | 0.999 8.3 0.998
—*_;;énafteﬁo 1.8 | 0.999 0.85 0.889
N$;£a1eno N 0.96 0.995 0.06 0.998
Criseno 11 0.998 - | -
Fluoranteno 0.14 0.099 - -
Fluoreno 6.0 0.98989 - -
Db(ah)a 5.5 0.999 - -
Antraceno ‘ 0.2 0.998 - -

m: Pendiente del calibrado
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3.1.5.2. Precisidén

La precisién se ha determinado realizando diez medidas
al nivel de concentracién correspondiente al punto medio

del calibrado.

Para este estudio se procedid al calculo de los

parametros estadisticos que a continuacion se indican:

- Valor medio: X
- Desviacion estandar: s
- Desviacidn estandar relativs:

s, = ——2—— %X 100

Los resultados obtenidos figuran en las tablas 15 ¥y
16.

La precisidn en la determinaciéﬁ de todos los PAHs es
inferior al 5% en los dos medios micelares utilizados, a
excepcidn de'l fenantreno en SDS y benzo(e)pireno en CTAB
que presentan una desviacidn estandar relativa del 5.8% y

5.4% respectivamente.
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Tabla 15

Precisidén en 1a determinacién de PAHs en medioc micelar de SDS,

c, — s, ng mt"!

PAH ng m1”! n.t_:;xr;ﬂ'1 x 107 s, %
Pireno 0.121 0.129 4.6 3.6
| B(a)a 0.228 0.235 8.8 3.8
i B(ghi)p 1.38 1.38 30.4 2.2
Fenantreno 0.891 0.873 50.6 5.8
B(e)p 4.80 4,85 38.8 0.8
B(a)p 0.177 0.174 7.8 4.5
Acenafteno 13.6 13.6 27.2 0.2
Naftaieno 6.41 6.45 | 213 3.3
Cr iseno 1.01 1.02 17.3 1.7
Fluoranteno 10.1 | 9.71 20.4 2.1
Fluoreno 1.81 2.08 85.7 4.1
Db(ah)a 1,39 1,40 16.8 1.2
Antraceno 0.8e1 0.904 13.6 1.5

c: Concentracidén en el punto medio del calibrado, n
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Tabla 186

Precision en la determinacidén de PAHs en el medio micelar

de CTAB.
c, —_ s, }

PAH ng m17! ngx$14 ng m1”! 8., %
Pireno 8.39 6.24 .15 2.4
B(a)la 15.1 15.1 0.68 4.5
B(ghi)p 3.78 3.77 0.15 4.0

rFenantreno 5,40 5.41 0.24 4.5
| B(elp 13.3 13.7 0.74 5.4
B(alp 1.13 1.14 0.047 4.1
Acenafteno 9.09 ‘ 9.04 0.14 1.8
Naftaieno 108 104 2.3 . 2.2

¢! Concentracidn en el punto medio del calibrado, n = 10

3.1.5.3. Limites de deteccidén y de determinacidn

El 1imite de deteccidn, LD, se define como la cantidad
mas pequefa que puede  apreciarse diferenciandose
estadisticamente del blanco (278). Para calcularlo se
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aplica la siguiente expresidn:

Sy

It
=

LD

siendo; K = 3

Sy desviacidn estédndar del blanco
m pendiente de la recta de calibrado.

E1 1imite de determinacién o cuantificacidén, LQ, es

la concentracién mas baja que puede ser determinada

cuant itativamente, para un determinado
significacién (278). Suele utilizarse para indicar el
intervalo l1ineal del calibrado. Puede

nivel de

1imite inferior del
calcularse mediante la expresion:

siendo: K = 10

Aplicando estas expresiones a los resultados obtenidos

en el apartado 3.1.5.1. se obtienen Tlos resultados de 1la

tabla 17.
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Tabla 17
Limites de deteccién y de determinacién de PAHs en medic
micelar de SDS y CTAB

PAH~SDS PAH-CTAB
PAH LD LQ _ LD LQ
ng m1”! ng m1”! ng m1~! ng m17}
Pireno 0.003 0.01 0.17 0.57
B(ala 0.01 0.03 0.13 0.43
B(ghilp 0.05 0.17 0.08 0.27
Fenantreno 0.13 0.43 0.02 0.07
B(e)p 0.03 0.1 0.31 1.0
B(a)p 0.002 0.007 0.10 0.33
Acenafteno 0.04 0.13 0.24 0.80
Naftaleno 0.2 0.67 1.8 5.3
Criseno 0.01 0.03 - -
Fiuoranteno 0.38 1 1.27 - -
Fluoreno 0.01 0.03 - -
Db(ah)a 0.04 0.13 - -
Antraceno 0.4 1.33 - -
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Los 1imites de deteccién son particularmente bajos,
al nivel de ppt. Asi, el del pireno es de 0.003 ng m1! y
el del benzo(a)pireno de 0.002 ng ml"i en sclucidédn micelar
de SDS, siendo estos 56 y 50 veces inferiores respectiva-
mente, a los obtenidos en medio micelar de CTAB. Cabe
también destacar 1los bajos 1imites de deteccidn del
benzo(ghi)perileno y fenantreno en solucién micelar de CTAB
siendo éstos de 0.08 y 0.02 ng m'l'1 respectivamente.

3.1.5.4. Selectividad.

E1l estudio de la selectividad se realiza observandoc
el efecto que sobre la intensidad de fluorescencia de un

PAH ejerce la presencia de otros.

Para elle las disoluciones se preparan seglun e}
procedimieﬁto 2.4.1.5. descrito en la parte experimental.

Para decidir si 1a especie afiadida presenta © no
interferencia, se utiliza el criterio de Kirkbright (278)
por el cual se consideran interferentes aquellas especies
que producen diferencias en la intensidad de fluorescencia

superiores a & 2s,

Los PAHs selecciocnados para este estudio han sido el
pireno y benzo(a)pireno en los dos medios micelares,
benzo(a)antraceno en solucidn micelar de sDS y
benzo(ghi)perilenc en CTAB, El1 pireno, benzo(a)antraceno
y benzo(ghi)perilenoc se estudian por sus altos factores de
sensibilizacién, al mismo tiempo que estAn considerados

como los PAHs mads abundantes en el medio ambiente y e]
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benzo(a)pireno por ser el mds cancerigenoc y mutageno de 1os
PAHs en estudio y ademéds indicador de 1la contaminacién

doméstica e industrial.

El estudio de 1a selectividad se resume a continuacién

en términos de errores relativos.

Los signos (+) y (-) indican la existencia o no de

interferencia,

3.1.5.4.1. Determinacién de pireno, benzo(a)pireno y
benzo(a)antraceno en solucidén micelar de
SDS.

En las tablas 18, 19 y 20 se resumen Tlos estudios de
las interferencias en 1a determinacién de los PAHs en medio

micelar de $DS.

Se observan resultados particularmente notables para
la determinacién del pireno, que puede ilevarse a cabo en
presencia de acenafteno y fluoreno en relaciones
PAH/analito = 1000/1, siendc los errores cometides en 1la

determinacién del 1.2% en los dos casos.
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Tabia 18
Interferencias en la determinacién de pireno en solucidn
micelar de SDS.

PAH interferente [X1/[Pireno] Error, %
)

B(a)a 1 -~2,2 (=)

i0 32 (+)

B(ghi)p 1 1.3 (=)
10 4.1 (+)

Fenantreno 1 -3.4 (~)
10 11 (+)

B(e)p 1 8.1 (+)
B(a)p 1 4.5 (=)
Acenafteno 1000 1.2 (=)
Naftaleno 1 -6.0 (+)
Criseno 1 3.8 (=)
Fluoranteno 1 -3.9 (-)
10 8.1 (+)

Fluoreno 1000 1.2 (=)
Db(ah)a 1 -2.2 (=)
10 80 (+)

Antracenoc 1 8.5 (+)

Valores medios correspondientes a dos determinaciones
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Interferencias en la determinacién

Tabla 19

solucidén micelar de SDS.

de benzo(a)antraceno en

PAM interferente (X) [X1/(B(a)al Error, %
Pireno 1 4.6 (-)

10 72 (+)

b

B(ghi)p 1 ~-1.0 (-)

1C 68 (+)
Fenantreno 1 ~2.3 (=)

10 20 (+)

B(elp 1 5.5 (+)
B(a)p 1 -2.5 (+)
Acenaftenc 1 -3.8 (+)
Naftaleno 1 4.7 (+)
Criseno 1 ~2.5 (=)

10 28 (+)

Fluoranteno 1 ~4.0 (=)

10 32 (+)

Fluoreno 1 2.0 (-)

10 82 (+)

Db(ah)a 1 8.0 (+)
Antraceno 1 ~5.4 (+)

Valores medios correspondientes a
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Tabla 20
Inter ferencias en 1la determinacién de benzo(a)pirenc en
solucidén micelar de SDS.

T

PAH interferente (X) [x31/i{B(a)pl Error, %
Pireno 1 -4.4 (=)
10 -24 (+)

B(a)a 1 -5.7 ()
10 ~49 (+)

B{ghi)p 1 1.8 (=)
Fenantreno 1 -4.0 (+)
B(e)p 1 -5.6 (+)
Acenaf teno 1 ~6.7 (-)
10 ~-47 (+)

Naftaleno 1 ~5.3 (+)
Criseno i ~3.2 (=)
10 3.8 (+)

Flucranteno 1 -2.0 (=)
10 12 (+)

Fluoreno 1 -3.6 (+)
Db(ah)a 1 8.1 (+)
Antraceno i -3.1 (~)
10 25 (#)

Valores medios correspondientes a dos determinaciones
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3.1.5.4.2. Determinacidén de pirenco, benzo(a)pirenc y
benzo(ghi)perileno en solucidn micelar de
CTAB

Los resultados de las interferencias en la
determinacién de estos PAHs, se resumen en las tablas 21,
22 y 23.

Cabe destacar la determinacidn de pirenc en presencia
de acenafteno y fliuoreno que puede 1levarse a cabo en
relacién PAH/analito = 1000/1 con errores del 3.2 y 2.1%
respectivamente. También en esa misma relacion puede
determinarse benzo(ghi)perilenoc en presencia de fenantreno,
acenafteno, naftalenoc y fluorenc con errores inferiores
al 5%.

En general, los errores cometidos cuando Ta
determinacién se 1leva a cabo en solucidén micelar de CTAB
son superiores a los obtenidos cuando ésta se efectla en

solucidén micelar de SDS.

Por otra parte 1Jlos errores cometidos cuando Jla
determinacién se l1leva a cabo en metanol son, en general
superiores a cuando se 1leva a cabo en medio micelar; asi,
en el caso concreto de la determinacidén del pirenoc en
presencia de 1000 veces acenafteno o fluoreno, los errores
cometidos son del 5 & 31% superiores a los obtenidos en
solucién micelar de CTAB y del 15 & 54% superiores a los

obtenidos en medio micelar de SDS.
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Tabla 21

Interferencias en la determinacién de pireno en solucidn

micelar de CTAB.

PAH interferente (X) [X3/[Pirenc] Error, %
B(a)a 1 0.3 (=)
10 68 (+)
Bl{ghi)p 1 3.5 (=)
Fenantreno 10 4.3 (=)
100 45 (+)
B(e)p 1 8.3 (+)
B(a)p 1 1.6 (=)
Acenafteno 1000 -3.2 ()
Naftaleno 100 -2.6 (=)
1000 38 (+)
Criseno 10 1.0 (<)
100 79 (+)
Fluoranteno 1 -10 (+)
Fluoreno 1000 2.1 (=)
|
Db(ah)a 10 1.2 (=)
100 83 (+)
Antraceno 1 0.3 (~)
10 20 (+)

Valores medios correspondientes a dos determinaciones
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Tabla 22
Interferencias en la determinacidn de benzo(ghi)perileno

en solucidén micelar de CTAB.

PAH interferente (X) | [X1/{B(ghi)P] Error, %
Pirenc 10 3.7 (~)
100 40 (+)
B(a)a i -3.4 (-)
10 15 (+)
Fenantreno 1000 -5.0 (=)
B(el)p 100 4.8 (-)
1000 80 (+)
B(a)p 1 4.0 (=)
Acenafteno 1000 -0.8 (=)
Naftaleno 1000 -3.5 (=)
Criseno 10 -4.5 (=)
100 80 (+)
F luoranteno 10 6.7 (=)
100 19 (+)
Fluoreno 1000 4.5 (=)
Db(ah)a 1000 9.5 (-)
Antraceno 1 70 (+)

Valores medios correspondientes a dos determinaciones
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Tabla 23

Inter ferencias en la determinacién de benzo(a)pireno en

solucién miceliar de CTAB,

PAH interferente (X) [x1/[B(a)P] Error, %
Pireno 1 -3.8 (=)
10 40 (+)
B(a)a 1 3.4 {+)
B(ghilp 1 3.0 (-)
Fenantreno 10 0.5 (-)
100 14 {(+)
B(e)p 1 -2.3 (-)
10 27 (+)
Acenafteno 10 3.1 (=)
100 36 (+)
L
Naftaleno 1000 5.4 ()
Criseno 1 ~3.1 (=)
10 22 (+)
Fluoranteno 1 -24 (+)
Fluorenoc 100 -4.0 (~)
1000 20 (+)
Db(ah)a 1 30 (+)
Antraceno 1 85 (+)

Valores medios correspondientes a dos determinaciones
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3.1.6. Aplicacidén de 1los métodos propuestcs a la

evaluacion fluorimétrica de PAHs en aire
urbano

Con el fin de proponer nueves métodos de determinacién
fluorimétrica de PAHs se aplica el estudio fluorimétrico

desarrollado a la determinacién de PAHs en aire urbano.

las caracteristicas de 1las muestras asi como el
procedimiento seguido para su preparacidon son los indicados
en los apartados 2.3.1. y 2.4.3.1., de la parte

experimental.

Los resultados obtenidos en 1a determinacidn
fluorimétrica de PAHs en 4 muestras de aire urbano de la

ciudad de Madrid se resumen en la tabla 24.

Las determinaciones se han 1levado a cabo por los dos
métodos fluorimétricos, es decir, en solucién micelar de
SDS y en CTAB. Para ello se han aplicado los métodos de la
serie de patrones y de adiciones estandar en los dos
medios, cuyos procedimientos se especifican en el apartado
2.4.1.6.2. Como queda reflejado en las figuras 20y 21, que
corresponden a la determinacidén de 1a muestra M1, el efecto
matriz no es muy significativo, al menos en este tipo de
muestras en las que el grado de contaminacidn nho es

elevado.
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TABLA 24

Evaluacidén filuorimétrica de PAHs en muestras de aire
urbano, (ng/m3 aire)
Nuestra Kedio Matodo B(s)P Pireno B{a)A B(ghi)P Total
SP 2.8 2.4 6.3 -
SD§
AE 2.9 2.2 8.5 -
1
SP 2.1 2.1 - 10
CTAB
AE 3.3 2.4 - 9.4
GC 2.6 1.8 5.4 7.4 32
gp 4.6 5.0 8.8 -
50§
AE 44 4.6 8.6 -
M2
sp 3.8 4.5 - 10
CTAB
AE 3.8 4.2 - 8.9
¢ 3.8 4,0 5.0 8.5 8
8P 6.1 i2 13.4 -
N
AE 5.8 10.5 13 -
M3
se 8.4 0.6 - 14
CTAB
AE 1.9 0.5 - 3.9
e 5.0 1,2 8.5 10 0.4
sp 15.1 it.2 16.3 -
SDS
AE 15.1 i4.0 14,5 -
[
sp 11.4 23.2 - i7.8
CTAB
AE 14.9 20.5 - 12.9
e 1.8 18.5 1.3 1.8 116

SP serie de patrones
AF adiciones esténdar

GC cromatografis de gases. (resultados proporcionades por el Dr. Javier Mendez,
Cantro Necional de $anidad Ambiental del Instituto de Salud Carlos III.
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FIGURA 20: (a) determinacién de benzo(a)pirenc en aire (M1)
(b) Determinacién de pirenc en aire (M1)
AE: Adiciones estandar; SP: Serie de patrones
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FIGURA 21: Determinacién de benzo(a)antraceno (SDS) y de
" benzo(ghi)perileno (CTAB) en aire (M1)
AE: Adiciones esténdar; SP: Serie de patrones
Con el fin de comprobar 1la validez de los métodos
propuestos, los resultados se han comparado con 1os

obtenidos ‘por cromatografia de pgases (GC), aplicando e]

procedimiento de la EPA TO-13 (279). Estos resultados se

encuentran también especif icados en la tabla 24, en la que

ademéas se 1indican los contenidos correspondientes a la

totalidad de los 16 PAHs determinados por esta técnica

cromatografica.

Los resultados obtenidos por los métodos

fluorimétricos son superiores a los obtenidos por GC. Estas
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diferencias pueden atribuirse a las limitaciones que los
métodos fluorimétricos poseen, en lo que se refiere a la
selectividad, con respecto a los métodos cromatograficos.

No obstante, los métodos propuestos pueden ser adecuadas
para ta evaluacién del contenido individual de estos PAHs
cuando se trata de muestras poco contaminadas, debido a 1a
simplicidad, rapidez y sensibilidad que ofrecen en la

determinacién de estos contaminantes.
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2. 2. ESTUDIO DE PAHs POR _CROMATOGRAFTA Lf@ DE ALTA
RESOLUCION. HPLC, CON DETECCION FLUORIMETRICA

3.2.1. Separacidn de PAHs por cromatografia liquida
micelar (CLM) en régimen isocréatica

Como se ha podido comprobar en el estudio
fluorimétrico de PAHs, 1la utilizacién de disoluciones
micelares de tensioactivos iénicos, y en particular de SDS,
aumentan la intensidad de fluorescencia para la mayor ia de
los PAHs estudiados, obteniéndose en el caso concreto del
pireno un factor de sensibilizacién de 8.6 en solucidn
micelar de SDS frente & cuando la determinacién se lleva

a cabo en medio metanol.

Tomando como base este estudio y teniendo en cuenta,
que en la revisién bibliogréfica realizada, scn escasos los
estudios de investigacién por HPLC en los que se emplean
soluciones micelares como fases mbéviles para Ta
determinacién de este tipo de contaminantes (181 y 280),
en este apartado se l1leva a cabo un estudio de separacidn
y cuantificacidén de PAHs por HPLC, utilizando como fases
méviles soluciones micelares de SDS de diferentes
concentraciones y como fases estacionarias columnas de fase
quimicamente ligada de distinta naturaleza. Con el fin de
obtener 1a maxima dinformacibén posible a cerca del
comportamiento, que presentan estos compuestos con este
tipo de fases mdviles en la separacidn cromatogréafica, el
estudioc se ha realizado en régimen 1isocratico y en

gradiente, como a continuacidn se expone.
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3.2.1.1. Efecto de ja naturaleza de la fase

estacionaria

En la bibliografia consuitada se recomienda con el fin
de mejorar la transferencia de masa y por consiguiente la
eficacia, problema dificil de resolver cuando se trabaja
en CLM, adicionar a la fase mévil pequefios porcentajes de
alcoholes tales como n-propanol, n-butanol asi como
termostatar la columna analitica a 40 - s0°c (281). Por 1la
misma razén se recomienda también la utilizacibébn de
columnas cromatograficas c¢on cadenas hidrocarbonadas
cortas (282).

Teniendo en cuenta estas recomendac jones se ha 1levado
a cabo un estudic sistematico en el que las variables
cromatograficas estudiadas han sido las siguientes:
naturaleza de la fase estacionaria, composicidn de l1a fase

mbévil y temperatura de la columna cromatografica (2.4.2.),

Las columnas utilizadas en este estudio han sido C18,
C1 y C4, por To que su exposicién se va a llevar a cabo
tomando comc base la naturaleza de l1as fases estacionarias

utilizadas.
Para la deteccién fluorimétrica de jos PAHs se ha

utilizado el detector de filtros especificado en la parte
exper imental de esta Memoria (apartado 2.1.2.a.).
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3.2.1.1.1. Columna C18 Nucleosi]

Acondicionamiento de la columna

Como es sabido cuando se trabaja en cromatografia
liquida, es necesario como paso previo, pasar a través de
la columna analitica la fase mdévil que se vaya a utilizar
durante un cierto tiempo, que suele ser del orden de 15

minutos como minimo.

Cuando se utiliza fase mdévil hidro—-orgénica, como por
ejemplo acetonitrilo/agua, las columnas de silice enlazadas
a cadenas hidrocarbonadas vienen acondicionadas previamente

de la casa comercial.

$in embargo cuando se utiliza una fase movil distinta
a la habitual, es necesario acondicionar la columna. Para
ello, durante un cierto periodo de tiempo mas o menos
largo, se pasan cantidades crecientes de la nueva fase
mévil a través de la columna. Para comprobar la saturacién
de la columna se toma como base la reproducibilidad en el
tiempo de retencidén de uno de Tos componentes, que se

inyecta sucesivas veces a lo largo del acondicionamiento.

Tras una serie de ensayos experimentales se ha
seleccionado el gradiente 1ineal de acondicionamiento que
figura en la tabla 25, adicionando a la disolucién miceliar
de SDS un 20% de n-butancl como modificador orgéanico de la

fase mbovil.
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Tabla 25
Gradiente de acondicionamiento de la co lumna

Tiempo, min. A, % B, %
0.0 0 100
3.0 0 100
3.1 5 95
0.0 65 35
90,0 65 35

A: 0.15 M SDS, 20% n—butanol
B: Agua

Temp.: 80°C

Caudal: 1 m1/min

Se ha utilizado inicialmente 100% de agua para mojar
el relleno de la columnha, con el fin de mejorar la
transferencia de masa. La concentracién de la disolucién
micelar de SDS se ha ido aumentando a o largo del
gradiente de forma moderada, evitando asi variaciones
bruscas que darian lugar a una menor duracidén de Tla

columna.

Por otra parte se ha termostatado la columna a 60°C
con el fin de evitar subidas de presién, que se originan
como consecuencia de la elevada viscosidad de la disolucidn

de la fase mdvil utilizada.
Para comprobar la saturacién de 1la columna se ha

tomado como referencia el tiempo de retencidén del naftaleno
por ser, de los analitos estudiados, el primero en eluir.

183



Separacién cromatografica

Para ello se ha inyectado un patrén de naftaleno en
concentracidén de 29.3 ng/Wi utilizando las condiciones
experimentales siguientes: fase mdvil SDS 0.15 M con 20%
butanol/agua: 85/35 (v/v), caudal de 1 m1/min y temperatura
60°C. En estas condiciones se obtiene un tiempo de
retencidn para el naftaleno muy elevado, de 38 minutos
(figura 22).

Naftaleno
4G. aa

AUTZ

RUM TIME

FIGURA 22 : Cromatograma de HPLC del naftalenoc, 20.3 ng/ul
Columna: Nuclecsil C18, 5 um (150 x 4.6 mm). Temp.: 60°C. Fase mévil:

SDS O.15 M con 20% n-butanoci/agua: 65/35 (v/v). Caudal: 1 mi/min.
Deteccidn fluorimétrica, i,/d,: 254/375 nm. V. inyeccibn: 20 M1.
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Con e) fin de disminuir el tiempo de retencidén se
incrementé la fuerza de la fase mbévil, aumentando para elle
el porcentaje de SDS. El1 cromatograma de la figbra 23 se
ha obtenido inyectando una mezcla patréon de naftaileno y
acenafteno en concentraciones de 51.3 y 13 ng/pl
respectivamente, con el fin de observar ademas el poder de
resolucidn de 1a columna para 10s dos compuestos. La fase
mévil utilizada en este caso ha sido 8DS 0.15 M con 20%

n—-butanaot.

Naftaleno
Acenafteno
7. 37

B TIre

FIGURA 23 : Cromatograma de HPLC de uma mezcla patrdn de naftalenc y
acenafteno, 51.3 y 13 ng/#1 respectivamente.

Columna: Nucleosil C18; 5 um (150 x 4.6 mm). Temp.: 60°%C. Fase mdvil:

SDS 0.15 M con 20% n-butancl. Caudal: 1 ml/min. Deteccidn
fiuor imétrica, A,/Ay: 254/375 rm. V. inyeccién: 20 ul.
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En estas condiciones los tiempos de retencién son de

25.33 y 32.17 minutos para el naftaleno y acenaftenoc
respectivamente. Como puede observarse en dicha figura se

obtiene buena separacién, pero los picos cromatograficos
son bastante anchos y 1los tiempos de retencidn siguen
siendo elevados. A la vistas de estos resultados se procede
al estudio de 1la separacién cromatografica utilizando

columnas de distinta naturaleza de relleno.

3.2.1.1.2. Columna C1 Ultremex. Influencia de 1la
concentracién de SDS

Como se ha indicado anteriormente, Dorsey (274)
recomienda para la separacidbn por CLM de analitos, en
general con un sdlo anillo aromatico y més polares que los
PAHs, la utilizacién de columnas de cadenas hidrocarbonadas
cortas asi. como la eadiciébn de pequefios porcentajes de
alcoholes de bajo peso molecular, comoc modificadores
orgdnicos de la fase mévil micelar, y termostatacidén de 1la
columna cromatografica a 40°C. Teniendo en cuenta estas
consideraciones a continuacién se expone el estudio

realizado con este tipo de columnas,

Acondicionamiento de 1a columna

Para ello se ha aplicado el gradiente 1inea1 indicado
en la tabla 28. La concentracion de SDS utilizada ha sido
0.05 M, a la que se le ha adicionado el 2 % de n-propanc]

como modificador organico de la fase movil.,

186



TABLA 26
Gradiente de acondicionamiento de la columna

Tiempo, min A% B,%
0.0 0 100
16.0 0 100
80.0 100 0
120.0 100 0

A: SDS 0.05 M, 2% n-propanol
B: Agua

Temp.: 40°C

Caudal: 1 ml/min

Influencia de la concentracién de SDS en 1a fase mbvil

En primer lugar y en las condiciones cromatograficas
indicadas se inyectd un patrén de naftaleno de

concentracidén 29,3 ng/H1.

E1 tiempo de retencién resultd ser de 13.3 minutos,
bastante inferior al que se obtiene cuando se utiliza la
columna C18, 1o cual significa que la columna C1 resulta
ser en principioc mAs adecuada para el estudio de 1la
separacidn de este tipo de analitos, por lo gue se procede
a estudiar la influencia de la concentracién de SDS en la

separacién cromatogafica.

Como fase mdvil micelar se han utilizade diferentes
concentraciones de SDS, 0.05, 0.10, 0.16 y 0.20 M,
modificandos dicha fase con un 2% n-propanol. En todas las
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experiencias la columna se ha teromostatado a 1a
temperatura de 40°C y el caudal utilizado ha sido de 1
ml/min.

En el diagrama correspondiente a la figura 24, se
representan los factores de capacidad (K') de cada uno de
los PAHs estudiados frente a 1a concentracion de SDS
utilizada en la fase mdévil. Estos factores de capacidad se
han calculado, inyectando solucicnes individuales de los
13 PAHs en concentracicnes de 0.13 a 168 ng/i1 y aplicando

la siguiente expresidén matematica:

K' = (t, - t)/t,

donde:

t,: tiempo de retencion

to’

e psppep——— TR PP R R Rl B e b

tiempo muerto'
' beterminacién del tiempo muerto en CLM

Puesto que el tiempo muerto (t)) es un parametro necesario para
calcular los factores de capscidad (K') de los analitos, se ha
procedido a su determinacidn. Seglin la bibliografia se consigue buena
reproducibilidad en la determinacién del tiempo muerto utilizando NaNO,
como compuesto no retenido por la fase estacionaria, con sistema de
deteccidn W-visible (282).

En el presente trabajo de investigacién se ha utilizado un
detector fluorimétrico y al inyectar NaNO, 11.8 mM se obtiene una sefal
muy pequefia; esta sefial desaparece, incluso utilizando concentraciones
super jores de NaNO;, cuando se emplea fase mdvil micelar en
concentraciones superiores a 0.1 M de SDS.

Tras una serie de ensayos en los que se utilizaron diferentes
compuestos fluorescentes y no fluorescentes se selecciond la acetona
ya que dié una sefial mias elevada, con el mismo resultado del tiempo
muerto (t, = 1,14 min) que el NaNO; y con buena reproducibilidad. En
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Se observa en la fdigura 24, gue al aumentar 1a

concentracitn de SDS en la fase mévil se produce una
disminucidén en los factores de capacidad de todos los PAHs

estudiados, lo cual significa que conforme aumenta la

concentracién de SDS lo hace la fuerza de la fase movil.

las figuras a ¥ b aparecen los picos cromatograficos correspondientes
a las inyecciones del NaNO; ¥ acetona respectivamente.

T
AUTZ 1. 14

- %
N 1]
<
A4
Nﬂ
27w
2 >
" -
£
& 5
14

FIGURA a: Nal*Da 11.8 mM; FIGURA b: Acetona 09,9%
Columa: Ultremex C1, 3 km (100x4 nm). Temp.: 60°%C. Fase movil: SDS

0.05 M con 2% n—propanol. Caudal: 1 m1/min. Deteccidén fluorimétrica,
X,/ Aq: 254/375 nm. V. inyeccién: 20 H1.
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FIGURA 24: Influencia de la concentracidn de SDS en
1a separacién cromatografica.
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Para las concentraciones de 0.10, 0.15 y 0.20 M de SDS

jos picos cromatograficos se encuentran solapados unos con
otros, tal y como puede apreciarse en dicha figura. Para

la concentracidén de 0.05 M de SDS Tos tiempos de retencidn
son muy elevados si bien 1la separacién se mejora aunque
siguen existiendo problemas de solapamiento para los grupos
acenafteno~fluoreno-fenantreno- antraceno; fluoranteno-
pireno: benzo(a)antraceno—-criseno; y benzo{e)pireno-
benzo(a)pireno-dibenzo(ah)antraceno, al mismo tiempo que

los picos cromatograficos cont inlan siendo bastante anchos.

Por Gltimo cabe destacar, que este tipo de columnha da
lugar a altas subidas de l1a presidn debido al diametro de
particula de relleno, 3 um, y al empleo de solucidn micelar
de SDS. Se selecciond este tamafioc de particula con el fin
de mejorar 1la mala eficacia que se obtiene cuando se

trabaja en CLM para la separacién de analitos apolares.

3.2.1.1.3. Columna C4 Hypersil. Efecto de las
variables cromatograficas

Teniendo en cuenta los inconvenientes que presenta la
columna cromatografica C1 en la separacidén de PAHs se
procede a la utilizacién de otra de cadena mas larga ¥
tamafio de particula superior como posible fase estacionaria

para la separacién por CLM de estos compuestos.

Acondicionamiento de 1a columna

En primer lugar se procedid el acondicionamiento de
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la columna utilizando para ello el gradiente lineal que

figura en 1la tabla 25 del apartado anterior.

E1 tiempo de retencién del naftaleno en este caso fué
de 9.2 minutos consiguiéndose su reproducibilidad al cabo
de 109 minutos una vez iniciado el programa de
acondicionamiento. Acondicionada 1a columna se procedid al
estudio de optimizacién de las variables cromatogaficas.

Efecto de las variables cromatograficas

Las variables cromatogréaficas consideradas en este
estudio han sido: composiciébn de la fase mdvil ¥

temperatura de la columna cromatografica.

A) Composicién de la fase mdvil

Se ha estudiado el efecto de 1a concentracidn de
solucidn micelar de SDS asi como J1a naturaleza y porcentaje

de modificador organico.

A.1. Concentracidn de SDS

Para la realizacidn de este estudio se han utilizado
disojugciones de SDS en concentraciones 0.05, 0.10, 0.15,
y 0.20 M, a las que se les ha adicionado un 2% de n-
pronanol como modificador organico de la fase movil. La
columna se ha teromostatado a 60°C y el caudal utilizado ha
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sido de 1 ml/min.

En 1la figura 25 se representan Jlos factores de
capacidad de los PAHs en funcidn de 1la concentracion de
SDS. Los resultados son inferiores a los obtenidos cuando
se utiliza como fase estacionaria la columna C1 siguiendo
ta misma secuencia, es decir, conforme aumenta la

concentracion de SDS, disminuyen los factores de capacidad.

Cabe destacar que en el orden de elucién puede influir
la naturaleza de la fase estacionaria, asi por ejemplo en
el caso concreto de la columna C4 se invierte el orden de
elucibn de las parejas benzo(a)antraceno-criseno ¥
benzo(a)pireno-benzo(e)pireno cuando la concentracidédn de
SDS utilizada en la fase mdvil es igual o superior a

0.10 M, hecho que no ocurre con la columna C1.

Para la concentracién de SDS 0.05 M no se han
detectado benzo(e)pireno, benzo{ghi)perileno Yy
dibenzo(ah)antraceno, correspondientes a los picos
cromatogréficos 10, 12 y 13, por 1o que para completar este

estudio se selecciona la concentracién de SDS 0.1 M.
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FIGURA 25: Influencia de la concentracién de SDS en
1a separacidén cromatografica
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A.2. Naturaleza y porcentaje de modificador

a. Naturaleza del modificador

Como se ha indicado anteriormente es importante la
utilizacién de pequefios porcentajes de disoclventes

orgédnicos como modificadores de la fase movil micelar.

Para ello se han seleccionado los dos tipos de
alcoholes asi como los porcentajes mas recomendados por 1a
bibliografia (283), n-propanol al 2% y n-butanol al 1%,
como modificadores de la fase mévil micelar de SDS 0.1 M.
ta columna se ha termostatado a 60°C v el caudal utilizado
ha sido de 1 ml/min. Los resultados en términos de

factores de capacidad se representan en la figura 28.

Puede observarse que las diferencias en Jos factores
de capacidad de los 13 PAHs son minimas, de donde se deduce
que puede utilizarse indistintamente bien 1% de n-butanc]l
o bien 2% de n-propanol como modificador organico. En
el caso del n-propancl se cbtienen mayores diferencias en
los valores de K' de las parejas benzo{(a)antraceno=-criseno
y benzo(e)pireno—benzo(alpirenc por lo que se considera
este como modificador orgéanico mas adecuado para la

separacidén de estos PAHs.
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FIGURA 28: Influencia de ia naturaleza del modificador
en la separacibébn cromatografica
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b. Porcentaje del modificador orgéanico

Seleccionado el n-propanol como modificador orgénico
se ha realizado este estudio fijando 1las siguientes
variables cromatograficas: fase movil micelar 0.1 M de SDS,
temperatura de 1la columna analitica 60°C y caudal de 1
ml/min.

Los resultados obtenidos, variando el porcentaje de
n-preopancl del 1 al 3%, se representan en 1a figura 27. Se
cbserva que la mejor separacidén se obtiene con 1% de n-
pronanol si bien JTos tiempos de retencidn son bastante
superiores a cuando se emplea el 3% de modificadeor
organico, por 10 que se selecciona el porcentaje intermedio
del 2%,

B) Temperatura

Con el fin de estudfar 1la influencia que Ia
temperatura ejerce sobre la separacidén cromatogréfica de
los PAHs se ha termostatado 1a columna analitica a
diferentes temperaturas, en el intervalo de 20 a 70°C. Para
ello se hen inyectado mezclas patrones a niveles de
concentracidon de 0.1-44 ng/pl de los 5§ PAHs siguientes:
naftaleno, acenafteno, fenantreno, pireno y crisenoc debido
a que los restantes PAHs producen solapamientos que
interfererian en la observacién de dicho estudio. La fase
mévil micelar utilizada ha sido SDS 0.1 M a la que se le
ha adicionado 2% n-propancl como modifcador organico vy
caudal de 1 m1/min. Seguidamente se expone la influencia
que la temperatura ejerce sobre los factores de capacidad
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de los PAHs y, la eficacia ¥y presién de la columna.

16 -

14

12 4 PAH ¢, na/p!
i~ Naftaleno 18
2- Fluareno 8.3

10 - 3- Acenaftens W
i~ Fenantreno 0,21
§- Antraceno 0.23

x 81 §- Fivorantens 3.8

1= Pirena i3
8- Bla)a 0,50

6 - §- Criseno 0.12
10- B(e)p 1.1

4 - 11~ Bla)p 8.13
12- B(ghilp 4.2
13~ Ob{ah)a 5.3

2 o

0- q T !

0 1 2 3 4

% n—propanol

Figura 27: Influencia del porcentaje de modificador
en la separacién cromatograf ica
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B.1. Variacidn de los factores de capacidad con la
temperatura

Como puede ohservarse en la figura 28, Jlos factores
de capacidad de los PAHs disminuyen conforme aumenta la
temperatura, hecho confirmado en la bibliografia (284). Los
valores de los factores de capacidad del criseno a 20 y
30°C no se encuentran representados debido a que no han
sido detectados.

12 -
PAH g1 n
10 s,
'u”%“ *_ i~ Naftalano ¥}
A 3~ Acenaftens 3
8 ¥, e N
‘*,L‘N ......... . ~ g 4~ Fenantreno 6.1
R 1~ Pireno 2.0
v 6 H“"m ..‘*‘. S, .7
e i U, B~ Criseno 4.0
e s d 3
1
2-.
0- T =3 T T T T

—
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Temperatura, *C

FIGURA 28: Variacibn de los factores de capacidad con
la temperatura
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B.2. Variacidn de 1a eficacia de la columa con la temperatura

En 1a figura 28 se representa 1a eficacia de la
columna frente a la temperatura. E1 PAH utilizado en este
estudic ha sido el pireno, comoc PAH representativo de los
analitos estudiados, en concentracién de 9.0 ng/ul. Para
el calculo se ha wutilizado la siguiente expresion

matematica:
)

— - 2
N =4 ( tr to / wOﬁM )

Donde N eficacia
£, tiempo de retencidn del componente utilizado
t, tiempo muerto de la columna

Wo 07 anchura del pico cromatpgréfico (medida al
60.7% de su altura)

En dicha figura puede observarse que el aumento de Ta
temperatura favorece Ta eficacia de la columna,

obteniéndose picos cromatograficos més estrechos.

B.3. Variacion de la presidon de la columna con la temperatura

En l1a figura 30, queda reflejado que a temperaturas
elevadas 1a presién de 1a columna disminuye, hecho
corroborado en la bibliografia donde se recomienda
termostatar la columna a temperatura elevada en CLM (274)

200



1100 - -
1000 Pireno
900
800
700 -
600 -
500
400 -
300 -

200 -

100 -

0- T T T 7 T T r

0 40 20 30 40 50 60 70 80
Temperatura, °C

FIGURA 29: Variacién de 1a eficacia de 1a columna con
1a temperatura
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FIGURA 30: Variaciébn de la presién de la columna con
1a temperatura
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con objeto de proteger 1la columna y por consiguiente

alargar su duracién,

Por consiguiente la temperatura de 60°C es suficiente
para consiguir menores factores de capacidad en la
separacidén de PAHs, mayor eficacia y menor presion en la
columna. A temperaturas superiores pueden producirse

deterioros en las columnas cromatogréaficas.

Como resultado de este estudio puede decirse que es
posibie la separacion de 5 PAHs de los 12 estudiadoes por
CLM en régimen isocratico y en 1Ta condiciones indicadas

anteriormente.

Por 0ltimo cabe destacar que si bien 1la separacibn
cromatogréafica no es muy satisfactoria desde el punto de
vista préctico, si es interesante teniendo en cuenta que
en 1a bibliografia consultada no existen estudios de
separacién de PAHs por CLM con este tipo de columnas
cromatograficas, a excepcién de uno de ellos en el que se
utiiiza una columna alguilnitrilo ¥y en el que UGnicamente
se separan 2 PAHs de 6 estudiados (181).

Por otra parte también es importante indicar que una
vez acondicionadas las columnas, éstas se mant ienen
equilibradas para llevar a cabo el correspondiente estudio

cromatogréficoe sin necesidad de acondicionarias de nuevo.
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3.2.2. Separacién de PAHs por cromatografia 1iquida
micelar, CLM, en gradiente

Dado que no son muy satisfactorios los resultados
obtenidos en la separacién cromatografica de PAHs por CLM
en régimen isoccratico, se procede al estudio de 1la
separacién por cromatografia en gradiente. Para ello se
utilizan dos columnas de distinta naturaleza C4 y C18,

Para la deteccidn de los PAHs se utiliza el detector
fluorimétrico de filtros Waters 420 (excitacidén 254 nm ¥y

emisién 375 nm).

3.2.2.1. Columna C4 Hypersil y fase mdévil solucién
acuosa de SDS/agua

Con la columna cromatografica C4, acondicionada segln
se indica en el apartado 3.2.1.1.3. y fase movil micelar
de SDS/agua se efectlan una serie de ensayos en los que se
seleccionan las condiciones experimentales que se indican
en 1la tabla 27. En estas condiciones se obtiene el
cromatograma de la figura A, correspondiente a la
separacioén de los 5 PAHs: naftaleno, scenafteno,
fenantreno, pireno y crisenc en concentraciones 0.1-44
ng/H1, quedando solapados el resto de los PAHs, Los PAHs
de elevado peso molecular benzo{a)antraceno,
benzo(e)pireno, benzo(a)pireno, dibenzo(ah)antraceno Yy
benzo(ghi)perilenc no se separan, solapan con el criseno.:
Aunque el nimero de PAHs separados es el mismo que en
régimen isocratico, l6gicamente se obtiene mayor resolucidn

por cromatografia en gradiente.
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TABLA 27

Condiciones experimentales utilizadas en 1la separacion
cromatografica

Gradiente de la fase movil:

Tiempo, min A, % B, %
0.0 50 (0.1) 50
8.0 100 0
Al 0.15 M de SDS$, 12% de n—-propanol

B: Agua

(0.1): Cddige correspondiente al gradiente convexo
utilizado :

Caudal: 1 ml/min

Temp.: 80°C

8
4
7
i
M
1 3 PAK ¢, nafil
3 W
A 1~ Naftaleno 44
o N _ 3~ heensfteno 4.3
E; 4~ Fenantreno 0.1
q 1« Pireno 1.0
":” B~ Crisenc 4.0
4
'.-
Zz
por
&

FIGURA A: Cromatograma de HPLC de una mezcla patrén de 5 PAHs.
Columna: Hypersil C4, 5 pm (100x4.8 mm). Terp.: 60%c., Fase mdvil:

gradiente (véase tabla 27). Caudal: 1 m1/min. Deteccidn fiuorimétrica,
A/ A, 254/375. V. inyeccidn: 20 M1. _ '
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3.2.2.2. Columna C18 Nucleosil vy fase mbvil

acetonitrilo/solucién acuosa de SDS

Teniendo en cuenta que no es posible la separacidn
cromatografica de los 13 PAHs estudiados utilizando
columnas de cadena corta, C4, se lleva a cabo el estudio
cromatografico en gradiente utilizando para ello una
columna de cadena larga, C18 y fase mbévil micelar ocon
porcentajes de modificador elevados, superiores a los
empleados en el apartado 3.2.1., con el fin de evitar por
una parte presiones elevadas y por otra, tiempos de
retencién elevados y conseguir al mismo tiempo mejor
eficacia. Dicho estudio se realiza utilizando como fase
estacionaria la columna C18 Nucleosil ¥y como fase movil

acetonitrilo/solucién acuosa de SDS,

3.2.2.2.1, Estudios preliminares

En primer lugar, con fines comparativos, se lieva a
cabo un estudic en fase reversa utilizando l1a columna
cromatografica C18 Nucleosil, que posteriormente se

utilizara en el estudio de separacidn por CLM en gradiente.

Con el fin de optimizar por una parte la naturaleza
de la fase mévil y por otra, el gradiente de elucidn se
efectlan una serie de experiencias. Para ello se estudian
los eluyentes metanol/agua y acetonitrilo/agua, por ser
éstos los méds utilizados segin la revisidn bibliografica

realizada (apartado 1.3.1.1.).
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Con caudal de 1 m1/min y temperatura ambiente de 22%,
se realjzan una serie de experiencias seleccionando e}
acetonitrilo/agua como eluyente, debido a que el

metanol/agua presenta deriva en la linea base.

Posteriormente se efectuan varios ensayos en los que
se utilizan porcentajes de acetonitrilo/agua en el
intervalo de 70 a B80%. ‘

E1 cromatograma de la figura 31, se ha obtenide
utilizando como fase moévil 70% de acetonitrilio/agua, caudal
de 1 ml/min y temperatura ambiente de 22%. Como puede
observarse se obtiene buena separacién, de los 13 PAHs en
estudio se separan 11 quedando solapadas las parejas
acenafteno—f luoreno y criseno-benzo(a)antraceno, siendo el

orden de elucidn el indicado en el cromatograma.

Con el fin de obtener mayor resoliucidn cromatografica
se estudian varios gradientes de acetonitrilo/agua en el
intervalo de 45-85% a 80-80%, aplicados éstos durante un

tiempo de 32 minutos.

En la tabla 28 se indican las condiciones dptimas de
separacion. En estas condiciones se obtiene el cromatograma

de la figura 32.

En todas las experiencias se separan también 11 PAHs
si bien se obtiene mayor resolucién que en régimen
{socratico, quedando solapadas las mismas parejas de PAHs

acenafteno-f luoreno y criseno-benzo(a)antraceno.

207



PAR c, np/ul

R S it

i~ Naftaleno 35
5 2~ Fluoreno 1
3- hcenafteno 8.8
4~ Fenantreno 0.2
5~ Antraceno 0.05
| g- Fluoranteno 0,28
1- Pireno 0.20
F 8.9 8- Criseno 0,30
1 8- Bla)e 0.01
2; 7 10- Ble)p 0,22
6 11~ B{a)p 0.05
E 1 i3 12- B(ghi)p 0.26
- 10 12 {3- Db(ah)a 0.82
a L\J {\ H f\ / \ .
'RLIH TIME 58. 68

FIGURA 31 : Cromatograma de HPLC de una muestra patrén de 13 PAHs.

Columa: Nucleosil C18; 5 pm (150 x 4.6 nm). Temp.: 22%C. Fase mdvil:
70/30, ACN/agua, (v/v). Caudal: 1 ml/min. Deteccidn fluorimétrica,
1“/1“.: 254/375 nm. V. inyeccion: 20 ul.

TABLA 28
Condiciones experimentales utilizada en 1a separacion cromatografica
Gradiente de la fase movil:

Tiempo, min A, X B, %
0.0 55 45
2.0 55 45
30.0 85 15
38.0 85 15
40.0 55 45

A: Acetonitrilo, B: Agua (Mil1li Q)
Caudal: 1 mi/min, Temp.: 22%
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PAl C,_nafy!

1~ Neftalens

12 2- Fluoreno

3- heenafteno
12 4- Fenantreng
5- Antragena
g- Flueranteno
T- Pirena
8- Crisens
9- Ble)a
{0~ B(elp
11- 8(alp
12- Blghi)p
13- Db(sh}a

40.64

RUN TIME

FIGURA 32: Cromatogramz de HPLC de una muestra patron de 13 PAHs,
Columna: Nucleosil C18; 5 um (150 x 4.6 mm). Temp.: 22°%C. Fase mdvil:

gradiente de ACN/agua, (véase tabla 28). Caudal: 1 mi1/min. Deteccidn
f luor imétrica, l“/laz 254/375 nm. V. inyeccidén: 20 ul.
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3.2.2.2.2. Optimizacidn de las variables

cromatograficas

A continuacidn se desarrolla el estudio 1levado a cabo
para la separacién por CLM de PAHs con fase movil
SDS/acetonitrilo. Para ello, por una parte se estudia Ta
composicién de la fase mévil y por otra el efecto que Ta
concentracién de SDS y el caudal ejercen sobre el area de

los picos cromatograf icos.

Acondicionamiento de l1a columna

En primer lugar para el acondicionamiento de Ila
coiumna se ha utilizado el gradiente que figura en la
tabla 29. Las concentraciones de SDS utilizadas han sido
de 0.05, 0.10, 0.15 y 0.20 M en funcién de la concentracién
del tensiocactivo utilizada en 1la fase movil para la

separacién cromatografica de los PAHs.

A) Composicién de la fase movil

Para ello se estudia por una parte la influencia que
la concentracién de SDS puede ejercer en la separacidn
cromatografica y por otra, el efecto que puede producir en

dicha separacién la adicidén de un alcohol como modificador

de 1a fase mdvil.
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TABLA 28
Gradiente de acondicionamiento de l1a cclumna

Tiempo, min| A, % | B, ¥ | C, % | Caudal ml1/min

0.0 0 1 g8 1

60.0 0 100 o 1

80.0 0 100 o 1

90.1 0 100 0 n

680.0 0 100 o

891.0 55 45 0

730.0 55 45 G 1

A: acetonitrilo

B: SDS
C: agua
Temp.: 22°C

A.1. Concentracion de sclucién acuosa de SDS

Para efectuar este estudio se ha utilizado como fase
mévil el gradiente que figura en la tabla 30, caudal de
1 mi/min ¥y temperatura de 22%C. Las concentraciones de SDS
utilizadas en las diferentes experiencias realizadas han
sido de 0.05, 0.10, 0.16 y 0.20 M. En todas las
experiencias la concentracidn de SDS utilizada es la misma
tanto en el gradiente de acondicionamiento de la columna

como en el gradiente de la fase movil.
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TABLA 30
Gradiente de la fase mévil

Tiempo, min A, % B,%
0.0 55 45
2.0 55 45
30.0 85 15
38.0 85 15
40,0 55 45

A: Acetonitrilo
B: S8DS

A través de 1las experiencias realizadas se ha
observado que la concentracién de 8SDS utilizada no influye
en el orden de elucién de los PAHs, separandose 11 de los
13 estudiados y siendo ademds el orden de elucién el mismo
que cuando se utiliza como fase moévil acetonitrilo/agua,
es decir: naftaleno, fluoreno o acenafteno, fenantreno,
antraceno, fluoranteno, pirenco, crisenc o
benzo(a)antraceno, benze(e)pireno, benzo(a)pirenoc,

benzo(ghi)perilenoc y dibenzo(ah)antraceno.

E1 hecho de que se obtenga el mismo resultadc en la
separacién coromatogréafica, en cuanto al nlmero de
componentes separados, con los dos tipos de fase movil,
acetonitrilo/agua y acetonitrilo/SDS, es debido 16gicamente

a la naturaleza de la fase estacionaria.

En las figuras 33 y 34 se presentan dos cromatogramas
obtenidos tras el empleo de las fases méviles
acetonitrile/$DS 0.10 ¥ 0.20 M respectivamente y caudal

1 m1/min.
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AUTZ

13

33. 95

RUN TIME

PAd
- Naftaleng
2- Fluoreno
3~ Acenafteno
4- Fenantrens
§- Antracene
8- Fluoranteno
1« Pireno
B8+~ Criseno
9~ Bia)s
16- B(elp
11- 8(a)p
12- B(ghi)p
13- Db{ah)a

FIGURA 33 : Cromatograma de HPLC de una muestra patrdn de 13 PAHs,

Columna: Nucleosil C18; 5 um (150 x 4.6 mm). Temp.: 22°C. Fase mdvil:
gradiente de ACN/SDS 0,10 M (véase tabla 30), Caudal:

Deteccidén fluorimétrica, Aex“m‘ 254/375 nm. V. inyeccibén: 20 p1.
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PAH
{- Naftaleno
2~ Fluoreno

"3~ hcenafleno

4~ Fenantreno

5~ Antraceno

. §- Fluoranteno

7- Pirend
B~ Criseno
§- Bla)a
10~ B(e)p
11- 8(e}p
12- 8{ghilp
13- Db(ah)a

FIGJRA 34 : Cromatograma de HPLC de una muestra patron de 13 PAHs.

Columna: Nucleosil C18; 5 pm (150 x 4.8 mm). Temp.: 22%.

Fase movil:

gradiente de ACN/SDS 0.20 M (véase tambla 30). Caudal: 1 ml/min.
/Am: 254/375 nm. V. dnyeccidén: 20 ul,

Deteccién fluorimétrica, A,
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Cuando se utiliza fase mévil acetonitrilo/SDS, los
tiempos de retencién de los PAHs son inferiores a Jlos
obtenidos con fase mévil acetonitrilo/agua, lo que conlieva

a un menor consumo de acetonitrilo en la separacién
cromatografica. Igualmente se ha observado que el tiempo
de andlisis disminuye conforme aumenta la concentracidn de
SDS. Asi por ejemplc los tiempos de retencibdn del
dibenzo(ah)antraceno, Gltimo en eluir, son de 31.85, 29.74,
29.00 y 26.85 minutos para las concentraciones de 0.05,
0.10, 0.15 y 0.20 M de SDS respectivamente.

En la figura 35 gueda reflejada la influencia que la
concentracién de SDS de 1a fase mobovil ejerce socbre la
retencién de los PAHs. Este efecto puede justificar la
existencia de micelas en la fase mévil a pesar del elevado
contenido de acetonitrilo. Segin Cline Love (285), cuando
aumenta la concentracién micelar y por consiguiente el
namero de micelas de 1la fase mdvil se produce un
decrecimiento en los tiempos de retencion de los anatitos
y cuando la concentracién de tensiocactivo fibonico es
inferior a la CMC se produce el efecto contrario, es decir

aumentan los tiempos de retencidn.

A.2. Efecto de la adicién de alcohol como modificador

de la fase movil

Por otra parte, con el fin de mejorar la resolucibn
cromatogadfica se han efectuado diferentes experiencias
introduciendo en la fase mévil un alcohol de bajo peso
molecular, propancl o metanol, como segundo modificador
orgénico. Para ello se utiliza el gradiente que figura en
1a tabla 31, temperatura de la columna de 22°C y caudal de

218



1 ml/min.
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20 - o
85 PN PAN C, ngfu
A (=% {~ Naftaleno 35
] % 2- Fiuereno 11
5 - o 3~ Acenafteno 8.6
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5- Antracens 0.0
10 - E 8- Fiuoranteno 0.2
o 1- Pireno 0.2
-'-':;- B- Criseno 0.5
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5 ?g 10- 8(elp 0.2
11- 8(al)p 0.
12- B(ghilp y
13- Db(zh)e 0.1
0- -85
'g22g
o O O O
[SDS], M

EIGRA 35: Efecto de la concentracibn de SDS sobre 1a retencién
de los PAHs



Con propanol y utilizando porcentajes del 5-10% segln

se indica en la tabla 31, disminuye la resolucidn para las
parejas fenantrenc—antraceno y benzo(e)pireno-

benzo(a)pireno, si bien al ser mas fuerte que el
acetonitrilo disminuye el tiempo de analisis. Asi por
ejemplo el tiempo de retencién del dibenzo(ah)antraceno,
Gltimo en eluir, es de 29.38 minutos como puede observarse
en el cromatograma de la figura 3B, donde se ha empleado
como fase mévil un gradiente de acetonitrilo/sSDS 0.10
M/propancl (A/B/C; donde x = 5) y caudal 1 ml/min.

TABLA 31
Gradiente de la fase mbévil utilizando un alcohel como

modificador

Tiempo, min A, % B, % C, %
0.0 65 - x 45 X
2.0 55 - x 45 X
30.0 85 - x 16 X
38.0 B - x 15 X
40.0 55 - x 45 X

A: acetonitrilo

B: SDS = 0.10; 0.20 M
x: Propanol o metanol
Temp.: 22°C

Cuando se utiliza metanol como segundo modificador
organico en porcentajes de 5, 10, 156 y 20%, segln se indica
en la tabla 31, 1la resolucién disminuye para 1la pareja
fenantrenc-antraceno, observéndose ademas deriva en la
linea base con el consiguiente aumento del tiempo de
andlisis debido a que el metanol es menos fuerte que el

acetonitrilo. Asfi por ejemplo puede observarse en el
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cromatograma de la figura 37, que el t iempo de retencidn
del dibenzo{ah)antraceno, Gltimo en eluir, es de 34.38
minutos para la concentracién 0.10 M de SDS ¥ el 15% de

metanol.

PAH
i- Naftaleno
2~ Fluareno

8.9

3- hcenafteno
4~ Fenantrens

5- hntraceno

6~ Fivorantens

i- Pireno
8- Criseno
9~ Bla)a
10- B(elp
11- Blalp
12- 8(ghi)p
13- Db(ah)a

36. 37

AUTZ

—

RUN TIHME

FIGURA 36 : Crometograma de HPLC de una muestra patrén de 13 PAHs,

Columna: Nucleosil C18; 5 um (150 x 4.6 mm). Temp.: 22°C. Fase movil:
gradiente de ACN/SDS 0.1 M/propancl (véase tabla 31; x=5). Caudal: 1
" ml/min. Deteccién fluorimétrica, A,/A,: 254/375 nm. V. inyeccion:
20 |1,
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PAK ¢, ng/pl
1- Naftaleno 5

13 2- Fluoreno 11

3- Meenafteno 8.8

‘ i~ Fenantreno 0.4

4 89 1 1)) 5~ hntraceno 0.03

6 12 G{ §- Fluaranteno 0.28
7 d 10 % - Pireno 0.2

123 8~ Criseno 0.2

’1 8- Bla)a 0.07
E 10~ Bledp 0.2
< f1- Blalp 0.10
12- B{ghi)p 0.2

13- Do(ah)a 0.62

RUN TIME

FIGURA 37 : Cromatograma de HPLC de una muestra patrén_de 13 PAHs,

Columa: Nucleosil C18; 5 pm (150 x 4.6 nm). Temp.: 22°%C. Fase mbvil:
gradiente de ACN/SDS 0.1 M/metano] (véase tabla 31; x=15). Caudal: 1
ml/min. Deteccién fluorimétrica, Ay /Ayt 254/375 nm. V. inyeccion:
20 w1,
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Por otra parte se ha observado que la temperatura no
afecta significativamente a la separacion cromatogréafica
en el intervalo de 18 a 25°%C. Es importante indicar que
debido al elevado porcentaje de acetonitrilo utilizado, no
es necesario termostatar 1la columna cromatogréafica a
temperatura elevada como habitualmente ocurre cuando se

trabaja en CLM,

B) Influencia de la concentracién de SDS y caudal

sobre el Adrea de los picos cromatofraficos

Con e1 fin de mantener el mismo tiempo de andlisis e
igual al obtenido cuando se utiliza como fase movil
acetonitrilo/agua se realizan una serie de experiencias.
Para ello las concentraciones de SDS utilizadas en la fase
mévil han sido 0.10, 0.15 ¥y 0.20 M y los caudales de 0.80,
0.72, y 0.65 ml1/min respectivamente. Segln se observa en
la figura 38 se obtienen en general, mayores areas de los
picos cromatograficos y por consiguiente mayor sensibilidad
cuandc 1la concentracién de SDS utilizada es de 0.20 M y
caudal de 0.85 ml/min. En estas condiciones los valores
de las areas son para la mayoria de los PAHs el doble que
cuando se utiliza fase mévil acetonitrilo/agua y caudal de

1 mi/min.

Este efecto puede confirmar de nuevo la existencia de

micelas en la fase mdévil,
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FIGURA 38: Influencia de 1a concentracion de SDS y caudal sobre el
érea de los picos cromatograficos. Las concentraciones de
los PAHs se especifican en ta figura 35,
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C) Condiciones 6ptimas

Tomando como base este estudio y teniendo en cuenta
que la adicién de un alecohol como segundo modificador
orgénico de 1la fase moévil no ofrece mejoras en Ja
resolucién cromatografica, las condiciones ©6éptimas de
trabajo con fines a la cuantificacion de los PAHs son las

siguientes:

- Fase moévil gradiente de acentonitriio/SDS 0.20 M
tabla 30.

- Caudal de 0.65 m1/min.

- Temperatura de 22°C.

- Columna acondicionada segln se indica en tabla 28

En estas condiciones se ha obtenido el cromatograma

que se indica en la figura 39.

3.2.2.2.3. Caracterfisticas analiticas

La determinacidén de las caracteristicas analiticas se

ha 1levado a cabo siguiendo el procedimiento descrito en

1a parte experimental, apartado 2.4.2. Con fines
comparativos también se 1indican las caracteristicas
analiticas cuando se utiiiza 1a fase movil

acetonitrilo/agua.
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FIGURA 39: Cromatograma de HPLC de una muestra patrén de 13 PAHs.
Columna: Nucleosil C18; 5 pm (150 x 4.8 mm). Tewp.: 22%C. Fase mévil:

gradiente de ACN/SDS, (véase tabla 30). Caudal: 0.865 m1/min. Deteccién
fluorimétrica, A,/A,: 254/375 nm. V. inyeccibn: 20 ul.
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Calibrades

A continuacidén se representan los calibrados de cada
unc de los PAHMs. Los de 1a derecha (b) corresponden a los
obtenidos con fase mdvil acetonitrilo/SDS 0.20 M y caudai
0.85 ml/min y, los de la izquierda (a) los obtenidos con
la fase mévil acetonitriio/agua y caudal 1 ml/min.
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FIGURA 40: Calibrados del naftalenco.
Condiciones: (a), véase figura 32; (b), véese figura 39.
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FIGURA 41: Calibrados del fiuoreno y acenaftenc.
Condiciones: (a), véase figura 32; (b), véase figura 39.
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FIGURA 42: Calibrados del fenantreno y antraceno.
Condiciones: (a), véase figura 32; (b), véase figura 39.
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FIGURA 43: Calibrados dei fluoranteno y pireno.

Condiciones: (a), véase figura 32; (b}, véase figura 39.
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FIGURA 44: Calibrados del benzo(a)antraceno y crisenc.
Condiciones: (a), véase figuwra 32; (b), véase figura 39.

228




(a) (b)

80 -
100 4
70
80 - B8 ~
50 - "
s 2 .
* »”
40
: : :
< 30 - < 40
20
207
10 Blalp
G T Y T =) T ¢
0 2 3 4 B 8 °
ng ng
120 -1
150 4
100
1 125 -
80 -
w100
k=) ]
» B »
- 80 N w T8
. .
5 <
40 $0
20 -} 28 -
4 Blalp Blalp
O _— T r T T o- L T T T T T
00 02 04 08 08 10 12 00 ©2 04 08 08 10 12
ng ng

FIGURA 45: Calibrados del benzo{e)pireno y bezo(alpireno.
Condiciones: (a), véase figura 32; (b), véase figura 39.
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FIGURA 46: Calibrados del benzo(ghi)perileno y dibenzo(ah)antraceno.
Condiciones: (a), véase figura 32; (b), véase figura 39.
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Limites de deteccidén

En la tabla 32 se especifican los 1imites de deteccion
(LD) experimentales calculados teniendo en cuenta la
relacién sefal/ruido de fondo, LD = 3 S8/N ( S sefial; N
ruide). En dicha tabla figuran los 1imites de deteccidn
calculados cuando la cuantificacidén de PAHs se 1leva a cabo
con la fase mdévil acetonitrilo/SDS 0.2 M (LD1) y cuando se
utiliza como fase mévil acetonitrilo/agua (LD;). Puede
observarse que los limites de deteccidén son inferiores
cuando 1a fase mévil es acetonitrilo/SDS 0.2 M, dichos
valores varfian desde 0.002 ng/H1 para el antraceno hasta

5,86 ng/H1l para el naftaleno.

En 1la tabla 32 también figuran los factores de
sensibilizacién expresados por la relacidén (LszLDi)x100,
siendo todos ellos superiores al 100%¥, Esto significa que
1a determinacién cromatogréfica de PAHs es mas sensible

cuando se utiliza fase mdvil acetonitrilo/SDS 0.2 M.
Tiempos de retencién y precisién en la cuantificacién

En 1a tabla 33 se indican los tiempos de retencidén de
los PAHs cuando 1la determinacidon cromatografica se 1leva
a cabo con acetonitrilo/SDS como fase mdvil y caudal de
0.85 m1/min. Tembién estan indicados los 1imites superiores
de linealidad estudiados, siendo estos del orden de 10 a

30 veces superiores a los 1imites de deteccién.
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TABLA 32

Limites de deteccidén y factores de sensibilizacidn de los
PAHs

NQ PAHs LDy, ng/ul | LDy, ng/p1 (LD?ZiiSX1OO
1 Naftaleno 5.86 10.2 180
2 Fluorenc 1.74 2.08 120
3 |__Acenafteno 1.38 2.11 180
4 Fenantreno 0.022 0.03 150
5 Antraceno 0.002 0,003 180
6 Fluoranteno 0.031 0.047 150
7 Pireno 0.016 0.035 220
8 Criseno 0.024 0.042 170
o B(a)a 0.009 0.015 150
10 B(e)p 0,022 0.049 220
11 B(a)p 0.005 | 0.010 220
12 B(ghilp 0.018 0.039 210
13 Db(ah)a 0.033 0.88 210

LD = 3 S/N (experimental)

LD;: ecetonitrilo/SDS 0.20 M; caudal 0.85 m1/min
LD,: acetonitrilo/agua; caudal 1 ml/min

F.8.: factor de sensibilizacidn

En dicha tabla también aparecen Tas desviaciones estandar
relativas siendo éstas inferiores al 7.5% para todos los PAHs, a los
niveles de concentraciones de 0.01-26 ng/H} correspondientes a los
puntos medios de los calibrados, con coeficientes de correlacidn

proximos a 0,999,
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TABLA 33
Caracteristicas en la determinacion cromatografica de PAHs con fase

mdvil acetonitrilo/SDS y caudal ©.65 m1/min

Limite -
Ne PAHs t,, min superior X, S, %
estudiado, ng/u1
ng/nl.
1 Naftaleno 8,24 59 26 3.1
2 Fluoreno 13.68 10 5.8 2.3
3 Acenaftenc 13.83 17 6.5 5.0
4 Fenantreno 15.13 0.27 0.12 1.2
5 Antraceno 15,18 0.03 0.01 0.6
8 Fluoranteno 18.54 0.38 0.16 4.1
T Pireno | 20.20 0.20 .08 6.0
8 Criseno 23,40 0.34 0.14 4,6
2] B(a)a 23.60 0.12 0.086 7.4
10 Blelp 29.03 0.28 0.15 5.1
11 B(a)p 31.04 0.06 0.03 4.2
12 B(ghilp 33.86 0.53 0.25 1.3
13 Db(ah)a 36.81 0.84 : 0.42 0.1
n =4

Andlogamente en la tabla 34 también se expresan las
caracteristicas del método cuando la determinacidn se 1leva
a cabo con acetonitrilo/agua y caudal de 1 ml/min. Puede
observarse que tanto 165 intervalos de 1linealidad
estudiados como las desviaciones esténdar relativas son del
mismo orden a las obtenidas con la fase movil
actonitrilo/sDS 0.2 M. -
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TABLA 34

Caracteristicas en la determinacidén cromatogréafica de PAHs
con fase mévil acetonitrilo/agua y caudal 1 ml/min

Limite _
NQ PAHs tr' min superior X, Sr* %
estudiado, ng/ul
ng/p1
1 Naftaleno 8.85 59 28 2.8
2 Fluoreno 14.01 10 6.2 8.9
3 Acenafteno 14.24 17 8.0 0.3
4 Fenantreno 16.27 0.27 0.13 0.8
5 Antraceno 17.27 0.03 0.02 1.5
6 Fluoranteno 19.88 0.39 0.20 1.2
7 Pireno 21.02 0.20 0.08 3.3
8 Criseno 24 .92 0.34 0.14 1 9.5
9 B(a)a 25.18 0.12 0.06 3.8
10 B(elp 29.76 0.28 0.14 5.2
11 B(a)p 31.28 0.06 0.04 5.0
12 B(ghilp 34.07 0.53 0.24 3.8
13 Db(ah)a 36.86 0.94 0.50 5.4 |
n = 4

Selectividad

Con el fin de poder apreciar oon mas facilidad la
notable selectividad que .se obtiene en la separacitn
cromatogréfica de PAHs con fase movil acetonitrilo/SDS
frente a cuande dicha separacién se efectia con
acetonitrilo/agua, en 1la figura 47 se indican los
cromatogramas correspondientes a la separacion de estos

234



auTZ

(a) (b)

12

10

’v i 12
2.3
13
1 [ .

41,17
43. 71

RUN TIME
RUN TIME

FIGURA 47 (a y b): Cramatogremas de HPLC de una muestra de aire
urbano de la ciudad de Madrid (M 4)

Condiciones experimentales: véase figura 39 para el cromatograma
{a) y figura 32 para el cromatograma (b)
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compuestos en una muestra de aire urbano. E1 cromatograma

(a) se ha obtenido con Ja fase mévil acetonitrilo/SDS y el
(b) con acetonitrilo/agua. Como queda reflejado en la

figura se obtiene mavor selectividad v sensibilidad, tante
para los PAHs como para otros componentes no identificados
en la muestra, cuandoe se wuWtiliza la fase movil
acetonitrilo/SDS. Asi, por ejemplo en el cromatograma (a)
se 1dentifican 1los picos cromatograficos 4, & y 7
correspondientes a Jos PAHs fenantreno, antraceno y pireno,

hecho que no ocurre en el cromatograma (b).

También cabe destacar la alteracidén en el orden de
elucidén en algunos de los componentes de la muestra
analizada, que si bien no corresponde a los PAHs si es un
hecho que puede ocurrir en la separacidn cromatogréafica por
CLM frente a cuando esta se efectla por HPLC en fase

reversa convencional.

Finalmente es importante indicar que l1a utilizacibn
de la fase moévil acetonitrilo/SDS para la separacidn y
cuantificacién de PAHs presenta las ventajas siguientes:
mayor sensibilidad y selectividad, menor toxicidad y menar

costo.
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3.2.3. Separacién de PAHs por HPLC con fase moévil
hidro—-organica

3.2.3.1. Columna Hypersil Green PAH

Teniendo en cuenta que por CLM, segin se ha podido
comprobar en el estudio desarrollado anteriormente, no es
posible la separacién cromatografica de 1los 13 PAHs, siendo
éste uno de los objetivos planteades en esta memoria, s&e&
1leva a cabo el estudio cromatografico utilizando como fase
estacionaria una columna especifica de PAHs, de aparicién
resiente en el mercado y de la que no existe referencia
alguna en la revisidén bibliografica efectuada, ademas de
resultar mas econdmica que las ya existentes con

caracteristicas similares,

3.2.3.1.1. Optimizacién de las variables cromatograf icas

Con el fin de conseguir buena resolucidén de los PAHs,
el minimo tiempo de anélisis y alta sensibilidad para su
cuantificacién se realiza previamente el estudio de

optimizacidén de las variables exper imentales.

Las var iables cromatogréficas estudiadas han sido, por
una parte el caudal y gradiente de la fase mévil y por
otra, el programa de las parejas de longitudes de onda de
excitacién/emisién, para la deteccidn fluorimétrica de los
PAHs .
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Caudal y gradiente de Ta fase movil

Para el estudio del caudal y gradiente de la fase
mévil se ha utilizado el detector de filtros Waters 420 por
su fécil manejo ademds de permitir la deteccién de todos
los PAHs con filtros de 254 nm (excitacién) y de 375 nm

{emision).

La fase mévil utilizada ha sido acetonitrilo/agua,
seleccionada por las razones indicadas en el estudio

anterior (apartado 3.2.2.2.1.).

En primer lugar se realizan una serie de experiencias
en las que se varia el caudal manteniendo constantes e}
resto de las variables cromatogaficas, temperatura ambiente
de 22°% y gradiente de 1la fase mbévil indicado en 1la
tabla 35, recomendado por la casa comercial para esta

columna.

TABLA 35
Gradiente lineal de la fase modvil
Tiempo, min A, % B, %
0.0 50 50
5.0 50 50
25.0 100 -

A: acetonitrilo
B: agua

Las figuras 48 y 49 muestran los cromatogramas
correspondientes a la separacidon de 1los 13 PAHs. Las
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concentraciones de 1los PAHs son las mismas en los dos

casos. La figura 48 se ha obtenido con el caudal de 1
m1/min y la figura 49 con caudal de 2 m1/min. Se optimiza

el caudal de 1 m1/min teniendo en cuenta que a pesar de ser

mayor el tiempo de andlisis, 1a sensibilidad es bastante
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2~ heenafteno

11 3- Fluareno
8 12

13

4~ Fenantreno
5- Antraceno
10 8- Fluoranteno
1~ Pireno
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’ l P §- Criseno
10- B{e)p
- Blalp
$2- DB(sh)a
13 B{ghidp

(2]
35. 58
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FIGURA 48 : Cromatograma de HPLC de una muestra patrén de 13 PAHs.
Colunna: Hypersil Green PAH (100 x 4.6 rm). Temp.: 22%. Fase mdvils
gradiente de ACN/agua, (véase tabla 35). Caudal: 1 ml/min. Deteccidn
fluor imétrica, hy/Ay: 254/375 nm. V. inyeccidn: 20 K1. :
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superior en este caso, a la par que se mejora la resolucidén

de los dos Ultimos picos cromatograficos correspondientes
al dibenzo(ah)antraceno y benzo(ghi)perileno, frente a

cuando se utiliza el caudal de 2 ml/min.

P e nglh
i~ Naftalen 3
13 2- Mcenafteno 8.8
3- Fluarene 8.3
45 7 1 4- Fenantreno 0.2
6 89 2 g 5 Mtracena 0.0
1 10 N & Eliorantens 0.2
23 1- Pirenc 0.2
E " 8- B(aa 0.
uLUkww E 8- Criseno 0,
= 10- B{elp 0.
2 11~ 8(a)p 0.
12- DB(ah)a 0.
13- Blghi)p 0.

FIGURA 49 : Cromatograma de HPLC de una muestra patrén de 13 PAHs.
Columna: Hypersil Green PAH (100 x 4.8 nm). Temp.: 22°C. Fase movil:

gradiente de ACN/agua, (véase tabla as). Caudal: 2 ml/min. Deteccion
fluorimbtrica, A,/Aq: 254/375 nm. V. inyeccién: 20 H1.
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Por otra parte es importante resaltar que 1a
utilizacidén del caudal de 1 mi/min conlleva a un ahorro de
fase mévil del orden del BO%.

Para la seleccidén del gradiente de la fase movil se
han efectuado varias pruebas termostatando la columna a
22°C y caudal de 1 ml/min. En la tabla 36 se indica e]
gradiente optimizado en este estudio. En la figura b0 se
muestra el cromatograma obtenido con este gradiente. Puede
observarse que los tiempos de retencidn son inferiores a
los que se obtienen aplicando el gradiente de la tabla 35
(figura 48).

TABLA 38
Gradiente lineal de la fase movil
Tiempo, A, % B, %
min
0.0 50 50
| 3.0 50 50
15.0 78 22
23.0 100 -
35.0 100 -
37.0 50 50

A: acetonitrilo
B: agua
Caudal: 1 ml/min

Programa de longitudes de onda de excitacién/emision

Con el fin de conseguir 1la médxima sensibilidad en la

deteccién fluorimétrica, se realiza el estudio para Ta
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FIGURA 50: Cromatograma de HPLC de una muestra patrdén de 13 PAHs,
Columna: Hypersil Green PAH (100 x 4.6 nm). Temp.: 22°%C. Fase mdvil:

gradiente de ACN/agua, (véase tsbla 36). Caudal: 1 ml/min. Deteccidn
fluor imétrica, Ay/Ay: 254/375 . V. inyeccidn: 20 k1.

242



seleccibén del programa de las parejas de longitudes de onda

de excitacibébn/emisidén. Este estudio se efectla con el
detector fluorimétrico Perkin Elmer LS 30,

Para ello, tomando como base las longitudes de onda
6ptimas de excitacién y emisidén, apartado 3.1.1., y los
tiempos de retencién de los PAHs, se efectlUan varios
programas seleccionando el indicado en la tabla 37. Con el
fin de evitar fluctuaciones de 1a 1inea base debido por una

TABLA 37
Programa de longitudes de onda de excitacién/emisidn
Compuesto detectado Tiempo, s Agyr nmM Agpr NM

1-Naftaleno, o] 280 324
2-acenafteno,
3- fluoreno
4-Fenantrenc 720 | 250 365
5-Antracenc B40 254 402
8-Fluoranteno 840 285 455
7-Pirenco 1005 270 390
8-B(ala, 1230 270 384
8-criseno
10~-B(e)p 1410 290 390
11-B(a)p 1580 295 405
12-Db(ah)a, 1755 280 418
13-B(ghi)p

Factor de atenuacitn = 256 para todos los cambios procedidos.

parte al gradiente de la fase movil y por otra al cambio
de las parejas de longitudes de onda, el naftaleno,

acenafteno y fluoreno se detectan a las mismas longitudes
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de onda 280/324 nm. Por otra parte el hecho de que se

encuentren algunos picos cromatograf icos muy préoximos entre
s, imposibilita poder efectuar el cambio a las longitudes

de onda 6ptimas de algunos PAHs, como ocurre con el
benzo(a)antraceno y criseno que se detectan a 1as mismas
Jongitudes de onda 270/384 nm, ¥ el dibenzo(ah)antraceno
y benzo(ghi)perilenc con la pareja de 280/418 nm.

En l1a figura 51 se muestra el cromatograma obtenido

en las condiciones optimizadas.

Las concentraciones de los PAHs en la meic1a patran
son bastante inferiores a las de los cromatogramas que
aparecen en las figuras 48, 48 y 50, debido a que en este
caso el sistema de deteccién utilizado es bastante mas

sensible.

E1 cambio de detector ha influido taembién. aunque
ligeramente, en la resolucidén cromatografica debido a: los
cambios de las conexiones efectuadas desde la salida de la
columna analitica hasta 1la entrada a la célula del
detector, al tamafio de dicha céluila y a las Jjongitudes de

onda utilizadas para la deteccidén de los PAHs.

A continuacidén se resumen las condiciones 6ptimas para
la separacién y determinacién de los 13 PAHs objeto de

estudio:

Caudal: 1 ml/min.
Gradiente de 1a fase mdvil: tabla 36.

Programa de longitudes de onda de excitacidn
y emisién: tabla 37.

t

Temperatura de la columna analfitica: 22,
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FIGURA 51: Cromatograma de HPLC de una muestra patrén de 13 PAHs,
Columna: Hypersil Green PAH (100 x 4.8 mm). Temp.: 22°C. Fase movil:

‘gradiente de ACN/agua, (véase tabla 36). Caudal: 1 mi/min. Deteccion
fluorimétrica: (véase tabla 37). V. inyeccibn: 20 nul.

3.2.3.1.2. Caracteristicas analiticas

Para la cuantificacién de los PAHs se han tomado como
base 1as areas de 1los picos cromatograficos y para su
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identificacidén los tiempos de retencidn. A continuacidn se

representan los calibrados de cada uno de ellos; también
se indica la sensibilidad, expresada por la pendiente de

los calibrados y los 1imites de deteccién, y la precisién

del método para su determinacién.

Calibrados

Los calibrados, figuras 52, 583, 54 y B85, se han
obtenido inyectando 5 mezclas patrones de los 13 PAHs en
el intervalo de concentraciones comprendido entre 0,01
y 1.5 ng/ul. Para ello se ha seguido el procedimiento
indicado en el apartado 2.4.2.4.2.a. de 1la parte
exper imental de esta Memoria,

75 - . 120
100 -
80 -
40 1
]
'é 45 2
L) 3 80
o -
[ [ 4
£ - £
40
1% 20 4
$~ Nattaleno. _! 2+ Acenafteno,
o "-: T T T T T 0 T T Lol L} ) )
0 '3 10 16 20 26 30 0¢ 28 50 15 10 125 150

FIGURA 52: Calibrados del naftalenc y acenafteno.
Condiciones: véase figura 51,
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FIGURA 53: Calibrados del fluoreno, fenantreno, antraceno
y fluoranteno.

Condiciones:

véase fTigura 51,
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FIGURA 54: Calibrados del pireno, B(a)a, oriseno y B(e)p.

Condicicones:

véase figura 51.
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FIGURA 55: Calibrados del B(a)p, Db(ah)a y B(ghi)p
Condiciones: véase figura 51.
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En la tabla 38 se muestran las pendientes, m, de ios

calibrados asi como los intervaios 1ineales de
concentraciones ensayados para cada uno de los PAHs. Como

puede observarse los méaximos valores de las pendientes
corresponden al fluorantenc vy benzo(a)pireno, siendo éstos
de 78.2x10° y 60.2x10% M respectivamente.

TABLA 38
Pendientes de los calibrados e intervalos de linealidad ensayados
PAH m x 105, M! | Intervalo de linealidad'
ng/u1
Naftaleno 2,25 0.3-1.5
Acenafteno 7.29 0.2-0.8
Fluoreno 8.03 0.07-0.3
Fenantreno 15.8 0.04-0.2
Antraceno 23.9 0.04-0.2
!
Fluoranteno 78,2 0.02-0.1
Pireno 39.0 0.02-0.1
B(a)a 29.4 0.03-0.1
Criseno 16.0 0.05-0.2
B(e)p 14.1 - 0.04-0.1
B(a)lp 60.2 0.01-0.04
Db(ahja 21.5 0.07-0.1
B(ghi)p - 18.0 0.03-0.1

m: pendiente del calibrado

*limites ensayados
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Los intervalos de linealidad oscilan entre 0.01 ¥

1.5 ng/u1, valores correspondientes a los 1imites inferior
y superior del benzo(a)pirenc y naftaleno respect ivamente,

con coeficientes de correlacién superiores a 0.889.

Limites de deteccidn

Los 1imites de deteccidn (LD) se indican en Jla
tabla 39. Para su determinacidén se ha tenido en cuenta la
relacidén 3 S/N, tomando comoc base la expresién matematica

siguiente:

" _ Area (0.5 uV x s) -3
Sefal (mV) = 0.5 x W, (s) x 10
donde W;: anchura del pico cromatografica en la
linea base (Wi = 60 s para el ruideo).

Como puede observarse los limites de deteccidn varian
desde 0.012 pg/kl para el fluoranteno hasta 0.45 pg/H1 para
el naftaleno. Estos valores de los LD son de 30 a 1000
veces inferiores a los indicados en la bibliografia (278).
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TABLA 39

Limites de deteccidn de los PAHs

PAH c, Sefial, Ruido, LD,
ng/20 ul mv mv pg/ul

Naf taleno 17.5 144.4 0.0236 0.45
Acenafteno 8.76 237.0 0.0236 0.15
Fluoreno 3.76 114.8 0.0238 0.15
Fenantreno 2,52 178.8 0.0296 0.050
Antracenc 2.28 222.2 0.0286 0.045
Fluoranteno 0.96 291.2 0.0236 0.012
Pireno 1.20 189.9 0.0152 0.015
B(a)a 1.88 | 212.5 0.0190 0.025
Cr iseno 3.24 193.4 0.0180 0.050
B(e)P 2.84 133.3 0.0286 0.10
B(alp 0.84 195.4 0.0296 0.020
Db(ah)a 2.04 164.8 0.02986 0.050
B(ghi)p 1.68 113.3 0.0296 0.080

LD = 3 S/N (8/N: ruido)

Los bajos valores en los limites de deteccidn son
debidos a la utilizacién de un programa de nueve parejas
de longitudes de onda de excitacién/emisidn, gue permiten
que la medida de fluorescencia practicamente se efectiie a

las longitudes de onda 6ptimas de cada uno de los PAHs.

Precision

En la tabla 40 se indica la precisién del método. Como
gueda reflejado, la determinacién de PAHs puede Tllevarse
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a cabo con desviaciones estandar relativas, (Br’ %)
comprendidas entre 0.9 y 10 ¥ (n = 4), a los niveles de

concentraciones de 0.028 - 0.87 ng/ul.

TABLA 40
Precisién en la determinacién de PAHs

PAH ¢, ng/p X, ng/ul ® :g}p?'.ls’ s, %
Naftaleno C.88 0.87 10 1.2
Acenafteno 0.44 0.44 4.0 ¢.80
Fluocreno 0.20 0.20 3.6 1.8
Fenantreno 0.13 0.13 1.7 1.4

Antraceno 0.076 0.072 7.2 10
Fluorantenc 0.048 0.048 0.58 1.2
Pireno 0.04 0.043 2.3 5.4
B(a)a 0.0586 0.088 0.58 1.0
Criseno 0.11 0. 11 7.5 6.6
I B(e)p 0.088 0.08 1.8 1.9
B(alp 0.028 0.028 . 1.0 3.6
Db(ah)a 0.10 0.098 4.5 4.8
B(ghilp 0.056 0.0863 5.8 9.3

it
F

c: concentracién en el punto medio del calibrado, n

En 1a tabla 41 se indican los tiempos de retencién de
los PAHs y su precisién expresada por la desviacidn
estandar relativa, s, %, cuyos valores son todos

inferiores al 1.5%.
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TABLA 41

Tiempos de retencién de los PAHs y precision

PAH t,, min s S, %
Naftaleno 7.01 0.10 1.45
Acenafteno L 10.85 0.10 0.91
Fluoreno 11.65 0.08 0.75
Fenantreno 13.27 - 0.08 0.59
Antraceno 14 .94 0.06 0.37
Fluoranteno 16.50 0.06 0.37

Pireno | 17.62 0.05 0.29
B(a)da 21.90 C.04 G.18
Criseno 22.96 0.08 0.24
B(edp 25.18 0.06 0,22
B(alp 28 .82 0.04 0.14
Db(ah)a 31.12 0.09 0.28
B(ghilp 31.82 0.11 0.34 |

Finalmente hay que resaltar que 12 utilizacidn de una
columna especifica para la separacion de PAHs y el programa
de 1longitudes de onda de excitacién/emision para su
deteccién, ha dado tugar a la puesta a punto de un método
altamente sensible y selectivo que ha permitido Ja
determinacién de estos contaminates en muestras

ambientales, como se vera posteriormente.
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3.2.3.2. Columna Ultraspher

3.2.3.2.1. Optimizacién de ias variables cromatograficas

Con el fin de poner a punto un método para 71a
determinacién de benzo(a)pirenoc en muestras de humo de
tabaco, dado el poder cancerigeno que posee este PAH, se
ha procedidoc =& la optimizacién de los parametros
cromatogréaficos. Para ello se han efectuado varios ensayos
inyectando una muestra de los 13 PAHs en concentraciones
0.04 a 0.88 ng/Hl, utilizando una columna Ultraspher, ¥y

empleando como fase mdévil gradiente de acetonitrilo/agua.

Como sistema de deteccién se ha utilizado el detector
fluor imétrico LS 30 Perkin Elmer, a las longitudes de onda
de excitacibén/emisién de 295/405 nm correspondientes a las

6ptimas del benzo(a)pireno.

Tras estas experiencias se ha 1legadc a las siguientes

condiciones 6ptimas:

Caudal: 1 m1/min

Gradiente de la fase mévil: tabla 42
~ Ag/hgyt  295/405

Temperatura: 22°C.

En estas condiciones se ha obtenido el cromatograma
de 1a figura 56, Como puede observarse ta resoclucidon es
perfecta para la cuantificacién del benzo(a)pireno en
presencia de los PAHs que suelen eluir proéximes al

benzo(a)pireno.
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TABLA 42
Gradiente de 1la fase movil

Tiempo, min A, % B, %
0.0 55 45
5.0 55 45
30.0 85 15
40.0 85 15
42.0 55 45
A: acetonitrilo
B: agua
1112
8.9 ‘13
10 8
§
E 7
e UL
34 b W
L MULL £
[ -
=
=
(44

PAH

1- Naftaleno
2- heenafteno
3~ Fluoreno
4~ Fenantreno
5- Antraceno
6- Flvoranteno
1~ Pireno
8- 8(aa

g- Crisenq
10~ Blep

11- B{alp
12- dB{ah)a
13- B(ghi)p

FIGURA 58 : Cromatograma de HPLC de una muestra patrdén de 13 PAHs.

Columna: Ultraspher (125 x 4 mm). Temp.: 22°%C. Fa
de ACN/agua, (véase tabla 42).
205/405 nm. V. inyeccion: 20 W1.

fluor imdtrica, Ay /Ag!
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3,.2.3.2.2. Caracteristicas analiticas

Teniendo en cuenta que este estudio se efectla con la
finalidad de poner a punto un método que permita la
determinacién de benzo(a)pireno en muestras ambientales y
en concreto en el humo del tabaco, la cuantificacidon se
lleva a cabo tomandoc como base el area del pico
cromatografico del bezo(a)pireno. Para ello se sigue el

procedimiento especificado en el apartado 2.4.2.4.2.b.

En Jas tablas 43 y 44, se exponen las caracteristicas

analiticas del método para l1a determinacién de este PAH.

Como puede observarse en la tabla 43 la desviacién
estandar relativa (s, %) es del 5.3% (n=4) al nivel de
concentracién de 0.02 ng/Hl y respecto al tiempo de
retencién del 0.73%

TABLA 43
Precisidén del método para la determinacidn del B(alp
tr’ 33.867 c: 0.02
x: 33.85 Ar 217x108
s: 0.25 s: 1.2x10°
S %: 0.73 Sp, % 1 5.3
tr: min
c: ng/ul
A: Area media
n =4
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En Ja tabla 44 se indica el limite de deteccién del

benzo(a)pireno. Se ha calculado seglin se ha indicado en el
apartado 3.2.3.1.2.

TABLA 44
Limite de deteccidn del benzo{(alpireno
PAH c, ng/kl Sefial, mV | Ruido, mV | LD, pg/#)
B(a)p 0.04 147, 4 0.0296 0.024

E1 valor del 1imite de deteccién 0.024 pg/H1, es 200
veces inferior al referido en la bibliografia (279).

E1 desarroilc de este estudio ha dado lugar a la
puesta a pqnto de un método sensible y selectivo para la
determinacidén de benzo(a)pireno en el humo de tabaco como

se vera més adelante,
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3.2.4. Aplicaciones de los métodos cromatograficos

propuestos a 1a determinacidén de PAHs en a’ire,
humo de tabaco y agua

3.2.4.1. Aire

Los métodos propuestos para la determinacién de PAHs
por CLM, apartade 3.2.2.2.2., y por HPLC utilizandec ia
columna especifica Green PAH, apartado 3.2.3.1., se han
aplicado a la determinacidén de PAHs en muestras de aire

urbano de la cijudad de Madrid.

Los resultados obtenidos por ambos métodos se detallan

a continuacién.

3.2.4,1.1., Determinacidn de PAHs por CLM con fase
mévil acetonitrilo/SDS.

Para la determinacién de PAHs por CLM en muestras de
aire particulade de la ciudad de Madrid se han seguido los
procedimientos especificados en los apartados 2.4.3.1. vy
2.4.2.4.1.b. correspondientes a 1la preparacién de las
muestras y determinacibébn cromatografica de los PAHs

respectivamente.

En la tabla 45 se presentan los resultados obtenidos
aplicando el método propuesto a 3 muestras de aire urbano.
También se indican los resultades obtenidos por
cromatografia de gases (GC) aplicando el método TO-13 (279)
recomendado por la EPA con el fin de comprobar la validez
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. del método.

TABLA 45
Determinacién de PAHs por CLM en muestras de aire

particulado de la ciudad de Madrid. (ng/m3 aire)’

Nuestra
Ne PAHs HF e W
ok | oe™ | oM ™ | oow | ™
i Naftaleno - - - - - -
2 Fluoreno - - - - - -
3 | Acenaftena - - - - - -
4 mehwo  1 ‘ 1.3 3.3 6 1.5 i.8
5 | Antraceno 0.4 0.2 6.7 i.2 0.3 0.3
8 | Fluoranteno 2.1 1.3 1.5 12.1 0.5 §.1
1 Pireno 5.2 i1.9 3.5 16.5 . [
B Criseng 8.5 3.3 8.2
9 B(a)a : § s 1.3 0.8 6.9
| 10 Blelp 19 2 15.8 8.3 14.1 2.1
1 B(a)p 3.9 1.9 1.8 1.8 3.2 B
12 B(ghilp 4.8 2.8 3.3 3.5 9.3 8.8
i3 Db(ah)a 0.8 - 1.0 0.8 0.8 0.9

(n=12)
" Las muestras han sido tomadas en invierno de 1993

" Gromatografia de pases (279)
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E1 criseno y benzo(a)antraceno se determinan

conjuntamente por CLM debido a1 solapamiento de los picos
cromatograficos correspondientes a los dos PAHs.

Puede observarse que los PAHs de bajo peso molecular,
naftaleno, fluoreno y acenafteno no se identifican en
ninguna de las tres muestras analizadas por ambos métodos,
debido a la volatilidad que poseen y por consiguiente
pueden perderse a lo largo del proceso de la preparacidn
de las muestras; por la misma razén, no suelen encontrarse

con frecuencia en el aire particulado.

Cabe destacar que 1los resultados obtenidos para el
fenantreno, antracenc, benzo(a)pireno, benzo(ghi)perileno
y dibenzo(ah)antraceno son concordantes por ambos métodos,
Por CLM se obtienen resultados inferiores para los PAHs
fluoranteno y pireno debido posiblemente a una mayor
resolucién cromatografica por parte de este método. En el
caso concreto del benzo(elpirenc las diferencias por exceso
entre los resultados obtenidos por los dos métodos pueden
ser debidas al solapamiento de este PAH coh
benzo(k)fluoranteno y benzo(b)fluoranteno cuando 1a

determinacidén se efectua por CLM.

Por otra parte las diferencimas entre resultados
también pueden Jjustificarse teniendo en cuenta que, la
forma en que se lleva a cabo 1a integracion de los picos
cromatograficos en cada unc de Jos dos métodos es

diferente.
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3.2.4.1.2. Determinacién de PAHs por HPLC utilizando
la columna especifica Green PAH y
acetonitrilo/agua como fase movil

Siguiendo los procedimientos descritos en los
apartados 2.4.3.1. y 2.4.2.4.2.a. para la preparacidn de
la muestra y su andlisis por HPLC respectivamente, se han
determinado los PAHs en seis muestras de aire urbano de la
ciudad de Madrid.

En primer lugar, y con el fin de comprobar la validez
del método propuesto en el apartado 3.2.3.1. se comparan
los resulitados de tres de las muestras (M5, MB y MT7), con
los obtenidos por cromatografia de gases (GC) aplicando el
método TO~-13 (278).

En la figura 57 se presenta el cromatograma
correspondiente a 1a muestra de aire M6. Los resultados de
loe andlisis de las tres muestras se indican en la
tabla 486,

Las discrepancias entre resultados pueden atribuirse
a diferentes factores, asj, los contenidos de fiuoranteno,
pireno y benzo(a)antraceno, son inferiores a los obtenidos
por GC posiblemente debidc a una mayor selectividad del
método propuesto; las diferencias por defecto en los
contenidos de crisence en las muestras M8 y MT puede
justificarse teniendoc en cuenta que por GC se determinan
conjuntamente criseno y trifenileno.

Las diferencias por exceso pueden ser debidas a la

notable sensibilidad y selectividad que presenta e) método
propuesto debido a la utilizacidén de una columna especifica
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de PAHs y de un programa de nueve parejas de longitudes de
onda de excitacidn/emisién para la deteccidn de los PAHs,.

PA
T 4- Fenantreno
& Antracenc
s B~ Fluoranteno
1= Pireno
8- Bla)a
1 8- Crisena
10- Blep
48 11~ Bla)p
12- Db{ah)a
13- Blgilp

48. ga

AUTZ

RUN TIME

FIGURA 57: Cromatograme de HPLC de 1a muestra MB de aire urbano.

Columa: Hypersil Green PAH (100 x 4.8 mm). Temp.: 22°%C. Fase mdvil:
gradiente de ACN/agus, véase tabla 38 (apartado 3.2.3.1.1.). Caudal:
1 ml/min. Deteccidn: Fluorimétrica, véase tabla 37 (epartado
3.2.3.1.1.). V. inyveccion: 20 ul.

283



TABLA 48
Determinacién de PAHs por HPLC en muestras de aire particulado de la
ciudad de Madrid. (ng/m’ aire)’

Muestra®®
Ne PAHs W e M
wie | g™ | W | oec™ | owe | e
1 Naftaleno - - - - - -
2 | Acenafteno - - - - - -
K Fluorens - - - - - -
L 4 | Fenantreno 1.4 1.3 33 8.0 1.0 t.8
5 | Antraceno 0.4 0.2 0.8 1.2 - 0.3
8 | Fluaranteno 1.0 1.3 1.5 12,1 0.3 6.1
1 Pireno 8.4 11.8 8.1 18,5 2.4 1.8
8 Bla)e - §.0 5.4 7.3 3.5 §.9
8 Criseno 1.9 8.5 8.8 13.3 4.9 8.2
10 Ble)p 4.9 2.0 5.1 8.3 3.5 2.9
1 Bla)p {9 3.9 {9 1.8 2.9 8.0
12 Db{ah)a 0.1 - 0.8 ! 0.8 0.5 0.8
13 B{ghilp 5.0 2.8 8.5 3.5 4.1 8.9
EUES)

. Las nmuestras han sido tomadas en invierno de 1993

b Grometograffa de gases (279)
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Por otra parte, como se ha indicado anteriormente, los

resultados pueden variar si se tiene en cuenta que los
integradores utilizados en los dos métodos son diferentes

y al presentar deriva la l1inea base la forma de integracidn

es distinta.

De acuerdoc con la bibliografia (178, 279 y 286) la
determinacién de PAHs en aire particulado puede 1levarse
a cabo sin necesidad de realizar l1a etapa del clean-up
cuando las muestras se encuentran poco contaminadas. E]
captador que se ha utilizado para 1a toma de muestras
analizadas en esta memoria ha sido de alto volumen por lo
que debido a esta caracteristica, las muestras deben estar

bastante contaminadas.

Considerando que el método propuesto ofrece las
caracteristicas analiticas de alta sensibilidad
(utilizacidn de nueve parejas de longitudes de onda éptimas
de excitacién/emisién para su deteccidn fluorimétrica) y
selectividad (por la razén indicada y ademas por la
utilizacién de una columna especifica de PAHs), se ha
estudiado la posibilidad de efectuar 1a determinacidén de
PAHs sin necesidad de 1levar a cabo la etapa del clean-up,
operacién que resulta laboriosa y de larga duracién. Para
ello, el extracto de una muestra de aire (M8) se dividid
en dos fracciones; en una de ellas se practicd el clean-up

y en la otra se elimind esta etapa.

Los cromatogramas obtenidos ae encuentran
representados en las figuras 58 y 59, En el cromatograma
de la figura 58, aparecen uno picos cromatograficos debidos
a la presencia de compuestos fluorescentes muy polares y
polares, ahora bien como puede observarse, son los primeros
en eluir y no interfieren en la determinacidn de los PAHs
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estudiados,

1

a8

40.

RUN TIME

FIGURA 58: Cromatograma de HPLC de la muestra MS a la que se ha
practicado la etapa de purificacion.

Columa: Hypersil Green PAH (100 x 4.8 mm). Temp.: 22°%C. Fase mdvil:
gradiente de ACN/agua, véase tebla 38 (apartado 3.2.3.1.1.). Caudal:
1 ml/min. Deteccién: Fluorimétrica, véase tabla 37 (epartado

3.2.3.1.1.). V. inyectibn: 20 pl.
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FIGJRA 59: Cromatograma de HPLC de la muestra MO en la que se ha
eliminade la etapa de purificacion.

Columna: Hypersil Green PAH (100 x 4.8 mm). Temp.: 22%C. Fase mdvil:
gradiente de ACN/agua, véase tabla 38 (mapartado 3.2.3.1.1.). Caudal:
1 mi/min. Deteccidn: Fluorimétrica, véase tsbla 37 (apartado
3.2.3.1.1.). V. inyeccidon: 20 u1.
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Por otra parte, Tos compuestos alifaticos gque existen

en la muestra de aire no son detectados por no ser
compuestos fluorescentes, sin embargo, por GC/FID s%

podr fan detectarse, por lo que habria que proceder a su

separacidén previa mediante 1a etapa del clean—up.

En la tabla 47 se recogen 1os resultados de tres
muestras de aire; en ella se indican los resultados
obtenidos efectuando la etapa de purificacién y los

obtenidos cuando no se lleva a cabo esta etapa.

Tanto en las figuras 58 y 59 como en la tabla 47 puede
observarse que se obtienen mayores contenidos de PAHs
cuando el andlisis se efectla sin llevar a cabo la etapa
del clean-up, obvio teniendo en cuenta la manipulacién que
requiere esta etapa. Asi por ejemplo, los picos
cromatograficos de la figura 59 son mas intensos que los
de 1a 58, observandose ademds la presencia de hidrocarburos
muy volatiles como es el casoc del naftaleno (pico

cromatografico 1)

No obstante los resultados obtenidos por ambos métodos
son muy similares, 1o que demuestra que la etapa del clean-
up puede ser eliminada cuando se aplica e] método propuesto
a la determinacién de PAHs en muestras de aire urbano, al
menos cuando éstas se encuentran contaminadas a estos

niveles de concentracién de PAHs.
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TABLA 47

Determinacién de PAHs por HPLC en muestras de
particulado de la ciudad de Madrid. (ng/m3 aire)'
Muestra™*
Ko PAHs we e H1P
wie | oweee™ | owec | owec™ owee | o™
1 Kaftaleno - - - 1.0 - -
2 [ Acenaftenc - - - - - -
3 Fluareno 1.6 1.5 - - 0.4 0.1
4 | Fenantreno 0.2 0.5 0.2 0.3 i.5 1.4
5 [ Antraceno - - - - - -
8 | Fluoranteno 0.2 0.3 0.1 0.1 0.4 0.2
1 Pireno 0.5 0.8 0.2 0.2 0.4 0.01
8 Ba)a 2.0 2.6 0.5 0.8 1.8 2.1
g Crigeno 3.2 4.2 1.0 1.2 2,7 3.5
10 Blelp 1.2 1.0 0.1 0.2 1.0 0.7
i B(a)p 1.4 1.1 0.4 0.5 0.6 0.8
i2 Ob{ah)a 0.8 0.8 0.1 0.1 0.5 0.5
13 Bghilp 4.0 i {.8 1.8 3.2 3.5
SUER)

. Las nuestras han side tomadas en invierno de 1983

™ gin realizer 1a etapa del clean-up
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Por Gltimo hay gque indicar que en las seis muestras

analizadas, se encuentran pirenc, benzo(a)pireno,
benzo(a)antraceno Yy Dbenze(ghi)perileno, hidrocarburos
procedentes de las emisiones de vehiculos, y el

benzo(a)pireno, une de los PAHs que presentan mayor
toxicidad e indicador ademés de contaminaciones domést icos
e industriales. Estos resultados son légicos teniendo en
cuenta que el muestreador se encuentra situado en el centro
de Madrid con un elevado indice de tréafico rodado (287 ¥y
288).
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3.2.4.2. Humo de tabaco

3.2.4.2.1. Preparacién de la muestra: Optimizaciébn de

variables experimentales

Extraccidn

En primer lugar para la extraccidon de PAHs de los
filtros, donde se encuentran adsorbidas las particulas del
humo de teabaco, se han ensayvado 1los tres agentes
extractantes mas utilizados, de acuerdo con l1a biblijografia
para este tipo de muestras, acetonitrile, ecloruro de

metileno y ciclohexano (289).

Cuando se utiliza acetonitrilo como agente extractante
se obtienen muchas interferencias en el analisis
cromatografico debido a la presencia de otros compuestos
en el extracto, que no son de interés en este estudio. Por
otra parte 1a evaporacién a vacio del disolvente, etapa
previa para llevar a cabo la purificacién del extracto, es

muy lenta.

La utilizacién de cloruro de metileno ha dado mejores
resultados que el acetonitrilo en cuanto a que es mas
rapida su evaporacidén a vacio, pero debido a su altoc poder
de extraccién por la nicotina y otros compuestos polares,
ha dado lugar a dificultades en el aislamiento de estos

compuestos en la operacién del clean-up.

E1l c¢iclohexano ha sido seleccionado comoc agente

extractante del benzo(a)pireno en el humo de tabaco, debido
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a que presenta menores interferencias para su determinacién

cromatografica, siendo el volumen optimizado para la

extraccion de 10 ml.

Por otra parte, se ha estudiado la recuperacidn del
benzo(al)pireno. Para ello se han utilizado cuatro filtros;
a8 tres de 100 ng de
benzo(a)pirenc y el cuarto se ha utilizado como blanco. A
continuacién se ha procedido a la extraccién con 10 m1 de
ciclohexano, agitando para ello durante 30 minutos en bafio

ellos se les ha adicionado

de ultrasonidos; del extracto se han tomado 2 ml y ee ha
efectuado el cambio de disolvente a metanol; posteriormente
se ha aplicado el procedimiente del apartado 2.4.2.4,.2.,b.
para la determinacién cromatogréafica del benzo(a)pireno en
cada una de 1as muestras. Los resultados obtenidos se
en la que puede observarse que

102% en el proceso de

presentan en la tabla 48,
se obtiene una recuperacibn del

extraccién del benzo{(alpireno.

TABLA 48
Recuperacién del benzo(a)pireno en el proceso de extraccidn
B(a)p, ng Recuperacidn
Filtre ' _
afadido encontrado R, % R, %
1 100 105 1056
2 100 103 103
102
3 100 a9 t=1¢]
4 - -— -—
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Purificacidn

Por otra parte se ha procedido a la purificacién de

los extractos procedentes de los filtros 1, 2 y 3.

En esta etaps se han utilizado cartuchos sep—-pak de
silice, con el fin de eliminar al méximo ia presencia de
compuestos polares en la fraccidén eluida, como por ejemplo
la nicotina, componente mayoritario en este tipo de

muestras y por consiguiente muy interferente.

Los disolventes acondicionadores de los cartuchos ¥y
los eluyentes empleados en este estudio han sido
seleccionados tras un planteamiento tebérico sobre las
propiedades de estos disolventes, teniendo en cuenta la
polaridad de cada uno de ellos (290) y la base general de
1a extraccidén en fase solida (SPE). Por consiguiente los
disolventes que se han utilizado han sido el ciclohexano
como acondicionador (15 ml1) y como eluyente el cloruro de
metileno (2 ml1). Para ello se ha seguido el procedimiento

2.4.3.2. descrito en la parte experimental.

En la tabla 49 se indica 1ia recupéracién del
benzo(a)pireno en el proceso de purificacién, siendo ésta
del 38%. Esta baja recuperacidn légicamente es debida a 1a
elevads complejidad de este tipc de muestras.
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TABLA 49
Recuperacién del B(a)p en el proceso de purificacidn

B(al)p, ng Recuperacién
Filtro ~
afiadido encontrado R, % R, %
1 100 38.5 38.5
38
2 100 a7.5 37.5
3 100 38.0 38.0

Al tratarse de muestras muy complejas con altos
contenidos de diferentes compuestos, no ha sido posible
obtener recuperaciones superiores en la etapa del clean-up,
hecho que se hubijera conseguido utilizando mayor volumen
de eluyente, pero gque conlievaria a un mayor nimero de
interferencias; de esta manera se evitan éastas en e)
andlisis cromatografico a la par que se consigue mayor
reproducibilidad en l1a cuantificacién del benzo(a)pireno,

3.2.4,2.2. Determinacidén de benzo(a)pireno por HPLC
utilizando fase mévil acetonitrilo/agua

La determinacién del benzo(alpirenc se ha 1llevado a
cabo en los dos tipos de tabaco, rubio y negro, Los filtros
analizados contenian el humo particulado correspondiente
a 5 cigarrillos {apartado 2.4.3.2.1.). Para ello se han
seguido los procedimientos 2.4.3.2. y 2.4.2.4.2.b. donde
se indican la preparacién de las muestras Yy cuantificacidn

del benzo(a)pireno.
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Identificacibn

En primer Tugar para 1a identificacién del
benzo(a)pireno en las muestras se ha tomado como base el
tiempo de retencién de este PAH., Para comprobar la
veracidad del andlisis, en una de las muestras preparadas
del humo de tabaco, se han registrado los espectros de
excitacién y emisidn en la fraccidn de elucién
correspondiente al picoe cromatografico, identificado como
el del benzo(a)pireno, y se han comparado estos espectros,
con los obtenidos en 1a fraccidén de elucidén de una muestra
patrdédn que contenia unicamente benzo(al)pireno. El1 registro
de los espectros se ha efectuado parando el flujo en el
instante en que la fraccién de elucibn correspondiente al

benzo(a)pireno se encontraba en la célula del detector,

En las figuras 60 y 61 se presentan los espectros
ocbtenidos en las muestras de tabaco Y patrdn
respectivamente. Puede observarse que los espectros de
emisidn correspondientes a las dos fracciones de elucidn

presentan el mismo habito.

En 1o que respecta a los espectros de excitacidn, es
légico que existan diferencias debido a que en l1a muestra
de humo de tabaco existen compuestos que también presentan

bandas de absorcién en esta zona del espectro.

Por otra parte 1a banda de emisién aparece en ta misma
zona espectral tanto cuando la excitacidén se efectla a
205 nm como cuando se realiza a 363 nm lo que confirma la
evidencia del espectro (figura 60).
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FIGURA 60: Espectros de excitacién y emision del benzo(a)pirenc en
una muestra de tabaco; (a), espectro de excitacién (A, =
405 rm):(b y ©), espectros de emisién (A, = 295 y 363 nm)
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FIGURA 81: Espectros de excitacidn y emisién del benzo(a)pireno en
muestra patrdn, 0.02 ng; (a): espectro de excitacidn (
405 rm); (b): espectro de emisidn (X, = 205 nm)

r
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Cuantificacion

Para la cuantificacidn del benzo(a)pirenoc se ha tenido
en cuenta el area del pico cromatografico. Para ello se ha
tomado como referencia el area correspondiente al de una
muestra patrdon de concentracidn del mismo orden que 1as de

1as muestras a determinar.

En la figura 82 se presenta dos cromatogramas. E1 (a)
se ha obtenido inyectando 20 p1i de metanol, para comprobar
que la zona donde se jdentifica el benzo(a)pireno esta
1ibre de interferencias. E) cromatograma (b) se ha obtenido
inyectando una muestra patrén del penzo(a)pireno como
referencia para la identificacidn vy cuantificacidén del
mismo en las muestras de humo de tebaco. Estms inyecciones
se realizaban previamente a la determinacién del

benzo(a)pireno en las muestras de humo de tabaco.

En las figuras 63 y 684 se presentan 1os cromatogramas
obtenidos tras la inyeccidén de dos muestras, una de tabaco

rubio, figura 83, y otra de tabaco negro, figura 64.

Observando ambos cromatogramas se puede destacar que
en general la complejidad de los dos tipos de muestras es
del mismo orden, si bien el contenido es superior en el

tabaco negro.
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FIGURA 62: Cromatogramas de HPLC. (a): metancl; (b):benzo(a)pireno,
0.02 ng

Columna: Ultraspher 5 pm (125 x 4 mm). Temp.: 22°%, Fase mbvil:
gradiente de ACN/agua, véase tabla 42 (spartado 3.2.3.2.1.). Caudai:
1 m1/min. Deteccidn fluorimétrico, Ay /Ayt 285/405 nm. V. inyecocion:
20 §l.
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FIGURA B83: Cromatograme de HPLC de una muestra de tabaco rubio.

Columna: Ultraspher 5 um (125 x 4 mm). Temp.: 22%., Fase mdvil:
gradiente de ACN/agus, véase tabla 42 (ampartado 3.2.3.2.1.). Caudal:
1 m1/min. Deteccidén fluorimétrico, l.“/l.u: 205/405 nm. V. 1inyeccidn:

20 pl.
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FIGRA 84: Cromatograma de HPLC de una muestra de tabaco negro.

Colunna: Ultraspher 5 pm (125 x 4 nm). Temp.: 22%C. Fase mdvil:
gradiente de ACN/agua, véase tabla 42 (apertado 3.2.3.2.1.). Caudal:
1 m1/min. Deteccidn fluorimétrico, A,/A,: 285/405 nm. V. inyeccién:
20 1.
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En las tablas 50 y 51 se presentan Tlos resultados de
1os andlisis de 6 muestras de tabaco rubioc y cuatro de
tabaco negro. Puede observarse que el humo de tabaco negro
tiene mayor contenidoc de benzo(a)pireno que el del tabaco
rubio. En dichas tablas también aparecen las desviaciones
estandar relativas, siendo éstas de 5.3 y 6.3% para los
niveles de concentracién de 68.1 y 108 ng de

benzo(a)pireno/5 cigarrillos.

TABLA 50
Contenido de B(a)p en tabeco rubio. (ng/5 cigarrillos)
Muestra c - 8 %
X

1 T4.4

2 69.1

3 68.

9.1 69.1 5.3

4 59.8

5 683.0

] 68,8

TABLA 51
Contenido de B(a)p en tabace negro. (ng/5 cigarillos)
I
Muestra c - S, %
X

i 101.3

2 102.0 106. 34 8.3

3 106.0

4 1156.8
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3.2.4.3. Agua

3.2.4.3.1. Preparcién de 1a muestra: Optimizacidn de

las variables experimentales

con el fin de determinar PAHs en agua potable, agua
de grifo y agua bruta de embalse, se ha procedido a la
optimizacidén de Jas variables experimentales para 1a
preparacién de la muestra. En primer lugar para la
preconcentracién de los PAHs en muestras de agua potable
se han utilizado cartuchos de aparicién reciente en el
mercado, sep-pak vac ,C18. Este tipo de cartuchos se
diferencian de los cartuchos C18 que existen normalmente
en el mercado, en el tipo de fase enlazada al material de
relleno del cartucho, siendo ésta mohofuncional en Jlos

cartuchos C18 y trifuncional en los cartuchos tC18.

3.2.4.3.1.1. Eleccién del eluyente

En primer lugar se ha procedido al acondicionamiento
del cartucho tal y como recomienda Jla casa comercial, es
decir pasando a través de su lecho 6 ml de metanol dos
veces seguidas y a continuacidén 6 ml de agua Mil1i-& otras
dos veces. Inmediatamente antes de que todo el volumen de
agua atraviese el lecho del cartuchc se introduce 1la
muestra patrén, utilizando para ello una micropipeta, de
manera que ésta quede depositada en el centrc de la
superficie del cartucho. Por Gltimo se seca el cartucho,

primeramente a vacfio y posteriormente por centrifugacidn.

Por otra parte en todas las experiencias realizadas
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a Jlo largo de este estudio se ha tomado un volumen de

100 p1 de una mezcla patrén de PAHs de concentracién
comprendidas entre 0.035 y 0.73 ng/ul; seguidamente se

aplican los procedimientos 2.4.3.3. para la preparacibén de
1a muestra (respetando las variables que se estudian en
cada caso) y 2.4.2.4.2.a., para la determinacion de los
PAHs.

Para la eleccién del eluyente se han estudiado los
disolventes que figuran en Jla tabla 52, en Tla que se
indican ademés las polaridades de cada uno de eilos (280).
E1 volumen de eluyente utilizado en principio, para ta
realizacién de este estudio ha sido de 1 m1. En dicha tabla
también aparece el nimero de PAHs detectados tras el empleo

de cada uno de los eluyentes.

TABLA 52

Eluyentgs #studiados

N2 Eluyente Polaridad PAHs eluidos
1 Acetonitrilo E.8 13

2 Metano! 5.1 13

L

3 Cloruro de metileno 3.1 10
4 Dimtil dter 2.8 10
[ Hexano 0.1 13

8 n-pentano 0.0 13

7 n-pentano:diatil &ter (0,8:10) 2,8 1
8 Dietil éter:cloruro da metilano (1:1) 3.0 12
8 Matanol:distil &ter (1t1) 4.0 10
10 Metanol:dimbit &ter (112) 3.8 10
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En la tabla 53, o figura 65, se presentan las

recuperaciones de los PAHs con cada uno de l1os disoiventes,
representados éstos con los nameros del 1 al 10, como queda

indicado en 1a tabla 52.

TABLA 63
Efecto del tipo de eluyente en la recuperacidén de los PAHs

Ne PAHs R, %

i 2 3 { § 8 | 1 ) 9 i0
f Kaftaleno i 42 - - 14 54 - - - -
2 | hcenafteno 3 1] - - 10 83 | - 8.0 - -
3 Fluoreno 2 i8 - - 18 8.1 1.3 18 - -
4 | Fenantreno 4] U 19 8.5 33 | 18 54 i ) 13

3 Antraceno 4 19 18 8.3 21 80 49 8 i 12
8 | Fluorenteno | 46 2 5 40 H 2 50 68 46 #
[ Pireno 4 25 81 44 42 B 38 80 88 28

8 Bla)a 3 18 a7 88 3 2 42 5 81 i
g Criseno 30 15 85 1 8 3 4] | 38 56 5 80
0 Blelp 14 12 81 4 20 a 3 84 8 | 83
i Bla)p 18 13 88 [ | 28 k) # 8 12 | 53

12 Ob{eh)a Kk 2] gt | 1AM ] U 51 41 55 Cl 58
3 B(ghilp i 13 &0 [l 25 2 ¥ §5 ] ! (0

4 R . N
Valores medios correspondientes a dos determinaciones,

Se han elegido los eluyentes 3 y 4, es decir cloruro
de metileno y dietil éter por ser con éstos con los gque se
obtienen mayores recuperaciones para la mayoria de los
PAHs, correspondiendo éstas ademas a los PAHs de mayor

toxicidad tal y como puede observarse.
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Tipo de eluyente

FIGURA B85: Efecto del tipo de eluyente en la recuperacién
de los PAHs

3.2.4.3.1.2., Efecto del volumen de eluyente

Seleccionados los dos disolventes y con el fin de

mejorar las recuperaciones de los PAHs, se han ensayado
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varios volimenes de los dos eluyentes elegidos en e

intervalo comprendido entre 1 y 4 ml. Los resultados se
indican en las tablas 54 y 55 o figuras 86 y 67, en las que

se han representado las recuperaciones de los PAHs frente

al volumen de eluyente utilizado

TABL.A 54
Efecto del volumen de cloruro de metileno en las

recuperaciones de los PAHs

=
N PAHs R, %
1 ml 2 ml 3 ml 4 ml
1 Naftaleno - - - -
2 Acenafteno - - - -
3 Fiuoreno - 33 18 30
4 Fenantreno 19 72 55 89
5 Antraceno 18 74 54 75
8 Fluoranteno 521 81 88 81
7 | Pireno . 67 68 o6 69
| 8 B(a)A 87 74 89 156 |
g Criseno 65 82 85 28 |
10 B(e)p 67 69 82 72
11 B(a)p 88 58 | 83 a5
12 Db(ah)a 91 | 45 94 75
13 B(ghi)p 80 38 79 87

Valores medios correspondientes a dos determinaciones.
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TABLA 55
Efecto del volumen de dieti]l éter en las recuperacicnes de

los PAHs

Ne PAHs R', %

1 ml 2 ml 3 ml 4 ml
1 Naftaleno - 72 - -
2 Acenafteno - T2 70 35
3 Fluoreno - 75 74 69
4 Fenantreno 9.5 86 96 o8
5 Antracenc 8.3 84 71 83
5] Fluoranteno 40 78 0 88
7 Pirenc 44 a7 89 100
8 B(a)A 86 81 o1 | 80
9 Criseno 81 83 86 l 82
10 B(elp T4 64 87 34
11 B(a)p 78 75 80 83
12 Db(ah)a 74 79 83 68
13 B(ghi)p 71 84 85 78

Vaelores medios correspondientes a dos determinaciones
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V, ml (cloruro de metileno)

FIGURA 68: Efecto del volumen de cloruro de metileno en las
recuperaciones de los PAHs .
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FIGURA 67: Efecto del volumen de dietil éter en las
recuperaciones de los PAHs.
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Observando los resultados obtenidos, parece ser que

con dietil éter se obtienen mayores recuperaciones para Jla
mayor ia de los PAHs estudiados que con cloruro de metileno.

Por otra parte comparando los vollmenes de 2 y 3 ml del
dietil éter se puede observar que con 3 ml se obtienen
mayores recuperaciones para la mayor ia de los PAHs, con 1o
cual se ha elegido el volumen 3 ml de dietil é&ter como

volumen dptimo de ejuyente en este estudio.

Por Gltimo, con el fin de mejorar la reproducibilidad,
esta operacidn se efectla en dos etspas, primerasmente la
elucién se lleva a cabo con los 3 ml de dietil éter ¥

posteriormente con 1 ml.

3.2,.4.3.1.3. Efecto del volumen de muestra de agua

Una vez seleccionado el eluyente, el siguiente paso
ha consistido en optimizar el volumen de muestra de agua
para la determinacién de PAHs. Para ello se ha realizado
e] estudio disolviendo siempre el mismo volumen de la
muestra patrén de PAHs, en volimenes crecientes de agua
Mi11i~-Q agitando 10 minutos con ayuda del ultrasondidos y
posteriormente se han aplicado los procedimientos
explicados en los apartados 2.4.3.3., para la preparacion
de 1&8 muestra, y 2.4.2.4.2.a. para Ja determinacibn

cromatogréfica de los PAHs.

Los resultados obtenidos aparecen en la tabla 56, en
ella se indican los vollmenes de agua utilizados en este
estudio, siendo éstos de 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 y
2000 ml1, y las recuperaciones obtenidas.
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En la figura 68 igualmente puede observarse este

efecto, donde se representan las recuperaciones frente al
volumen de muestra de agua utilizado.

Las maximas recuperaciones para la mayoria de los PAHs

se obtienen para el volumen de agua de 1500 ml1, por lo que

TABLA 56

Influencia del volumen de agua en las recuperaciones de los PAHs

Ne PAHs B, %
50 nl 100 1 | 250 mi | 500 m} | 1000 wl |} 1500 m ' 2000 ni

1 Naftaleno - - - 18 2§ 15 -
2 Acenafteno 17 32 2 59 §1 85 1
§ Fluorena 38 §1 - 55 10 88 [} 81
4 Fenantreng 84 - 14 82 80 18 8 1§
5 Antraceno 51 53 88 i0 84 [ 13
§ Fiuorantens 87 {: 81 i1 18 85 B4
1 Pireno 2 80 12 88 B4 89 48
8 B{a)a 57 | 85 18 4 89 85 18
9 Criseno 58 88 15 ik 10 | 16 13
10 Blelp i8 57 - 83 85 84 85 80

.11 B(a)p 46 i 52 58 51 87 58
12 Ob(ah)a 9 45 50 53 45 68 &8
13 B(ghilp 38 38 38 18 {8 80 38

t . , . .
Vvalores medios correspondientes a dos determinaciones.
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se ha considerado éste el é6ptimo para l1a determinacién de
estos contaminantes en muestras de agua.

R, ¥ 50-

50
100 |
250
500

1000
1500
2000

V, ml {muestra de agua)

FIGURA 68: Influencia del volumen de agua en la
recuperacién de los PAHs
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Por otra parte hay que indicar que el cambio de

disolvente de dietil éter a metanol, una vez efectuada la
elucién de los PAHs, resulta lenta debido a la evaporacidn

del dietil éter. Puede decirse que esta operacibn se
realiza en dos etapas, la primera répida, de 8 minutos, en
la que se evapora la mayoria del volumen de desolivente, ¥
ta segunda més lenta, de 20 minutos, correspondiente a la
evaporacién de un volumen muy pequefio de agua eluida con
el eluyente, equivalente a una gota (aproximadamente 0.05
ml1). Este pequefic volumen es posible que haya gquedado
adsorbido por el relleno del cartucho debido al elevado
volumen de muestra de agua gque se pasa a través de su

lecho.

La EPA recomienda utilizar, Naﬁﬂ% anhidro para evitar
1la presencia de agua en el extracto, sin embargo la
utilizacién de este adsorbente puede dar Jugar a pérdidas

en las recuperaciones de los PAHs.

Por consiguiente, y con motivo de no malgastar el
tiempo en la evaporacidn de la gota de agua en la
preparacién de la muestra se han realisado las siguientes
experiencias: a cuatro muestras patrones que poseen los 13
PAHs se han adicionado volimenes crecientes de agua, 0, 50,
75 y 100 H1. Estos vollmenes de agua cont ienen en su
intervalo de magnitud, el volumen de la gota de agua eluida
del cartucho con el eluyente empleado en este estudio. A
continuacién se ha 1levado el volumen de cada muestra a
1 m] con metanol y posteriormente se han agitado las
muestras durante 5 min en ultrasonidos. Finalmente se ha
aplicado el procedimiento 2.4.2.4.2.a. para el analisis

cromatogréfico de las cuatro muestras.
En las figuras 69 y 70, aparecen los cromatogramas
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correspondientes a las muestras gue contien O ¥y 0.75 Hu1 de
agua respectivamente. Como puede observarse en dichos
cromatogramas, la presencia de este vollimen de agua ho
influye en e1 andlisis cromatografico de les PAHs. En los

cuatro casos se obtienen valores muy prbéximos entre si con

PAH £, pg/
{- Naftaleno 1.
2~ hoenafteno ¥
2 3= Fluoreno 1
89 12 4- Fenantreno 1
T 5- Antraceno g
B~ Fluoranteno 4
- Pirena §
8- Bla)s 1
% 8- Criseno 1
10- Ble)p i
11~ B{a)p 3
12~ DB{ah)a B
13- Blghi)p 1

34. a2

c
| —
C_

RUN TIME

FIGURA 69: Cromatograma de HPLC de una muestra patron de PAHs a la que
no se ha adiciohado agua

Columna: Hypersil Green PAH (100 x 4.6 nm). Temp.: 22°C. Fase mévil:
gradiente de ACN/agua, 'véase tabla 36 (apartado 3.2.3.1.1.). Flujo:
1 ml/min. Deteccién: Fluorimétrica, véase tabla 37 (apartado
3.2.3.1.1.). V. inyeccidén: 20 H1. :
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desviaciones estandar relativas inferijores al 9%, 1o cual significa
que el error que puede cometerse sin efectuar la evaporacidon del
peguefic volumen de agua es minimo, teniendo en cuenta los niveles de

concentraciones de Tos PAHs ensayados.

e e
6 1- Naftaleno 13
2- hcenaftens k|
2 6 3 Fluoreng i
9 12 4~ Fenantreno 11
8 U © 5 hntraceno 9.0
] 341 f7 10 13 ®© §- Fluorentens 4.0
E ﬁ 1~ Pireno R
< 8- B(a)a 1.0
% 8- Crisam "
i ) X L z 16- Blelp 1
- i1- Blalp 3.5
B 12- Da(ah)e 8.5
13- B{ghi)p 1.0

FIGURA T0: Cromatograma de HPLC de una muestra patron de PAHs a Ta que
se ha adicionado 75 ul1 de agua

Columna: Hypersil Green PAH (100 x 4.8 mm). Temp.: 22%C. Fase mbvil:
gradiente de ACN/agua, véase tabla 38 (apartado 3.2.3.1.1.). Flujo:
1 ml/min. Detecoifn: Fluorimétrica, véase tabla 37 (apartado
3.2.3.1.1.). V. inyeccibn: 20 j).
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A través de este estudio se han optimizado las

wvariables siguientes:

- Naturaileza y volumen de eluyentes, (3+1) m] de dietil
étear.

- Volumen de muestra de agua 1500 ml.

Hay que indicar que los valores mas bajos de las
recuperaciones corresponden a los PAHs de bajo y alto peso
molecular debido a 1la volatilidad que presentan 1los
primeros y a la baja solubilidad en agua que poseen los

segundos (291),

3.2.4.3.2. Comparaci6n del método propuesto con el

recomendado por Ta EPA 525

Para ello, en este estudio se han efectuado tres
experiencias. La primera se ha realizado exactamente como
propone la EPA, método 525 (282), donde se determinan
conjuntamente compuestos organoclorados y PAHs en agua
potable, siendo el volimen de muestra recomendado de 1
1itro y el tipo de cartucho C18, 1000 mg. La segunda se ha
realizado exactamente igual pero sustituyende el tipo de
cartucho por el utilizado en este estudio. La Ultima se ha
1levado a cabo siguiendo el método que se propone en este

estudio,

En las figuras 71, 72 y 73, se presentan los
cromatogramas obtenidos en las tres experiencias. Los
resultados se indican en la tabla 57. Las recuperaciones
que se obtienen aplicando el método de 1a EPA son
inferijores para la mayoria de los PAHs, a las obtenidas por
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el método propuesto excepto para el antraceno, crisenc Yy

benzo(a)pireno.

PAN e pafyl
i {- Naftalano 13
2~ Acenafteno 37
® 3- Fluoreno 17
4- Fenantreno 1}
8 5- Antraceno 8.0
4 91;:) 1 % B- Fluoranteno 4.0
12 F‘; 1- Pireno 4.5
3 7 8- B{2)a 1.0
? i 13 a- Criseno il
E U 10~ B(e)p 11
g 11- Bla)p 3.5
12- DB{ah)a 8.5
§ 13- B(ghilp 1.0

FIGURA 71: Cromatograma de HPLC de una muestra patrén aplicando el
método EPA (cartucho C18, 1000 g). ‘

Columna: Hypersil Green PAH (100 x 4.8 mm). temp.: 22°%. Fase mbvil:
gradiente de ACN/agua, véase tabla 38 (apartado 3.2.3.1.1.). Caudal:
1 ml/min. Deteccidén: Fluorimétrica, véase tebla 37 (spartado
3.2.3.1.1.) V. inyeccion: 20 Hi.
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PAR ¢, pafh
{~ Naftaleno T
2- hcenafieno k]

5 89 . 3- Fluoreno i1

4~ Fenantrend )

12 §- Antraceno 8.0

ally 10 §~ Flwaranteno 4.0

B3 B I- Pirena 85

qui 8- B{a)a 1.0

2% 8- Criseno 1
E U 10- B(e)p f
Ul U’J g f1- Blalp 3.5

- 12- DB(sh)a B.5

é 13- B{ghie 10

FIGURA 72: Cromatograma de HPLC de una muestra patron aplicando el
método EPA (cartucho ,C18, 500 g).

Columna: Hypersil Green PAH (100 x 4.6 mm). temp.: 22%, Fase mdvil:
gradiente de ACN/agua, véase tabla 38 (apartado 3.2.3.1.1.). Caudal:
1 ml1/min. Deteccidén: Fluorimétrica véase tabla 37 (apartado
3.2.3.1.1.). V. inyeccidn: 20 ul.
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PAH 6. pafit
§- Kaftaleno 1

6

2- Acenafteno ki

3- Flucrano 1i

A~ Fenantreno il

48 8
9 5- Mtrscene 0.0
7 _

2 11 49 a 8- Flwranteno 4.0

3 10 g 1= Pireno 45
13 8- B{a)a 1.0

E 9~ Criseno 14
- 1 L W 10- Ble)p 1
U L u L_ ﬂ 11- B{alp 3.5
% 12~ DB(ah)a 8.5

[ 13- B(ghilp 1.0

FIGURA 73: Cromatograma de HPLC de una muestra patrén aplicando el
método propuesto

Colunna: Hypersil Green PAH (100 x 4.8 mm). temp.: 22°%. Fase mdvil:
gradiente de ACN/agua, véase tabla 38 (apartado 3.2.3.1.1.). Caudal:
1 m1/min. Deteccibn: Fluorimétrica véase tabla 37 (spartado
3.2.3.1.1.). V. inyeccion: 20 ul.
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TABLA &7
Comparacién del método propuesto con el recumendado por la EPA 525,

Recuperaciones', %
Ne PAHs c, ng/Hl

1 2 3
1 | Naftaleno 1.46 - - 16
2 Acenafteno 0.73 18 41 85
3 Fluoreno 0.33 36 58 72
4 Fenantreno 0.21 80 96 86
5 Antraceno 0.18 85 a6 [A
6 | Flucranteno 0.08 80 116 85
7 Pireno 0.09 65 74 90
8 B(ala 0.14 87 108 85
9 Criseno 0.27 87 | 87 76
10 B(e)p 0.22 82 85 85
11 B(a)p 0.07 92 76 67
12 Db(ah)a 0.17 57 84 66
13 B(ghilp 0.14 55 62 80

' Valores medios correspondientes a dos determinaciones.
1 Método EPA 525.

2 Método EPA 525 con cartucho C18, 500 mg.

3 Método propuesto.

Se puede observar que la 1linea base de les
cromatogramas, de las figuras 71 y 72, presenta deriva que
puede afectar a la duracién de la columna analfitica. Por
otra parte aparece un nuevo pico cromatografico no
identificado que podria ser debido a 1a disolucidn de parte
del adsorbente dado el alto volumen de eluyente empleado,

12 m1 de cloruro de metileno.

Por otra parte, como se ha indicado anteriormente, no
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hay que olvidar que el método de la EPA 525 se recomienda

para la determinacidn conjunta de compuestos organoclorados
y PAHs por cromatografias de gases con deteccidbn por

espectrometria de masas (GC/MS).

Finalmente cabe resaltar que debido a las
caracter jsticas del cartucho utilizado en este estudio, la
preconcentracién de la muestra es mucho méas radpida, del
orden de 20 minutos de duracién, que cuanto ésta se 1leva
a cabo aplicando el método 525 de la EPA, cuya duracidon es

de]l orden de 100 minutos.

3.2.4.3.3. Determinacién de PAHs por HPLC en agua
potable

Se ha aplicado el método propuesto a la determinacion
de los PAHs en dos tipos de agua potable, agua de grifo
y agua bruta de embalse, cuya procedencia esta especificada
en el apartado 2.3.3. Para ello se han seguido 1los
procedimientos especificados en los apartados 2.4.3.3. ¥
2.4.2.4.2.a. para la preparacién de 1la muestra Y

determinacidn de Jlos PAHs.

3.2.4.3.3.1. Agua del grifo

Se han analizado tres muestras de agua de grifo
tomadas en esta Facultad. En ninguna de las muestras se han
detectado PAHs, como queda reflejade en el cromatograma que
aparece en la figura 74 correspondiente a una de las

muestras analizadas.
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AuTzZ

FIGURA 74: Cromatograma de HPLC obtenido en el andlisis de una muestra
de agua de grifo

Columa: Hypersil Green PAH (100 x 4.8 mm). temp.: 22%, Fase mdvil:
gradiente de ACN/agua, véase tabla 38 (apartado 3.2.3.1.1.). Caudal:
1 ml/min. Deteccién: Fluorimétrica véase tabla 37 (apartado
3.2.3.1.1.). V. inyeccién: 20 ul.

3.2.4.3.3.2. Agua bruta de embalse

se han analizado distintas muestras de agua bruta de
embalse, procedentes de tres 2zonas diferentes de la
provincia de Madrid.

A continuacién en las figuras 75, 76 y 77 se presentan
10s cromatogramas resultantes de la determinacidn de 1los
PAHs en el agua de cada uno de los tres emba jses.
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PAH

1~ Naftaleno
5 2- hcenafteno
4 3 Fluareno
4- Fenantrena
5- Antraceno
6~ Fluoranteno
1~ Pireno
2, 8- S(a)a
8- Criseno

32 a7

67 8

RUH TIME

FIGURA 75: Cromatograma de HPLC obtenido en el andlisis de una muestra
de agua del embalse de Picadas.

Columna: Hypersil Green PAH (100 x 4.6 mm). temp.: 22°C. Fase mbvil:
gradiente de ACN/agua, véase tabla 36 (apartado 3.2.3.1.1.). Caudal:
1 mi/min. Deteccidn: Fluorimétrica véase tabla 37 (apartado
3.2.3.1.1.). V. inyeccibn: 20 u1.
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FIGURA 768: Cromatograma de HPLC obtenido en el anflisis de una muestra
de agua del embalse de La Pinilla.

Columna: Hypersil Green PAH (100 x 4.6 mm). temp.: 22°%C. Fase mbvil:
gradiente de ACN/agua, véase tabla 38 (apartado 3.2.3.1.1.). Caudal:
1 ml/min. Deteccidn: Fluorimétrica véase tabla 37 (apartado

3.2.3.1.1.). V. inyeccidn: 20 ul.
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1~ Naftaleno
2- hcenafteno
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3= Fluoreno

34,

4~ Fenantrend
§- Antraceno
6~ Fluoranteno
1- Fireno

8- Bla)s

8- Criseno

e

RUN TIME

FIGURA T7: Cromatograma de HPLC obtenido en el andlisis de una muestra
de agua del embalse de Valimayor.

Columna: Hypersil Green PAH (100 x 4.6 nm). temp.: 22°C. Fase mdvil:
gradiente de ACN/agua, véase tabla 38 (apartado 3.2.3.1.1.), Caudal:
1 mi/min. Deteccidn: Fluorimétrica véase tabla 37 (spartado
3.2.3.1.1.). V. inyeccion: 20 ul.
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En 1a tabla 58 se indican los resultados obtenidos en

el andlisis. Como puede observarse, no se detectan los PAHs
de mayor peso molecular que ademas son loas mas toxicos. Los

TABLA 58
Determinacidén de PAHs por HPLC en muestras de agua de bruta

de embalse.

Muestra®, (ng 1'x107)
PAHS ] , 5
1~ Naftaleno 4.8 - 31
2— Acenafteno 3.6 2.3 13
3~ Fluoreno 2.0 1.3 8.7
4—- Fenantreno 5.1 5.8 2.8
5~ Antraceno 1.2 0.1 1.1
B— Fluoranteno 0.04 0.1 0.6
7- Pireno 0.1 1.1 0.8
8- B(ala 0.1 - 1.1
9—- Criseno 0.3 = 2.0
10~ B(e)dp - - -
11—~ B(a)p - - -
12- Db(ah)a - - -
13- B{(ghi)p - - -
' Muestras tomadas en tres embalses (verano, 1993;
1: embalse de Picadas; 2: embalse de La Pinilla;

3: embalse de Valmayor)
Valores medios correspondientes a dos determinaciones.

(Limite maximo admisible: 0.2 ug/1)
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contenidos del resto de 1los PAHs son bastante inferiores
al 1imite maximo admisible, 0.2 pg/1 (283).

Finalmente cabe resaltar que estos resultados son
bastante 1dégicos, si se tiene en cuenta que los PAHs més
pesados son bastantes insolubles en agua y tienden a
depositarse bien en las particulas sblidas en suspensidn,

o bien en los sedimentos.
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4. CONQLUSTONES.






METODOS FLUORIMETRICOS

1. La mayoria de 1los PAHs presentan emisién de
fluorescencia més elevada en solucién micelar de SDS
que en metanol, especialmente en el caso del pireno
que presenta un factor de sensibilizacién de 8.6.

2. Los limites de deteccién en solucidén micelar de SDS
son particularmente bajos, destacando el
benzo(a)pireno y pireno cuyos limites de deteccion
son de 0.002 y 0.003 ng/m) respectivamente.

3. La determinacidén de pireno en medioc micelar de SDS
puede 1llevarse a cabo en presencia de acenafteno ¥
f luoreno en reiaciones PAHMH/analito 1000/1 con errores
del 1.2% al nivel de ng/ml. En solucidn micelar de
CTAB puede llevarse a cabo la determinacidn de pireno
en presencia de acenafteno y fluoreno en relacién
1000/1 con errores del 3.2 y 2.1% respectivamente.
También en esa misma relacidn puede determinarse
benzo(ghi)perileno en presencia de fenantreno,
acenafteno, naftaleno Y fluoreno en errores

inferiores al 5%.

4. Los errores para las determinaciones en metanol son
mayores que los obtenidos en medioc micelar;
concretamente, en la determinacién de pireno en
presencia de 1000 veces acenafteno o fluorenc, los

errores son entre el 5 y el 54X superiores.
5. La determinacién fluorimétrica de PAHs puede 1levarse
a cabo con desviaciones estandar relativas inferiores

al 5% al nivel de ng/ml para todos los PAHs a
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excepcién de fenantreno en SDS ¥y benzo(e)pirenc en
CTAB cuyas desviaciones estandar relativas son de
5.8 v 5.4%.

8. Es posible evaluar en muestras de aire particulado
benzo(a)pireno, pireno y benzo(a)antraceno, en medio
micelar de SDS, y benzo(a)pireno, pireno ¥y
benzo(ghi)perileno, en medio micelar CTAB. Los
métodos propuestos pueden ser Gtiles en estudios
ambientales ya que estos PAHs son muy representat ivos
y pueden aplicarse a su determinacién en muestras

poco contaminadas.

ESTUDIO DE PAHs POR CLM ISOCRATICO

7. Por cromatografia l1iquida micelar en régimen
isocratico es posibie la separacidén de 5 PAMs, de los
13 estudiados, resultado que no es muy satisfactorio
desde el punto de vista préactico. No obstante, los
resultados han permitido profundizar en el
conocimiento tedrico de la cromatografia 19quida

micelar.

DETERMINACION DE PAHs EN AIRE URBANO POR CLM EN GRADIENTE

8. La utilizacién de acetonitriloc/SDS en gradiente para
la determinacién de PAHs por HPLC y deteccién
fluorimétrica conllieva un aumento de la sensibilidad
y selectividad frente a la utilizacién de

acetonitrilo/agua como fase movil.
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10.

11.

Con el método propuesto se consigue un ahorro del 35%

de acetonitriloc 7o que conlleva un menor consumo con
imp1licaciones econbmicas y mediocambientales

beneficiosas.

Es posible la separacidén y cuantificacidén de 11 PAHs
con desviacidén estandar relativa inferior al 7.5% a

los niveles de concentracién de 0.01-28 ng/u1l.

E1 método puede proponerse como alternativo para la
determinacidén de PAHs en muestras de aire urbano

frente a otros vya existentes,

DETERMINACION DE PAHs EN MUESTRAS DE AIRE URBANO Y AGUA
POTABLE POR HPLC (Columna Green PAH)

12.

13.

14,

15,

El em§1eo de la columna especifica de PAHs y del
programa de nueve parejas de longitudes de onda de
excitacidén/emisién permite la separacién y
cuantificacién de los 13 PAHs con alta selectividad

vy sensibilidad.

Los 1limites de deteccién, se encuentran en el
intervalo de 0.012 pg/pl para e fluorantenc ¥
0.45 pg/H1 para el naftaleno.

La determinacidén de PAHMs puede 1levarse a cabo con

desviaciones estandar relativas comprendidas entre
0.8 v 10% a los niveles de concentracidn de 0.028-

0.87 ng/ul.

Debido a estas caracteristicas analiticas, es
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18.

17,

18.

posible la determinacidn de PAHs en muestras de aire

urbano sin necesidad de aplicar la etapa del
clean-up. Los resultados son concordantes ccn los

obtenidos por GC aplicando el método TO~13

recomendado por Tla EPA.

E1 método de extraccién en fase sdlida propuesto para
la preconcentracién de los PAHs en muestras de agua,
permite manejar voldmenes de hasta 1500 ml per lo que
es posible 1a determinacién de PAHs en aguas

superficiales.

La preconcentracién de la muestra de agua mediante el
cartucho utilizado se efectla de forma mas rapida que

cuando se aplica el método 525 de la EPA.

E1 método propuesto es valido para 1a determinacibn

de PAHs en muestras de agua potabie,

DETERMINACION DE BENZO(A)PIRENC EN MUESTRAS DE HUMO DE
TABACO POR HPLC (Columna Ultraspher)

19.

20.

Puede 1levarse a cabo la determinacién de
benzo(a)pireno, utilizando gradiente de acetonitrilo
agua, con buena precision, desviacidén estandar
relativa del 5.3% y bajo 1imite de deteccidn, de
24 ppt.

E1l método propuesto es muy selectivo para Ia
determinacién de benzo(a)pireno en muestras de humoc
de tabaco negro © rubio, con desviaciones estandar

relativas del 5.3 y 6.3% respectivamente,.
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