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RESUMEN

Los tensioactivos, debido principalmente a su gran produccién y
consumo por parte de la sociedad actual, son compuestos que pueden
alcanzar con cierta facilidad el medio ambiente si las EDAR no funcionan de
forma adecuada o si son vertidos de forma incontrolada. Este hecho los
convierte en compuestos de interés desde un punto de vista cientifico para

su estudio.

En la presente Tesis Doctoral se lleva a cabo un estudio de la
presencia, distribucion y comportamiento ambiental (biodegradacion) de
los homologos y etoximeros mayoritarios de las principales familias de
tensioactivos comerciales -LAS, AS, AES y AEO-, en dos matrices que, por
diferentes vias, pueden convertirse en el destino final para la acumulacién
de estos compuestos en el medio ambiente tras su uso por parte del ser
humano en su actividad cotidiana como son los sedimentos acuaticos y los

suelos agricolas.

En primer lugar, se ha desarrollado y validado una nueva
metodologia analitica de buenas caracteristicas, que permite el analisis
conjunto de este amplio rango de compuestos en las matrices
medioambientales seleccionadas, basada en la cromatografia de liquidos
de alta resolucion acoplada a espectrometria de masas en tandem LC-
MS/MS (QgQ). Como técnica de extraccion se ha seleccionado vy

optimizado la extraccion mediante ultrasonidos (USE).

El método validado ha permitido realizar estudios en los cuales se ha
confirmado la presencia de tensioactivos en sedimentos acuaticos tanto de
rio, como marinos recogidos en zonas proximas a emisarios de EDAR en

diferentes areas geograficas y se ha obtenido su distribucion espacial.



Por otra parte, se han realizado estudios de comportamiento
medioambiental en suelo agricola de la Vega de Granada para las familias
de LAS y AS, tanto a escala de laboratorio como en campo. Estos estudios
han permitido por una parte, conocer los distintos fendmenos que rigen
dicho comportamiento para cada uno de los homdlogos de estas dos
familias y por otra, obtener los modelos matematicos predictivos

correspondientes.

Se ha puesto a punto una metodologia de trabajo para el estudio y
prediccion del impacto ambiental de un compuesto, contribuyendo a
facilitar su biorremediacién en el caso de suelos contaminados. La

metodologia propuesta incluye las siguientes etapas:

1) Caracterizacion de las matrices involucradas
2) Estudios de laboratorio

- En discontinuo (cinéticas e isotermas)

- En continuo (curvas de rotura para columnas)
3) Estudios de campo

- Comportamiento en una parcela experimental
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Acrénimos y Abreviaturas

a.de NE antes de nuestra Era

AEO Alcohol etoxilado

AES Alcohol etoxisulfato

ANOVA Analisis de la varianza

AP Alquilfenol

APCI lonizacion quimica a presion atmosférica

APEO Alquilfenol etoxilado

API lonizacion a presion atmosférica

AS Alcohol sulfato

BAB Alguilbenzeno ramificado

BABS Sulfonato de alquilbenceno ramificado

CCF Disefio experimental central compuesto centrado en las
caras

CE Comunidad Europea (antigua CEE)

CEE Cominidad Econdmica Europea

cMC Concentracion micelar critica

col. Colaboradores

DAD Detector de diodos array

de NE de nuestra Era

DER Desviacidn estandar relativa

DMS Sistema de coordenadas en grados, minutos y segundos

DoE Disefio experimental

EDAR Estacion depuradora de aguas residuales

EDTA Acido etilendiaminotetracético

EO Oxido de etileno (unidades etoxiladas)

ESI lonizacion por electrospray

FFR Reactores de pelicula descendente

FLD Detector de fluorescencia

HLAS Acido sulfénico de alquilbenceno lineal
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HPLC Cromatografia liquida de alta eficacia

IS Patrén interno

IUPAC Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada

LAB Alquilbenzeno lineal

LAS Sulfonato de alquilbenceno lineal

LC Cromatografia liquida

LIN Linealidad

LLE Extraccion liquido-liquido

m/z Relacidon masa/carga

MAE Extaccidn asistida por microondas

Max. Maximo

Med. Media

MeOH Metanol

Min. Minimo

MRM Monitorizacion de multiples reacciones por compuesto

MS Espectrometria de masas

NP Nonilfenol

NPEO Nonilfenol etoxilado

NVP Numero de voliumenes de poro

OECD Orgar]iza_\cién para la cooperacion y el desarrollo
economico

oP Octilfenol

OPEO Octilfenol etoxilado

PA Para analisis (producto especialmente indicado para
aplicaciones analiticas en general)

PLE Extraccion con liquidos presurizados

PNEC Concentracion maxima prevista sin efecto

PRS Purisimo (producto de pureza apta como auxiliar en

andlisis quimico)

Punto de carga cero o isoeléctrico
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RSD
SIM
SPC
SPE

SRM

TEA
THF
TIC

ToF
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UT™M

UV-Vis
XLD

Xia
ZNS

VA

Real Academia Espanola

Rango dindmico lineal

Disefio de superficie de respuesta
Monitorizacién de un Unico ion por compuesto
Acido sulfofenilcarboxilico

Extraccion en fase sélida

Monitorizacién de una reaccion seleccionada por
compuesto

Trietanolamina

Tetrahidrofurano

Cuentas totales de iones por segundo
Analizador de tiempo de vuelo
Extraccion asistida por ultrasonidos

Sistema de coordenadas universal transversal de
Mercator

Ultravioleta-visible
Limite de deteccion
Limite de cuantificacion
Zona no saturada

Zona saturada
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Los tensioactivos debido a su volumen de fabricacion y consumo,
tanto a nivel doméstico como industrial, se han convertido en unos
compuestos de interés medioambiental, siendo creciente la preocupacion
de la Union Europea en materia de regulacion de los mismos, ya que
pueden pueden alcanzar con cierta facilidad el medio ambiente si las EDAR
receptoras no funcionan de forma adecuada o bien si son vertidos de
forma incontrolada al medio ambiente. Por estas razones son compuestos
de interés desde un punto de vista cientifico, justificando cualquier estudio

de impacto ambiental que se realice sobre ellos.

En las Ultimas décadas se han desarrollado numerosisimos trabajos
de investigacion sobre los tensioactivos, existiendo en bibliografia multitud
de publicaciones al respecto de tal forma que han llegado a ser unos de los
compuestos mas estudiados. A pesar de ello, se hace necesario seguir
avanzando en el desarrollo de nuevos y mejores métodos que permitan el
seguimiento y estudio medioambiental de dichos compuestos en lugares

de especial interes como aconseja la Unién Europea.

El objeto de la presente Tesis Doctoral consiste en profundizar en el
conocimiento del comportamiento ambiental de las principales familias de
tensioactivos comerciales, sulfonato de alquilbenceno lineal (LAS),
alcoholes sulfato (AS), alcoholes etoxisulfato (AES) y alcoholes etoxilados
(AEO).

Para alcanzar este objetivo general, en primer lugar, se han
seleccionado como matrices ambientales los sedimentos acuaticos y un
suelo agricola ya que, por diferentes vias, puede convertirse en el destino
final para la acumulacion de estos compuestos en el medio ambiente.
Como tensioactivos de interés, se han seleccionado los homadlogos vy

etoximeros mayoritarios de dichas familias principales de tensioactivos
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comerciales LAS, AS, AES y AEO. A continuacién, se han trazado una serie

de objetivos operativos:

1. Desarrollo de metodologia analitica de buenas caracteristicas para
la identificacién y cuantificacién de dichos tensioactivos en

sedimentos acuaticos y suelos agricolas.

2. Aplicacion de la metodologia desarrollada al estudio de la
presencia, la distribucién y el comportamiento ambiental de los

tensioactivos seleccionados.

En el estudio realizado, se ha pretendido desarrollar o mejorar la
metodologia existente para la deteccién y determinaciéon de los
tensioactivos en las citadas matrices medioambientales. Atendiendo a las
propiedades analiticas de los compuestos objeto de estudio, se ha
seleccionado la técnica analitica separativa de cromatografia de liquidos
acoplada a espectrometria de masas en tandem LC-MS/MS (QgqQ). En
cuanto al tratamiento de muestra se selecciond la técnica de extraccion

mediante ultrasonidos (USE).

Para el estudio de presencia y distribucion de los analitos en el medio
ambiente, se ha realizado sobre los sedimentos acuaticos situados en las
cercanias de emisarios de EDAR, tomando muestras en distintas zonas:

Costa de Andalucia, Rio Monachil y Costa de Tenerife.

Para la realizaciéon del estudio del comportamiento ambiental se ha
seleccionado un suelo agricola de especial interés mundial como es el de la
Vega de Granada, que ademds de poseer una gran relevancia agricola
reune las condiciones idéneas para llevar a cabo la investigacidon propuesta,
pues esta regada con aguas residuales de procedencia urbana vy, por tanto,

con escasa 0 nula contaminacién industrial con lo que no se introducen
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agentes toxicos que puedan alterar su microbiota. Con este estudio se ha
pretendido profundizar en el conocimiento de los diferentes fendmenos
(adsorcion, precipitacion, transporte, biodegradacion...) que integran el
comportamiento de estos compuestos en el suelo. El estudio del
comportamiento ambiental ha consistido en la realizacién de la siguientes

etapas:

1. Caracterizacion fisicoquimica de las matrices seleccionadas: suelo

agricola y agua de pozo.

2. Estudios de laboratorio. Se han desarrollado tanto experiencias en
discontinuo (cinéticas e isotermas de adsorcidon/desorcion) como
experiencias en continuo (curvas de rotura para columnas de
suelo) que han revelado los distintos fendmenos que constituyen
el comportamiento de cada tensioactivo en el suelo agricola y que
han permitido la obtencion de modelos predictivos de

comportamiento.

3. Estudios de campo. Se han desarrollado estudios en los que el
tensioactivo a estudiar se ha incorporado de forma externa a una
parcela de suelo agricola en la Vega de Granda. A partir de este
punto, se ha realizado un seguimiento del mismo segun la
metodologia analitica propuesta a tal fin. Al igual que en el caso de
los estudios de laboratorio, mediante este estudio se podran
obtener los fendmenos que rigen el comportamiento, siendo esta

vez en campo.

La comparacién de los resultados obtenidos en el laboratorio con los
obtenidos en campo, han posibilitado realizar las correspondientes
interrelaciones, establecer los distintos modelos que rigen el

comportamiento de los compuestos en el suelo de la Vega de Granada,
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poder prevenir su impacto al facilitar su biodisponibilidad y contribuir a la

bioremediacién de suelos contaminados.



CAPITULO |

Introduccion
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1. AGENTES TENSIOACTIVOS

1.1. Desarrollo histérico de las sustancias con caracter tensioactivo

La limpieza, actividad comun a todos los seres vivos y que constituye
un ejercicio beneficioso para la vida, en el caso de la especie humana ha
evolucionado en el tiempo de forma paralela a la evolucion de las
civilizaciones, influyendo notablemente en sus culturas. El agente de lavado
mas basico, conocido desde siempre, es el agua. Asi, en el antiguo Egipto el
simbolo que representaba la accién de lavar consistia en una figura humana
con los pies sumergidos en agua. Pero el agua, por si sola, tiene poco poder
de limpieza. Se mejoré el rendimiento del lavado utilizando agua de lluvia,
agua caliente o aditivos como el carbonato sddico. Probablemente, el
primer aditivo usado, debido a su disponibilidad, utilizado también por
muchos animales, fue la tierra. El barro tiene un alto poder abrasivo y una
gran capacidad de adsorciéon de multitud de sustancias. Posteriormente,
surgieron los tensioactivos siendo el primero de ellos el jabén. En la figura

1.1 se muestra algunos utiles de lavado.

Figura 1.1. Pastillas de jabon, estropajo,
arena y cepillo para el lavado
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Las sales alcalinas de acido graso (jabdn), son probablemente los
compuestos quimicos mas antiguos desarrollado por el hombre y ha sido el
agente de lavado mas usado por la humanidad, aunque fue empleado
durante mucho tiempo Unicamente como cosmético. El origen del jabdn se
remonta a varios milenios a. de NE. Las primeras referencias que se tienen
son de los Sumerios®, afio 3000 a. de NE, donde se describia la fabricacién y
las propiedades curativas de un “azufre jabonoso”. En Tello, Mesopotamia,
se ha encontrado una lasca de arcilla del afio 2500 a. de NE en la que se
relata la fabricacion del jabodn, utilizando para ello aceite y la cantidad

precisa de hierba jabonosa.

Es de suponer que los egipcios fabricarian jabon, dado los enormes
depdsitos de sales que se recogian después de los famosos ciclos de
inundaciones del Nilo, y utilizarian el jabdn para el lavado, segun se aprecia
en grabados de la época. En un papiro egipcio, aproximadamente del afo
1500 a. de NE, y que constituye todo un tratado médico, se indica que,
mezclando aceites animales y vegetales con ciertas sales (que debian ser
de tipo alcalino), se obtenia un producto de tipo jabonoso util tanto para el

lavado del algoddn y del lino, como para combatir enfermedades de Ia piel.

Existen referencias biblicas acerca de ciertos productos liquidos
alcalinos que poseian propiedades limpiadoras. Algunos pasajes biblicos
permiten suponer que los israelitas sabian que mezclando cenizas con
aceite se producia una especie de ungliento util para el lavado,

relacionando estrechamente la limpieza personal con la salud.

Durante la época del Imperio Romano (27 a. de NE - 476 de NE)
cuando la fabricacion de jabdn constituyd una verdadera artesania. Su uso

se oriento tanto a la elaboracion de ungiientos y pomadas como al lavado

! JJ. Garcia Dominguez. Tensioactivos y Detergencia. Ed. Dossat S.A. p. 166. Madrid, 1986.
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de textiles y superficies duras. En las ruinas de Pompeya, los arquedlogos
desenterraron una fabrica de jabdn. Al parecer, los romanos, la mayor
parte la empleaban para mezclarla con aromatizantes para cabellos y
cosméticos o era adicionado para los empastes utilizados en el tratamiento
de quemaduras y heridas; eventualmente se empleaba con finalidades de

limpieza al lavarse el cuerpo de personas homenajeadas.

El sabio romano Plinio el Viejo (23 - 79 de NE), autor de la célebre
Historia Natural, menciona la preparacidn de jabon a partir del cocimiento
del sebo de carnero con cenizas de madera. Segun él, los fenicios ya

conocian esta técnica desde el afio 600 de NE.

El hecho indudable de que en la Antigliedad se obtenia jabdn, induce
a pensar en la posibilidad de un proceso, que por casualidad pudo llevar al
hombre primitivo a la caustificacion de las cenizas, ésta se realizaba en
hornos construidos con piedra caliza, que bajo la accién del calor produce
cal viva. La lixiviaciéon de la mezcla de cenizas y cal pudo producir una
solucion caustica, la cual convenientemente decantada, posibilitd la
formacién de jabdn con las grasas animales. Este es uno de los muchos
conocimientos que el hombre ha ido obteniendo trabajosamente, y que

por pura rutina ha repetido sin saber su fundamento.

El médico griego Galeno (130 - 200 de NE), en su obra De simplicibus
medicaminibus, describe una técnica segun la cual el jabdon podia ser
preparado con grasas y cenizas, enfatizando su utilidad como medicamento
para la eliminacién de suciedad corporal y de tejidos muertos en la piel. A
consecuencia de la caida del Imperio Romano, al cerrar los bafios publicos y
crecer el desinterés por el aseo personal, la fabricacidon del jabén como
artesania en el mundo mediterraneo sufrido un ligero descenso que mas

tarde recuperaria.
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El alquimista arabe Geber (Jabir Ibn Hayyan), en manuscritos del siglo
VIII, también menciona el jabdn como agente de limpieza. También a los
arabes se les atribuye la sustitucion de las cenizas por la cal viva,
permitiendo la elaboracion de jabones mas eficientes. Las jabonerias en la
Espafa Musulmana ofrecen un gran interés, tanto por su valor de artesania
como por ser demostrativas de la posesion de un elevado conocimiento
guimico. Durante los siglos de convivencia de musulmanes, judios vy
cristianos, adquirieron en Andalucia mucha importancia las almonas o
fabricas de jabon. Todavia se conservan en Sevilla, los restos de las

edificaciones de la Almona de Triana.

La fabricacion de jabon llegd a ser muy importante en Francia, pais
gue aportd un cambio transcendental a la industria del jabdn. En ciudades
costeras del Mediterrdneo como Marsella, Génova, Venecia y otras, se
desarrollé una importante industria jabonera gracias a la abundancia del
aceite de oliva. Marsella, a partir del siglo IX, fue el centro del negocio de la
jaboneria, hasta el siglo XIV en que pasé a Venecia. Esta industria se
trasladd a Inglaterra en el siglo XVII, siendo regida, como en otros paises,

por un sistema de monopolios mediante concesiones reales.

Como se ha indicado, la manufactura del jabon es una de las sintesis
guimicas mas antiguas, pero el origen de la palabra jabon es muy posterior
al origen del producto en si. La palabra jabon? procede del latin tardio sapo
-onis y este del germanico saipdn. Existe otra costumbre que afirma que el
origen del nombre procede de la ciudad de Savona, situada cerca de
Génova en ltalia, donde se elabord el primer jabdn sélido. Destaca el
parecido etimoldgico entre el nombre de la ciudad y la denominacion

francesa de jabdn savon, e italiana sapone.

? Real Academia Espafiola. Diccionario de la Lengua Espafiola, vigésima segunda edicion. URL:

http://lema.rae.es/drae/?val=jab%C3%B3n (Visitada el 1/06/2012).




Introduccion 19

Al aumentar la demanda de jabdn, el suministro de alcali resulté un
proceso caro y de escasa produccion. Esto derivéd en la necesidad de
obtenerlo industrialmente a partir de un producto barato. A partir de ahi
hubo dos grandes avances quimicos que marcaron una revolucion en la

produccién de jabon:

) En 1791, Nicolas Leblanc®, concluyé el desarrollo de un método de
obtencién de carbonato sddico a partir de cloruro sddico (sal comun),
brindando a la humanidad la oportunidad de fabricar jabdn a escala
industrial, hecho por el cual Leblanc es considerado por la comunidad
cientifica como el fundador de la Quimica Industrial. En la figura 1.2

se muestra el proceso propuesto por LeBlanc.

Acido sulftrico + Cloruro sédico

Sulfato sédico Acido clorhidrico

Reduccion con coque

Adicion de carbonato
| -

Sulfuro sédico — » | Carbonato sédico
Calcico

Sulfuro calcico Hidroxido sodico

Figura 1.2. Método LeBlanc para la preparacion de carbonato sédico

*D. Altmajer Vaz. Formulaciones Detergentes Biodegradables: Ensayos de lavado. Tesis Doctoral,

Universidad de Granada, 2006.
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)  Entre 1813 y 1823, el quimico francés Michel-Eugéne Chevreul,
profundizé sobre la composicién quimica de los aceites y las grasas
naturales y demostré que la formacién del jabén era debida a una
reaccion quimica, de modo que los fabricantes del siglo XIX pudieron
tener una idea del proceso quimico involucrado y disponer de la

materia prima necesaria para su fabricacion.

Mas adelante el método Leblanc fue sustituido por el método de
Ernest Solvay, un quimico industrial belga, adquiriendo su primera patente
para la produccién de carbonato sédico en 1861. En ella se utilizaban como
materias primas el cloruro sédico (sal comun), el amoniaco y el carbonato
calcico (piedra caliza), consiguiendo abaratar aun mas el proceso y eliminar

algunos de los problemas que presentaba el método Leblanc.

Con estos avances, el jabon pasoé de ser un articulo de lujo muy caro a
convertirse en un producto barato y de utilizacién generalizada en todas las
clases sociales, hubo una mayor produccién y consumo de estos productos,
ocasionando una mejora en la higiene, contribuyendo al crecimiento
exponencial de la poblacion europea por disminucion de las causas de
mortalidad. Durante el siglo XIX la esperanza de vida del hombre paso en
Europa de los 30 a los 50 anos, lo que evidentemente no sélo se debid a
una mayor higiene personal, sino también a los enormes progresos
médicos. De este modo, empezaron a desaparecer enfermedades de la piel
y, sobre todo, su contagio, que constituian verdaderas plagas y que, de
modo particular, afectaban a la poblacién infantil. Al jabén se debe Ia
introduccion entre la poblacién humana, de un espontaneo cuidado del

aseo personal, que después se convierte en habito social®.

* P.J. Varé Galvan. Contribucién al estudio sobre el comportamiento ambiental y degradacion de

jabones. Tesis Doctoral, Universidad de Alicante, 1996.
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Con el incremento de la importancia de las fibras sintéticas (celulosa,
acetatos, etc.) la demanda de detergentes fue mas exigente, solicitdindose
detergentes con propiedades especiales y que fueran menos sensibles a la
dureza del agua, de tal forma que, durante los siglos XVIIl y XIX, la industria
de los jabones sufrid un extraordinario desarrollo, ampliando la oferta a
productos con distintas formas y variedades como: jabones duros, blandos,

perfumados, en barra, en polvo, etc.

En 1878, en Alemania, fue elaborado un producto que ademas de
contener jabdon como uno de sus componentes, se complementaba con
una innovacion: la adicién de silicato sédico (como recurso para reducir la
dureza del agua, que disminuia el poder de detergencia de los jabones).
Asi, este producto denominado Henkel’s “Bleichsoda”, puede ser
considerado como la primera formulacion comercial de jabdn. Este
“ablandamiento” del agua se obtenia gracias a la precipitacién de las sales
de calcio y magnesio asi como las de hierro, responsables de la tendencia a
amarillear la ropa. También, Henkel en 1907 introdujo en el mercado, el

primer detergente en polvo para lavadoras autométicas’, Persil.

Durante la Primera Guerra Mundial (1914-1918), como la obtencién
de las grasas era dificil en Alemania, ya que se utilizaban con fines
nutritivos, los cientificos empezaron a estudiar la posibilidad de desarrollar
tensioactivos sintéticos para sustituir al jabdn y asi el quimico Fritz Glinther
de BASF al conseguir con éxito la alquilacion y la sulfonacién del naftaleno
logré sintetizar el primer jabdn artificial en el afio 1916. Se trataba del
compuesto diisopropilnaftaleno sulfonato sédico, que presentaba mejores
caracteristicas que los jabones naturales, con alto poder espumante y con
buenas propiedades de mojado, sin embargo, las cadenas cortas del

alquilnaftaleno sulfonato no conseguian el suficiente caracter tensioactivo.

> L Spitz. Soaps, Detergents, Oleochemicals, and Personal Care Products. AOCS Press, 2004.
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Dos investigadores norteamericanos, Harkins y Langmuir, descubrian casi
simultdaneamente en 1917 que existia una clase de sustancias sintéticas
equiparables al jabdn y dotadas asimismo de la propiedad de acumularse
preferentemente en las superficies de las disoluciones y a mayor
concentracion que en el seno de éstas. Se explicé el comportamiento de
estas sustancias por su especial estructura molecular, compuesta por un
grupo polar, con afinidad por el agua, y por otro grupo apolar con afinidad
por las grasas. A estas sustancias se les dio el nombre de agentes de

superficie y mas tarde el de tensioactivos.

En 1928, H. Bertsch y colaboradores, utilizando un alcohol graso
como materia prima, y mediante sulfatacion, consiguieron la primera
sustancia detergente sintética, los sulfatos de alcoholes grasos. El paso
siguiente fue encontrar materias primas o realizar el proceso para que el
proceso fuera viable desde el punto de vista econdmico. Se asociaron
diferentes compafias y desarrollaron un procedimiento para obtener
alcoholes grasos de materias primas renovables. El procedimiento fue la
reduccion catalitica con hidrogeno bajo alta presion de ésteres de acidos

grasos a alcoholes grasos.

El primer detergente formulado con sulfatos de alcoholes grasos fue
introducido en el mercado en 1932 por Henkel en Alemania. En ese mismo
afo, la empresa Henkel comercializo alcoholes grasos como el oleico (Cyg.1)
y el estedrico (Cig.0) procedentes del aceite de ballena, extendiendo esta
comercializacion a los alcoholes grasos como el ladrico y miristico (Ciz.0 Y
Ci4.0) respectivamente, por presentar mejores propiedades. También en
1932, se comercializd el primer detergente para uso doméstico en los
Estados Unidos de América, que fue desarrollado como respuesta a la
necesidad de obtener un sustituto de los jabones en las zonas del pais que
presentaban alta dureza en el agua y por las noticias que llegaban de

Alemania anunciando el descubrimiento de un tensioactivo artificial. Estos
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dos factores estimularon el desarrollo de la industria estadounidense de
detergentes. El primer detergente formulado con sulfatos de alcoholes

grasos fue introducido por Procter & Gamble en 1933.

Un paso importante fue la introduccion de maquinas automaticas de
lavado. El cambio de costumbres domésticas hizo necesario sustituir de
forma gradual el jabdon, muy sensible a la dureza del agua, por otros
tensioactivos, de origen sintético, con mejores caracteristicas. En el afio
1940 se sintetizd por primera vez un grupo importante de tensioactivos no
idnicos, los alquilfenoles etoxilados (APEOQ). En los afios 50, se desarrollaron
una serie de productos sintéticos con propiedades detersivas basados en el
alquilbenceno ramificado (BAB, del inglés Branched Alkylbenzene). El
alquilbenceno ramificado una vez sulfonado, originaba el sulfonato de
alquilbenceno ramificado (BABS, del inglés Branched Alkylbenzene
Sulphonate). Este producto ya satisfacia la demanda del 60% del mercado
mundial en 1950, pues presentaba unas propiedades detersivas muy
buenas, aunque no era biodegradable y por ello, es considerado como un
"alquilato duro". Este problema propicid el desarrollo del alquilbenceno
lineal (LAB, del inglés Linear Alkylbenzene) a principios de los 60. El nuevo
producto, tras ser sometido a un proceso de sulfonacidn, mantenia las
excelentes propiedades detersivas del anterior, presentando una mayor y
rapida biodegradacion®. De esta forma nacié el sulfonato de alquilbenceno
lineal (LAS, del inglés Linear Alkylbenzene Sulphonate) que fue introducido
en el mercado en el afio 1964, siendo uno de los principales tensioactivos

aniénicos usados en el mercado’.

® G. Kreienfeld, G. Stoll. Surfactants in consumer products and raw material situation-A brief survey.

Chapter 14. Alkyl Polyglycosides: Technology, Properties and Applications. Ed. VCH
Verlagsgesellschaft mbH. Edit. K. Hill, W. von Rybinski, G. Stoll. Weinheim, 1997.

7 Human & Environmental Risk Assessment on Ingredients of European Household Cleaning
Products (HERA). Linear Alkylbenzene Sulphonate (LAS), Version 4.0, 2009. URL:
http://www.heraproject.com/RiskAssessment.cfm (Visitada el 12/6/2012).
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En la figura 1.3 se muestra la evolucion del mercado en Estados
Unidos hasta los afios 80, tanto de jabdn como de tensioactivos sintéticos y

que corresponde aproximadamente con el 20 % de la produccién mundial®.

Eﬂl‘hrlrlrl

1940 1950 1960 1970 1980

Produccidn (Mt)

Ano
 Jabon Tensioactivos sintéticos

Figura 1.3. Evolucion de la produccion de jabon y
tensioactivos sintéticos en los Estados Unidos de América

Los tensioactivos actuales proceden de fuentes petroquimicas o
fuentes renovables como aceites animales y vegetales o microorganismos.
Sin embargo, en los ultimos afios, se estan introduciendo biotensioactivos
producidos por microorganismos y se estan desarrollando tensioactivos
basados en fuentes renovables tales como los alquilpoliglucésidos®. Se
espera un incremento importante en la produccion de estos tensioactivos
en la préximas décadas, pues presentan ventajas como ser biodegradables,
no toxicos y poseer propiedades especiales respecto a otros tipos de

tensioactivos. En la tabla 1.1 se resume el desarrollo histérico™®.

8L Salager, A. Fernandez. Surfactantes, | Generalidades, Il Materias primas. Cuaderno FIRP N°

301PP, 2004.

M. Deleu, M. Paquot. From renewable vegetables resources to microorganisms: New trends in

surfactants. C. R. Chimie 7; 641-646, 2004.

10\, Lechuga Villena. Biodegradacion y toxicidad de tensioactivos comerciales. Tesis Doctoral,
Universidad de Granada, 2005.

9
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Tabla 1.1. Evolucion historica de los tensioactivos

ACONTECIMIENTO

OBSERVACIONES

a.de NE

Afio 3000, en Sumeria

Tablilla Sumeria “azufre jabonoso”

Afo 2500, en Tello (Mesopotamia)

Lasca de arcilla (aceite + hierba
jabonosa)

Afio 1500, en Egipto

Papiros (Aceites animales + vegetales +
sales)

Ao 600

Introduccién en Europa por los fenicios

de NE

Imperio Romano

Extractos de cenizas + grasas para
unglientos

Afio 800, Almonas, Andalucia

Aceite de oliva + ceniza de combustién
de los almarjos del Guadalquivir

Ao 1000, Marsella y Venecia

Fabricacion de jabdn

Afo 1300, Gremios Europeos

Desarrollo importante de la fabricacion
de jabdn

Afio 1791, Descubrimiento de
Leblanc

Preparacién del Carbonato sddico
Inicio de la Industria Quimica

Afio 1799, Aportacién de Tennant

Cloruro de cal, Cloro para blanquear el
algoddn

sajuagialaQg ap UQIdeIBUID) 5T

Afio 1823, Trabajos de Chevreul

Reaccion de fabricacion del jabdn,
nuevas industrias, aumento de la
poblacidn en Europa

Afio 1878, Henkel

12 formulacion comercial de jabdn
“Henkel’s Bleichsoda”

Afio 1916, Glinther

Primer jabdn artificial,
diisopropilnaftaleno sulfonato sédico.
Poco cardcter tensioactivo.

Ao 1917, Harkins y Langmuir

Estudios sobre los tensioactivos

Afio 1928, Bertsch et col.

Primeros tensioactivos sintéticos,
Sulfatos de alcoholes grasos

SOAI}OEOISUD)
3p UQILIBUID 5T

Afio 1930, Condensacién de acidos
grasos

Desarrollo de tensioactivos no idnicos

Afio 1950, Sintesis del BABS

Propiedades detersivas buenas pero
tiene un mal comportamiento ambiental

Afio 1960, Sintesis del LAS

Propiedades detersivas buenas y con un
buen comportamiento ambiental

Afio 1960 — Actualidad

Desarrollo de detergentes
biodegradables, biotensioactivos
producidos por microorganismos y
tensioactivos renovables
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1.2. Definicion de surfactante o tensioactivo

El término surfactante, es un neologismo o un anglicismo que a partir
de 1950 se empezd a desarrollar, proveniente del término anglosajon
surfactant que a su vez es el acrénimo de “surface active agent” y que ha
sido universalmente aceptado para describir sustancias organicas con
ciertas caracteristicas en su estructura capaces de modificar las
propiedades fisicas (mecanicas, eléctricas, etc.) de una superficie o de una
interfase, reduciendo la tension superficial. Segun la RAE, se denomina
surfactante™ a “sustancia que reduce la tension superficial de un liquido, y
que sirve como agente humectante o detergente”. Del mismo modo, se
define tension superficial12 como “accién de las fuerzas moleculares en
virtud de la cual la capa exterior de los liquidos tiende a contener el

volumen de estos dentro de la minima superficie”.

A pesar de que el término tensioactivo no se encuentra recogido por
la RAE es, sin embargo, la palabra mas frecuentemente utilizada como
traduccién del término surfactant en todas las normativas europeas
adoptadas desde su principio hasta la actualidad, razén por la cual en esta
memoria se utilizard este término. Con mucha frecuencia se ha utilizado la
palabra detergente en lugar de tensioactivo, sin embargo, siguiendo su
definicion de sustancia capaz de lavar, el detergente puede contener

ademas sustancias inorgdnicas que favorecen su accion detersiva.

El tensioactivo tipico es una molécula compuesta por dos partes
estructurales o grupos bien diferenciados, un grupo anfifilico o anfipatico
(responsable del caracter tensioactivo) y en el caso de que ese grupo tenga

carga, su correspondiente contraion. A su vez, el grupo anfifilico en su

! Real Academia Espaiola. Diccionario de la Lengua Espafiola. Vigésima segunda edicién. URL:
http://lema.rae.es/drae/?val=surfactante (Visitada el 8/8/2012).

12 Real Academia Espafiola. Diccionario de la Lengua Espafiola. Vigésima segunda edicion. URL:
http://lema.rae.es/drae/?val=tensi%C3%B3n (Visitada el 8/8/2012).
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composicion también tiene dos partes diferentes, un extremo hidrofilico y
otro |ip0fl'|iC013. El extremo hidrofilico (polar) se solubiliza preferentemente
en medios acuosos, polares, o de fuerza idnica relativamente elevada,
mientras que el extremo lipofilico (apolar) tiende a solubilizarse en medios
no acuosos, apolares o de baja fuerza idnica. Estos extremos son la cabeza

hidrdfila y la cola hidrofoba respectivamente.

En la figura 1.4 se muestra una imagen idealizada de la estructura de

un tensioactivo.

0

extremn

hidrafilico

extrema lipafilica

grupa anfifilico o anfipdtica contraidn

Figura 1.4. Estructura de un surfactante o tensioactivo

En disolucion acuosa, el extremo hidrofilico se orienta hacia el
interior de la solucion, mientras que el lipofilico lo hace hacia la superficie.
Las moléculas de tensioactivo asi orientadas se acumulan en la interfase
agua/aire con lo que reducen la tension superficial del agua. Los extremos
hidrofilicos, pueden diferir bastante en su naturaleza quimica, pudiendo
ser no idnicos, idnicos (catidénicos o anidnicos) o anféteros. El extremo
apolar (lipofilico) normalmente esta constituido por una cadena carbonada
de 12 - 20 atomos de carbono, pudiendo ser hidrogenada o fluorada, linear

o ramificada, conteniendo o no doble enlace.

3 R. Bailén Moreno. Ingenieria del Conocimiento y Vigilancia Tecnoldgica Aplicada a la Investigacion
en el Campo de los Tensioactivos. Desarrollo de un Modelo Ciencimétrico Unificado. Tesis Doctoral,
Universidad de Granada, 2003.
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1.3. Propiedades de los tensioactivos

Los tensioactivos son compuestos anfipaticos, pero no todos los
compuestos anfipaticos se pueden considerar tensioactivos. Para que un
compuesto de este tipo pueda ser considerado tensioactivo es necesario
gue posea una longitud de cadena hidrofoba de al menos ocho atomos de
carbono (hidrofobicidad minima) y ademas debe presentar una polaridad
minima (relacion hidréfila/hidrofoba adecuada) dependiendo de las
caracteristicas del grupo o grupos polares presentes. Por otro lado, estos
compuestos deben presentar la posibilidad de formar micelas para ser

4,14-16

considerados compuestos tensioactivos . Respecto a las propiedades

generales de los tensioactivos, son importantes las siguientes:

1) Compuestos anfifilicos. Los tensioactivos contienen en su molécula a
la vez uno o varios grupos polares y uno o varios grupos no polares,
generalmente una cadena hidrocarbonada soluble en disolventes
organicos y un grupo iénico soluble en agua. Debido a su estructura,
cuando se pone en contacto una cantidad muy pequefia de
tensioactivo con el agua, aparecen dos tendencias opuestas, por una
parte el grupo hidrofilico del tensioactivo tiende a situarse en el
interior del medio acuoso, y por otra las moléculas de agua tienden a
expulsar del medio acuoso la cadena hidrofoba del tensioactivo. El
estado de equilibrio se alcanza cuando las moléculas o iones de
tensioactivo se distribuyen entre el interior de la disolucion y la
interfase con el aire. En esta, se adsorberan las moléculas o iones de

tensioactivo, de forma que los grupos hidréfilos puedan estar

Y D. Edwards, Z. Liu, R. Luthy. Surfactant solubilization of organic compounds in soil/aqueous
systems. ). Environ. Eng. 120; 5-22, 1994.

s, Verma, V. Kumar. Relationship between oil-water interfacial tension and oily soil removal in
mixed surfactants systems. J. Colloid Interface Sci. 207; 1-10, 1998.

%)c Klisch, K.Y. Lai, C.R. Robbins. U.S. Patent 4554098 to Colgate Palmolive Co., 1985.
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2)

3)

4)

convenientemente hidratados y las cadenas hidrofobas estén libres

del contacto del medio acuoso, ver figura 1.5.

Figura 1.5. Monocapa de tensioactivo

Humectabilidad. El mojado constituye un mecanismo fundamental

gue interviene en la mayor parte de las aplicaciones de los agentes
tensioactivos. Es una caracteristica que depende esencialmente de

las propiedades superficiales.

Poder emulsionante. Cuando dos liquidos inmiscibles se encuentran

en presencia de tensioactivos, uno de ellos, por efecto de la
disminucion de la tension interfacial, puede dividirse, mediante
accion mecanica, en particulas de pequefio tamafio (del orden de
micras). Este sistema de dos fases (pequenas gotitas o fase dispersa
inmersas en una fase continua) se denomina emulsién. Las
emulsiones son de gran aplicacién en tecnologia de los alimentos,

cosmeética, farmacia, etc.

Solubilizacién. Si la cantidad de tensioactivo es suficientemente
elevada, se pueden solubilizar sustancias normalmente inmiscibles
entre si. Esta propiedad es muy usada en perfumeria para hacer que
los perfumes (aceites) puedan estabilizarse en multitud de productos

comerciales (cosméticos, detergentes, plasticos, etc).
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5)

Capacidad detersiva. La capacidad detersiva de un tensioactivo

radica en su poder de humectacion, emulsificacion y dispersion.
Muchas de las manchas aceitosas o grasientas son liquidas a
temperaturas inferiores a 40 °C. Estas sustancias humedecen los
sustratos textiles muy eficazmente, y tienen tendencia a difundirse
sobre la superficie formando ldminas mds o menos tupidas. Por esta
razon las siguientes observaciones pueden considerarse aplicables a

residuos tanto sélidos como liquidos.

La suciedad que se encuentra en la ropa esta formada principalmente
por particulas de grasa incrustadas en las fibras de tejido, esta
sustancia grasa no puede ser eliminada simplemente con agua
debido a su insolubilidad. Sin embargo, los agentes tensioactivos
disminuyen la tension superficial del medio incrustandose el extremo
apolar lipofilico de la molécula de tensioactivo en la suciedad, y
guedando expuesto el extremo polar soluble en agua de manera que

solubiliza la sustancia a eliminar del tejido.

El poder de humectacién del tensioactivo es un aspecto muy a tener
en cuenta en el proceso de lavado ya que para que este proceso sea
eficaz, la fibra textil debe entrar en contacto intimo con la disolucion
de lavado. Este proceso depende de la temperatura, concentracidon
de tensioactivo y del sustrato. El mecanismo de “rolling-up” explica la
eliminacién de la mancha aceitosa o sélida del tejido®’. Se produce
como consecuencia de la disminucion de la tensidn superficial
provocada por el tensioactivo. Se puede considerar que este

mecanismo, representado en la figura 1.6, consta de cuatro fases:

7'p. Berth, P. Jeschke. Consumption and fields of application of LAS. Tenside Surf. Det. 26; 75-79,

1989.
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A. En la primera fase el tensioactivo es adsorbido por la pelicula de

grasa y por el sustrato.

B. En la segunda, la pelicula de grasa se reduce hasta adquirir forma
de gotas bajo la influencia del tensioactivo, manteniéndose su
adsorcién tanto en la superficie del tejido como sobre las gotas asi

formadas.

C. En la tercera fase, las fuerzas de repulsidn entre las gotas de grasa
y el sustrato, ambas cargadas con tensioactivo, comienzan a ser
tan intensas que se produce la eliminacion de la mancha del

tejido.

D. Por ultimo, las propiedades emulsionantes del tensioactivo
comienzan a actuar para que las gotas de suciedad cargadas de
tensioactivo sean emulsionadas y puedan asi ser arrastradas por la
disolucién de lavado, sin riesgo de que sean depositadas de nuevo

sobre el tejido.

Adsorcion  Jititipgrt L

Formacion m 2

de gotas

Liberacion LH:%;_J—! 3
o

Remocion g ¢ ° 4

Figura 1.6. Diferentes fases del fenomeno “rolling-up” de
eliminacion de un residuo aceitoso depositado sobre una fibra textil
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El proceso de eliminacion de particulas solidas es similar al ya
descrito. Sin embargo en este caso, el proceso de limpieza comienza con la
acumulacién de carga negativa sobre las particulas sdlidas y sobre el tejido
o superficie sélida (vidrio, porcelana, metal, etc.) a limpiar. Esto sucede
gracias a distintas adsorciones del tensioactivo sobre las diferentes
superficies. Como consecuencia de este proceso de carga y adsorcion, los
potenciales interfaciales (potenciales-) son alterados de manera que se
permite la eliminacidén de la particula sdlida del sustrato gracias al arrastre
realizado por la disolucion de lavado. Este proceso se representa de

manera esquematizada en la figura 1.7.

Fases

Suciedad .
n Aire
Estado Inicial s 1

Adsorcion

Liberacion ?f_i o 5? ?9 a

=»
{f s

Eliminacién ¢ ?/___? L A s

Figura 1.7. Eliminacion de una particula sdlida

6) Poder espumante: la espuma se puede definir como un conjunto de

celdas gaseosas, separadas por l[dminas delgadas de liquido, formado
por la superposicidon de burbujas originadas por una dispersién de un

gas o un liquido. La formacién de espuma es igualmente otro de los
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7)

8)

efectos que depende de las propiedades superficiales de las

disoluciones de los agentes tensioactivos.

Formacion de micelas: cuando un compuesto anfifilico esta en

disolucién acuosa, para evitar el contacto desfavorable entre la parte
hidrofoba vy el disolvente, ademas de adsorberse en la interfaz con el
grupo hidréfilo localizado en la disolucion y el resto hidrofobo alejado
de ella, existe otra alternativa: la de asociarse moléculas anfifilicas
formando agregados moleculares, idnicos o mixtos, llamados micelas,
figura 1.8, que se forman por encima de una cierta concentracion,

concentracion micelar critica (CMC).

EELEEEL L]

Figura 1.8. Estructura tipica de una micela

Estas micelas pueden tener formato esférico (a bajas
concentraciones) o elipsoidal (a altas concentraciones de tensioactivo
o en presencia de electrolitos). Gracias a las propiedades espaciales
de las micelas, los tensioactivos tienen un alto poder solubilizante de
sustancias insolubles en fase acuosa, ademas de su capacidad de

solubilizacion selectiva de diferentes especies quimicas.

Transferencia de oxigeno y otros gases: Los tensioactivos son

capaces de modificar la transferencia de oxigeno, y cualquier gas en

general, a través de membranas.
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1.4. Clasificacion

la naturaleza de su grupo hidrofilo

La clasificacion mas aceptada por la comunidad cientifica se basa en

1819 seguin se muestra en la figura 1.9.

Tensioactivos

mm

Figura 1.9. Clasificacion de los tensioactivos

Tensioactivos anidnicos. Tensioactivos que se disocian en un grupo
anfifilico anidnico y un contraién catidnico, que suele ser un metal
alcalino (sodio o potasio) o un amonio cuaternario. Este tipo de
tensioactivos son los mas ampliamente utilizados a escala mundial. El
contraidon ejerce una escasa influencia sobre las propiedades
superficiales de estas sustancias. Hoy en dia este grupo polar
negativo suele ser un grupo sulfato o sulfonato, como en el caso del
LAS; aunque, tradicionalmente consistian en grupos carboxilato
presentes en los jabones que se sintetizaban a partir de sebo de
animales. Otros ejemplos de tensioactivos anidnicos son los alcoholes
sulfatos (AS) de cadena larga, obtenidos a partir de alcoholes grasos.
Estos tensioactivos son muy usados en productos de higiene personal
como pastas de dientes, champus, aunque también en detergentes
en polvo, compactos y tabletas. El rango de cadena alquilica es de 12
a 18 carbonos. También hay otros grupos que corresponden a los

alcoholes etoxisulfato (AES), sulfonatos de olefinas, sulfonatos de

BELM. Filipe. Quando as moléculas se auto-organizam: Micelas e outras estruturas
supramoleculares. Coloquio/Ciéncias n218, Fundagdo Calouste Gulbenkian, 25-38, 1996.

|, Sanchez Molina. Influencia del contraion en las propiedades bioldgicas de tensioactivos
anidnicos derivados de la N*N°-dioctanoil lisina: citotoxicidad y ecotoxicidad in vitro. Tesis
Doctoral, Universidad de Barcelona, 2006.
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alfa olefinas, éteres sulfonatos, sulfosuccinatos, alcanos sulfonatos,
ésteres fosfatos y alquil isotionatos. En la figura 1.10 se recogen

algunos ejemplos de tensioactivos anidnicos.
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Figura 1.10. Ejemplos de tensioactivos anidnicos:

a) Sulfonato de alquilbenceno lineal (LAS); b) Sulfonato de alquilbenceno
ramificado; c) Sulfonato de 1-n-alquilo; d) Sulfonato de alquilo secundario; e)
Difeniléterdisulfonato de hexadecano linear; f) Sulfonato de 4-(1-n-octil)benceno;
g) Carboxilato de alquilo (jabon); h) Sulfonato de metiléster; i) Taurato de
alquilmetil; j) Sulfato de n-alquilo
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Tensioactivos cationicos. Formados por una parte polar hidréfila
cargada positivamente, normalmente una sal de amonio cuaternaria,
amina o sal de fosfonio, unida a una zona hidréfoba que puede tener
distinta naturaleza. En disoluciones acidas, tensioactivos no idnicos
pueden adoptar caracter catiénico debido a la protonacion del
heteroatomo, sin embargo estrictamente hablando, tensioactivos
catidnicos son aquellos que para poseer carga positiva no requieren
de protonacién. Su uso es menos extendido, siendo utilizado
principalmente en la industria textil como ablandadores de fibras, de
aqui su utilizacion en formulaciones de productos suavizantes
(principal aplicacién). A este tipo de compuestos también se le
atribuyen propiedades antibacterianas. También se usan como
inhibidores de la corrosién, inhibidores de procesos de oxidacion,
dispersantes y son muy utilizados en procesos de sintesis como
agentes transferentes entre fases. En la figura 1.11 se muestran dos

ejemplos de este tipo de sustancias.

a) _
[, | er
_~NH
b) | 1
\/\/\/\/\/\/\/\/wa 8

Figura 1.11. Ejemplos de tensioactivos catidnicos:

a) Bromuro de cetilpiridinio; b) Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (BHTA)
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=  Tensioactivos anfdteros. Poseen grupos funcionales que pueden
ionizarse con carga negativa o positiva dependiendo de las
condiciones del medio, actuando como tensioactivos aniénicos o
catidnicos. Pueden ser clasificados como: anfolitos o betainas.
Anfolitos son compuestos que poseen al menos un protén activo. El
ejemplo mejor conocido es el acido amino carboxilico, que actua
como tensioactivo catidonico a bajos valores de pH, y como
tensioactivo anidnico a altos valores de pH. Su uso en la industria es
restringido. Las betainas, figura 1.12, no poseen protones
hidrolizables, adquieren naturaleza cationica en medios fuertemente
acidos. No son sensibles a la dureza del agua al valor de pH a que
comunmente se trabaja en la industria, son sélo débilmente téxicas,
compatibles con piel y mucosas ademas de poseer propiedades
antibacterianas. Son compatibles con otros tipos de tensioactivos y

presentan buenas propiedades espumantes y detergentes.

Figura 1.12. Tensioactivo anfotero (N-dodeciltrimetilaminobetaina)

=  Tensioactivos no idnicos. Sustancias no ionizadas en disolucién. La
polaridad del dtomo de oxigeno, le confiere a estos tensioactivos no
idnicos su solubilidad en agua como resultado de la hidratacion de
estos grupos por moléculas de agua. El grado de hidratacion decrece
con el aumento de la temperatura, disminuyendo por tanto la
solubilidad en agua. La parte lipofilica debe tener una longitud que
esté en consonancia con el numero de grupos polares que posea el

tensioactivo en cuestion, para evitar que aparezcan problemas de
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insolubilidad de la molécula. Los tensioactivos de este tipo mas
ampliamente utilizados son los alcoholes etoxilados (AEO). En funcidn
del grado de etoxilacion se obtienen productos con un balance
hidrdfilo-lipdfilo distinto con multiples aplicaciones. Los productos
con menor peso molecular se encuentran en estado liquido, a
medida que se incrementa su peso molecular tienden a ser mas
pastosos hasta llegar a un estado sélido céreo. Forman micelas con
mayor facilidad que los tensioactivos idnicos debido las menores
repulsiones electrostaticas en la superficie. Este tipo de compuestos
son menos sensibles a la dureza del agua que los tensioactivos
anidénicos. También poseen menor poder espumante, por ello
pueden ser utilizados como reguladores de esta caracteristica. En la

figura 1.13 se muestran dos ejemplos de tensioactivos no idnicos.

Figura 1.13. Ejemplos de tensioactivos no idnicos:
a) Octilglucésido; b) Alcohol etoxilado secundario
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1.5. Constitucion de los detergentes: tensioactivos y componentes

complementarios

Las actuales formulaciones comerciales de productos de limpieza,
tanto liquidas como sélidas, estan constituidas generalmente por una
mezcla de uno o varios tensioactivos, que actian mejorando la accién
detersiva, junto con una serie de componentes complementarios como son
los aditivos, los coadyuvantes y los auxiliares de presentacion (como los
blanqueantes, enzimas, etc.), que conforman un producto no sdlo con
mejores caracteristicas de limpieza, sino con mayor seguridad tanto para el
consumidor, como para los equipos y el medio ambiente. En estas
formulaciones complejas donde coexisten dos o mas agentes tensioactivos,
incluso pertenecientes a distintos grupos (aniénicos y/o no idnicos), lo cual
suele proporcionar un efecto sinérgico aumentando su poder detergente.
Los detergentes modernos, tanto liquido como en polvo, contienen entre
un 5 - 20 % en peso de tensioactivos. El resto son aditivos, de naturaleza
organica o inorganica, que desempefian una funcién muy importante sobre

la mejora de las propiedades detersivas de estos preparados comerciales.

En la figura 1.14 se muestra esquema sobre los componentes de las

formulaciones actuales de tensioactivos segin Dominguez':



40 Bartolomé Oliver Rodriguez

Materiaactiva Componentes Complementarios

v

Anidnicos

Auxiliares de
Coadyuvantes Presentacion

Polifosfatos Blang. fluorescentes
Cati6nicos Silicatos, Blang. quimicos

Noiénicos Citratos, Perborato

Anféteros

Zeolitas Activador de Perborato

EDTA Inhibidor de corrosion

Carbonatos Enzimas

Hidrétopos Perfumes

Colorantes
Suavizantes

Controladores de espuma

Figura 1.14. Componentes de formulaciones de tensioactivos

Las sustancias mas habitualmente empleadas como aditivos en este

tipo de formulaciones son:

Silicato sddico.

Sulfato sédico.

Desendurecedores del agua.

Fijadores de pH, como carbonato sddico.
Agentes fluorescentes blanqueantes.
Blanqueantes quimicos.

Enzimas.

Agentes espumantes.

Productos suavizantes.

Conservantes.

L L L L U L A VA

Otros aditivos: carboximetilcelulosa sédica, aceites esenciales, etc.
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1.6. Aplicaciones

Las propiedades anteriormente sefialadas confieren una gran
versatilidad a los tensioactivos siendo su campo de aplicacion uno de los
mas interdisciplinarios de la ciencia y la tecnologia moderna. En la tabla 1.2
se muestran los tensioactivos mas usados en diversas industrias y su
aplicacién. Los detergentes son (al menos en cuanto a tonelaje) junto a la
cosmética, la aplicacidon principal de los tensioactivos. Por otra parte, en la
tabla 1.3 se muestran las composiciones orientativas de formulaciones
detergentes utilizadas en textiles y superficies duras®™ (cristales, azulejos,

metales, etc).

Tabla 1.2. Principales tensioactivos y sus aplicaciones

CAMPOS DE
TIPO DE INDUSTRIA TENSIOACTIVOS APLICACION
, Emulsi
Acilgliceroles, Esteres de sorbitano, mulsiones
Copolimeros de o¢xido de etileno- Humectantes
ALIMENTARIA . . . Antiespumantes
propileno, Alquilsulfatos, Esteres de L
. Limpieza de
poliglicol . .
instalaciones
Nonilfenoles etoxilados, Alcoholes Humectacion
etoxilados, Monoésteres de dacidos Desengrase
CURTIDOS grasos  sulfatos,  Alquilsulfatos, Tintura
Alquilnaftalensulfonatos, Lignin- Engrase

sulfatos, Aceites saturados

Pastas de pigmento

Condensados de naftalensulfonato y

Dispersién de

, . pigmentos
fi Idehid Alquilsufat
PINTURAS, LACASY  ormaidenido, GUISUTAOs, 1o dificadores de
Dialquilsulfosuccionato sodico, .
TINTES . . fluidez
Alcoholes etoxilados, Aminas .
. Emulsionantes de
etoxiladas .
resinas
Emulsionantes de
Sulfonatos de alquilbenceno, plaguicidas y
Nonilfenoles etoxilados, Esteres herbicidas
AGRICULTURA !
uttu fosfatados, Poliglicoles, Aceites Humectantes y
sulfatados dispersantes

Emulsiones oleosas
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Tabla 1.2. Principales tensioactivos y sus aplicaciones (cont.)

TIPO DE .
INDUSTRIA TENSIOACTIVOS CAMPOS DE APLICACION
Esteres de poliglicoles, Alcoholes Agentes humectantes y
PAPELERA eto>.(ilados, Pf)lipropilenjglicoles, desespu_mantes de la pulpa
Aminas etoxiladas, Nonilfenoles Emulsionantes de ceras
etoxilados Reutilizacién del papel
Alquilpoliéter sulfatos, Ruptura de emulsiones
Alcanolamidas, Imidazolinas, Dispersantes
PETROLEO Y Poliglicoles, Alquilpoliéter Recuperacién de petrdleo
DERIVADOS sulfatos, Lign-sulfonatos, Eliminacion de mareas negras
Poliglicoles, Esteres sulfonados,
Sulfonatos de alquilbenceno
Sulfonatos de alquilbenceno, Emulsionantes
Alcoholes etoxilados, Agentes electrostaticos
PLASTICOS Y Alfqu'llsulfatog Copollmgros de Modificadores de viscosidad
oxido de etileno-propileno, Controladores del olor
GOMAS . . R -
Amidas etoxiladas, Polimerizacidon en emulsion
Dialquilsulfosuccinato, Sales de
amonio cuaternaria
Sulfonato de alquilbenceno, Detergentes y auxiliares de
Nonilfenoles etoxilados, Sales de humectacion
amonio cuaternaria, Aceites Agentes antielectrostaticos
TEXTILES naturales etoxilados, Alcoholes Suavizantes y lubricantes
etoxilados, Esteres de poliglicol, Aceites autoemulsionables
Esteres sulfonados, Sulfonatos de  Jabones para limpieza en seco
petréleo
Emulsiones de cremas
Esteres de poliglicol, Oxidos de cosme |lcas
. . Champues
amina, Alcoholes etoxilados, Geles
COSMETICA Alquilpoliéter sulfatos,
. . . Jabones de tocador
Alcanolamidas, Alquilbetainas, .
. . . Solubilizantes de perfumes
Dialquilsulfosuccinatos . .
Emulsionantes para aceites
esenciales
Sulfonatos de alquilbenceno, Detergentes en polvo
Olefin-sulfonatos, Parafin- Detergentes liquidos
sulfonatos, Alcoholes Estabilizadores de espuma
etoxisulfatos,  Alquil  poliéter Productos limpieza de
DETERGENTES sulfatos, Oxidos de amina, superficies duras
alquilfenoles etoxilados, Lavavajillas

alcanolamidas, sulfonatos de
acidos grasos, Sales de amonio
cuaternario

Limpiadores textiles
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Tabla 1.3. Composiciones orientativas de formulaciones detergentes

PRODUCTO

COMPOSICION

Detergente textil
lavadora

Tensioactivos anidnicos, jabones, dlcalis, secuestrantes,
dispersantes, activadores, blanqueantes épticos, enzimas,
colorantes, perfume

Suavizante textil

Tensioactivos catidnicos, perfume, colorante

Lavavajillas Tensioactivos anidnicos, tensioactivos no idnicos, conservante,
manual perfume, colorantes
Lavavajillas de Tensioactivos no idnicos, alcalis, secuestrantes, dispersantes,
maquina oxidantes, colorantes

Limpia hogar

Tensioactivos no idnicos, tensioactivos anidnicos, glicoles,
secuestrantes, perfume, colorantes

Limpiacristales

Alcoholes, tensioactivos anidnicos, perfume
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1.7. Produccién y consumo

Los tensioactivos no idnicos y los anidnicos son, por este orden, los
gue se producen en mayor cantidad ya que tienen el mayor rango de
aplicaciones. Las figura 1.15 muestra como ha evolucionado la produccion
de tensioactivos en Europa® entre los afios 1994 y 2009. En el afio 2009 la
produccién de tensioactivos alcanzé los 2.77 millones de toneladas en
Europa Occidental. Se estima que la producciéon mundial de tensioactivos

alcanzara los 17.8 millones de toneladas para el afio 2015%.

1.400 2000 (2,5)  W2001(2:6) 2002(26)  m2003(2.7)
2004 (2.8) m2005(29) m2006(297) 2007 (3.0)
1.200 - 1,6 12008 (298) 2009 (277)
1.000 - 14 1
800
g 12
600 10
400
R 08 -
200 +————
.—-—f"—'—"ﬂ—i""_'_'_'_H_q_‘ 0,6 -
[ e A B S S e e e B e e
I I R B I 041
) %) o) o O O 3
FEE S S 02
0,0
| =~ Anionics == Ethoxylates - Cationics == Amphoterics | Amphoterics Cationics Anionics Nonionics 2

Figura 1.15. A la izquierda, produccion de tensioactivos en Europa Occidental
(expresada en kilotoneladas); a la derecha, produccion de tensioactivos en Europa
Occidental (expresada en millones de toneladas)

Actualmente, la demanda de tensioactivos esta cubierta por menos
de diez tipos, siendo los sulfonatos de alquilbenceno lineal (LAS), sulfatos
de alcoholes grasos (AS), los sulfatos éteres de alcoholes grasos (AES),
alcoholes grasos etoxilados (AEQO) y los jabones, los que ocupan las
principales posiciones. En la figura 1.16 se puede observar la distribucion

del consumo mundial total de tensioactivos en los diferentes continentes?

2 Comité Europeen des Agents de Surface et de Leurs Intermediaires Organiques (CESIO). Cesio
surfactants statistics for Western Europe. 2011.

! Global Industry Analysts, Inc. (GIA). Surface Active Agents: a Global Strategic Business Report.
October 2010.

2 European Council of Studies on LAB/LAS (ECOSOL). Statistics. Brussels, Belgium, 2001.
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y la distribucion de tensioactivos consumidos en Europa Occidental®,
respectivamente.

Consumo Mundial de tensioactivos en Consumo de tensioactivos en
distintas regiones Europa Occidental 2005
9% 2,4% 2.2% _148%
28%

13,4% 19,7%

23%

0,
16,3% 7.5%

3,3%
8% 20,4%
32%
B America del Norte B America Latina B Europa Occidental mLAS . 0 Alcanos sul@natos = Alcquo.l suffato
X R B Alcohol éter sulfato B Alcohol etoxilado O Catidnicos
B Asia ® Otras regiones I Anféteros O Jabones H Otros

* Consumo total: 2,694 millones de toneladas

Figura 1.16. A la izquierda, consumo mundial de tensioactivos por
regiones (excluyendo los jabones). A la derecha, distribucion del
consumo de tensioactivos en el mercado Europeo

En la figura 1.17 se puede apreciar el consumo®® per cdpita de
detergentes en los diferentes paises de Europa Occidental.
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Paises Europeos

Figura 1.17. Consumo per cdpita de detergente en los paises europeos

23 CESIO. General Assembly, Santiago de Compostela, Spain, September, 2006.

# ).L. Berna. European Environmental Safety Legislation, Handbook of Detergents. Marcel Dekker
Inc., p. 318, C. 12. New York, USA, 2003.
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2. FAMILIAS DE TENSIOACTIVOS OBIJETO DE ESTUDIO

En la presente tesis doctoral se han elegido como sustancias de
interés, los Sulfonatos de Alquilbenceno Lineal (LAS), los Alcoholes Sulfato
(AS), los Alcoholes Etoxisulfato (AES) y los Alcoholes Etoxilados (AEO).

2.1. Sulfonato de alquilbenceno lineal

2.1.1. Descripcion

El LAS es uno de los tensioactivos anidnicos mas ampliamente
utilizados en el mundo. La molécula consta de una parte hidrdéfila que
consiste en un grupo sulfénico (-SO3’) unido al benceno en posicién -para;
respecto a la parte hidréfoba, que es una cadena alquilica lineal de longitud
variable y a la que se une el anillo bencénico en distintas posiciones. La
mezcla comercial de LAS contiene una serie de homaélogos que difieren en
la longitud de la cadena alquilica, siendo los mas habituales los
comprendidos entre 10 y 13 atomos de carbono y a su vez, cada uno de
ellos, es una mezcla de isémeros resultantes de la posicion en la que el
anillo bencénico estd unido a esta cadena lineal. En la figura 1.18 se

muestra un ejemplo:

SO3
Figura 1.18. Ejemplo de isémero de LAS.
Normalmente se abrevia como LAS 3/JC;,
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2.1.2. Sintesis

Las materias primas para la fabricacién de tensioactivos se clasifican

segun su origen en dos grandes grupos:

A) De origen petroquimico, donde se encuentran el petréleo bruto, el

carbon o el gas natural.

B) De origen oleoquimico, donde se encuentran la palma, el coco,

frutas, grasas animales, trigo o maiz.

El LAS se obtiene industrialmente a partir de tecnologias
petroquimicas ampliamente establecidas. Su sintesis comprende tres
pasos: la obtencidn de parafina, la sintesis del alquilbenceno lineal (LAB) y

la sulfonacién posterior de éste para originar el LAS.

A) Obtencidn de parafina. La materia prima para la sintesis del LAB, la
n-parafina, proviene habitualmente de la destilaciéon del crudo de
petréleo, donde la fraccion de queroseno es tratada a través de
tamices moleculares u otros dispositivos que separan estas cadenas
lineales de las ramificadas. El procedimiento mas utilizado se basa en
el proceso Molex*> de Universal Oil Products (UOP). Todas las n-
parafinas obtenidas por este procedimiento son de alta pureza
(alrededor del 96 - 99 %).

B) Sintesis del alquilbenceno lineal (LAB). El primer proceso empleado
para sintetizar el alquilbenceno lineal (LAB), se basaba en la
alquilacion del benceno con cloroparafinas lineales, utilizando cloruro

de aluminio como catalizador. Posteriormente, Universal Oil Products

% Dp.B. Broughton. Molex: case history of a process. Chem. Eng. Prog. 64 (8); 60-65, 1968.
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)

(UOP) desarrollé un método en el que se empleaba acido fluorhidrico
como catalizador®®. El proceso se puede representar como se indica

en la figura 1.19.

Pt, Sn/ Al,O,

NN NN +H,
400-500°C

n-parafina n-olefina

NN —_—
n-olefina LAB

Figura 1.19. Reacciones de sintesis del LAB

En la década de los afios 90 se desarrolla un método entre la
empresa CEPSA QUIMICA y UOP que utiliza un catalizador sélido en

lecho fijo para la alquilacion del benceno con olefinas lineales”.

Sintesis del sulfonato de alquilbenceno lineal (LAS). EI LAS se
obtiene por sulfonacién del LAB. Inicialmente se empleaba éleum
(acido sulfurico fumante) asi como acido sulfurico como agentes
sulfonantes tanto en reactores en discontinuo como en el llamado
“sistema de cascada”. Desde la década de los afios 60 la tecnologia
de la sulfonacién ha mejorado considerablemente con el empleo de
reactores de pelicula descendente (FFR, del inglés Falling Film
Reactors) mas eficaces y con sulfonacién en estado gaseoso.
Mediante la sulfonacion del LAB se obtiene el acido sulfonico (HLAS)
gue posteriormente es neutralizado obteniendo, finalmente, el LAS,

segun la reaccién que se muestra en la figura 1.20.

26

27

L. Cavalli, R. Clerici, P. Radici, L. Valtorta. Update on LAB/LAS. Tenside Surf. Det. 36; 254-258,
1999.

L.C. Erickson, A. Baneriji, T.R. Fritsh, J.L. Berna. New solid-bed alkylation technology for LAB; 4"
Cesio World Surf. Congress, Barcelona, Spain, V.1, p. 177, 1996.
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12) SO,
LAB LAS

22) NaOH

SO;Na*

Cadena alquilica: Cyg - Cy3 Cadena alquilica: Cyo - Cy3

Figura 1.20. Reaccion de sintesis del LAS

El grupo sulfénico entra en la posicion “para”, menos impedida. Al
ser una reaccién muy exotérmica (40.6 kcal-mol™), el sistema de
refrigeracion del reactor debe actuar con suma eficacia para evitar
hipersulfonaciones y en consecuencia evitar asi un deterioro de la

I “"

calidad final del producto. El “acido sulfénico de alquilbenceno” -
HLAS obtenido, tiene una consistencia liquida con un alto contenido
activo (> 97 %), alrededor del 1 % de materia sin sulfonar y entre un 1
- 2 % de acido sulfurico. El acido sulfénico formado, se neutraliza
después, generalmente con NaOH, dando lugar al correspondiente
sulfonato sédico. Esta operacion se lleva a cabo en la mayoria de los

casos en las propias fabricas de detergentes.
2.1.3. Propiedades fisicoquimicas

En la tabla 1.4 se muestran las principales propiedades

fisicoquimicas’ del LAS.
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Tabla 1.4. Propiedades fisicoquimicas del LAS

Propiedades Valor
Masa molecular (g-mol™) 342.4 (Cyy6H242)CeHaSOsNa
Punto de fusién (°C) 277 (para Cy,)
Punto de ebullicién (°C) 637 (para Cy)
Presion de vapor a 25 °C (Pa) (3-7)-10" (para Cy,)

Coeficiente de particion en octanol-agua
Kow (108 Kow)
Solubilidad en agua (g-L™) 250

3.32 (para Cy16)

La mezcla comercial posee una gran solubilidad en agua, aunque esta
propiedad varia dependiendo de la longitud de la cadena alquilica y del
proceso de fabricacion. Sin embargo, los productos comerciales formados
por mezclas de homdlogos de varias longitudes de cadena alquilica son
sustancialmente mas solubles en agua que los compuestos puros, esto se
debe a que los homodlogos con cadenas mas cortas al ser mas solubles
ejercen un efecto solubilizador en los homodlogos de cadena mas larga.
Ademas, dentro de una misma familia de homdlogos, los isémeros que
poseen el anillo bencénico unido a la cadena alquilica en las posiciones mas
internas tienen un cardcter mas hidrofilico, ya que la longitud efectiva de la

cadena de carbonos es menor.

El proceso de fabricacion donde se utiliza acido fluorhidrico produce
alquilatos con bajo contenido en 2-fenilalcanos (16 - 18 %), mientras que el
catalizador de lecho fijo proporciona alquilatos con alto contenido en 2-
fenilalcanos (27 - 30 %). Esta variable tiene una repercusion directa en las
propiedades fisicas de las pastas, especialmente sobre la solubilidad. Asi,
los de alto contenido producen pastas mas solubles, una vez sulfonados y

neutralizados, que los de bajo contenido, para un mismo peso molecular.
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La baja presion de vapor hace que las pérdidas por evaporacion sean
minimas para todos los homdlogos. Otra propiedad fisicoquimica a tener
en cuenta es que el valor de la concentracion micelar critica (CMC)
depende de factores como la temperatura, la longitud de la cadena
alquilica, la posicidn del anillo, la naturaleza del catién, el medio donde se
han disuelto, la existencia de sales en el medio y la concentracién. En la
tabla 1.5 se recogen los valores de CMC para los diferentes homdlogos de
LAS?®. Normalmente, interesan valores bajos, para que se formen micelas

con el minimo gasto de tensioactivo.

Tabla 1.5. Valores de CMC para los diferentes homdlogos del LAS

Medio LAS CMC (mM)

Cio 6.9
Agua desionizada Cu 40

T225°C
Cation Na* Ciz 1.2
Cis 0.44
Agua dura C1o 0.67
(300 mg-L™ CaCoO;) Cu 0.29
Té 25 OC C12 008

.z 2+

Cation Ca Ca 0.03

Comparando los dos medios se observa que los valores de CMC en
agua dura son mucho mas pequefios que en agua desionizada. La
formacion de las micelas se facilita en agua dura ya que el catién Ca*' tiene

mas afinidad por el extremo polar del surfactante que el catiéon Na”*.

2 M.T. Garcia, E. Campos, M. Dalmau, I. Ribosa, J. Sdnchez-Leal. Structure-activity relationships for
association of linear alkylbenzene sulfonates with activated sludge. Chemosphere 49; 279-286,
2002.
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2.1.4. Ventajas e inconvenientes

Algunas de las ventajas que presenta el LAS y que justifican que sea
uno de los tensioactivos mas utilizados en la fabricaciéon de detergentes

son:

1) Posee caracteristicas generales de buen tensioactivo (poder
dispersante y poder emulsionante, reduccién de la tensién

superficial, capacidad de mojado).

2) Buen comportamiento ambiental, pues tanto su biodegradabilidad
primaria y final son altas, es decir, tanto el LAS como sus metabolitos

presentan muy alta biodegradabilidad y muy baja toxicidad.

3) Versatilidad y compatibilidad con todo tipo de ingredientes para
constitucién de sistemas activos mixtos. Puede ser usado en la
formulacidn de polvos concentrados y liquidos para lavado de ropa,
lavavajillas, empleando concomitantemente cualesquiera enzimas,

blanqueadores y agentes complejantes.

4) Sinergismo con otros ingredientes habituales de las formulaciones.

5)  Su comportamiento en agua es bueno siendo similar al jabdon en

aguas con bajos niveles de dureza y mejor que éste en aguas duras.

6) Muy baja relacidn coste/rendimiento. Las materias primas requeridas

para su sintesis no son caras.

7)  Facilidad de procesado, tanto en la sulfonacién con cualquier equipo
o agente sulfonante, como en la elaboracién del producto final en

torres de atomizacion o en procesos de aglomeracion.
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8)  Estabilidad del producto sulfonado y neutralizado sin alteracion del

pH con el tiempo (no hidrolizable).

9) Facilmente transportable, manipulable y almacenable, ya que su
forma acida (HLAS) es quimicamente estable, lo que no ocurre con

otros tensioactivos como los AS o AES.

Como inconvenientes se debe resaltar que presentan valores de
detergencia inferiores que los alquilpoliglucésidos y los nonilfenoles

etoxilados para superficies grasas29 y son derivados del petréleo.
2.2. Alcoholes sulfato
2.2.1. Descripcion

Los alcoholes sulfatos®® (AS) después de los jabones, son los
tensioactivos aniénicos de uso mas antiguo. Los AS cuya cadena alquilica
estda comprendida entre 12 y 18 4atomos de carbono, son los mas
importantes para la fabricacion de tensioactivos. La molécula consta de
una parte hidrofilica que consiste en un grupo sulfato terminal (-SOy4)
unido a una parte hidrofdbica, formada por una cadena alquilica lineal de
longitud variable. La estructura basica es C,H2,+1504M, donde n =12 - 18 y

M = sodio, amonio o trietanolamina (TEA).

» p. Altmajer. Formulaciones detergentes biodegradables: Ensayos de Lavado. Tesis Doctoral,

Universidad de Granada, 2004.

® Human & Environmental Risk Assessment on ingredients of European household cleaning
products (HERA). Alkyl Sulphates (AS). Environmental Risk Assessment, march, 2002. URL:
http://www.heraproject.com/RiskAssessment.cfm (Visitada el 12/6/2012).
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Principalmente se utiliza en forma de sales sddicas y ocasionalmente
como sales amonicas o de trietanolaminas. En la Figura 1.21 se representa

la estructura molecular del dodecilsulfato.

- +
SN0 0
S Na

N\
O// ~o

Figura 1.21. Ejemplo de AS, dodecilsulfato sédico (SDS)

2.2.2. Sintesis

Los alcoholes lineales superiores® (cuya longitud de cadena alquilica
esta comprendida entre 12 y 18 d4tomos de carbono) obtenidos a partir de
materias primas naturales, tales como aceites y grasas, son denominados

“alcoholes grasos”.

Tanto los alcoholes grasos naturales como los sintéticos obtenidos
por via petroquimica y sus derivados, constituyen una importante materia
prima tensioactiva y tienen una amplia variedad de aplicaciones en el
campo de la detergencia. Aunque los alcoholes de origen petroquimico han
desplazado en gran medida a los alcoholes naturales, para determinadas
aplicaciones tales como cosmeética, detergencia, etc, que requieren
alcoholes de elevada calidad, se prefiriere el uso de productos

provenientes de materias primas naturales.
1) Sintesis de alcoholes naturales o de origen oleoquimico.

Todos los alcoholes naturales son lineales, saturados y con un

contenido par de dtomos de carbono. En general, se agrupan en:

31 ).L. Berna Tejero. Curso sobre petroquimica aplicada “Detergentes”. CEPSA QUIMICA S.A., Madrid,
1981.
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=  Alcoholes C;,- C14 (rango aceite de coco).

=  Alcoholes Ci5- C13 (rango sebo).

Los componentes mas importantes de la mayor parte de las grasas y
aceites naturales, suelen ser ésteres triglicéridos de los acidos grasos, que
contienen alrededor de un 95 % de acidos grasos y un 3 % de glicerina
combinado como ésteres. Los aceites y grasas mds empleados como
materia prima para la obtencion de alcoholes grasos cuya cadena alquilica
estd comprendida entre 12 y 18 atomos de carbono, son los aceites de
coco, de esperma de ballena y el sebo. Esta ultima es la materia prima mas

barata para la fabricacidn de alcoholes naturales.

2) Sintesis de alcoholes sintéticos primarios o de origen petroquimico.

Los alcoholes se pueden fabricar por hidrogenacion moderada de los
acidos grasos naturales, pero la produccién no es suficiente y ademas es
costosa. Por tanto se recurre a métodos de sintesis organica. Los alcoholes
obtenidos por via petroquimica atendiendo a su estructura quimica se
pueden dividir en alcoholes primarios y secundarios. En funcién del
proceso empleado en la sintesis del alcohol, se obtienen distintos tipos de
alcoholes, denominados Alcoholes Ziegler, Alcoholes Oxo, Alcoholes Alfol,
Alcoholes Lineales Secundarios, Alcoholes Grasos Ramificados, Alcoholes
Guerbet y Alcoholes Ramificados Insaturados. Este tipo de alcoholes se
produce a escala industrial por dos procedimientos fundamentalmente; el
proceso de polimerizacién Ziegler a partir de etileno y por hidroformilacion

de olefinas (Proceso Oxo).
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=  Proceso Ziegler: consiste en oxidar el complejo trialquil aluminio de
Ziegler e hidrolizar el éter formado. Se obtienen unos alcoholes con
una estructura quimica idéntica a la de los alcoholes naturales

derivados del aceite de coco o sebo.
(CH,CH,),CH,CH3

AlCoHe)z + (x+y+2)CH, ——3= Al (CH:CH),CHoCH,

o o ) (CH,CH,),CH,CH3
Trietilaluminio Etileno Producto de
crecimiento
(CH,CH,),CH,CHs O(CH,CH,),CH,CHg
©)
Al— (CHZCHz)yCHchs —_— Al— O(CHZCHz)yCHZCHg,
(CH,CH,),CH,CH3 O(CH,CH,),CH,CH3
Producto de Alcoxido de aluminio
crecimiento
O(CH,CH,),CH,CHy HO(CH,CH,)xCH,CH3

Al— O(CH,CHp),CH,CH;  + 3 H,O ————= HO(CH,CH),CHCH;  + Al(OH)3

O(CH,CH,),CH,CHy HO(CH,CH,),CH,CH3
Alcoxido de aluminio Alcoholes Hidroxido
primarios lineales de aluminio

Figura 1.22. Proceso Ziegler

=  Proceso Oxo: consiste en la hidroformilacién de una olefina. Es el
proceso mads importante a nivel industrial. Se produce una mezcla de

alcoholes primarios y secundarios.

Ry-CH=CH-R, com, AW R.cHO R
l. = = - + - [
! 2 8 R,-CH-CHO

alfa u olefinas  gases de sintesis aldehido aldehido

internas lineal ramificado

Rs Cataliz. RCHOH Rs
2. RysCHO + ' —» R3-CHy Ol
* R-CH-CHO  p, R4-CH-CH,0H
Mezcla de aldehidos alcohol lineal alcohol ramificado

Figura 1.23. Proceso Oxo
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3) Sintesis del alcohol sulfato

Todos los alcoholes salvo los secundarios, pueden sulfatarse usando
diferentes tipos de reactivos, siendo los mas empleados el triéxido de
azufre (SOs) o el acido clorosulfénico, seguido a continuaciéon de una
neutralizacion con una base para producir una sal. Normalmente suele
usarse como reactivo el SOs, ya que el acido clorosulfénico es mas caro y
ademas produce en la sulfatacion desprendimiento de acido clorhidrico.
Para llevar a cabo la reaccion de neutralizacion, la base mas empleada es el
hidroxido sddico, aunque también se utiliza amonio o alcanolaminas como
por ejemplo: la trietanolamina (TEA). En la figura 1.24 se muestra la

sintesis de un alcohol sulfato sédico.
NaOH
R- CH,OH + SO; — R-CH,0S03H — R-CH,0S0O3Na
Figura 1.24. Sintesis de un alcohol sulfato sédico

Los AS comerciales se diferencian en el tipo de alcohol graso usado
como materia prima, la concentracion de materia activa en agua y la forma
en la que se comercializa (solucidn, pasta o sélido). En cuanto a su
composicion en materia activa, el alcohol sulfato sédico presenta
aproximadamente 2 - 4 % de alcohol sin sulfatar, 1 - 2 % de sulfato sddico
(o cloruro saédico si es producido via clorosulfatacién), y cantidades trazas
de agentes inorgdnicos reguladores de pH. Los alcoholes secundarios no
son muy adecuados para sulfatar debido a que los sulfatos generados son

poco estables térmicamente y plantean problemas de almacenamiento.
2.2.3. Propiedades fisicoquimicas

Las propiedades fisicoquimicasg0 varian para los diferentes

homodlogos de AS tal y como se muestra en la tabla 1.6.
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Tabla 1.6. Propiedades fisicoquimicas para los distintos homdlogos de AS

Propiedades Ci (o Ci Cis
Masa molecular (g-mol™) 288.4 316.4 344.49 372.54
Punto de fusion (°C) 205.5 264.8 275.63 212
Punto de ebullicién (°C) 588.52 611.7 634.94 658.15

Presi6n de vapor a 25 °C (Pa) 6.27-10" 11410 2.0510% 3.67-10"

Coeficiente de particién en
octanol-agua K,,, (log K,.)

Solubilidad en agua (mg-L") 618.6 - 460 5.13 0.08 0.49/insol.

1.6 2.67 3.66 4.64

Se observa que al aumentar la longitud de la cadena alquilica, se
incrementa el punto de fusién (excepto para el Cig cuyo valor es inferior al
de los homdlogos Ci4 y Ci¢) y el punto de ebulliciéon. La baja presion de
vapor hace que las pérdidas por evaporacion sean minimas para todos los
homdlogos. Respecto a la solubilidad, se observa que conforme aumenta la

longitud de la cadena de carbono disminuye la solubilidad.

En la tabla 1.7 se recogen los valores de CMC*? para los diferentes

homdlogos de AS:

Tabla 1.7. Valores de CMC para los diferentes homdlogos de AS

Propiedades (o (o Cis Cis
Catién Na* Na* Na* Na*
CMC (mM) (T2 50 °C) 8.10 2.10 0.62 0.20

Se observa que al aumentar la hidrofobicidad de |la cadena alquilica,

la CMC disminuye y formandose antes la micela.

32 4.W. Stache. Anionic Surfactants: organic chemistry. Surf. Sci. 56; 1995.
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2.2.4. Ventajas e inconvenientes
Debido a su estructura molecular presentan numerosas ventajas°

1) Son buenos agentes espumantes, normalmente se emplean en

champus y formulaciones especiales.

2) Suelen presentar sinergismo con algunos ingrendientes habituales en

las formulaciones.

3) Poseen un alto grado de biodegradabilidad asi como la rapidez con
gue este fendmeno transcurre (eliminacién de AS > 99 % en plantas

de lodos activados)®.

Sin embargo, son bastante sensibles al agua dura, por lo que pierden
efectividad en formulaciones sin fosfatos; su solubilidad en agua es
relativamente baja y su precio depende de las fluctuaciones en el precio de
los alcoholes grasos naturales (materia prima para la fabricacion de los AS)

debidas a causas politicas y climaticas.

2.3. Alcoholes etoxisulfato

2.3.1. Descripcion

Los alcoholes etoxisulfatos®® o éter sulfatos (AES), constituyen el

segundo grupo de tensioactivos anidnicos mds utilizado. La estructura

BE. Matthijs, M.S. Holts, A. Kiewiet, G.B.J. Rijs. Environmental monitoring for linear alkylbemzene
sulfonate, alcohol ethoxylate, alcohol ethoxy sulfate, alcohol sulfate and soap. Environ. Toxicol.
Chem. 18; 2634-2644, 1999.

** Human & Environmental Risk Assessment on ingredients of European household cleaning
products (HERA). Alcohol Ethoxysulphates (AES). Environmental Risk Assessment, 2004. URL:
http://www.heraproject.com/RiskAssessment.cfm (Visitada el 12/6/2012).
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guimica de los AES estd formada por una cadena alquilica de longitud
variable, un nimero de unidades de éxido de etileno y un grupo sulfato. La
estructura basica es C,Han+1(0OCoHg)m SOsM, donde n=12-18, m=1-10y

M = sodio, amonio o trietanolamina (TEA).

Los AES empleados en formulaciones de detergentes estan formados
por una mezcla de homdlogos en proporcién variable conteniendo una
cadena alquilica comprendida entre 12 y 18 atomos de carbono unida
mediante enlace éter a una cadena polietoxilada, la cual no suele superar
las 10 unidades etoxiladas y un grupo sulfato terminal. Normalmente se

usa en forma de sal sddica.

Cabe destacar su amplio uso en productos de higiene personal tales
como champus y pastas dentifricas, detergentes domésticos e industrial y
como emulsionantes y aditivos durante la fabricacion de pinturas, plasticos
y polimeros. Principalmente se utilizan en forma de sales sddicas vy
ocasionalmente como sales amodnicas o de trietanolaminas. En la figura

1.25se muestra la estructura molecular de un alcohol etoxisulfato.

o O
o \\S//
P N N\ P G N ZON A

Figura 1.25. Estructura molecular de un alcohol etoxisulfato,
monoetilenglicol monotridecileter sulfato (AES C;, EO,)

2.3.2. Sintesis

Los AES se obtienen®' por sulfatacion de los alcoholes etoxilados
(AEQ). El tipo de AEO empleado para la sintesis de los AES puede ser de
origen oleoquimico, provenientes de aceites vegetales y animales, las
cadenas alquilicas son lineales y solamente contiene un nimero par de

atomos de carbono; y de origen petroquimico, proceden de parafinas y la
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cadenas alquilicas contienen un nuimero par e impar de atomos de
carbono, algunas cadenas alquilicas presentan normalmente como

ramificacion un grupo metilo en el carbono 2.

Los métodos de fabricacion de alcoholes primarios mas importantes
a nivel industrial son el proceso Ziegler y el proceso OXO, al igual que para
los alcoholes sulfatos. Como agente de sulfatacion suele emplearse el SOz o
el acido clorosulfénico. A continuacién, en la figura 1.26 se muestran las

reacciones que tienen lugar para la sintesis de un alcohol etoxisulfato.

R- CH,OH + n (CH,-CH,0) ——— R- CH,-0-(CH,-CH,0),H
Polioxietileno
SO;

R- CH,-O-(CH,-CH,O0))H+ 6 —» R- CH,-O-(CH,-CH,0),SO3H
CISO;H

R-CH,-0-(CH,-CH,0),SOsH+NaOH — R-CH,-0O-(CH,CH,0),SO3Na

Figura 1.26. Sintesis de un alcohol etoxisulfato sédico

La distribucién de los oligémeros, sigue una distribucién de Poisson y
afecta a las propiedades fisicoquimicas, biodegradabilidad en el medio y a
uso final. Los AES comercializados, se diferencian en el tipo de alcohol
usado como materia prima, el numero de unidades etoxiladas, la
concentracion de materia activa en agua y la forma en la que se
comercializa (solucidn, pasta o sélido). En cuanto a su composiciéon en
materia activa, normalmente contiene aproximadamente 2 - 4 % de alcohol
etoxilado sin sulfatar, 1 - 2 % de alcohol sin reaccionar y 15 - 45 % de
alcohol sulfato. Pueden contener cantidades trazas de agentes inorganicos
reguladores de pH, dependiendo del contenido en materia activa y del
grado de etoxilacién. Todos los tipos de alcoholes, salvo los secundarios,

pueden etoxisulfatarse dando productos de buena calidad.
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2.3.3. Propiedades fisicoquimicas

En la tabla 1.8 se muestran las propiedades fisicoquimicas para los
distintos AES y un valor medio de 2.7 unidades etoxiladas (obtenidas por

interpolacidn de los valores para 2 y 3 unidades etoxiladas)**

Tabla 1.8. Propiedades fisicoquimicas (AES, media de 2.7 unidades etoxiladas)

Propiedades Ci, Cia Ci6 Cis

Masa molecular (g-mol™) 407 436 464 492
Punto de fusién (°C) 298 309 321 330
Punto de ebullicién (°C) 684 707 730 754

Presién devapora25°C(Pa) 1.2-10®  2.1-10™ 3.810"” 6.2:10™°

Coeficiente de particion en 0.95 19 29 39
octanol-agua K,,, (log K..)
Solubilidad en agua (mg-L?) 425 41 4.0 0.38

Segun los datos mostrados, al aumentar la longitud de la cadena
alquilica, se incrementa el punto de fusidn, pero sin embargo, disminuye la
presion de vapor asi como la solubilidad. La baja presiéon de vapor para
todos los homologos, hace que las pérdidas por evaporacidn sean minimas.
Estos compuestos son relativamente solubles y como presentan valores del
Kow considerables, esto les permite ser transportados en disolucidn o estar

asociados al material particulad035.

El valor de la CMC depende de los factores vistos anteriormente y del
numero de unidades etoxiladas. En la tabla 1.9 se resumen los valores de

CMC>? para los diferentes AES con 2 unidades etoxiladas.

s Guang-Guo Ying. Fate, behavior and effects of surfactants and their degradation products in the
environment. Environ. Int. 32; 417-431, 2006.
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Tabla 1.9. Valores de CMC para los diferentes AES

Propiedades Ci, Cia Cie Cis
n (EO) 2 2 2 2
Catién Na* Na* Na* Na*
CMC (mM) (T2 25 °C) 2.80 0.86 0.22 0.08

El valor de la concentracién critica micelar disminuye al aumentar la
longitud de la cadena alquilica. La introduccién de unidades etoxiladas
disminuye el valor de CMC de los AES, pero este descenso no es
proporcional al aumentar la longitud de la cadena etoxilada.

2.3.4. Ventajas e inconvenientes
Los AES presentan las siguientes ventajas:

1) Son muy buenos agentes espumantes, humectantes y emulsionantes.

2) Son buenos agentes de limpieza, aptos para formulaciones liquidas y

detergentes en polvo.
3) Son mucho menos sensible a la dureza del agua que los AS.
4) Presentan un excelente comportamiento medioambiental.

Un gran inconveniente de estos compuestos, es que pueden
contener 1,4 dioxano (compuesto altamente tdxico) como consecuencia de

su presencia como impureza en los alcoholes etoxilados de partida 6

porque que se forme durante la reaccion de sulfatacion.
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2.4. Alcoholes etoxilados
2.4.1. Descripcion

Los alcoholes etoxilados (AEO) son tensioactivos no idnicos,
derivados etoxilados de los alcoholes grasos®®. Su estructura quimica esta
formada por una cadena alquilica de longitud variable, un nimero de
unidades de 6xido de etileno y un grupo alcohol terminal. La estructura
basica es C,Hzn+1(0OC2H4)m OH, donde n =12 - 18, m = 1 - 20. En la figura

1.27 se muestra la estructura molecular de un alcohol etoxilado.

/\/\/\/\/\/\/\/\O/\/O\/\O/\/OH

| |
Parte Lipdfila Parte Hidrofila

Figura 1.27. Estructura molecular de un alcohol etoxilado, trietilenglicol
monohexadeciléter, normalmente se abrevia como AEO Cys EO;

La parte lipdfila, aunque suele ser lineal, puede ser ramificada
presentando como ramificaciéon un grupo metilo en el carbono 2. Una gran
cantidad de AEO se convierte en AES, mientras el AEO restante se utiliza en
la fabricacidon de detergentes domésticos e industriales, cosméticos, en las

industrias de proceso textil y en la obtencién de papel aceite.

2.4.2. Sintesis

La mayoria de los alcoholes grasos carecen de propiedades

tensioactivas debido a su insolubilidad en agua, por lo que se hacen

® Human & Environmental Risk Assessment on ingredients of European household cleaning
products (HERA). Alcohol Ethoxylates (AEO). Version 2.0, September 2009. URL:
http://www.heraproject.com/RiskAssessment.cfm (Visitada el 12/6/2012).
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reaccionar con polioxietileno para conferirles el caracter hidrofilico

deseado. En la figura 1.28 se representa la reaccion de sintesis.

R-CH,OH + n (CHz-CHzo) — > R- CHz-O-(CHz-CHzo)nH

Polioxietileno

Figura 1.28. Reaccion de sintesis de un alcohol etoxilado

Los AEO se obtienen a partir de alcoholes grasos de aceite de coco
principalmente, de sebo o sintéticos de cadena lineal, a los que se le une
un numero dado de moles de 6xido de etileno (EQ). Como resultado del
proceso de sintesis, la familia de AEO estd formada por una mezcla
compleja de compuestos que difieren en la longitud de la cadena
hidrocarbonada y el nimero de unidades etoxiladas, pudiendo estar ésta

comprendida entre 1y 20 unidades etoxiladas.
2.4.3. Propiedades fisicoquimicas

Las propiedades fisicoquimicas de los AEO abarcan un amplio rango.
Aunque se dispone de poca informacion especifica para los distintos
homodlogos y etoximeros, si esta disponible un extenso conjunto de datos
para los alcoholes (EO = 0), que en muchos casos permite establecer el
limite inferior y superior de la propiedad fisicoquimica especifica para los
AEOQ, y asi evaluar su comportamiento quimico y fisicoquimico. En la tabla
1.10 se muestran las propiedades fisicoquimicas® para los alcoholes de 16

y 18 dtomos de carbono y los AEO C46 EO, _ 4.
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Tabla 1.10. Propiedades fisicoquimicas para los alcoholes etoxilados

— AEE%C“ AEO AEO AEO AEO C,; EO,
( Alcolgol) Cis EO, Cis EO; Cis EO, (Alcohol)
Masa molecular | 330.6 374.6 4186 270.5
(g-mol™)
Punto (doz)f”m" 50 36.8-37.2 33.8-342  36.7-37.0 58
Punto de 334 -344 172-178 203 - 206 215-220 210
ebullicidn (°C) 760 0.5-10.6 0.35 0.3 15
Pmmig 750 (05-10.6) (035) 03) (15)
Presion de
vapor a 25 °C 1.4-10° - - - 3.3.10°
(hPa)
Coeficiente de
particion en 7.35 7.29 7.19 7.09 8.43
octanol-agua
KOW (IogKOW)
Solubilidad en 0.013 i i i 0.0011

agua (mg-L'l)

En la tabla, se observa que al aumentar la longitud de la cadena
alquilica, se incrementa el punto de fusién, pero la introduccion de
unidades etoxiladas hace disminuir el punto de fusion del homdlogo en
cuestion. La presion de vapor disminuye al aumentar la longitud de la
cadena alquilica, asi como la solubilidad. La baja presion de vapor hace que
las pérdidas por evaporacion sean minimas. Estos compuestos son poco
solubles y como presentan valores del Ko, considerables, esto les permite
estar asociados al material particulado. En la tabla 1.11 se muestran los

valores de CMC* para diferentes AEO.

Tabla 1.11. Valores de CMC para diferentes AEO

cMmC (mg'l--l) Cuwo Cn Cu
EO; - 26.4 -
EO¢ - 30.6 -
EO, - 341 -

EO; 510 38.2 5.1
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El valor de la concentracién micelar critica disminuye al aumentar la

longitud de la cadena alquilica. En cambio, ese valor aumenta al hacerlo el

numero de unidades etoxiladas para un mismo homaélogo de AEO.

2.4.4. Ventajas e inconvenientes

1)

2)

3)

4)

Algunas ventajas que presentan los AEO son:

Variando el nimero de moles de unidades etoxiladas se consiguen

propiedades muy diversas.

Su comportamiento en agua es bueno, incluso en aguas duras.

Buena limpieza de fibras sintéticas>®.

Rapida biodegradacién, pudiendo ser eliminados de las aguas

mediante los procesos bioldgicos de tratamiento tradicionales, o por

tratamientos avanzados como la ozonizacion o la adsorcion en

carbén activo>”%.

Como inconveniente se puede decir que tienen una baja o moderada

capacidad para la formacién de espuma y que al igual que los AES, pueden

contener 1,4 dioxano (compuesto toxico).

7 A Szymanski, B. Wyras, S. Zbigniew, T. Jaroszynski, Z. Lukaszeqgski. Biodegradation of fatty alcohol

38

ethoxylates in the continous flow activated sludge test. Water Research 34; 4101-4109, 2000.
N.S. Battersby, A.J. Sherren, R.N. Bumpus, R. Eagle, I.K. Molade. The fate of linear alcohol
ethoxylates during activated sludge sewage treatment. Chemosphere 45; 109-121, 2001.
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3. IMPACTO AMBIENTAL DE LOS TENSIOACTIVOS

3.1. Introduccion a la problematica

En las ultimas décadas, el comportamiento de los contaminantes
quimicos en el medio ambiente se ha convertido en un tema de gran
importancia. Por ello se han desarrollado numerosos métodos para la
investigacion y vigilancia de un elevado nimero de compuestos, entre ellos

los tensioactivos®.

Los tensioactivos debido a su volumen de fabricacion y consumo,
tanto a nivel doméstico como industrial, se han convertido en unos
compuestos de interés medioambiental, siendo creciente la preocupacién
de la Union Europea en materia de regulacion de los mismos, ya que
pueden alcanzar de una forma sencilla el medio ambiente, encontrandose
de forma ubicua en él y causando diferentes impactos,... Por lo tanto se
hace indispensable su seguimiento, por medio de estudios cientificos, para

conocer su impacto medioambiental.

En general, el destino de un compuesto quimico y su concentracion

en el medio ambiente va a depender de los varios factores®:

Las vias de distribucion y el vertido en el medio ambiente.

La produccién y por tanto el volumen vertido.

La velocidad de eliminacion del entorno ambiental.

La dilucién y dispersion del compuesto en el medio™.

¥NS. Battersby. A review of biodegradation kinetics in the aquatic environment. Chemosphere 21;
1243-1284, 1990.

0N Fendinger, W.M. Begley, D.C. McAvoy, W.S. Eckhoff. Determination of Alkyl Sulfate
surfactants in Natural waters. Environ. Sci. Technol. 26; 2493 - 2498, 1992.
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La concentracion minima del compuesto quimico capaz de provocar

efectos adversos, va a depender de:

» Efectos del compuesto quimico sobre las operaciones de los sistemas
de tratamientos de aguas residuales*>*2.

* Toxicidad del compuesto quimico respecto a los organismos
existentes en el medio acuatico: peces®, invertebrados* y algas™®.

» Toxicidad del compuesto quimico respecto a los organismos
existentes en el medio terrestre®®™’.

» Efectos debidos a la naturaleza del compuesto quimico.

La mayor fuente aceptadora y difusora de los surfactantes es el agua
residual. El amplio uso de tensioactivos, ya sea a nivel doméstico o
industrial, genera una gran cantidad de aportes a las aguas residuales que
deben ser tratadas en las plantas depuradoras (EDAR) previamente a su
vertido a diversos ecosistemas (afluentes, mares, rios, lagos, etc) o a su
utilizacion como agua de riego. Los lodos generados, ricos en materia

organica, pueden ser adecuadamente tratados y desecados para obtener el

“p.c. McAvoy, S.D. Dyer, N.J. Fendinger, W.S. Eckhoff, D.L. Lawrence, W.M. Begley. Removal of
alcohol ethoxylates, alkyl ethoxylate sulfates and linear alkylbenzene sulfonates in wastewater
treatment. Environ. Toxicol. Chem. 17; 1705-1711, 1998.

2 ER. Schréder, M. Schmitt, U. Reichensperger. Effect of wastewater treatment technology on the
elimination of anionic surfactants. Waste Manage. 19; 125-131, 1999.

BRE I Lizotte, P.B. Dorn, R.W. Jr. Steinriede, D.C.L. Wong, J.H. Jr. Rodgers. Ecological effects of an
anionic C12-15 AE-3S Alkylethoxysulfate surfactant in outdoor stream mesocosms. Environ.
Toxicol. Chem. 21; 2472-2751, 2002.

* A.W. Maki. Correlations between Daphnia magna and fathead minnow (Pimephales promelas)
chronic toxicity values for several classes of test substances. J. Fish Res. Board Can. 36; 411-421,
1979.

*> M.A. Sibila, M.C. Garrido, J.A. Perales, J.M. Quiroga. Ecotoxicity and biodegradability of an alkyl
ethoxysulphate surfactant in coastal waters. Sci. Total Environ. 394; 265-274, 2008.

®EF King, I.N.D. Liu, B.J. Dutka. Toxicity Screening Procedures Using Bacterial Systems. Marcel
Dekker, New York, 175-194, 1984.

* R.A. Goodnow, A.P. Harrison. Bacterial degradation of detergency compounds. Appl. Microbiol.
24; 555-560, 1972.

8 G. Stora. Contribution a I'étude de la notion de concentration lethale limite moyenne (CL 50)
appliqué a des invertébrés marins, 1, Etude méthodologique Tethys 4; 597-644,1972.

®c. Verge, A. Moreno. Toxicity of anionic surfactants to the bacterial population of a wastewater
treatment plant. Tens. Surf. Det. 33; 323-327, 1996.
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compost, y de esta manera, ser utilizados como abono en las tierras de
cultivo. A veces, los lodos se aplican directamente como enmendantes en
campo y por esta razén se pueden encontrar cantidades relativamente

altas de tensioactivos en el medio ambiente.

En la figura 1.29 se muestran diferentes vias de distribucion de los
tensioactivos en el medio ambiente®®. En el caso de los detergentes,
acompafando a los tensioactivos en el agua residual, se pueden encontrar
ademads, coadyuvantes y blanqueantes. El resto de los componentes del
detergente se encuentran en muy bajas concentraciones ya que presentan

buena biodegradabilidad e inocuidad en el medio ambiente.

Residuo industrial

s

Residuo doméstico

Alcantarilla
v b4 Rio
Vertido Mar
Directo (E.D.A.R)) ‘ Lago
Aguas Residualeg Irigacion
Tratadas —
(— Compost (suelos)
Vertederos
Incineracién
Lodos Biorremediacion (suelos)
Tratados ~

Figura 1.29. Destinos de los tensioactivos en el medio ambiente

En la bibliografia consultada se han encontrado diferentes métodos

analiticos para la determinacidn de tensioactivos en casi todos los

S o Feijtel, E.J. Van der Plassche. Environmental risk characterization of 4 major surfactants used
in the Netherlands. National Institute of Public Health and Environmental Protection, Report n2
679101 025, Bilthoven, Netherlands, 1995.
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compartimentos medioambientales. Se han estudiado matrices de diversa

naturaleza como aguas residuales, sedimentos o lodos.

En la tabla 1.12 se muestra la concentracion encontrada de algunos

de estos compuestos en dichas matrices.

Tabla 1.12. Concentracion de LAS, AS, AES y AEO en el medioambiente

Concentracion

Tipo de Muestra Ref.
LAS As AES AS+AES AEO
Entrada EDAR (mg-L?) - 0.6 3.2 - - 33
Salida EDAR (pg-L™) - 5.7 6.5 - - 33
Agua de rio (pg-L?) - - - 11.9 - 51
Sedimento de rio (ng-g™) - - - 536 - 51
Agua de mar (pg-L") 38.7 3.0 2.9 - 1.2 52
sediT;'::gT)arim 128 024 059 - 3.64 52
Lodos (mg-kg™) - 50 69.3 - - 53

3.2. Efectos perjudiciales de los tensioactivos en estudio

Aunque su toxicidad no haya sido determinada con precision, los
tensioactivos estudiados a lo largo de esta memoria presentan, en general,
cierta toxicidad, ya que su presencia en el medio ambiente puede

ocasionar:

1 p A, Lara-Martin, A. Gomez-Parra, E. Gonzalez-Mazo. Simultaneous extraction and determination
of anionic surfactants in waters and sediments. J. Chromatogr. A 1114; 205-210, 2006.

2pA. Lara-Martin, A. Gomez-Parra, E. Gonzalez-Mazo. Development of a method for the
simultaneous analysis of anionic and non ionic surfactantsand their carboxylated metabolites in
environmental samples by mixed-mode liquid chromatography-mass spectrometry. J. Chromatogr.
A 1137, 188-197, 2006.

B, Bruno, R. Curini, A. Di Corcia, |. Fochi. Determination of Surfactants and some of their
metabolites in untreated and anaerobically digested sewage sludge by subcritical water extraction
followed by LC-MS. Environ. Sci. Technol. 36; 4156-4161, 2002.
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« La modificacién del comportamiento de otros contaminantes’*.

« Cambios en los procesos de nitrificacion del suelo™.

» Concentracion de agentes contaminantes en las espumas.

» Cambios en la solubilidad del oxigeno en el agua.

* Disminucion de la transmisién de la luz en el agua, inhibiendo la
proliferacién del plancton y, por tanto, el poder autodepurador del
medio marino>®.

« Cambios en la microbiota®’. Se han descrito diversos efectos que los
tensioactivos pueden causar sobre las membranas celulares y
proteinas debido a la actividad superficial que presentan®®. Pudiendo
actuar como inhibidores de bacterias>, hongos y otros habitantes del
ecosistema del suelo®. Por esta razén la exposicion del suelo de
cultivo a estos compuestos puede alterar su actividad bioldgica,
accién que es muy importante para la calidad del suelo y del ciclo
nutricional®’, ademds pueden inhibir notablemente bacterias
reductoras de hierro y afectar tanto a bacterias Gram-negativo como

Gram—positivosz.

*G. Crovetto, A. Navalon, O. Ballesteros, J. L. Vilchez, F. Garcia-Herruzo, J. M. Rodriguez-Maroto.
Mobility and fate of carbetamide in an agricultural soil. Journal of Environmental Science and
Health Part B 44; 764-771, 2009.

M. V. Vandoni, L. Goldberg-Federico. Riv. Ital. Sostanze Grosse. 50; 185, 1973.

%M. Anbent, J. Anbent. Océanographie médicale. Gauthier Villars. Paris, 1969.

> JN. Duperray. Chim. Phys. Appl. Prat. Ag. Surface. C. R. Congr. Int. Deterg. 3; 243, 1969.

M. Schwuger, F.G. Bartnik, Interaction of anionic surfactants with proteins, enzymes and
membranes. Anionic Surfactants-Biochemistry, Toxicology, Dermatology. Ed. Gloxhuber C. pp 1-
49, Marcel Dekker, New York, USA, 1980.

S Hartmann, Effect of surfactants on soil bacteria. Bull. Environ. Contam. Toxicol. 1; 219-224,
1996.

60, Jensen, Fate and effects of LAS in the terrestrial environment. Sci. Tot. Environ. 226; 93-111,
1999.

81 R.F. Turco, A.C. Kennedy, M.D. Jawson. Defining soil quality for a sustainable environment. Soil
Society of America (Special Edition 35) p. 73-90. Madison, USA, 1994.

2, Elsgaard, S.O. Petersen, K. Debosz, I.B. Kristiansen. Effects of LAS on soil microbiology. Tenside
Surf. Det. 38 (2); 94-97, 2001.
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4,

BIODEGRADACION

4.1. Concepto de biodegradacion

Se entiende por biodegradacién la ruptura molecular de un sustrato

organico, resultante de la acciéon enzimatica de microorganismos vivos que

utilizan este sustrato como alimento. La problemdatica surgida en la

biodegradacion de moléculas complejas, determina la importancia de la

distincion de diferentes tipos de biodegradabilidad, cuyo concepto esta

incorporado en la legislacion vigente. Asi, se distingue entre:

a)

b)

Biodegradacion primaria. Ocurre en el sustrato y permite la pérdida
de las propiedades caracteristicas de la molécula intacta. En el caso de
los tensioactivos estd relacionada con la pérdida de su capacidad para

formar espuma o con la reduccion de la tension superficial.

Biodegradacion avanzada. Se alcanza cuando la molécula de sustrato

se divide en segmentos mas pequefios.

Biodegradacion final, ultima o mineralizacion. A través de una
secuencia de ataques enzimaticos, reduce el sustrato a la estructura
mas simple posible. Bajo este término se engloban todos aquellos
procesos microbioldgicos que convierten la materia organica compleja
en compuestos mas simples que pueden ser utilizados como
nutrientes y generar energia, ademas de ser transformados en

material inorganico después de sufrir diferentes procesos quimicos.
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Estos tres tipos de biodegradabilidad se pueden llevar a cabo bajo

diferentes niveles ambientales de oxigeno:

» Condiciones aerobias: el flujo de oxigeno excede a la demanda que la

actividad bacteriolégica pueda requerir.

» Condiciones anaerobias: se pueden distinguir a su vez dos tipos de
situaciones. Condiciones anodxicas, cuando la velocidad de consumo
de oxigeno excede a la velocidad de difusidon; y condiciones

estrictamente anaerobias, cuando hay ausencia total de oxigeno.
4.2. Concepto de biodisponibilidad

La degradacién de un compuesto orgdnico en el medio ambiente
puede llevarse a cabo por via quimica a través de diversos procesos como
fotdlisis, hidrélisis etc. o por via microbiolégica (Biodegradacion). La
conversién total de la materia orgdnica en productos inorganicos (CO; y
H,0) es debida generalmente a procesos de biodegradacién microbiana®® y
para que ello ocurra se tienen que dar dos circunstancias: la existencia de
una microbiota adecuada, capaz de biodegradar al compuesto en cuestion,
y en segundo lugar que este esté biodisponible, es decir, que sea accesible
a la microbiota y asi ella pueda llevar a cabo su biodegradacién. Se puede
definir, por tanto, la biodisponibilidad de un compuesto como Ia
accesibilidad que presenta para ser biodegradado por una determinada

microbiota.

83 R. D. Swisher. Surfactant biodegradation. (22 edicion), Ed. Marcel-Dekker, Inc. New York, EEUU,
1987.
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La biodisponibilidad de un compuesto en un determinado sistema, a
su vez, viene determinada por los distintos fendmenos (retencion-
solubilizacién, formacién de coloides, transporte, transformacion...) que
pueda sufrir dicho compuesto en el sistema. Esta serie de fendmenos
vienen determinados por las propiedades fisicoquimicas del compuesto y
del sistema, y de ellas dependera el que prepondere uno de ellos sobre los

demas.

Los fendmenos de formacién de coloides y de transformacién
(hidrélisis, reacciones redox, reacciones acido/base) pueden aumentar o
disminuir la biodisponibilidad por medio de la conversién del compuesto
en una forma que sea mas o menos accesible a la accién del

microorganismo.

Los fendmenos de transporte (adveccion, dispersion hidrodindmica)
pueden aumentar la biodisponibilidad mediante un aumento de la cantidad
de compuesto que llega al microorganismo, pero también pueden
disminuirla mediante el transporte del compuesto a zonas donde la

densidad de microorganismos sea inferior o incluso nula.

La retencién (adsorcion, absorcidn, precipitacion) igualmente, puede
aumentar o disminuir la biodisponibilidad de un compuesto hacia un
microorganismo, puesto que la forma retenida puede ser mas o menos

accesible a la accion de dicho microorganismo.

Por lo tanto la biodisponibilidad es el resultado de una serie de
fenédmenos muy complejos y esta determinada por las propiedades
fisicoquimicas del compuesto y del sistema, quienes van a determinar la

relacion entre todos ellos.
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En el caso de los tensioactivos estudiados, en un suelo agricola, su
biodisponibilidad esta determinada principalmente por la relacion entre los
fendmenos de transporte y retencion, siendo despreciables los fenémenos
de transformacién o formacién de coloides. En el caso deseable, para este
sistema (suelo/tensioactivo), dichos fenédmenos se modulan de forma que
el tiempo de residencia en la capa arable (zona de mayor densidad de
microbiota) es adecuado a la cinética de biodegradacion, dando lugar asi a
la mayor accesibilidad del tensioactivo para ser biodegrado por los

microorganismos (mayor biodisponibilidad).

4.3. Evaluacion de la degradacion

Actualmente, existe una buena base de datos referente a la
biodegradacién de los tensioactivos en diferentes condiciones ambientales.
Buena parte de estos datos son ensayos de laboratorio estandarizados por
la OECD®**, usados de modo rutinario en Europa y América del Norte, con la
finalidad de determinar el potencial de biodegradacion de las sustancias
organicas. Para verificar la mineralizacién de estas sustancias, existen
algunos parametros no especificos como el consumo de O,, la eliminacion

del carbono organico y la formacién de C0,** 2.

o Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD). Revised guidelines for testing
chemical. OECD. Paris, 1993.

5 W.K. Fischer, P. Gerike, W. Holtmann. Biodegradation determinations via unspecific analyses (COD
DOC) in coupled units of the OECD confirmatory test. Water Res. 9; 1131-1135, 1975.

% p. Gerike, W.K. Fischer. A correlation study of biodegradability determinations with various
chemicals in various tests. Ecotoxicol. Environ. Saf. 3; 157-173, 1979.

& p, Gerike, W.K. Fischer, W. Holtmann. Biodegradation determinations in trickling filter units
compared with the OECD confirmatory test. Water Res. 14; 753-758, 1980.

%8 R.J. Larson. Evaluation of biodegradation potencial of xenobiotic organic chemicals. Appl. Environ.
Microbiol. 38; 1153-1161, 1979.



Introduccion 77

4.4. Tipos de ecosistemas

Un ecosistema es el conjunto de organismos que conviven en una
determinada comunidad, el medio fisico en el que se desarrollan y en el
gue se establecen sus relaciones, constituyendo una unidad de
funcionamiento adaptado a las condiciones medioambientales®. Los

ecosistemas segun los niveles ambientales de oxigeno pueden ser:

» Ecosistemas aerobios. La biodegradacidon de los tensioactivos en

69,70

estos medios™™"", es llevada a cabo por microorganismos de acuerdo

con la reaccién que se muestra en la figura 1.30.

Tensioactivo + O, + Bacterias —» CO, + H,0 + Nuevas Bacterias

Figura 1.30. Reaccion de biodegradacion general para tensioactivos

» Ecosistemas anaerobios: desde el punto de vista del
comportamiento ambiental de los tensioactivos, los que mas

influencia tienen son:

- Sedimentos de rio y lagos: estos pueden ser totalmente aerobios
en la superficie o totalmente anaerobios en la parte baja de su

espesor total.

- Suelos agricolas: aunque son medios normalmente aerobios,
ocasionalmente, son medios andxicos, en donde la oxidacion
microbiana de amoniaco a nitratos (nitrificacion), y la reduccion

microbiana de nitratos a nitrégeno gas (desnitrificacion), pueden

% S.A. Klein, McGuahey. Fate of detergents in septic tank system and oxidation pond. Sanitry

Engineering Research Laboratory. Report 64. Universidad de California, Berkeley, 1964.

M. Rizet, J. Mallevialle, J.L. Cournarie. Pilot plant investigation of the evolution of various
pollutants during artificial recharge of an aquifer by a basin. Progress in Water Technology 9;
203-215, 1977.

70
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estar teniendo lugar de manera simultanea, lo cual depende de las
practicas agricolas empleadas, y de los cambios estacionales en la

temperatura y en la saturaciéon de agua.

- Sedimentos marinos: como en el caso de los sedimentos de las
aguas superficiales, el agua sobrenadante y la capa superior de los
sedimentos suele ser aerdbica, sin embargo, a medida que
aumenta la profundidad las condiciones van siendo cada vez mas

anodxicas.

En cuanto a los sistemas anaerobios producidos por el hombre, el
gue tiene mayor relevancia para los tensioactivos es la digestion anaerobia
de lodos de las aguas residuales. Este método es ampliamente usado en
las plantas EDAR para desodorizar, desinfectar, y estabilizar los lodos
organicos putridos, aumentando la purificaciéon de las aguas residuales. En

la figura 1.31 se muestra el proceso de depuracion de las aguas residuales.

Tensmactlv% Tensioactivo

Tensioactivo

Figura 1.31. Esquema de tratamiento de tensioactivos en una planta EDAR
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4.5. Rutas de biodegradacion

Los mecanismos aceptados como principales responsables de la
ruptura de una molécula organica, son tres: w-oxidacion, B-oxidacion y
oxidacién aromatica. El mecanismo de w-oxidacién es el que interviene en
la biodegradaciéon de las moléculas de hidrocarburos de alto peso
molecular, y como producto final da lugar a una molécula de acido graso.
La B-oxidacidn consiste en un acortamiento de la cadena hidrocarbonada
en dos unidades, con liberacidon de un radical acetato. Sucesivas etapas de
B-oxidacion provocan la total conversion de la molécula original en CO,,
agua y biomasa. En un sistema aerobio, el hidrogeno termina por
desprenderse en forma de agua y, en un sistema anaerobio, en forma de
metano o de acido sulfhidrico. En el mecanismo de oxidaciéon aromatica el
resultado es la produccidén de un compuesto del tipo acido-cetoadipico,
gue se ve sometido posteriormente al mecanismo de B-oxidacién hasta su
total biodegradacién, generando grupos acetato y succinato. En moléculas
de tensioactivo con grupos especiales, paralelamente o posteriormente a
los mecanismos mencionados, también tienen lugar procesos de hidrdlisis,

desulfonacion, desulfatacion.

Rutas de biodegradacion para LAS. Desde su introduccidon en el
mercado, hace mas de 40 anos, hay una extensiva base de datos referente
a la biodegradaciéon del LAS en condiciones aerébicas. Una descripcidn
detallada de la degradacién aerdbica del LAS fue realizada por Swisher® v
Schéberl”*. La mayoria de los estudios realizados en laboratorio indican que
el proceso de biodegradacién se inicia con la oxigenacidon de un grupo
metilo terminal de la cadena alquilica, y la conversién del alcohol a un
grupo carboxilico (w-oxidacion), originando los acidos sulfofenilcarboxilicos

(SPCs, del inglés Sulfo Phenyl Carboxylic Acids) como intermediarios de

7 p. Schéberl. Basic principles of LAS biodegradation. Tenside Surf. Det. 26; 86-94, 1989.
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biodegradacion. Subsecuentemente a la w-oxidacidn, ocurren sucesivas
etapas de B-oxidacidn que van promoviendo la fragmentacion de la cadena
alquilica eliminando 2 carbonos a la vez, resultando un SPC de cadena mas

corta72’73

. Después puede ocurrir la ruptura del anillo bencénico.
Aunque la B-oxidacion es la principal via de destruccion de la cadena
alquilica del LAS, también puede ocurrir la eliminacion de carbonos a través

de la a-oxidacién, pero esto ocurre en menor grado.

La biodegradaciéon completa del LAS concluye con la desulfonacion de
la molécula con total mineralizacidn del compuesto en CO,, H,0, Na,S0y, y

la incorporacion de estas sustancias a la biomasa del ecosistema’®”>.

Rutas de biodegradacion para AS. Los AS se encuentran entre los
tensioactivos que mds rapidamente se biodegradan®. Sufren una rapida

biodegradaciéon primaria®’®’’

en condiciones aerobias, inducida por
microorganismos. El proceso de biodegradacidn comienza mediante una
rotura hidrolitica del enlace éster sulfato catalizada por alquilsulfatasas’®.
Esta rotura produce sulfato inorgdnico y alcohol graso. El siguiente paso es
la oxidacidn enzimatica del alcohol graso por las deshidrogenasas dando
lugar a un aldehido y posteriormente a un acido graso. Este acido graso

sufre diversas p-oxidaciones hasta ser finalmente mineralizado o

72 R.L. Huddleston, R.C. Allred. Microbial oxidation of sulfonated alkylbenzenes. Dev. Ind. Microbial.
4; 24-38, 1963.

73 R.D. Swisher. Transient intermediates in the biodegradation of LAS. J. Water Poll. Control Fed. 35;
1557-1564, 1963.

" JE. Heinze, L.N. Britton. Anaerobic Degradation: Environmental Relevance. 32 World
Conference on Detergent. A. Cahn, AOCS, pp. 235-239. Champaign, USA, 1994.

> D.M. Karsaand, M.R. Porter. Biodegradability of surfactants, Blackie Academic & Professional,
Chapman & Hall, London, UK, 1995.

7® M.J. Scott, M.N. Jones. The biodegradation of surfactants in the environment. Biochim. Biophys.
Acta 1508; 235-251, 2000.

77 C. Lee, N.L. Rusell, G.F. White. Development and validation of laboratory microcosms for anionic
surfactant biodegradation by riverine biofilms. Water Res. 32; 2291-2298, 1998.

78 G.F. White. Multiple interactions in riverine biofilms-surfactant adsorption, bacterial attachment
and biodegradation. Water Sci. Technol. 31; 61-70, 1995.
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incorporado a la biomasa’®®°

. El proceso de biodegradacion que sufren los
AS secundarios difiere del que siguen los AS primarios en que se formaria
una cetona en vez de un aldehido. La cetona mediante una ruptura
oxidativa pasa a dar un aldehido y un acido carboxilico, los cuales son

degradados mediante una posterior B-oxidacion.

Rutas de biodegradacion para AES. Steber y Berger®® establecieron
varios posibles mecanismos de biodegradacién de estos compuestos, que
parecen tener lugar simultdneamente. La primera de estas posible rutas de
biodegradacidn consiste en una w-oxidacion de la cadena alquilica de los
AES seguida de B-oxidaciones que provocan un sucesivo acortamiento de la
cadena alquilica, dando lugar a AES carboxilados (mecanismo a). Un
segundo mecanismo de biodegradacidon consiste en la ruptura enzimatica
del grupo sulfato (desulfatacion) dando lugar a la formacién de un alcohol
graso etoxilado (mecanismo b). Posteriormente, el alcohol etoxilado
generado es degradado mediante la ruptura del enlace central o bien
mediante w- y B-oxidacién de cualquiera de los extremos de la molécula.
Otro posible mecanismo consiste en la hidrélisis del enlace central éter
(enlace entre la cadena alquilica y etoxilada) dando lugar a un alcohol y un
polietilenglicol sulfato (mecanismo c). El alcohol generado es oxidado
danto lugar a un acido graso, mientras que el polietilenglicol sulfato es
transformado a etilenglicol mediante desulfatacién y sucesivas hidrolisis.
Finalmente, un ultimo mecanismo posible consiste en la hidrdlisis de un
enlace éter no central dando lugar a la formacién de un alcohol etoxilado y
etilenglicol sulfato (mecanismo d). Posteriormente, el alcohol etoxilado es

degradado bien mediante la hidrélisis del enlace central éter o bien por w-

® 0.R.T. Thomas. G.F. White. Metabolic pathway for the biodegradation of sodium dodecyl! sulfate
by pseudomonas sp C;,B. Biotechnol. Appl. Biochem. 11; 318-327, 1989.

OAL George. Seasonal factors affecting surfactant biodegradation in Antartic coastal waters:

comparison of a polluted and pristine site. Mar Environ. Res. 53; 403-415, 2002.

J. Steber, H. Berger. Biodegradability of anionic surfactants. Ed. Karsa D.R., Porter M.R.

Biodegradability of Surfactants. Blackie Academic & Professional. p. 134-182. Glasgow, United

Kingdom (review), 1995.
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y B-oxidacion de cualquiera de los extremos de la molécula, mientras que
el polietilenglicol es eliminado mediante desulfatacidn y sucesivas hidrodlisis

dando lugar a etilenglicol.

Rutas de biodegradacion para AEO. La influencia de parametros
tales como la longitud de la cadena etoxilada y la posicién del enlace con la
cadena hidrofébica, han sido estudiados en numerosas ocasiones.

82 . . . .,
Patterson y col.™ propusieron dos posibles mecanismos que ocurririan
simultaneamente durante la degradacién de los alcoholes etoxilados: una
fision de la molécula en dos entidades, una hidrofoba y otra hidréfila, y una
oxidacién rapida del grupo hidrofébico. Otros autores, como Marcomini y

col B

propusieron tres mecanismos distintos para la biodegradacion
aerobia de alcoholes etoxilados: una escision central de la molécula, un
ataque microbiano al carbono terminal de la cadena alquilica a través de
una w,B-oxidacion, y un ataque primario al carbono terminal de la cadena

polietoxilada mediante un proceso hidrolitico.
4.6. Relacion entre estructura y biodegradabilidad

Debido a la enorme importancia econdmica de los tensioactivos y a
su contribucién al deterioro ambiental si éstos persisten en el medio, se
han desarrollado numerosos estudios encaminados a establecer las
caracteristicas estructurales que gobiernan la susceptibilidad de estos
compuestos a ser biodegradados. De forma general, se pueden establecer
las siguientes conclusiones en cuanto a la relacidn entre estructura quimica

y biodegradabilidad para tensioactivos:

8 5 ). Patterson, C.C. Scout, B.E. Tucker. Nonionic detergent degradation: Ill. Initial mechanism of
degradation. ). Am. Qil Chem. Soc 47; 37-41, 1970.

B Marcomini, M. Zanette, G. Lojana, M.J. Suter. Behaviour of aliphatic alcohol polyethoxylates
and their metabolites Ander standardized aerobic biodegradation conditions. Environmental
Toxicology and Chemistry 19; 549-554, 2000.
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La naturaleza del grupo hidréfilo no tiene excesiva importancia en el
proceso. En igualdad de condiciones, los mas biodegradables son los
gue poseen grupo carboxilico, seguidos de los del grupo sulfato y por
ultimo los del grupo sulfonato.

Cuanto mayor sea la distancia entre el grupo hidréfilo y el extremo
final de la cadena, mayor es la biodegradabilidad (principio de
distancia)®*.

El principal factor que determina la biodegradabilidad es la estructura
del grupo hidréfobo, disminuyendo a medida que aumenta el grado
de ramificacién. Sin embargo, si la ramificacién de la cadena esta
préxima al grupo hidréfilo, el tensioactivo es degradado a pesar de
ser ramificado. Esto es debido a que las bacterias atacan al
tensioactivo empezando por el extremo opuesto al grupo hidrofilo,
paralizandose el ataque cuando llegan a un carbono terciario.

85,86

Tras numerosos estudios, Hammerton sugirid que el factor

principal, no sélo en la velocidad de biodegradacion, sino también en Ila

extension de la misma, era la linealidad del grupo hidréfobo, y su

naturaleza quimica, ademds del modo de ataque a este grupo.

4.6.1. Sulfonato de alquilbenceno lineal

La biodegradacion primaria de los diferentes homdlogos del LAS, en

general, aumenta a medida que lo hace la longitud de la cadena alquilica®.

De la misma forma, para distintos isémeros, la degradacién es mas rapida a

medida que aumenta la distancia entre el grupo sulfofenil y el extremo

8 R.D. Swisher. The Chemistry of surfactant biodegradation. J. Am. Oil Chem. Soc. 40; 648-656, 1963.

& . Hammerton. The decay of synthetic anionic detergents in natural waters. ). Appl. Chem. 5; 517-
524, 1955.

8 . Hammerton. Synthetic detergents and water supplies. Part Il. The chemical constituition of
anionic surface active compounds and their susceptibility biochemical oxidation. Proceedings of
the Society for Water Treatment and Examination 5; 145-174, 1956.
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metilo terminal de la cadena. Este efecto se conoce como principio de la
distancia®. Sin embargo, hay excepciones a estas reglas generales, y
parece ser que los factores determinantes de las velocidades relativas de

degradacion son complejos®’. Entre ellos estan:

* La concentracion de los isémeros y homaélogos del LAS.
* Los posibles efectos inhibitorios del LAS.

» La presencia de otros homologos e isdmeros.

* La concentracion de sélidos en suspension.

» El grado de aclimatacidn del inéculo.
4.4.2. Alcoholes sulfato

Los AS primarios y secundarios generalmente experimentan una
biodegradacion primaria completa en unos pocos dias, seguida por una
ultima etapa de biodegradacidn rapida. Los AS ramificados también se
degradan rapidamente, solamente cuando poseen multiples ramificaciones
en la cadena alquilica se reduce considerablemente el grado de

biodegradacién primaria.
4.6.3. Alcoholes etoxisulfato
A diferencia de otros tensioactivos, estudios realizados por Painter®

demuestran que el porcentaje de biodegradabilidad de estos compuestos

no se ve afectado por la longitud de la cadena alquilica; si bien su grado de

8 ).A. Perales. Variabilidad de la biodegradacion y toxicidad de compuestos xenobidticos en el medio
marino. Aplicacion a Lineal Alquilbenceno Sulfonatos en aguas del golfo de Cddiz. Tesis Doctoral,
Universidad de Cadiz, 2001.

8 H.A. Painter. Anionic surfactants. Ed. Oude, N.T., Huntzinger, O. Anthropogenic Compounds,
Detergents. Springer. p. 1-88. Germany, 1992.
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ramificacion puede dificultar la biodegradacién primaria de estos
tensioactivos, encontrando porcentajes de eliminaciéon de MBAS del 97 %
para un AES lineal, un 90 % para un Oxo-AES lineal, y 50 % para un AES de

cadena ramificada, al cabo de 3 dias.
4.6.4. Alcoholes etoxilados

El factor que afecta de forma mas importante a la biodegradabilidad
de alcoholes etoxilados es la estructura hidrofoba, y en particular, la
linealidad del esqueleto carbonado, que tiene una influencia mayor que
otros factores tales como la longitud de la cadena alquilica, el tipo de
enlace a la cadena etoxilada y su longitud. Los alcoholes etoxilados lineales
son fdcilmente biodegradables. La biodegradacion primaria es rapida y
completa. La biodegradacién final, suele ser bastante extensa®. El efecto
de la ramificacion de la cadena alquilica sobre la biodegradacién se ha
demostrado claramente por la comparacién de un AEO lineal C;,-C;5 de 9
EO con un alcohol altamente ramificado C;3 con 7 EO. El alcohol graso
etoxilado lineal alcanza valores superiores al 80 % de biodegradacion en 28
dias, en cambio, el alcohol etoxilado ramificado alcanza Uunicamente un 40
% de biodegradaciéngg. Ademas, algunos estudios han demostrado que la
facilidad de biodegradacion de los alcoholes etoxilados ramificados
aumenta con el ndmero de unidades etoxiladas en la molécula®™. Bajo
condiciones anaerobias, la biodegradaciéon de los alcoholes etoxilados
presenta comportamientos diferenciados en funcién del tamafo de cadena

carbonada y del niumero de unidades etoxiladas™™.

8. Kravetz, J.P. Salanitro, P.B. Dorn, K.F. Guin. Infuence of hydrophobe type and extent of branching
on environmental response factors of nonionic surfactants. J. Am. Oil Chem. Soc. 68; 610-618,
1991.

0 M. Siegfried, W. Baumann. Biological degradability of alcohol ethoxylates. Parfuemerie und Kosmetik
74; 692-698, 1993.

Ty, Mezzanotte, E. Bolzacchini, M. Orland, A. Rozzi, S. Rullo. Anaerobic removal of linear alcohol
ethoxylates. Bioresource Technology 82; 151-156, 2002.
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5. LEGISLACION

Los cambios legislativos en relacidn a los tensioactivos estan ligados a
la problematica que surge como consecuencia de su consumo y, entre
otros, estd muy influenciada por dos hechos ambientales fundamentales: la
aparicién tanto de espumas persistentes como de metabolitos de elevada
toxicidad. El uso creciente de estos compuestos en formulaciones
comerciales determind que en la década de los 50 comenzaran a surgir
problemas ambientales de contaminacién por la aparicion de espumas en
rios, depuradoras y en aguas subterraneas. Pronto se comprobaria,
mediante la realizacion de diferentes estudios, que la causa era la
utilizacion creciente de los tensioactivos “duros” (BABS) y, posteriormente,
se solucionaria este problema con su sustitucion por el LAS. Sin embargo,
pronto se puso de manifiesto que el uso de otros compuestos de cardcter
detersivo entre los que figuraban los tensioactivos no idnicos nonilfenol
etoxilado (NPEOQ, del inglés Nonylphenol Ethoxylate) y octilfenol etoxilado
(OPEO, del inglés Octylphenol Ethoxylate), en su proceso de
biodegradacion producian metabolitos como el nonilfenol (NP, del inglés
Nonylphenol) y octilfenol (OP, del inglés Octylphenol) que aunque no eran
formadores de espuma, poseian cardcter estrogénico y, por tanto, de
mayor toxicidad que los compuestos originalesgz. Se estima que los
alquilfenoles (AP) pueden llegar a ser hasta 10 veces mas toxicos que los
alquilfenoles etoxilados (APEO) de partida76. Este hecho determiné que se
fuese mas exigente con el concepto de biodegradabilidad, y se tuviese que
distinguir entre biodegradabilidad primaria y biodegradabilidad final o

mineralizacion.

2 K. Yoshimura. Biodegradation and fish toxicity of non-ionic surfactants. J. Am. Oil Chem. Soc. 63;
1590-1596, 1986.
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La preocupacion ante este problema determind que comenzaran a
aparecer legislaciones para limitar el uso de estos tensioactivos duros. La
primera regulacion se promulgd en Alemania en 1961, y exigia que la
biodegradacion de los tensioactivos anidnicos fuese del 80 %
(biodegradacién primaria). Con la creacion de la Comunidad Econdmica
Europea vy, posteriormente, de la Unién Europea, se intentd armonizar las
diferentes legislaciones, y asi, aparecieron de manera sucesiva distintas
directivas, regulaciones y decisiones de obligado cumplimiento para todos
los estados miembros. Estas normativas han ido resolviendo los problemas
ambientales conforme se ponian de manifiesto, y regulaban el uso de los
detergentes en todos los estados miembros. Asi, hasta 2004, se

promulgaron un gran numero de leyes:

 Directiva 2003/53/CE™, por la que se modifica la Directiva
76/769/CEE respecto a la limitacién de la comercializacién y el uso de
determinadas sustancias y preparados peligrosos como los

surfactantes nonilfenol etoxilados y su metabolito nonilfenol.

» Directiva 73/404/CEE, relativa a la aproximacion de las legislaciones

de los Estados miembros en materia de detergentes.

* Directiva 73/405/CEE, referente a la aproximacién de las
legislaciones de los Estados miembros relativas a los métodos de

control de la biodegradabilidad de los tensioactivos anidnicos.

%3 CE. Directiva 2003/53/CE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 18 de junio de 2003, por la que
se modifica por vigesimosexta vez la Directiva 76/769/CEE del Consejo respecto a la limitacion de
la comercializacion y el uso de determinadas sustancias y preparados peligrosos (nonilfenol,
etoxilados de nonifenol y cemento). Bruselas, 2003.
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* Directiva 82/242/CEE, referente a la aproximacién de las
legislaciones de los Estados miembros relativas a los métodos de

control de la biodegradabilidad de los tensioactivos no idnicos.

* Directiva 82/243/CEE, que modifica la Directiva 73/405/CEE
referente a la aproximacion de las legislaciones de los Estados
miembros relativas a los métodos de control de la biodegradabilidad

de los tensioactivos anidnicos.

» Directiva 86/94/CEE, por la que se modifica la Directiva 73/404/CEE
referente a la aproximacién de las legislaciones de los Estados

miembros en materia de detergentes.

* Recomendacion 89/542 de la Comisidn relativa al etiquetado de

detergentes.

En el afio 2004, por motivos de claridad y racionalidad, las Directivas
73/404/CEE, 73/405/CEE, 82/242/CEE, 82/243/CEE, 86/94/CEE vy la
Recomendacion 89/542, fueron actualizadas y refundidas en un sélo texto:
Reglamento (CE) N2 648/2004* de 31 de marzo de 2004, sobre
detergentes y actualmente en vigor. Este Reglamento establece normas
destinadas a lograr la libre circulacion de detergentes y tensioactivos para
detergentes en el mercado europeo, garantizando al mismo tiempo una
elevada proteccion del medio ambiente y de la salud humana. A estos
efectos, dicho Reglamento armoniza algunas normas de comercializacion
de estas sustancias en lo referente a la biodegradabilidad; a las
restricciones o prohibiciones por motivos de biodegradabilidad; al
etiquetado adicional de los detergentes; a la informacién que los

fabricantes deben tener a disposicién de las autoridades competentes y del

% CEE. Reglamento del Parlamento Europeo y del Consejo de la Union Europea 648/2004/CE, sobre
detergentes (DO L 104 de 08/04/2004). Bruselas, 2004.
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personal médico de los Estados miembros. Ademas, establece una nueva
definicion de detergente que se amplia, y una serie de condiciones,
caracteristicas y limites que estas sustancias deben presentar para su
correcta comercializacion. La principal novedad es el requerimiento de
biodegradacion final como necesaria para estipular la limitacién de su
comercializacién. Otra de las novedades es que establece los métodos de
ensayos y analiticos para evaluar la biodegradabilidad final de todos los
tensioactivos: anidnicos, no idnicos, catidnicos y anfotéricos (estos dos

ultimos contemplandose por primera vez).

El Reglamento (CE) N2 648/2004, se ha modificado en dos ocasiones:

* Reglamento (CE) N2 1336/2008 del Parlamento Europeo y del
Consejo, de 16 de diciembre de 2008 , que modifica el Reglamento
(CE) n° 648/2004 para adaptarlo al Reglamento (CE) n°® 1272/2008

sobre clasificacion, etiquetado y envasado de sustancias y mezclas.

* Reglamento (CE) N2 219/2009 del Parlamento Europeo y del
Consejo, de 11 de marzo de 2009, por el que se adaptan a la Decisién
1999/468/CE del Consejo determinados actos sujetos al
procedimiento establecido en el articulo 251 del Tratado, en lo que
se refiere al procedimiento de reglamentacion con control —

Adaptacién al procedimiento de reglamentacion con control.

Al Reglamento (CE) N2 648/2004 también se le han realizado cuatro

modificaciones de los Anexos:
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 Reglamento (CE) N2 907/2006°°. Modificacién del Anexo Ill: Métodos
de ensayos de biodegradabilidad.

 Reglamento (CE) N2 551/2009°°. Modificacion del Anexo V: Lista de

tensioactivos de objeto de excepcion.

 Reglamento (CE) N2 551/2009%. Modificacion del Anexo VI: Lista de

tensioactivos de detergentes prohibidos o limitados.

* Reglamento (CE) N2 907/2006. Modificacién del Anexo VII:

Etiquetado y hoja informativa de ingredientes.

En el ambito de la Unidn Europea, la politica de prevencion y control
de los productos quimicos esta coordinada mediante el Reglamento (CE)
N2 1272/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo de 16 de diciembre
sobre clasificacion, etiquetado y envasado de sustancias y mezclas
(Reglamento N2 1272/2008), posteriormente modificado por el
Reglamento (CE) N2 790/2009 de la comision de 10 de agosto de 2009
(Reglamento N2 790/2009).

% CEE. Reglamento n? 907/2006 de la Comisién, de 20 de junio de 2006, por el que se modifica el
Reglamento (CE) n? 648/2004, sobre detergentes, con el fin de adaptar sus anexos Il y VII.
Bruselas, 2006.

% CEE. Reglamento n? 551/2009 de la Comisién, de 25 de junio de 2009, por el que se modifica el
Reglamento (CE) n2 648/2004, sobre detergentes, con el fin de adaptar sus anexos V y
Vi(excepcion sobre un tensioactivo). Bruselas, 2009.
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En el presente capitulo se muestran los patrones, reactivos,
disoluciones, disolventes y gases, asi como el material de laboratorio,
instrumentacion y software que ha sido necesario para la realizacion de la
parte experimental de la presente Tesis Doctoral. A continuacién, se
resumen las diferentes metodologias empleadas para el tratamiento de los
datos analiticos. Esta parte se divide en tres bloques: por una parte las
metodologias que se aplican a los datos procedentes de la optimizacion,
por otra las metodologias para el estudio de la etapa de calibracién y por

otra los procedimientos de validacion aplicados al método.

1. PATRONES, REACTIVOS, DISOLVENTES, DISOLUCIONES Y
GASES

1.1. Patrones

. Mezcla comercial de LAS (Cepsa). El indice activo de la mezcla es del
53.79 %. La distribucion porcentual de los diferentes componentes
del LAS se indica en la tabla 2.1.

Tabla 2.1. Distribucion de isémeros y homdlogos de la mezcla comercial de LAS

Homoélogo Isémero % Homoélogo lsémero %
(%) (p/p) (%) (p/p)
56Cio 4.91 5+ 60C;, 15.67
4¢C 3.57 4¢C 5.99

Cio (13.98) P10 C1, (30.80) 2C12

36Cyo 2.84 3¢Cy, 4.85
26Cyo 2.66 2¢Cy, 4.29
5+ 6¢Cy; 14.58 5+6+ 13.08
4¢Cyy 7.13 4¢Cys 4.06
Cu (32.22) 3¢Cy, 5.47 C13 (23.00) 3¢Cy3 3.09
2¢Cyy 5.04 2¢Cys 2.77
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. Mezcla comercial de AES (Cepsa). El indice activo de la mezcla es del
27 %. La distribucién porcentual de los diferentes componentes de la

mezcla de AES se indica en la tabla 2.2.

Tabla 2.2. Distribucion de homdlogos y oligdmeros de la mezcla comercial

Homdélogos (%) Oligdmeros % (p/p) | Homdlogos (%) Oligomeros % (p/p)
EQ, 17.69 EQ, 6.78

EO, 7.52 EO, 2.66

EO, 5.34 EO, 1.89

EO; 2.83 EO; 0.89

EQO, 1.83 EQO, 0.43

C12(38.22) EOs 1.23 Ci6 (13.44) EOs 0.36
EO¢ 0.68 EO¢ 0.16

EO, 0.36 EO, 0.08

EOq 0.25 EOq 0.10

EQq 0.33 EQq 0.06

EO4o 0.16 EO4o 0.03

EO, 6.66 EO, 4.54

EO, 4.02 EO, 241

EO; 1.90 EO; 1.40

EQO, 0.84 EQO, 0.91

Cae (26.99) EOs 059 | ¢, (21.35) EOs 0.6
EO¢ 0.38 EO¢ 0.36

EO, 0.30 EO, 0.29

EOg 0.18 EQ; 0.12

EQq 0.14 EQq 0.09

EO4o 0.07 EO4o 0.05

. Patrones de AS aislados (Sigma-Aldrich)

Tabla 2.3. Homdlogos aislados de AS

Homdlogo Pureza (%) Homdlogo Pureza (%)
AS Cy, 99 AS Cy6 94
AS Cyy 95 AS Cyig 93
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. Mezclas comerciales de AS (Cepsa).

Tabla 2.4. Caracteristicas de las mezclas comerciales de AS

Mezcla comercial Homdlogo Proporcion (%)
AS Cy, 68.48
AS Coco AS Cy4 17.36
(60 % materia activa) AS Cy¢ 7.26
AS Cy3 6.90
AS C;, 7.12
AS EMPICOL AS Cy4 4.53
(46.5 % materia activa) AS Cy¢ 31.25
AS Cy5 57.10

. Mezcla comercial de AEO, Brij 56. Pureza 100 %, (Sigma Aldrich).

. Mezcla comercial de AEO, Brij 76. Pureza 100 %, (Sigma Aldrich).

. Patrones de oligdmeros de AEO aislados (Fluka y Sigma Aldrich). En
la tabla 2.5 se muestran cada uno de los patrones aislados de AEO

gue se han utilizado junto con su pureza.

Tabla 2.5. Etoximeros aislados para AEO

Homoédlogo Oligomero Pureza (%) Homdlogo Oligomero Pureza (%)

EO, 99 EO, 99

EO, >99 EO; >99
Cis Cis

EO¢ >99 EO¢ >99

EOg >98 EOg >98

. Patrén de isémero de LAS 2¢Cs. Pureza 81 %, (Cepsa).

. Patron de isémero de LAS 2¢Cy6. Pureza 99 %, (Cepsa).

. N,N-dimetiltretradecilamina. Pureza > 95 %, (Sigma Aldrich).
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N,N-dimetilhexadecilamina. Pureza > 95 %, (Sigma Aldrich).
Reactivos
A continuacién, se muestran los reactivos que se han empleado.

Nitrato sddico 99 % (Panreac).

Sulfato de plata 99% (Panreac).

Acido acético glacial para LC-MS (Scharlau).

Sulfato sédico anhidro 99 % (J.T. Baker).

Dicromato potdsico > 99.8 % (Sigma-Aldrich).

Acido sulfurico 2 95 % (Sigma-Aldrich).

Bromuro potasico 98 - 100.5 % (Panreac)

Urea 99 % (Sigma-Aldrich).

Anhidrido ftalico 99 % (Sigma-Aldrich).

Amoniaco, calidad PRS, 30 % (Panreac).

Sulfato amdnico 97 % (Gruppo Montedison Carlo Erba)
Trietilamina 99.7 % (Scharlau).

Acido acético glacial, calidad LC-MS, (Sigma Aldrich).
Formaldehido PA, 37 % (J.T. Baker). Para inactivar la accion

bacteriana en la toma de muestra.

Disolventes

Agua Milli-Q, obtenida en el equipo de ésmosis inversa Milli RO 12
Plus (MILLIPORE) acoplado con un equipo de purificacion Milli Q Plus
185 (MILLIPORE). La conductividad fue controlada diariamente, no
llegando a superar el valor de 18 uS-cm™.

Agua calidad LC-MS (Prolabo).

Acetona calidad HPLC (Merck).
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. Acetato de etilo calidad PRS (Panreac).

. 2-propanol calidad HPLC (Baker).

. Metanol calidad LC-MS, 99.9 % (Scharlau).

. Metanol puro (Prolabo).

. Acetonitrilo calidad LC-MS 99.9 % (Scharlau).
. Tetrahidrofurano 98 % (Panreac).

. Etanol calidad LC-MS (Merck).

. 1,4-dioxano + 99 % (Alfa Aesar).

1.4. Disoluciones

En esta seccidn se muestran las disoluciones empleadas a lo largo del
trabajo experimental. Las disoluciones patron se prepararon por pesada
exacta de las cantidades de sustancia patrén correspondiente y posterior
disolucién en metanol. Las disoluciones se conservaron en frigorifico, en
botes de cristal ambar para evitar la accidén de la luz y a una temperatura
de 4 °C. Todos estos compuestos son altamente solubles y estables en
metanol. Ademas, su miscibilidad con agua permite la preparacion de
disoluciones patron de concentraciones inferiores en medio acuoso; por
tanto, éste fue el disolvente seleccionado. Para comprobar la estabilidad
de las disoluciones, se hizo un seguimiento periddico del valor de la sefial
analitica correspondiente y se comprobd que no existian diferencias
superiores al 5 % en la sefal obtenida para las distintas disoluciones,

durante un periodo de al menos seis meses.

»  Disolucién patrén de LAS de 2000 mg-L™" (metanol).
. Disolucién patrén de AES de 1000 mg-L™* (metanol).
. Disolucién patrén de Brij 56 (AEO Cy¢) de 1000 mg-L™ (metanol).
. Disolucién patrén de Brij 76 (AEO Cy5) de 1000 mg-L™ (metanol).
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Disolucidn patrdn conjunta de LAS, AES, Brij 56 (AEO Cy¢) y Brij 76
(AEO Cj5) de 500 mg-L?, 100 mgL?, 100 mgl™® y 100 mgL™
(metanol).

Disolucién de LAS 2¢Cg de 1000 mg-L™ (metanol).

Disolucién de LAS 2¢C;s de 1000 mg:-L™* (metanol).

Disolucién de N,N-dimetiltetradecilamina de 1000 mg-L™* (metanol).
Disolucién de N,N-dimetilhexadecilamina de 1000 mg-L™ (metanol).
Disolucién de LAS 2¢Cg de 100 mg-L™ (metanol).

Disolucién de LAS 2¢C;s de 100 mg-L™* (metanol).

Disolucién de N,N-dimetiltetradecilamina de 100 mg-L™* (metanol).
Disolucién de N,N-dimetilhexadecilamina de 100 mg-L"* (metanol).
Disolucion de LAS 2¢C;¢ y N,N-dimetiltetradecilamina preparada en
metanol/agua (70:30) (v/v) y a una concentracion de 2 mg-L™ de cada
compuesto. Esta disolucion se ha empleado como disolucion de
reconstitucion a la hora de pinchar las muestras en el cromatografo.
Disolucién de AEO Cy¢ EOg.246+5 de 1000 mg:-L ™ (1,4-dioxano).
Disolucién de AEO Cyg EOg,3.6:5 de 1000 mg:-L ™ (1,4-dioxano).
Disolucién de AEO Cy¢ EOg.2.6+5 de 250 mg:-L ™ (1,4-dioxano).
Disolucién de AEO Cyg EOg.3.6+5 de 250 mg:-L ™ (1,4-dioxano).
Disoluciéon de 5 mM de acido acético y 5 mM de trietilamina (agua).

Para la fase movil, canal A.

. Gases

Helio calidad ALFA Gaz 99.999% de pureza (Air Liquide).
Nitrogeno calidad ALFA Gaz 99.999% de pureza (Air Liquide).

Aire comprimido.
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2. MATERIAL DE LABORATORIO E INSTRUMENTACION

En este apartado se mencionan los materiales de laboratorio y la
instrumentacion utilizada para la realizacion del trabajo experimental de la

presente Memoria.

2.1. Material de laboratorio

Para el desarrollo de todo el trabajo experimental, se utilizé el

siguiente material:

. Matraces aforados clase A, de diferentes capacidades.

. Pipetas graduadas y aforadas clase A de diferentes capacidades.

. Micropipetas automaticas de diferentes capacidades (0.5-10 pL, 10-
50 pL, 10-100 pL, 50-200 pL y 200-1000 pL.

. Viales cromatograficos de vidrio de 2.0y 1.5 mL.

. Tapones de rosca y de capsula para viales cromatograficos.

. Encapsulador para viales cromatograficos.

. Descapsulador para viales cromatograficos.

. Viales eppendorf de 1.5y 2.0 mL.

. Tubos de centrifuga de distintas capacidades.

. Botellas de vidrio ambar de distintas capacidades (50 a 1000 mL).

. Frascos de plastico (polipropileno), de diferente volumen.

. Membranas de filtracion 0,45 um de nylon Millipore, empleadas
para la filtracidn de disolventes cromatograficos.

. Equipo de filtracion Millipore provisto de:
- Portafiltros analiticos de soporte de vidrio sinterizado.
- Matraz kitasato para vacio de 500 mL.

. Jeringas de 2 y 10 mL.
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J Agujas de 0.8 x 40 mm.

J Micro-reactores de vidrio de 10 mL de capacidad con tapon de rosca.

. Barras, pinzas, soportes metalicos.

J Goteros, vasos de precipitado, tubos de ensayo, pesasustancias,
pipetas Pasteur, asi como otro tipo de material elemental de vidrio

gue podemos encontrar en cualquier laboratorio analitico.

La limpieza del material de vidrio empleado a lo largo del trabajo
experimental se realizé6 con mezcla cromica y enjuagando posteriormente
con abundante agua desionizada antes de su utilizacién.

2.2. Instrumentacion
Los instrumentos empleados fueron:

2.2.1. Cromatagrafos de liquidos

A) Cromatodgrafo de liquidos Agilent Technologies, modelo 1200 Series,

equipado con:

¢ Desgasificador por membrana de vacio.
¢ Bomba binaria.
¢ Inyector automatico de volumen variable (0.01-40 pL).

* Compartimento de columna termostatizado.

B) Cromatodgrafo de liquidos Agilent Technologies, modelo 1100 Series,

equipado con:

¢ Desgasificador por membrana de vacio.

* Bomba cuaternaria.
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¢ |nyector automatico de volumen variable (0.01-100 pL).
e Compartimento de columna termostatizado.
e Detector de Diodos Array UV-Vis.
* Detector de fluorescencia:
- Lampara de descarga modulada de Xendén de 20 W en modo
normal y de 5 W en modo econémico.
- Célula de flujo de 8 pL.
- Monocromadores con intervalos de longitudes de onda de:
<> Excitacién: 200 a 700 nm en orden cero.
<> Emision: 280 a 900 nm en orden cero.
- Rendijas:
<> Excitacién: 20 nm.

<> Emisién: 20 nm.

2.2.2. Espectrometro de masas

Espectrometro de masas APl 2000 (Applied Biosystems), provisto de:

* Bomba de jeringa integrada para realizar perfusiones individuales.
* Bomba turbomolecular.
¢ |Interfases de lonizacidn a Presion Atmosférica (API):
- lonizacion Quimica a Presion Atmosférica (APCI).
- lonizacion por Electrospray (ESI).
* Interfase de vacio.

¢ Analizador de masas triple cuadrupolo.
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2.2.3. Sonda ultrasonica

Sonda ultrasodnica digital Sonifier S450D (BRANSON) equipada con:

. Convertidor tipo 102.

. Resonador estandar de 12.7 mm de diametro.

. Punta enroscable de 12.7 mm de diametro.

. Sonda de temperatura.

. Micropunta enroscable de didametro final de 3 mm.

. Frasco metalico de forma cilindrico-cénica (acero inoxidable) usado
para el bafio de ultrasonido con altura de 13.5 cm, base inferior de
12.0 cm de diametro interno, base superior de 15.0 cm de didmetro
interno y con capacidad volumétrica para 1750 mL.

. Frascos metalicos de 125 mL con forma cilindrica (acero inoxidable).

2.2.4. Otros aparatos e instrumentos

. Balanzas Analiticas METTLER PJ360 Delta Range y METTLER AE 163.

. pH-metro digital CRISON, modelo Micro-pH 2000, provisto de
electrodo combinado de vidrio y cloruro de plata.

. Estufa de secado de 50 - 300 °C, HEAREUS.

. Sonda multi-paramétrica portatil EUTECH INSTRUMENTS PCD 650.

. Picnémetro de 50 cm?>.
. Centrifuga Orto Alresa modelo Digicen 21.
. Centrifuga Hettich modelo Universal 32.

J Bafio de ultrasonido SELECTA de 1000 mL de capacidad.

. Placa agitadora-calefactora HEILDOPH, modelo 2002.

. Bomba de vacio SCHOTT IBERICA MZ 2C, con capacidad de succion de
1.7 m>h™.



Experimental. Materiales y Métodos 103

. Bomba peristaltica ISMATEC, tipo ISM597A V2.10, con capacidad para
4 canales.

. Arcon congelador y frigorifico COMERSA.

. Termostato B. BRAUN, modelo Frigomix U plus Thermomix 1441.

o Colector de fracciones AMERSHAM BIOSCIENCES, modelo Frac-200,
con capacidad para 95 tubos.

. Colector de fracciones Foxy 200 ISCO con capacidad para 288 tubos.

J Agitador giratorio J.P. SELECTA con capacidad para hasta 8 frascos.

J Agitador giratorio SBS modelo AN-2 con capacidad para 10 frascos.

. Agitador de tubos /KA, modelo Yellow line TTS 2.

. Bloque calefactor SBH 200D/3 y Concentrador de muestra
SBHCONC/1, Stuart®.

e Tamices metalicos de distintas mallas MECANICA CIENTIFICA, con
mallas n2 5; n2 14; n2 30 - ASTM.

o Barrena toma muestras de suelos, EDELMAN, con diametrode 7 cmy
longitud del bastén de 125 cm.

. Sonda AquaCheck™ |l probe y su registrador de datos inalambrico
portatil AquaCheck™ Hand-held RF Logger, equipo utilizado para la
medida de la temperatura y la humedad en los estudios en campo,

pertenece a la casa comercial Aquacheck.
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3. PROGRAMAS INFORMATICOS

. CHEMSTATION HPLC/HPLC-MS Agilent Technologies.

. ANALYST version 1.4.2, Applied Biosystems 2000.

J ACD/ChemSketch, freeware version 11.01, Advanced Chemistry
Development, Inc. 2007. Software con el que se han dibujado las

estructuras quimicas.

. Microsoft Office Word 2003 Microsoft Corporation 2003.

. CropGraph version 3.5.5, software de visualizacion de los datos

registrados por la sonda AquaCheck™ Il probe.

. Los programas de cdlculo utilizados han sido:

- Statgraphics  Centurion XVI  version  16.0.07, StatPoint
Technologies, Inc. 2009.

- Microsoft Office Excel 2003 Microsoft Corporation 2003.

- Microcal Origin 5.0 Microcal Software, Inc. 1997.

- Matlab 7.12.0.635 Math Works, Inc. R2011a.
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4. METODOLOGIA DE TRATAMIENTO DE LOS DATOS
ANALITICOS

4.1. Optimizacion de Variables

A la hora de optimizar las variables se ha hecho uso tanto de la

metodologia univariante y como de la multivariante.
4.1.1. Métodos univariantes

Consiste en modificar sélo una variable en cada experimento. Una
vez terminada la optimizacidén para esa variable, se procede a repetir el
procedimiento con la siguiente.

4.1.2. Métodos multivariantes

El empleo de la metodologia multivariante se ha extendido bastante

en las ultimas décadas, por diferentes motivos:
* Proporciona una mayor informacién del dominio experimental.
¢ Reduce el nimero de experiencias.
e Contempla la posible interaccion entre variables.
La reduccién del nimero de experiencias para la optimizacién de
variables conlleva a la vez un menor coste, menor tiempo de analisis,

mayor durabilidad de los instrumentos, etc. Ademas, el uso de métodos

multivariantes de optimizacion permite un conocimiento mas profundo
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sobre el sistema analitico objeto de estudio, detectando dependencia de
variables y variables significativas. La optimizacidn de variables, implica la

realizacion de uno o varios disefios experimentales (DoE).

A.  DISENOS EXPERIMENTALES

El objetivo de los disefios es obtener la mayor informacion posible
del dominio experimental usando el menor numero de experiencias
posible. Los disefios se basan en los principios de aleatorizacion, replicacion

y homogeneidad de las unidades experimentales.

En cada experiencia (punto experimental) se tiene cada variable
(factor) en un valor determinado (nivel) y se genera un valor de sefal
(respuesta). La disposicion de los factores en sus correspondientes niveles
a lo largo de las experiencias genera el disefio experimental. Una vez
realizado el disefio y obtenidos los datos correspondientes, se aplica el
modelo matematico. Los modelos matematicos usados son funciones
polindmicas de distintos drdenes. El soporte matematico empleado
consiste en el establecimiento de un andlisis de la varianza (ANOVA), que
en resumen, descompone la variabilidad total de los datos obtenidos en
fuentes de variabilidad asociadas en este caso a los distintos factores e
interacciones. En funcién del objetivo buscado, se utilizard un modelo de
coeficientes para optimizar o un modelo de efectos para ver la influencia

de los distintos factores.

La realizacion de cada disefio en concreto responde a un fin

determinado, que genera los tres tipos de disefios existentes:

A.1. Disenos de diagndstico o cribado (Screening Design).
A.2. Disenos de superficie de respuesta (Response Surface Design, RSD).

A.3. Disefios mezcla (Mixture Design).
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A.1. Diseiios de diagndstico o cribado

Se emplean para seleccionar los factores mas influyentes en un
sistema analitico cuando se tiene un nimero elevado de éstos. Como su
nombre indica, diagnostican los factores a tener en cuenta para realizar
una optimizacion. A veces, ocurre que hay un gran numero de factores a
considerar, que generaria un elevado nimero de experiencias, cuando
ademas puede ocurrir que varios de esos factores no afecten de forma
significativa. Pues bien, en este caso se puede aplicar un disefio de
diagndstico para quedar sélo con aquellos factores que ejerzan una

influencia significativa en el sistema analitico.

Los disefios de diagnostico mas empleados son los factoriales
completos n’. Este tipo de disefios factoriales se expresan mediante una
potencia de exponente 2, donde la base (n) indica el numero de factores a
considerar, el exponente da el nimero de niveles y, donde el desarrollo de
la potencia, da el numero de experiencias a realizar. La tabla de
experiencias resultante para este tipo de disefios consiste en ir
modificando paulatinamente los niveles para cada factor. Ahora, sélo

gueda obtener las sefnales correspondientes a cada experiencia.

Una vez realizado el disefio, se procede a su andlisis. Lo que se busca,
es ver por una parte, la posible dependencia de factores, y por otra, qué
factores del total deben ser considerados para un posterior proceso de
optimizacién. Mediante la realizacién de un ANOVA, se puede observar si
hay dependencia entre los factores considerados. Para ello, se debe
calcular los efectos producidos por los distintos factores, y hacer una
representacion grafica de estos efectos. Por ejemplo, se puede representar
los efectos frente a los factores, obteniendo lineas que representan la
variaciéon de la sefial producida al modificar un factor para cada uno de los

niveles del otro, de manera que si son paralelas se puede decir que no
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existe interaccion. También se puede obtener una Unica linea que
representa la variacién del factor considerado, concluyendo que hay efecto
si la linea no es horizontal. Ademas, observando los valores de P en la tabla
ANOVA para las interacciones también se puede verificar si se debe tener
en cuenta. Por otra parte, aquellos factores que generen un valor P<5 %
(Nivel de confianza del 95 %) para el estadistico de la F de Snedecor no
seran relevantes en el sistema analitico, y se podran desechar a la hora de

optimizar.

A.2. Disefios de superficie de respuesta (RSD)

Este tipo de disefios (RSD) se emplean para seleccionar valores
Optimos de factores en un sistema analitico concreto. Son disefios mas
grandes que los de diagndstico, y que por tanto dan una mayor
informacién del dominio experimental a estudiar. Esta claro, que sélo con
dos niveles para cada factor no se obtiene la informacién suficiente para
establecer un valor éptimo determinado. Por ello, se emplean estos
disefios de superficie de respuesta. Son bastante empleados cuando se
analizan y modelan problemas en los cuales la respuesta de interés esta
influenciada por varias variables, siendo el objetivo final el desarrollo, la
mejora y optimizacién de productos y procesos (Lépez’’ y col., 2002;
Pérez”®, 2001; Montgomery®®, 2002; Box*® y col., 1978). También se utiliza
ampliamente la metodologia de superficies de respuesta como una técnica
de optimizacién basada en la utilizacion de disefios factoriales, introducida

por G.E.P. Box en la década de 1950, y viene siendo aplicada con gran éxito

7 EA Lépez, J.M.B. Sendra, L.C. Rodriguez, L.G. Garcia, A.M.G. Campana, A.M. Casado.

Quimiometria: Optimizacion de un método de andlisis quimico (92 edicién). Curso ofrecido por el
Centro de Formacion Continua de la Universidad de Granada, 2002.

C. Pérez. Estadistica prdctica con Statgraphics. Ed. Pretince Hall, p. 691, Madrid, Esparia, 2001.
D.C. Montgomery. Disefio y andlisis de experimentos. Ed. Limusa Wiley, p. 686, México, México,
2002.

G.E.P. Box, W.G. Hunter, J.S. Hunter. Statistics for experiments. An introduction to design, data
analysis, and model building. John Wiley & Sons, p-652, New York, USA, 1978.
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101197 | os disefios mas empleados son

al modelado de diversos procesos
los factoriales completos con réplicas del punto central, los cubicos
centrados en las caras, en estrella, Doehlert, etc. La eleccién de un tipo de
disefio u otro dependerd mucho del sistema analitico concreto y del
conocimiento previo que se tenga sobre el sistema y los disefios existentes.

La metodologia a seguir seria la siguiente:

1) Estimar los coeficientes del modelo.

2) Comprobar el modelo.
- Ajustar el modelo tedrico a los datos experimentales.
- Estimar el error.

3) Estudiar la superficie de respuesta estimada.

4) Obtener los valores éptimos.

A.3. Diseilos mezcla

La forma de trabajar en los disefios mezcla es distinta a los tipos
anteriores, debido a una serie de restricciones que poseen estos disefios.
La primera es que el intervalo de variacidon de los factores (que ahora

siempre sera composiciones en tanto por uno) es de 0 a 1, y la segunda que

0gc. Murphy, D. Gilroy, J.F. Kerry, D.S. Buckley, J.P. Kerry. Evaluation of surimi, fat and water

content in a low/no added pork sausage formulation using response surface methodology. Meat
Sci. 66; 689-701, 2004.

E.L. Soo, A.B. Salleh, M. Basri, R.N.Z.A. Ralman, K. Kamaruddin. Response surface methodological
study on lipase-catalysed synthesis of amino acid surfactants. Process Biochem. 39; 1511-1518,
2004.

M. Elibor, D. Ozer. Responde sufacrce sanalysys of lipadde production by freely syuspended
Rhizopus arrhizus. Process Biochem. 38; 367-372, 2002.

K.R. Kiran, B. Manohar, S. Divakar. A central composite rotatable design analysis of lipase
catalysed synthesis of lauryl lactic acid at bench-scale level. Enzyme Microb. Technol. 29; 122-
128, 2001.

A. Lindgren, M. Sjostrom, S. Wold. PLS modeling of detergency perfomance for some technical
nonionic surfactants. Chemom. Intel. Lab. Syst. 32; 11-124, 1996.

G.K.K. Poon. Sequential experimental study and optimisation of an acid cooper pattern plating
process. Circ. World 22; 7-13, 1995.

T.A. Zaid, L. Bensari, K. Benmaza, C.E. Chitour, J.P. Canselier. Response surface methodology as an
approach to optimization of a dishwashing detergent. Comunicacidon presentada en las 33
Jornadas del Comité Espaiiol de Detergencia, Valencia, Espafia, 2003.
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la suma de todas las composiciones debe dar uno. Es decir, que hay
relaciones de ligadura entre esas composiciones. Esto hace que los valores
que pueden tomar los factores sean menores que en los otros tipos de
disefios. De nuevo, los modelos matematicos son funciones poli ndmicas
de grado 1, 2 o 3. Pero, debido a las restricciones anteriormente
comentadas, las funciones poli ndmicas no poseen los términos puros. Asi
gue, para obtener el maximo, en vez de aplicar el criterio de Lagrange, se

emplea la regla de la palanca sobre un mapa de contorno de la superficie.
B. DETECCION DE VALORES ANOMALOS EN EL DISENO EXPERIMENTAL

Antes de emplear cualquier dato experimental, la idoneidad de éste
debe ser verificada, puesto que puede haber algin valor anémalo. Se debe
indicar que la deteccion de valores andmalos es diferente a como se hace
por ejemplo en la comparacion de dos medias. Aqui, no hay valores
repetitivos con los factores en los mismos niveles (excepto para el punto
central), por lo que no se puede rechazar un valor anémalo sin mas, sino
gue se tiene que repetir esa experiencia. Es necesario sefialar que ante un
dato claramente erréneo o aberrante, producto de un error craso o salvaje,
no es necesario ninguna prueba estadistica para eliminarlo'®. Para

detectar andmalos, hay varias posibilidades:

B.1. Representacion de Daniel

Consiste en representar graficamente la probabilidad normal de los
efectos, de manera que si hay valores andmalos, apareceran dos ramas
gue no pasan por el centro, obteniendo una discontinuidad. La ausencia de

andmalos viene determinada por la obtencién de una recta sin ramas.

108 R, Serrano Gallego. Introduccion al andlisis de datos experimentales: tratamiento de datos en

bioensayos. Ed. Publicaciones de la Universidad Jaume |, 2003.
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B.2. Analisis de residuos:

. Inspeccidén visual: La presencia de un posible valor anédmalo viene
determinada por la aparicion de un residuo mas grande que el resto.
Al representar los residuales de cada una de las experiencias frente
por ejemplo al orden de experiencia, se pueden observar puntos que
se aleja de la distribucion normal. en cualquier caso, para poder

desecharlos, lo mejor es utilizar un test estadistico.

. Test estadisticos de rechazo de valores andmalos. La Q de Dixon, la R
de Grubbs o el criterio T. En estos test los valores anémalos son por

definicion el valor superior y el inferior del total de valores.

La Q de Dixon consiste en obtener un valor calculado del estadistico

Q mediante la ecuacién 2.1*%%1%°

Xsospechoso _Xma’scercano (2 1)
.

clCal = X

mayor X menor

Donde Q. es la Q calculada, Sospechoso €5 €l valor sospechoso, M cercano €5 €l
valor mas cercano al sospechoso, M,,,r es el mayor valor (incluido el
sospechoso) y Mepor s el menor de los valores (incluido el sospechoso). A
continuacion se compara el valor Q. con una Q tabulada, Qi, para un
nivel de significacion (a) y para n grados de libertad, siendo n el nimero

total de valores. Las hipétesis consideradas en este test son:

Qa1 < Qiap = Hipotesis nula (Ho) se incluye el valor sospechoso.

Q.o 2 Qi = Hipotesis alternativa (H;) se rechaza el valor sospechoso.

199 R B. Dean, W.J. Dixon. Simplified statistics for small numbers of observations. Anal. Chem. 23;

636-638, 1951.
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En caso de concluir por Hy se puede decir con un nivel de confianza
determinado que el valor sospechoso pertenece a la misma poblacidon que
el resto y tiene que ser considerado junto con los demas para realizar los
calculos estadisticos sucesivos. En el caso de concluir por H; el valor
sospechoso no pertenece a la misma poblacién de datos, con un nivel de
confianza determinado, siendo un dato andmalo que debe ser rechazado
para realizar los calculos estadisticos sucesivos. Al rechazar un valor se

vuelve a aplicar el criterio para el grupo de valores restantes.

La R de Grubbs es una prueba mas adecuada para cuando tenemos
un numero de valores mayor de 10 (n > 10). Consiste en obtener un valor
calculado del estadistico R a partir de los datos que queremos analizar

mediante la ecuacion 2.2'%:

X -X
__|""sospechoso (2.2)

cal —
S

R

donde Ry es la R calculada, Xsospechoso €5 €l valor sospechoso, X es la media
de los valores (excluyendo el sospechoso) y s es la desviacion estandar de
los valores (excluyendo el sospechoso). A continuacién se compara el valor
Rcq con una R tabulada, R, para un nivel de significacion determinado y
para n grados de libertad, siendo n el nimero total de valores. De forma

analoga a la anterior, las hipdtesis consideradas en este test son:

Rcai < Rigp = Hipotesis nula (Ho) se incluye el valor sospechoso.

Rcai = Riap = Hipotesis alternativa (H;) se rechaza el valor sospechoso.

El criterio t-student es una prueba similar a la R de Grubbs. Consiste

en obtener un valor calculado del estadistico t a partir de los datos que

gueremos analizar mediante la ecuacion 2.3:
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X -X
__|""sospechoso (2.3)

tCaI -
S

donde ty es la t calculada, Xsospechoso €S €l valor sospechoso, X es la media
de los valores (incluyendo el sospechoso) y s es la desviacion estandar de
los valores (incluyendo el sospechoso). A continuacion, se compara el valor
T cON una T tabulada, Ty, para un nivel de significacion (a) determinado
y para n grados de libertad, siendo n el nUmero total de valores. De forma

analoga a las anteriores, las hipotesis consideradas en este test son:

Tear < Trap = Hipotesis nula (Hg) se incluye el valor sospechoso.

Tea1 = Tiap = Hipotesis alternativa (H,) se rechaza el valor sospechoso.

B.3. Reconstruccion del diseno

Existe otra posibilidad a la hora de la deteccién de valores andmalos,
consistente en efectuar una reconstruccion del disefio, para obtener

réplicas para cada experiencia (generalmente tres).
C. IDONEIDAD DEL MODELO
Se puede verificar la idoneidad del modelo comprobando si los datos

se ajustan al modelo matematico elegido y en qué grado lo hacen. Esto se

puede comprobar por medio de:

. El valor P del Test de fallo de ajuste: Considerando un error “a = 0.5,

un valor de P mayor del 5 %, da un modelo idéneo para los datos.

. El coeficiente de determinacion ajustado a los grados de libertad R?

(variable explicada) y el coeficiente Q? (variable predicha). Ambos
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coeficientes deben estar cerca de la unidad y no deben estar
separados por mas de 0.2 o 0.3 unidades'™®. En la tabla 2.6, se
representa los valores aceptables para cada uno de estos coeficientes

en funcién de la naturaleza de los datos experimentales**.

Tabla 2.6. Guia general para evaluar los coeficientes R’ y Q

Naturaleza de los

RZ 2
datos Q
. Aceptable: 2 0.50
Quimica Aceptable: 2 0.80
Excelente: > 0.80
Bioldgica Aceptable: > 0.70 Aceptable: > 0.40

Para cada factor y cada interaccion se puede calcular un test
estadistico de la F de Snedecor basado en la distribucion F de Fischer,
calculado como cociente de la varianza de cada factor o interaccion
dividido por la varianza del error. Por comparacion con la distribucion
estadistica asociada a los grados de libertad correspondientes, se puede
indicar si la variabilidad introducida por cada factor es significativa. Es
decir, se puede verificar qué factores hay que tener en cuenta ya que
alteran en mayor medida la sefial e incluso, qué factor o factores no se
debe considerar porque aportan una fuente de variabilidad al sistema

pequena.

1oy Eriksson, E. Johansson, C. Wikstrom. Mixture design-design generation, PLS analysis, and model

usage. Chemom. Intel. Lab. Syst. 43; 1-24, 1998.
T. Lundstedst, E. Seifert, L. Abramo, B. Thelin, A. Nystrom, J. Pettersen, R. Bergaman. Experimental
design and optimization. Chemom. Intel. Lab. Syst. 42; 3-40, 1998.
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4.2. Calibracion del método analitico

Los métodos instrumentales de andlisis son métodos comparativos o
relativos. Por tanto, para obtener la concentracién de analito presente en
una muestra, es necesario realizar la comparacién de la medida fisica con la
de un conjunto de patrones de composicion conocida a través de lo que
llamamos proceso de calibracion quimica. Es por ello que la calibracion,
como etapa integrante del proceso analitico, es de gran importancia y sélo
se puede obtener una buena exactitud en los resultados si se aplican
buenos métodos de calibracion. El proceso de calibraciéon consta de dos

etapas:

=  Etapa de calibracion. En ella se establece el modelo que relaciona la
variable dependiente (senal analitica) con la variable independiente

(concentracion).

Senal analitica = f (concentracion) (2.4)

= Etapa de prediccion. Consiste en obtener Ilas variables
independientes, es decir, las concentraciones, de una o mas muestras
problema a partir del valor obtenido para la variable dependiente. El
valor de la variable independiente correspondiente a muestras
patrén junto con las sensibilidades, permiten predecir los valores de

estas variables en las muestras problema.

Dentro del campo de la Quimica Analitica los modelos de calibraciéon
mas utilizados son de regresidn lineal univariante. Estos modelos se
caracterizan por la existencia de wuna variable independiente

(concentracion) que se relaciona con la respuesta (senal instrumental)
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mediante una relacion lineal. La relacion funcional que se establece entre

ambas variables, se ajusta a un modelo matematico:

Y=a+b'X (2.5)

donde Y es la variable dependiente, X la independiente, y a y b dos

parametros estimados a partir de los datos experimentales.

De todos los modelos de regresion, el que ajusta los valores
experimentales por medio del algoritmo gaussiano de hacer minimo el
cuadrado de los residuales, es el mas frecuentemente usado para el
establecimiento de la ecuacion de la recta de calibrado. La aplicacién de
este algoritmo implica el cumplimiento de determinadas condiciones que
puedan garantizar la validez del modelo de regresién univariante, siendo

estas condiciones las siguientes:

1) La existencia de la aleatoriedad de las muestras.

2)  Larelacidon entre la variable independiente y la variable dependiente,
concentracion y seiial analitica, respectivamente, sera lineal en todo

el rango de aplicabilidad (linealidad).

3) Los errores se tienen que producir Unicamente en la medida de la
senal instrumental. Esto significa que la variable concentracién no
debe ser aleatoria, es decir que esté medida sin error o su error
aleatorio sea despreciable frente a la respuesta. En la practica este

error se minimiza con el empleo de sustancias patrén.

4)  Los errores en la respuesta deben presentar una distribucién normal
(normalidad), es decir, deben ser independientes entre si, estar

distribuidos por igual y su media sea cero, lo que implica que, para
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cada concentracién de analito, la dispersién de las medidas de la
sefial analitica debe ser la misma e independiente de dicha
concentracion. De esta forma, se establece una Unica desviacion
estandar, S, como representativa de la dispersion de la sefial
analitica para todo el rango dinamico lineal de concentracion de
analito, condicidon esta a la que se denomina homogeneidad de
varianza o homocedasticidad. En la figura 2.1 se muestra un modelo

de regresion lineal univariante.

X

Figura 2.1. Modelo de regresion lineal

4.2.1. Establecimiento del modelo de calibracion

El modelo de calibracidén seleccionado en el presente trabajo fue el
de regresion lineal univariante por minimos cuadrados. Las curvas de
calibracion se construyen empleando como sefal analitica el cociente entre
el drea de pico del analito y el area de pico del patron interno
correspondiente, y representando dicha sefial frente a la concentracién del
analito que se pretende analizar. Si se supone el cumplimiento de la
condicion de homocedasticidad, el método de minimos cuadrados
proporciona las estimaciones de los pardmetros a y b mas precisas entre
las veraces. Los intervalos de confianza de la pendiente (b) y la ordenada

en el origen (a) se calculan a partir de las siguientes ecuaciones:



118 Bartolomé Oliver Rodriguez

Ordenada en el origen attynalsh

Pendiente b £ tqn-2[Sh

donde tg,., es el valor del estadistico t-Student para un nivel de
significacion a determinado y n-2 grados de libertad, vy S, v S, son las
desviaciones estandar correspondientes a la pendiente y ordenada en el
origen, respectivamente. A lo largo de esta tesis, se utiliza un nivel de

significacion del 5 %.
4.2.2. Verificacion del modelo de calibracion

La verificacion de las hipotesis del modelo en un problema particular
es clave para establecer la validez de dicho modelo vy, para lograrla, hay
gue asumir, evidentemente, la aleatoriedad de las muestras, parametro
controlado por una planificacidon correcta de la experiencia de calibrado,

como también, la normalidad de los datos.

Para comprobar la tendencia lineal de los datos, en esta tesis se ha
optado por la evaluacion tanto del coeficiente de determinacién R? como
del valor P del test de fallo de ajuste de los datos homocedasticos al
modelo. Si R? es préximo a 1 y/o el valor Pi,s es mayor o igual al 5% se

concluira por la existencia de linealidad.

También se debe estudiar homogeneidad de varianzas, es decir, la
condicién de homocedasticidad. Para comprobar esta hipdtesis, se ha
empleado el andlisis grdfico de los residuos, segun propone Boqué &
Rius'*?, definiendo como residuo la distancia vertical desde cada punto

experimental al valor que le corresponderia mediante la recta de regresion

112 , . .. , g . . . . .
R. Boqué, F.X. Rius. Avances en Quimiometria Prdctica. Servicio de Publicaciones e Intercambio

cientifico de la Universidad de Santiago de Compostela. Santiago de Compostela, Espafia, 1994.
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estimada por minimos cuadrados. Se realizan representaciones graficas de
los residuos frente a las respuestas calculadas por el modelo o frente a la
variable independiente (concentraciéon). En esta Memoria se ha hecho uso
de esta segunda opciodn, es decir, la representacion grafica de los residuos
frente a los valores de concentracién. De la observacién de estas graficas,
puede evaluarse el cumplimiento de la condicién de homocedasticidad de
los datos y detectarse la presencia de valores anémalos, para ello se debe
cumplir que sea igual el numero de residuos positivos y negativos
encontrado, que haya aleatoriedad en la distribucidén y se obtengan valores
similares entre los residuales. La figura 2.2 representa una distribucién
ideal del tipo de los residuales (que son la diferencia entre los valores

predichos y los experimentales) frente a la concentracion.

0,4
0,2 o o)
E 4 o o
] U
S o0 ©
S i o
8 -02 (o]
& ,
- o)
-04 T T T T X
c1 c2 c3 c4 C5 C6
Concentracién

Figura 2.2. Distribucion de los residuales frente a la concentracion
(condicion de homocedasticidad)

4.2.3. Rechazo de valores andmalos

Si el grafico de residuos nos da idea (inspeccién visual) de que hay
varianza no uniforme (heterocedasticidad) a lo largo de la funcién de
calibrado, lo que se suele hacer es llevar a cabo un numero de réplicas alto
para ver si el fendmeno de heterocedasticidad esta ocurriendo en un punto

en concreto o a lo largo de todo el rango de concentraciones.
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Para comprobarlo de forma rigurosa habria que llevar a cabo la
aplicacion de algun test estadistico de forma analoga a la comentada
anteriormente. Se aplica algun test estadistico para ver la existencia de
valores andmalos, como la Q de Dixon, la R de Grubbs o el criterio T al
residuo mas grande. Viendo si el residuo pertenece a la distribucion normal

formada por el resto de datos, se puede concluir si hay o no anémalo.
4.2.4. Evaluacidn del efecto matriz y estimacion de la recuperacion

El efecto matriz consiste en una disminucién o aumento de la
respuesta instrumental del analito debido a la presencia de otros
componentes. El efecto matriz provoca un error sistematico proporcional,

dependiente de la concentracién de analito en la muestra.

La mejor alternativa para eliminarlo es utilizar la técnica de las
adiciones estdndar'*?, que consiste en la adicion de cantidades conocidas y
crecientes del analito a la propia muestra problema. A continuacidn, se
realiza la lectura de las correspondientes respuestas instrumentales y la
construccion de la recta de adiciones estandar. La posterior cuantificacién
del analito se realiza por extrapolacion de la recta de calibrado al punto del
eje de abscisas donde la respuesta es cero. El mayor inconveniente de esta
técnica es que necesitamos construir una recta de adiciones estandar para
cada muestra que queramos analizar, lo cual supone un incremento

sustancial en el volumen de trabajo del laboratorio.

Una posibilidad para evitar el efecto matriz sin necesidad de realizar
tanto trabajo seria construir siempre la recta de calibrado tomando una
muestra parecida a la muestra problema pero libre del analito a

determinar (un blanco de muestra), y afiadirle cantidades conocidas del

13 NLML Miller, J.C. Miller. Estadistica y Quimiometria para Quimica Analitica. 42 ed. Prentice Hall,

Madrid, 2000.
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analito para formar soluciones patréon. Hay que tener en cuenta que esta
ultima posibilidad resulta, en numerosos casos, impracticable, pues el
efecto matriz puede variar de una muestra a otra y ademas, puede que no
podamos disponer de una muestra sin el analito en cuestion. La evaluacion
de la existencia o no de efecto matriz junto con la estimacién de la
recuperacién en el proceso de extraccién implica la realizaciéon de tres

experiencias de calibrado:

- Un calibrado externo (en disolvente).

- Un calibrado en matriz (Matrix Matched Calibration).

- Un calibrado en extracto de matriz.

Se realiza un ajuste por minimos cuadrados de los tres calibrados. De
todos los parametros estadisticos derivados de este ajuste se selecciona n
(numero de parejas de datos), a (ordenada en el origen), b (pendiente) y

S,x (desviacion estandar del ajuste).

A. Evaluacion de los datos (efecto matriz).

Para realizar la evaluacion del efecto matriz, se comparan
estadisticamente las diferentes funciones de calibrado obtenidas. Para ello,
se realiza un test de evaluaciéon de la igualdad de pendientes y ordenadas
en el origen. El estadistico a calcular en cada caso dependerd de la
existencia o no de diferencia significativa entre la varianza estimada de los

residuos de ambas rectas.

En primer lugar, se comparan mediante un test de F de Snedecor las

varianzas ambos calibrados. Las hipotesis consideradas en este test son:
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Varianzas iguales: Sf,x O = Sf,x (2) Feor < Frap = hipotesis nula (Ho)

2

Varianzas distintas: S7,, (1) #SZ,,

(2) F.a =Fiop = hipotesis alternativa (H;)

Este test compara un valor del estadistico Fcucuiado CON un valor
tabulado para (n; — 2) y (n, — 2) grados de libertad, con un nivel de
significacion (a) del 5%, siendo n; y n, el nimero de puntos experimentales

de cada una de las dos funciones de calibrado.

- =M; (s1>s2) (2.6)
Syx(2)

donde SZ,, (D) y S?,,(2) representan las varianzas de los residuos (varianza

de los ajustes) para ambas rectas de calibrado.

VARIANZAS IGUALES. En el caso de concluir por la hipdtesis nula (no existe

diferencia significativa entre las varianzas) se calcula la desviacién estandar
ponderada de la regresion (S,) a partir de las correspondientes

desviaciones estandar de los dos calibrados segun la ecuacion 2.7.

s :\/ (I’l1 —2) Sf,/x(l)"'(nz _2) Sf,/x(Z) (2.7)

p —
n, +n, —4

donde n; y n, son el nimero de datos experimentales de cada uno de los

dos calibrados.

A continuacion, se realiza el test de comparacion de pendientes para
comprobar si la presencia de matriz provoca un error sistematico
constante, o sea que la recta en extracto de matriz estd desplazada

paralelamente respecto a la recta del calibrado externo. Para lo cual se
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realiza el test de la t-Student. Se calcula el estadistico t calculado (t.u)

segun la ecuacion 2.8.

t = ‘ b, —b, ‘ (28)

cal S 1 . 1
i Z(Ci,1_61)2 z(ci,z_Ez)z

donde c¢; y ¢, son los distintos valores de concentracion para cada
calibrado. El valor de t., se compara con el estadistico t tabulado (t:,s) para
(n; + n, - 4) grados de libertad y un nivel de significacion del 5 %. Las

hipdtesis a tener en cuenta son las siguientes:

Pendientes iguales b;=b, tu<tiy = hipodtesis nula (Ho)

Pendientes distintas b; Zb, tca=tpy = hipotesis alternativa (H,)

A continuacion, se realiza el test de comparacion de las ordenadas en
el origen de ambos calibrados. Para lo cual se realiza el test de la t-Student.

Se calcula el estadistico t., segln la ecuacion 2.9.

|3, -, | (2.9)
1 1 (f—*

\/5” [m+mJ+Z<ci,1 -5, +22(ci,2 A

t =

El valor de t.y se compara con un ty para (n; + n, — 3) grados de
libertad y un nivel de significacidn del 5 %. Las hipotesis a tener en cuenta

son las siguientes:

Ordenadas iguales a;=a; tcw <twp = hipbtesis nula (Ho)

Ordenadas distintas a; Za, tew Sty = hipOtesis alternativa (H,)
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VARIANZAS DIFERENTES. En el caso de concluir por la hipdtesis alternativa

(si existe diferencia significativa entre las varianzas de ambos calibrados)
no se calcula S, sino que se trabaja con cada una de las varianzas. El test de
comparacion de pendientes se realiza por medio del célculo del estadistico

t.or Segun la ecuacion 2.10.

_ | b, b, | (2.10)

ta =
s, s
z(cm -c) Z(ci,z -c,)

El valor de tc se compara con el t,, para un nivel de significacion del

5%y f grados de libertad calculados segun la ecuacién 2.11.

S0, S0 211
f= Z(Cx,l _El)z Z(Ci,z _Ez)2 )
Si/xy 5 Si/xy 5
Z(Cm _El) + Z(Ci,z -c,)
n,—2 n,=2

Las hipdtesis a tener en cuenta son las siguientes:

Pendientes iguales b;=b, t<twy = hipdtesis nula (Ho)

Pendientes distintas  b; Zb, t, >ty = hipOtesis alternativa (Hq)

A continuacion, se realiza el test de comparacion de las ordenadas en
el origen de ambos calibrados. Para ello, en este caso se realiza el test de la

z. Se calcula el estadistico z., segun la ecuacion 2.12.

|33, | (2.12)

$,0,50,  [G-f
n n, Z:(cm _El)z +Z(C|,2 _Ez)z
Sl Si2)
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El valor de z.y se compara con el estadistico z;, para un nivel de

significacion del 5 %. Las hipdtesis a tener en cuenta son las siguientes:

Ordenadas iguales a; =40, Zeal < Ztgp = hipotesis nula (Ho)

Ordenadas distintas  a; Za, Zea 2Zigp = hipotesis alternativa (H;)

Para que no exista efecto matriz las dos funciones de calibrado deben

tener pendientes iguales y ordenadas iguales.

B. Estimacion de la recuperacion

Por otra parte, mediante el cociente entre la pendiente de la funcién
de calibracion en matriz y la pendiente de la funcién de calibracidon en

extracto de matriz, se estima la recuperacion del proceso de extraccion.

4.3. Parametros de validacion del método analitico

Los pardametros de calidad establecidos para la validacion a lo largo
de la presente Tesis Doctoral fueron la linealidad, los limites de deteccidn y
cuantificacion, el rango dindamico lineal, la sensibilidad o resolucion

analitica, la selectividad y la exactitud en términos de precisidn y veracidad.

4.3.1. Linealidad

Indica el grado de ajuste de los valores de la sefial medidos sobre la

114

recta de calibrado™"". Se pueden distinguir dos tipos de linealidad:

- Lalinealidad “en linea” (in-line) se corresponde con el valor Pyy.

1 Analytical Methods Committee. Is My Calibration Linear?. Analyst 119; 2363-2366, 1994.
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- La linealidad “sobre la linea”(on-line), que se define como el propio
coeficiente de correlacion (r), o como el coeficiente de determinacién
(R%), sin embargo valores de (r) muy préximos a la unidad no indican
necesariamente una alta calidad de los datos analiticos. También se
puede emplear la desviaciéon estandar relativa de la pendiente,
DER), que se calcula haciendo el cociente del valor de la desviacién
estandar de la pendiente (S,) entre la pendiente (b), como medida
matematica de la linealidad. De esa forma la linealidad viene dada

por la ecuacion 2.13.
LIN (%) = [1 - DER()] - 100 (2.13)

El valor maximo de linealidad sera del 100 %, de forma que cuanto
mas préximo esté el valor calculado para este parametro a dicho valor,

mayor sera el ajuste de los datos experimentales al modelo lineal.
4.3.2. Limites de deteccion y cuantificacion

Se puede definir el limite de deteccién (X,p) de un método analitico
como la menor concentracidon o cantidad del compuesto que puede ser
detectada con un nivel de confianza determinado. Son varias las
metodologias empleadas para la determinacion de los limites de deteccion
y cuantificacion del método analitico. A continuacién, se describen algunas

de estas metodologias.
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A. Metodologia basada en el tratamiento de la sefial del blanco*”.

Segun esta metodologia, también llamada andlisis de réplicas del
blanco, al X,p, le corresponde una sefial analitica, Y,p, que viene definida

por la ecuacion 2.14.
YLD = YB +k- SB (2.14)

Donde Yz es el valor medio de la sefial analitica del blanco; Sz la
desviacidn estandar de dicha sefial y k un factor numérico seleccionado de

acuerdo con el nivel de confianza deseado.

Sustituyendo el valor de la sefial analitica para el blanco, Y,p, en la
ecuacion de la funcion de calibrado, normalmente la ecuacidon de una
recta, se obtiene el valor del limite de deteccion, X;p, seglin se muestra en

las siguientes ecuaciones 2.15 - 2.16.

Y=a+b-X (2.15)
Ye+k-Sg=a+b" X (2.16)

donde a es la ordenada en el origen de la recta de calibrado y b es la
pendiente de la recta de calibrado. Teniendo en cuenta que Y equivale a la
ordenada en el origen del calibrado realizado, nos quedaria la ecuacion

2.17 para el valor del limite de deteccion.

Xp = K (2.17)

3 1yPAC, Nomenclature, symbols, units and their usage in spectrochemical analysis - Il data

interpretation. Analytical chemistry division. Spectrochim. Acta B 33; 241-245, 1978.
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El valor de X;p serd un fiel reflejo del limite de deteccion del método,
siempre que b esté bien definida. Como regla general, se suele usar el valor
k = 3 que proporciona un nivel de confianza del 99.86 %, asegurandose asi
gue las sefiales analiticas obtenidas superiores a Yg + 3 - Sg son debidas a la
presencia de analito en la muestra problema y no a las fluctuaciones del

blanco.

Para calcular la desviacidon estandar correspondiente al blanco, se
obtiene la sefial analitica correspondiente a un nimero determinado de
réplicas del blanco, normalmente diez disoluciones blanco (n = 10),

empleando las condiciones instrumentales establecidas en el método.

Por otra parte, se define el limite de cuantificacién (X,q) de un
método analitico como la menor concentracién o cantidad del compuesto
gue puede ser determinada con un nivel de confianza determinado. Al
limite de cuantificacion le corresponde a una sefal analitica Y,q, definida

por la ecuacion 2.18.
YLQ =Yg+ k- Sg (218)
Por tanto, y siguiendo un razonamiento similar al anterior, la

concentracion correspondiente al limite de cuantificacién vendra dada por

la ecuacion 2.19.

X, =t (2.19)

Recomendandose en este caso el valor minimo de 10 para la
constante k. Una aproximacion que se realiza cuando no se dispone de

blancos reales de muestra, al igual que la ordenada en el origen es una
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estimacion de la sefial del blanco, la desviacion estandar de dicha ordenada
se puede considerar una estimacion de la del blanco.

B. Metodologia basada en la recta de calibrado™'®:

Esta metodologia se basa en una estimacion por extrapolacion de la
recta de calibrado. En primer lugar, se determina la desviacién estandar de

la regresion a partir de la ecuacion 2.20.

1 A
Sy/x = EZ(VI _yi)2 (2'20)

donde S,/ es la desviacion estandar de la regresidn, y; es la sefial analitica
experimental obtenida para cada valor de concentracion, y; es el valor de la
senal calculada en la recta de regresion correspondiente a la concentracion
¢, y n es el nUmero total de pares de puntos usados para el cdlculo de la

recta de calibrado.

A partir del valor de la desviacidn estdndar de la regresion se puede
determinar la desviacién estandar de la ordenada en el origen, S, vy la
desviacidn estandar de la pendiente, Sp. Las expresiones para este cdlculo

vienen dadas por las ecuaciones 2.21 - 2.22.

2
s =g [|_2& (2.21)

> " ng(c, )

s, =5, I (2.22)
"V Z(c, - )

L. Cuadros, A. Garcia, C. Jiménez, M. Roman. Estimation of performance characteristics of an
analytical method using the data set of the calibration experiment. Anal. Letter 26; 1243-1258
1993.
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donde c; es cada una de los valores de concentracién del andlisis; y Ces la
media aritmética de todos los valores de concentracién usados para la
calibracién. La desviacidn estandar de la estimacion de la concentracidn, S,

se puede determinar a partir de la expresion 2.23.

S 1.1, (y-yr
S =y/x =4 W V)
¢ \/m n b*Z(c, —¢c) (2.23)

donde m es el niumero de repeticiones del andlisis; n es el nimero total de
valores utilizados en la regresién lineal; y es la media aritmética de los
valores obtenidos para m analisis e y es la media aritmética de todos los
valores usados en la regresion lineal. El valor de S. depende del numero de
puntos de la calibracion y del nimero de réplicas, y podria minimizarse

haciendo migual a n.

Basandose en la ecuacion 2.23, la desviacion estandar del blanco, S,,

vendra dado por la siguiente ecuacion:

_oh2
g =2 (1,1, (6=y)" (2.24)
b {m n b’Z(c -c)?

donde y, es la sefial correspondiente al blanco.

Teniendo en cuenta las ecuaciones 2.33 y 2.22, la ecuacion 2.24 se

puede simplificar para obtener:

S
S, = V’X\/(i+£j+ DER,, d? (2.25)

b m n

donde d, viene dado por la expresion (yo— V).
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Una vez obtenida S,, se calcularian los limites de deteccién y

cuantificacion aplicando las siguientes ecuaciones:
X, =3[S (2.26)
X, =10[S (2.27)

Como aproximacion o en el caso de no tener sefiales de blanco, y,, se
puede determinar el limite de deteccion solamente llevando en
consideracion la desviacion estandar de los residuales, S, 4, la pendiente b,

y estimando por extrapolacion la desviacion estandar del blanco, S,:

S —
S, =VT/* (:—_ij (2.28)

donde n es el numero total de valores utilizados en la regresidn lineal. Una
vez obtenida por aproximacion, S,, se calcularian los limites de deteccién y

cuantificacion aplicando las ecuaciones 2.26 y 2.27, respectivamente.

También, existe otra alternativa cuando no es posible tener sefiales
para el blanco. Esta propuesta desarrollada por Vilchez y col.**’ consiste en
obtener la sefal del “blanco cromatografico” por integracion directa del
ruido de fondo. Segln estos autores, el calibrado correspondiente a un
método cromatografico se caracteriza por la ausencia de sefial analitica
correspondiente al blanco, lo cual imposibilita el calculo del limite de
deteccion de forma similar a la empleada para métodos espectroscopicos
de andlisis, y por ello se ha recurrido a lo largo del tiempo a otros

procedimientos como son el estudio de la minima cantidad

17 A, Gonzalez, L Cuadros, E. Alonso, J.L. Vilchez. Estimate of gas Chromatographic blanks application to detection

limits evaluation as recommended by IUPAC. J. Chrom. A, 726; 133-139, 1996.
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118,119

detectable , uso del término independiente de la ecuacion de

calibrado™, calculo de propagacion de errores™?! o estimacion aproximada

118 Métodos que presentan

por extrapolacién de la recta de calibrado
numerosos problemas de tipo practico y determinan una gran

arbitrariedad en la estimacién del limite de deteccion en cromatografia.

La propuesta realizada con objeto de evitar estos inconvenientes
consiste en obtener la sefial del "blanco cromatografico" por integracién
directa del ruido de fondo al tiempo de retencion del analito, utilizando
como limites de integracion el valor de anchura de pico (W,) extrapolado a
concentracion “cero”. Se necesita, por tanto, conocer la variacion de la
anchura de pico con respecto a la concentracién de analito. Para
determinar esta anchura, se propone la medida de un pardmetro libre de la
aleatoriedad del ruido de fondo como es la anchura a la mitad de la altura
del pico Wy s, y a partir de este valor calcular W, considerando que el pico
cromatografico tiene un perfil Gaussiano™’. Se parte para ello de la

expresion de una gaussiana, ecuacion 2.29.

_1(x-p)?
1 2 S2

e
S/ 2TT

f(x) = (2.29)

Adaptando la ecuacion 2.29 al caso de los parametros
cromatograficos (figura 2.3), la altura del pico h, a su tiempo de retencion

viene dada por la ecuacion 2.30.

18 R. Snyder. Practical HPLC methods development, Ed. Wiley, Chichester, UK, 1988.

H.M. Merken, G.R. Beecher. Liquid chromatographic method for the separation and
quantification of prominent flavonoid aglycones. ). Chrom. A, 897; 177-184; 2000.

120 M. Miller. Basic statistical methods for Analytical Chemistry. Part 2. Calibration and regression
nmethods. A review. Analyst 116; 3-149, 1991.

G.L. Long, J.D. Winefordner. Limit of detection. A closer look at the IUPAC definition. Anal. Chem.
55; 712-724, 1983.

A. Klinkenberg, F. Sjenitzer. Holding-time distributions of the gaussian type. Chem. Engin. Sci. 5;
258-270, 1956.

119

121

122
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1 1(t=tg)2
h=—— e 2 ¢°

sv/2m

(2.30)

donde tz es el tiempo de retencién y s es la varianza del pico.

5953} I | Tangentes en los
analitica puntos de
’7’ inflexién

Puntos de
inflexion

semialtura

« Linea base

Wb=63

Tiempo

Figura 2.3. Pardmetros caracteristicos de un pico Gaussiano

Aplicando la ecuacion 2.30 a los pardmetros de pico
correspondientes se demuestra que la desviacion estandar de pico viene

dada por la ecuacion 2.31.

(2.31)

donde Wy, es la anchura del pico a la mitad de la altura y hgs es la mitad

de la altura del pico Gaussiano. El valor de la anchura del pico W), para un
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99.73 % del area de picom’, en funcién de W5, vendra dado por la

ecuacion 2.32.
Wp=6-5=2.5476-Wqsh (2.32)

Para calcular la anchura de base a concentracion “cero” (W), dado
gue las dimensiones del pico cromatografico, altura y anchura, dependen
de la concentracién del compuesto, se extrapola la curva resultante de
representar graficamente los valores medidos de Wjs, frente a la
concentracion correspondiente. En la figura 2.4 se muestra de forma

grafica el comportamiento tipico de esta variable.

Wo.5h

0 T T T T 1
Ci Cc2 C3 C4 C5 C6

Concentracion
Figura 2.4. Variacion de la anchura de pico con la concentracion

En primer lugar, se determina el valor de la anchura a mitad de pico
(Wo.sn) correspondiente a concentracion "cero", extrapolando la curva
resultante de representar graficamente los valores medidos de Wys, de
pico frente a las correspondientes concentraciones de analito, figura 2.4. A
continuacion, se calcula el valor de W, aplicando la ecuacion 2.32 y

finalmente, se mide la sefal del blanco para cada compuesto por

1B\ Dyson. Chromatographic Integration Methods. Royal Society of Chemistry, Cambridge, UK,

1990.
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integracién sobre la linea del cromatograma del blanco en el intervalo tz #
0.5 W,y donde ti es el tiempo de retencion correspondiente a cada
compuesto considerado. Para realizar réplicas se requiere una nueva

inyeccidn y el establecimiento de un nuevo cromatograma.

Debido a la metodologia seguida, los valores de seiial y desviacion
estandar obtenidos para el blanco, corresponden al ruido de fondo y no a
la propia sefial analitica. Por lo tanto, dichos valores sélo se pueden aplicar
en el calculo del limite de deteccidon y cuantificacion segin la metodologia

basada en la recta de calibrado, ecuaciones 2.26 y 2.27.

4.3.3. Rango dinamico lineal

El rango dinamico lineal (RDL) viene definido por el limite superior del
intervalo de concentraciones en el que se ha aplicado el método analitico y

por el limite de cuantificacion de dicho método.

4.3.4. Sensibilidad o resolucion analitica

La sensibilidad de un método analitico se puede definir como la
derivada de la magnitud analitica dependiente de la concentracion del
analito, respecto de dicha concentracion. Asi, se acepta como valor de la
sensibilidad el de la pendiente de la funcién de calibrado, denominada
segun la IUPAC, sensibilidad del calibrado.

Sin embargo, la medida de la sensibilidad no debe limitarse

Unicamente al célculo de la pendiente de la funcién de calibrado, ya que las
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dispersiones originadas en el proceso de calibracion, influirdan sobre la
misma. Asi, Mandel y Stiehler'** proponen que la sensibilidad analitica
vendrd definida por el cociente entre la desviacidon estandar de la regresion

(Sy/x) vy la pendiente del calibrado (b), segin se muestra en la ecuacion 2.33.

S v/ (2.33)

analitica b

4.3.5. Selectividad

Selectividad se define como la capacidad de un método para
determinar analitos especificos en mezclas o matrices sin interferencias de
otros componentes de comportamiento analogo. Se puede establecer una
clasificacion de la selectividad. La utilizacion del término especificidad para

el mismo concepto se debe evitar porque puede crear confusién.

La determinacion de la selectividad de un método cromatografico se
puede realizar mediante la comparacién de los cromatogramas del blanco
con el correspondiente a una muestra contaminada con los analitos. La
ausencia de interferencias correspondientes a sustancias endégenas, a los
tiempos de retencidon de los analitos nos indicara que el método es

selectivo.
4.3.6. Exactitud del método: precision y veracidad

Para establecer la exactitud del método, se ha estudiado la veracidad
del mismo en términos de recuperacion con muestras dopadas y su
precision en términos de desviacidn estandar relativa. Uno de los mayores

problemas que se encuentran a la hora de estudiar la exactitud de un

124 . Mandel, R.D. Stiehler. Sensitivity - A criterion for the comparison of methods of test. ). Res. Natl.

Bur. Std. 53; 155-159, 1954.
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método analitico, en términos de veracidad, en matrices de de tipo
ambiental, es la ausencia de materiales certificados. Por este motivo se han

llevado a cabo los estudios de recuperacién con muestras dopadas.

El estudio consiste en realizar diferentes ensayos de recuperacion,
tanto intradiarios como interdiarios, en los que se calcula el porcentaje de
recuperacién, R (%), obtenido de muestras reales en las que se ha
adicionado una determinada cantidad del compuesto en estudio (muestra
fortificada). Es necesario también analizar muestras sin dopar (muestra no
fortificada). Tras aplicar el método analitico, se relacionan las
concentraciones encontradas en las muestras-blanco fortificadas, con la

concentracion afiadida. El calculo se realiza segun la ecuacion 2.34.

C o =C "
R (%) — muestra fortificada muestra no fortificada [j.OO (2.34)

adicionada

Por su parte, para evaluar la exactitud del método en términos de
precision, se estudia la repetibilidad (precision intra-dia) y la
reproducibilidad (precision inter-dia). Para ello, se realizan diversas réplicas
de los andlisis llevados a cabo en el estudio de veracidad, durante un
mismo dia (precision intra-dia) y durante varios dias (precision inter-dia). La

precision se expresa como desviacidon estandar relativa (DER).

Los valores de recuperacion aceptables deben estar préximos al 100
%. En cuanto a los valores de precision la guia de validacidn establece los
limites aceptables para cumplir los requisitos establecidos en valores
iguales o inferiores al 15 % en general al 20 % en la zona proxima al limite

114

de deteccién del método™". Cuando se cumplan los requisitos de veracidad

y de precisién se dird que el método propuesto es un método exacto.
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En este capitulo se presenta la optimizacién de las variables tanto
cromatograficas como espectrométricas del método analitico propuesto en
la presente Tesis Doctoral. En primer lugar, se muestra la seleccion de los
analitos objeto de estudio, incluyendo los homdlogos y los etoximeros a

estudiar para cada una de las familias.

Dado que la unica familia de tensioactivos que no se tenia
completamente caracterizada era la de AEO, fue necesaria la optimizacion
de un método cromatografico con deteccion por absorbancia que nos
permitiera conocer la distribucion de los etoximeros. La ausencia, por parte
del analito, de la propiedad fisica de absorber, hizo necesaria la realizacion

de una reaccion de derivacion.

Una vez seleccionados los tensioactivos objeto de estudio se
procedid a la optimizacidn de las variables relativas al espectrémetro de
masas. A continuacion, se optimizaron los parametros instrumentales
propios de la cromatografia de liquidos, tratando de obtener una buena
resolucién cromatografica de cada uno de los compuestos objeto de

estudio. Por ultimo se optimizaron las variables relativas a la interfase ESI.
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1. TENSIOACTIVOS OBJETO DE ESTUDIO
1.1. Sulfonato de alquilbenceno lineal

Dentro de la familia del LAS se seleccionaron los 4 homdlogos
principales. En la tabla 3.1 se muestra el porcentaje de cada uno de ellos

en la mezcla comercial utilizada.

Tabla 3.1. Homdlogos del LAS seleccionados

Homoélogos Composicion (%)
LAS Cyo 13.98
LAS Cy1 32.22
LAS C;, 30.80
LAS C;3 23.00
Total 100.0

1.2. Alcoholes Sulfato
Para el caso de los AS, se seleccionaron los 4 homdlogos habituales,
los cuales se muestran en la tabla 3.2 junto con sus porcentajes en la

mezcla comercial de alcoholes etoxisulfato utilizada.

Tabla 3.2. Homdlogos de AS seleccionados

Homoélogos Composicion (%)
AS C;, 17.69
AS Cy4 11.91
AS Cy6 6.78
AS Cy5 10.53

Total 46.91
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1.3. Alcoholes etoxisulfato

Para la familia de los AES, debido a la baja proporcién en que se

encuentran los compuestos con mayor numero de unidades etoxiladas en

la mezcla comercial, los ensayos cuantitativos se han llevado a cabo

considerando los 5 primeros etoximeros para cada uno de los 4 homélogos

principales, tabla 3.3.

Tabla 3.3. Etoximeros de AES seleccionados para cada homdlogo

Homdlogo Etoximero (%) Homdlogo Etoximero (%)
EO, 7.52 EO, 2.66
EO, 5.34 EO, 1.89
AES C;, EO; 2.83 AES Cy; EOs 0.89
EO, 1.83 EO, 0.43
EOs 1.23 EOs 0.36
EO, 6.66 EO, 4.54
EO, 4.02 EO, 2.41
AES Cy4 EO; 1.90 AES Cy3 EO; 1.40
EO, 0.84 EO, 0.91
EOs 0.59 EOs 0.65
Total 48.90
1.4. Alcoholes etoxilados
Los patrones de AEO utilizados consistieron en las mezclas

comerciales Brij 56 (AEO Cq¢) y Brij 76 (AEO C1g), de las cuales no se conocia

su composicion en etoximeros, la cual hubo de ser determinada.
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2. CARACTERIZACION DE LAS MEZCLAS COMERCIALES DE
AEO

2.1. Desarrollo de metodologia analitica para la caracterizacion de

AEO. Optimizacion de las variables

Para caracterizar las mezclas comerciales de AEO Brij 56 y Brij 76 se
propuso desarrollar un método cromatografico con deteccion por

absorcién UV-Vis (LC-DAD), en la figura 3.1 se muestra el equipo utilizado.

Figura 3.1. Fotografia del equipo empleado

2.1.1. Reaccion de derivacion

En primer lugar, dado que los alcoholes etoxilados no absorben la

radiacion UV-Vis, se propuso una reaccion de derivacion para dotar a la



Optimizacion de Variables 145

molécula de algun grupo cromoéforo que le confiriera esta propiedad. Se
llevd a cabo una reaccidn de esterificacion, figura 3.2, con anhidrido ftalico
para formar un hemiéster capaz de absorber radiacion electromagnética

con un maximo a 230 nm.

(0]
(0]
R
. ol
R OH m +
0+ Mo @i,t T
m (0]
O
(0]

Figura 3.2. Reaccion de derivacion. Esterificacion
El protocolo de derivacion'® seguido fue el siguiente:

A.  Se pesaron 250 mg de la mezcla de alcohol etoxilado a derivar y se

disolvieron en 50 mL de 1,4-dioxano.

B. De la disolucién preparada se tomd una alicuota de 4 mL y se

introdujo en un micro-reactor de vidrio.

C.  Se adicionaron 1.5 g de anhidrido ftalico y 0.5 g de urea finamente

molida.

D.  Tras cerrar el micro-reactor, se mezclé con un agitador vortex y se

calentd a 110 °C durante 60 min.

E. Transcurridos 60 min se dejé enfriar y se adiciond una mezcla de
metanol/agua 2:1 (v/v) conteniendo 0.1 M de NHs, hasta alcanzar un

volumen de 10 mL en el micro-reactor.

125 p, Mico-Tormos, E.F. Simdé-Alonso, G. Ramis-Ramos. Determination of fatty alcohol ethoxylates by

derivatization with phthalic anhydride followed by liquid chromatography with UV-vis detection.
J. Chromatogr. A. 1203; 47-53, 2008.
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F. Finalmente, la disolucién obtenida se inyect6é en el cromatdgrafo de

liquidos con deteccién UV-Vis a 230 nm.

Siguiendo dicho protocolo, se derivaron las dos mezclas comerciales,

Brij 56 y Brij 76, y un blanco. En la figura 3.3 se muestra el proceso.

Figura 3.3. Micro-reactores
a 110 °C durante 60 min

2.1.2. Desarrollo del método cromatografico

En primer lugar se ensayé un método cromatografico isocratico. En la

tabla 3.4 se muestran los parametros cromatograficos del mismo.

Tabla 3.4. Pardmetros cromatogrdficos de partida

Parametro Valor
Columna cromatografica Kinetex C18, 100 x 2.10 mm 2.6 pim
.. Disolvente A: Agua
Fase movil .
Disolvente B: THF
Gradiente Isocratico 65 % A, 35 % B (80 min)
Flujo 0.150 mL-min™
Temperatura de columna 30°C
Volumen de inyeccion 100 pL (maximo)

Deteccion DAD A =230 nm
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En la figura 3.4 se muestra el cromatograma correspondiente a una

disolucién de la mezcla comercial Brij 56 derivada (AEO Cyg).

25004
2000
15004

10004

T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 min

Figura 3.4. Cromatograma de partida para los derivados de AEO Cys

En el cromatograma obtenido (80 min), Unicamente se observd una
gran banda al comienzo del mismo. Se pensé que los compuestos de
interés estaban siendo retenidos por la columna y no conseguian eluir.
Para tratar de que eluyeran se bajé la polaridad de la fase movil a partir de
los 80 minutos, aumentando el porcentaje de THF hasta un 45 %. En la

figura 3.5 se muestra cromatograma registrado.

DAD B: Signal=230,10 Reference=350 60

mAl
275—5
250—5
225—5
2nn—f
175—5
150—2
125—f
100—5

75

T T T T T T T T T
&0 &5 a0 a5 100 105 110 115 min

Figura 3.5. Cromatograma obtenido al aumentar el % de THF

Se observd un aumento de la linea base debido al cambio de

composicion de la fase movil y a continuacion la elucién de los compuestos
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de interés a partir de los 100 min aproximadamente. Una vez conseguida la
elucion de los compuestos retenidos en la columna se optd por realizar un
método cromatografico con elucidn en gradiente, para ello, se propusieron

2 gradientes diferentes, tabla 3.5.

Tabla 3.5. Gradientes cromatogrdficos propuestos

. Tiempo Agua THF . Tiempo Agua THF
Gradiente (ml:) (EA) (%) Gradiente (minp) (;) (%)
0.0 65 35 0.0 65 35

10.0 65 35 5 20.0 65 35

10.5 55 45 20.5 55 45

120.0 55 45 120.0 55 45

En las figura 3.6 se muestran los cromatogramas obtenidos.

Gradiente 1

m H‘ ||
- f M \\ 1

U‘M“ I

. / " '

B T AN AN AL A A )
Gradiente 2

. &k ™

1\

2

13N Ml
ooooo ? J § . . ~/

\MAJ\MMU\MJ\J\J\_/\_M_M_,__AJ;_____J
ES S o % P 7o % %

min

Figura 3.6. Cromatogramas obtenidos
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Se selecciond el gradiente 2 para posteriores analisis, ya que el
gradiente 1 presenta solapamiento de los picos de los derivados con la
primera banda cromatografica. Esta banda cromatogréfica, como mas
adelante se pudo demostrar al inyectar el blanco preparado, figura 3.9, es

debida al resto de compuestos presentes en la disolucion.
En la tabla 3.6 se resumen las condiciones cromatograficas
finalmente seleccionadas para el analisis de los productos de la derivacidon

(hemiésteres).

Tabla 3.6. Parametros cromatogrdficos finales para los derivados de AEO

Parametro Valor
Columna cromatografica Kinetex C18, 100 x 2.10 mm 2.6 pim
Fase mévil Disolvente A: Agua
Disolvente B: THF
Tiempo (min) Disolvente B (%)
0.0 35
Gradiente 20.0 35
20.5 45
120.0 45
Flujo 0.150 mL-min™
Temperatura de columna 30°C
Volumen de inyeccion 100 pL (mdximo)
Deteccion DAD A =230 nm

Las figuras 3.7 - 3.9 muestran los cromatogramas obtenidos para las

muestras y el blanco derivados.
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Figura 3.7. Cromatograma obtenido para la mezcla Brij 56
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Figura 3.8. Cromatograma obtenido para la mezcla Brij 76
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Figura 3.9. Cromatograma obtenido para el blanco
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2.1.3. Identificacion y establecimiento del orden de elucion de los

derivados obtenidos

Una vez establecido el método cromatografico, se procedid a la
identificacion de cada uno de los picos cromatograficos de los derivados
obtenidos para asi poder asignarlos al AEO correspondiente v fijar el orden
de elucién. Esto se realizd uniendo la salida del cromatdgrafo de liquidos a
un espectrometro de masas (APl 2000, Applied Biosystems) de triple
cuadrupolo trabajando en modo positivo y Full Scan. En las figuras 3.10 -
3.11, se muestran, a modo de ejemplo, 2 espectros de masas para cada
cromatograma realizado. Las masas registradas correspondian al aducto

formado entre el hemiéster y un 4tomo de sodio, [M+Na]".

W 71C of +01: from Sample 1 (AED C16 derivado) of DataSETH wih (Turbo Spray) Max. 1,4e8 cps
3950 4115

028070 B
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34 R
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4400 1800 1800

Figura 3.10. Cromatograma y espectros de masas (derivados de Brij 56)
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Figura 3.11. Cromatograma y espectros de masas (derivados de Brij 76)

Los resultados demostraron que los compuestos eluian siguiendo un

orden decreciente segln su peso molecular, ilustraciones 3.12 - 3.13. Cabe

resaltar que para los oligdmeros EO; y EQq, tanto para Brij 56 como Brij 76,

se observo una coelucién en un mismo pico cromatografico.

mAU
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Figura 3.12. Identificacion de los derivados obtenidos para la mezcla de AEO Cy;:
(1+0) EO1+EOQy; (2) EOy; (3) EO3; (4) EO4; (5) EOs; (6) EOs; (7) EO7; (8) EOg; (9) EO;
(10) EO1p; (11) EO1y; (12) EO1; (13) EO13; (14) EO14; (15) EO15; (16) EOs6; (17) EO17;
(18) EOQ15; (19) EO14; (20) EQ3y; (21) EO;y; (22) EO;y (23) EO;s; (24) EO34; (25) EO.s;

(>25) EO.;s.
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100+ 22 2&\2 . 140
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Figura 3.13. Identificacion de los derivados obtenidos para la mezcla de AEO Cig:
(1+0) EO:+EOy; (2) EOy; (3) EO3; (4) EO4; (5) EOs; (6) EOs; (7) EO5; (8) EOg; (9) EOy;
(10) EO14; (11) EQ44; (12) EO12; (13) EOy3; (14) EO14; (15) EO15; (16) EOs4; (17) EO17;

(18) EO1g; (19) EO15; (20) EOq; (21) EO,y, (22) EO,y; (23) EO,3; (24) EO,y, (25) EO,s;
(>25) EO. ;5

2.1.4.Evaluacién del factor de respuesta de los derivados obtenidos

El factor de respuesta, surge del hecho de que un detector no suele
presentar la misma respuesta ante diferentes compuestos a una misma
concentracién. Para un compuesto dado, el factor de respuesta es un
parametro que nos compara la respuesta que da el detector para ese
compuesto frente a la de otro que se encuentra a la misma concentracién y

se utiliza de referencia. La ecuacion 3.1 permite calcularlo.

F ()=l (3.1)
R(ref).

Donde, F.(a) es el factor de respuesta del compuesto a, R(a). es la
respuesta del detector para una concentracion c el compuesto a y R(ref). es
la respuesta del detector para una misma concentracidon ¢ del compuesto

de referencia.

Para evaluar el factor de respuesta de los distintos derivados

obtenidos, se utilizaron 4 patrones de etoximeros aislados para cada uno
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de los homoélogos. Para el homdlogo AEO Cy6 los etoximeros fueron: EQq,
EO,, EOg, y EQg; para el homodlogo AEO Cyg los etoximeros fueron: EQg, EOs,
EOQs, v EOs. Con estos patrones se prepard una disolucion para cada
homodlogo en 1,4-dioxano donde se pusieron sus 4 oligdmeros a la misma
concentracién, 250 mg-L™. Las 2 disoluciones asi preparadas se derivaron y
analizaron segun la metodologia propuesta. Los cromatogramas obtenidos

se muestran en las figuras 3.14 - 3.15.

mAU

500

EO,
0

Figura 3.14. Cromatograma obtenido para
los derivados de los etoximeros de AEO Cy¢

500
400 o
300 |

200 -

EO,
EO;  EO, €0,

- A

N

Figura 3.15. Cromatograma obtenido para
los derivados de los etoximeros de AEO Cig



Optimizacion de Variables 155

Para cada homdlogo, se seleccioné como compuesto de referencia el
etoximero EQq (el alcohol) y se calculé el factor de respuesta para el resto

de etoximeros por comparacion frente a él, ecuacion 3.1.

Los factores de respuesta obtenidos para todos los derivados
producidos fueron similares, con un valor de 0,6. Este resultado esta en
concordancia con el obtenido por A. Micé-Tormos y col.*?*. Por lo tanto, al
etoximero EQq se le asignd un factor de respuesta de 1 y para el resto de

etoximeros de 0.6.

2.2. Caracterizacion de las mezclas comerciales de AEO, Brij 56 y
Brij 76

Para establecer la composicion de las mezclas comerciales de AEQ,
Brij 56 y Brij 76, se procedid segun las condiciones de derivacion y
cromatograficas establecidas en los apartados anteriores, realizandose 3
réplicas experimentales de cada mezcla comercial, que se inyectaron por

triplicado en el cromatdégrafo de liquidos (3 réplicas instrumentales).

Una vez obtenidos los cromatogramas, se integrd el area de cada
pico. Para establecer la proporciéon de cada componente en la mezcla se
usaron los valores de area corregidos por los factores de respuesta
obtenidos. Para el pico en el que coeluian los dos etoximeros (EO; + EQg),
el drea correspondiente a cada etoximero se calculé por extrapolacion el
area debida al etoximero EO4, segln se muestra en la figura 3.16. Ya que
los etoximeros tenian el mismo factor de respuesta, se pudo realizar un
ajuste cuadratico de los valores de area y por extrapolacién obtener los

valores de darea para el caso de 1 unidad etoxilada.
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Figura 3.16. Distribucion de dreas para los etoximeros. Extrapolacion
del ajuste cuadrdtico para los etoximeros EO; de cada homdlogo

Los resultados medios obtenidos, se muestran en la tabla 3.7.
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Tabla 3.7. Caracterizacion de las mezclas comerciales Brij 56 y Brij 76

Brij 56 Brij 76
Homoélogo Etoximero Proporcion (%) Homdlogo Etoximero Proporcion (%)
AEO Cy EQ, 3.37 AEO Cy5 EOQ, 2.61
AEO Cy EO, 0.79 AEO Cy5 EO, 1.78
AEO Cy EO, 1.62 AEO Cy5 EO, 2.54
AEO Cy EO; 2.33 AEO Cy5 EO; 3.44
AEO Cy EO, 3.25 AEO Cy5 EO, 4.90
AEO Cy6 EOs 4.16 AEO C;5 EOs 6.50
AEO Cy EO; 5.34 AEO Cy5 EO; 7.37
AEO Cy EO, 6.38 AEO Cy5 EO, 7.76
AEO Cy6 EO; 7.51 AEO Cy5 EO; 8.16
AEO Cy EOy 7.79 AEO Cy5 EOy 8.38
AEO Cy EO;o 8.08 AEO Cy5 EO;o 8.07
AEO Cy EO;; 8.30 AEO Cy5 EO;; 7.41
AEO Cy EO;, 7.99 AEO Cy5 EO;, 6.59
AEO Cy6 EO.3 7.28 AEO Cy5 EO.3 5.45
AEO Cy EO14 6.25 AEO Cy5 EO14 4.61
AEO Cy EO;s 5.20 AEO Cy5 EO;s 3.69
AEO Cy EO;¢ 3.91 AEO Cy5 EO;¢ 2.79
AEO Cy EO;; 3.19 AEO Cy5 EO,; 2.20
AEO Cy EO;s 2.39 AEO Cy5 EO;s 1.81
AEO Cy6 EOso 1.71 AEO C;5 EOso 1.31
AEO Cy EOy 1.18 AEO Cy5 EOy 0.83
AEO Cy EO,; 0.75 AEO Cy5 EO,; 0.66
AEO Cy EO,, 0.48 AEO Cy5 EO,, 0.47
AEO Cy EO,; 0.27 AEO Cy5 EO,; 0.20
AEO C;6 EOy, 0.16 AEO C5 EOy, 0.11
AEO Cy EO,s 0.06 AEO Cy5 EO,s 0.08
AEO Cy EO.,s 0.26 AEO Cy5 EO.,s 0.28

Total 100.0 Total 100.0
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2.3. Seleccidn de los etoximeros de AEO objeto de estudio
Para cada mezcla comercial de AEO, se seleccionaron los 11
etoximeros consecutivos que se encontraban a una mayor proporcion,

tabla 3.8.

Tabla 3.8. Etoximeros de AEO objeto de estudio

Brij 56 Brij 76
Homdlogo Etoximero Proporcion (%) Homdlogo Etoximero Proporcion (%)

AEO Cy EO; 4.16 AEO Cjg EO, 4.90
AEO Cy EO; 5.34 AEO Cy5 EO; 6.50
AEO Cy EO, 6.38 AEO Cy5 EO; 7.37
AEO Cy EO; 7.51 AEO C;g EO, 7.76
AEO Cy EOy 7.79 AEO Cy5 EO; 8.16
AEO Cy EO;o 8.08 AEO Cjg EOy 8.38
AEO Cy EO;; 8.30 AEO C;g EO;o 8.07
AEO Cy6 EO., 7.99 AEO Cy5 EO., 7.41
AEO Cy EO;; 7.28 AEO C;g EO;, 6.59
AEO C;6 EOy, 6.25 AEO C5 EO3 5.45
AEO Cy EO;s 5.20 AEO Cjg EO14 4.61

Total 74.28 Total 75.20

El total de analitos seleccionados entre homadlogos y etoximeros fue
de 50 tensioactivos, concretamente 4 homodlogos del LAS, 4 homdlogos

para AS, 20 etoximeros para AES y 22 etoximeros para AEO.
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3. DETERMINACION MULTI-RESIDUO DE TENSIOACTIVOS
POR CROMATOGRAFIA DE LiQUIDOS-ESPECTROMETRIA
DE MASAS. OPTIMIZACION DE VARIABLES

3.1. Contextualizacion

El objetivo de este trabajo fue establecer un método con unas
buenas caracteristicas analiticas adecuado a las necesidades de nuestra
investigacion, permitiéndonos analizar los 50 tensioactivos seleccionados
en una sola inyeccién. Como ya se ha indicado anteriormente, se
selecciond la cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de

masas en tandem, figura 3.17.

Cromatografo
de liquidos

Desgasificador

Bomba

Inyector [

Horno

Espectrometro de masas

Fuente de iones Analizador de Ordenador
Interfase Detector -
masas

12 etapa de vacio 22 etapa de vacio

1!

Figura 3.17. Esquema de un equipo de cromatografia de liquidos
acoplado a espectrometria de masas

El trabajo experimental se desarrollé empleando un cromatdgrafo de
liquidos Agilent Technologies 1200 acoplado a un espectrémetro de masas
API 2000 Applied Biosystems. En la figura 3.18 se muestra una fotografia

del mismo.
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Figura 3.18. Fotografia del equipo de LC-MS/MS utilizado

Hoy en dia, la espectrometria de masas es una técnica que ocupa un
lugar destacado entre las técnicas de deteccién debido a sus excelentes
caracteristicas, como son su elevada sensibilidad, la posibilidad de alcanzar
limites de deteccidn y cuantificacion muy bajos, su especificidad y sobre
todo, a la enorme diversidad de aplicaciones. Ademas, la aparicion de las
nuevas fuentes de ionizacién ha supuesto una auténtica revolucién en
cuanto a las aplicaciones de esta técnica. En el caso de la investigacidn
propuesta en la presente Tesis Doctoral, la espectrometria de masas nos
permite analizar un gran nimero de tensioactivos de diferente naturaleza
en un mismo método, sin necesidad de llevar a cabo complicados

procesos de derivacion.

3.2. Optimizacion de las variables del espectrometro de masas

En primer lugar, se optimizaron las variables relativas al

espectrometro de masas para cada uno de los tensioactivos seleccionados.
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3.2.1. Descripcidon de la interfase y el espectrometro de masas utilizados

El acoplamiento LC-MS se llevd a cabo mediante una interfase ESI,
figuras 3.19 — 3.20. Esta fuente de ionizacién permite a los analitos
disueltos en la fase mévil pasar al espectrometro de masas a través de un
capilar de acero inoxidable sometido a un alto voltaje (IS). La fase mavil, al
fluir a través del capilar, con la ayuda de un gas nebulizador (GS1), se
dispersa y las moléculas de los analitos y del disolvente forman un spray de
pequefias gotas cargadas en un proceso de nebulizacidon. La mayor parte de
las moléculas de disolvente se evaporan (desolvatacién) al atravesar la
region de la fuente del espectrémetro de masas a presidon atmosférica y
sometida a una determinada temperatura (ihe). Dicha desolvatacidon es
asistida ademas por una corriente de un gas de secado (GS2) a una
determinada temperatura (TEM). A medida que se evapora el disolvente,
las gotas se hacen cada vez mas pequenas hasta que las fuerzas repulsivas
entre cargas en la superficie son capaces de superar las fuerzas cohesivas
de tensién superficial (limite Rayleigh) y se produce la ruptura final de la
gota originando iones en fase gaseosa (explosiones de Coulomb). Dichos
iones se transfieren al interior del espectrometro de masas por medio de
lentes focalizadoras. Por ultimo, el gas cortina (CUR) que fluye de la placa
de cortina hacia afuera, evita la entrada de contaminacién al interior del

espectrometro de masas.
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PRESION ATMOSFERICA
LC Nl
VACiO
Gascortina
Gas nebulizador (GS1) (CUR)
Alto voltaje (IS) %®
aplicado al capilar
P P % ® @ &
O 8o
&; @ \\.@“ .
@° g0 o
Q° ° 95090
co0o0 o &b
Gas de secado (GS2) —>
Temperatura del gas de secado (TEM) 1
Placa de cortina
Calentador de la interfase (ihe)

Figura 3.19. Representacion de la fuente de ionizacion ESI
con los distintos pardmetros caracteristicos

Figura 3.20. Detalle del interior de la interfase
ESI utilizada, formacion del spray

La espectrometria de masas en tandem (MS/MS) implica el

acoplamiento de dos analizadores cuadrupolares separados entre si por un

cuadrupolo o hexapolo que actua como celda de colisién (QqQ 6 QhQ),

lugar donde se puede producir la fragmentacién del i6n seleccionado (ién

precursor/padre) al chocar sus moléculas con las de un gas de colision. Este
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proceso se conoce como disociacion inducida por colisién (Collision Induced
Dissociation (CID) o disociacién activada por colision (Collision Activated
Dissociation (CAD) y esta basado en la conversion de la energia
translacional del i6n padre en energia interna al colisionar con las
moléculas del gas, utilizandose dicha energia para fragmentarlo en varios

iones (i6n producto/hijo).

El espectrodmetro de masas utilizado en la realizaciéon del trabajo
experimental dispone de un triple cuadrupolo (QqQ) como analizador de
masas. En la figura 3.21 se muestra un esquema del sistema de triple
cuadrupolo del APl 2000 Applied Biosystems donde aparecen cada uno de

los parametros caracteristicos.

- i vatio
vadio vario

~ =5
mﬁ::if;m 1,4 torr 8,0x10 ~ torr A1
{CUR}
plato del
<~ orificio s
il multiplicador
de cascada
de electrones
0 ar Q2 Qs (cer
=y / A— W aasnm | -
I 1= == —— — = Ll
4 — = -y gy | {
i e deflector
celda de colision (DR
CAD), (CE
(EP) (CAD), (CE) (cxp)
r’ <cnnn de
placa de lente de extraccidn

cortina focalizacidn {Skimmer)
()

Figura 3.21. Esquema del sistema QqQ del APl 2000
(Applied Biosystems)

A continuacidn se describen cada uno de los parametros.

- DP (Declustering Potential): Es el voltaje aplicado a la placa del

orificio. Se usa para romper agrupaciones o fragmentar iones en la
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region del orificio y el cono de extraccion, ademas de reducir el ruido

quimico (aumenta la sensibilidad).

FP (Focusing Potential): Es el voltaje que se le aplica a la lente de
focalizacién y que ayuda a focalizar los iones a través del cono de
extraccién. También ejerce efecto sobre la agrupacion/fragmentacion

de los iones en la region del orificio y el cono de extraccién.

EP (Entrance Potential): Es el voltaje aplicado entre el cono de
extraccién y el QO. Este voltaje acelera el torrente de iones a través
de la regién de alta presion (Q0) haciendo que éstos lleguen hasta la
zona de baja presion, con el fin de que entren en el primer

cuadrupolo (Q1).

CAD (Collision Activated Dissociation): Es la presion del gas de

colision.

CE (Collision Energy): Es la diferencia de potencial entre Q0 y Q2.

Determina el grado de fragmentacion en Q2. Afecta a la sensibilidad.

CXP (Collision Cell Exit Potential): Es la diferencia de potencial
aplicada entre Q2 y Q3. Este potencial provoca la aceleracion y salida
de los iones hijos de la celda de colision (Q2) hasta llegar al tercer
cuadrupolo (Q3). Este parametro no es excesivamente influyente en

la sefal obtenida aunque se aconseja su optimizacion.

3.2.2. Optimizacion de los potenciales del espectrometro (analitos)

La optimizacion de los parametros DP, FP, EP, CXP y CE se realizd

mediante perfusion de las disoluciones de las mezclas comerciales en

metanol (100 mg-L'l) por medio de una bomba de jeringa integrada en el
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equipo (figura 3.22) a un flujo de 15 pL-min. Para ello, se fijaron los
valores de partida que aparecen en la tabla 3.9 para los parametros

relativos a la interfase ESI.

Figura 3.22. Fotografia de la realizacion
de las perfusiones

Tabla 3.9. Valores iniciales fijados en la fuente de ionizacion

Parametro Valor

- 4000 V (polaridad negativa)

Voltaje del capilar (IS) ] o
4000 V (polaridad positiva)

Gas nebulizador (GS1) 40 psi
Gas de secado (GS2) -
Temperatura del gas de secado (TEM) -
Calentador de la interfase (ihe) On
Gas cortina (CUR) 20 psi
Posicién horizontal 3 mm

Posicion vertical 3mm




166 Bartolomé Oliver Rodriguez

La metodologia de trabajo seguida fue la siguiente: en primer lugar,
se realizd un barrido en modo full-scan utilizando unicamente el Q1 para
buscar el ién padre correspondiente a cada patréon. En este punto se
selecciond la polaridad de trabajo mas adecuada, positiva o negativa, en
funcion de la naturaleza de los analitos. Seguidamente se optimizaron los
potenciales DP, FP y EP para cada ion padre, seleccionandolo por separado
en Q1 (Single lon Recording: SIR). A continuacion, se hizo llegar a la celda
de colision (Q2) el haz de iones correspondientes al ion padre. En la celda
de colision, el idn se fragmenta al chocar contra las moléculas del gas de
colisién en funcion de su estructura quimica. Se utilizé aire como gas de
colisién (Collisionally Activated and Dissociation: CAD). En Q3 se realizd un
barrido completo en un rango de masas inferior al del i6n padre para
determinar los iones hijos generados. Finalmente, para cada ién hijo, por
separado, se hicieron barridos de los parametros CE y CXP para optimizar
su respuesta y seleccionar aquellos iones hijos que proporcionen una
mayor selectividad y sensibilidad. En la tabla 3.9 se resumen los valores

Optimos encontrados para cada tensioactivo estudiado.
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Tabla 3.10. Valores dptimos de los pardmetros del espectrometro de masas
Qlién m/z Q3 i6n m/z DP FP EP CE CXP
i (uma) (uma) (R \') I ) I\ (v)
Co 297.2 183.0 50 350  -10 50 -23
G Cu 3111 183.0 -50 -330 9 -50 -30
Ciy 325.5 183.0 -50 -320 -10 -50 -25
Cy3 339.5 183.0 -50 -340 -10 -50 -25
[ 265.2 97.0 40 350  -10 35 15
AS Cua 293.1 97.0 -30 350  -10 -40 -15
Cis 321.2 97.0 -50 350  -10 -40 -15
Cis 349.3 97.0 -40 350  -10 -45 -15
EO, 309.3 97.0 -40 350  -10 -40 -15
EO, 353.1 97.0 -40 350  -10 -50 -15
AESC,, EO; 397.2 97.0 -40 350  -10 -55 -15
EO, 441.3 97.0 -40 -350 -10 -60 -15
EO; 485.3 97.0 -60 -350 -10 -60 -15
EO, 337.1 97.0 -40 350 -10 -45 -15
EO, 381.1 97.0 -40 350  -10 -50 -15
AESC,, EO; 425.2 97.0 -85 350  -10 -60 -15
EO, 469.2 97.0 -90 350  -10 -70 -15
EO; 513.2 97.0 -90 350  -10 -90 -15
EO, 365.2 97.0 -60 -350 -10 -50 -15
EO, 409.2 97.0 -60 -350 -10 -55 -15
AESC,; EO; 453.3 97.0 -60 350  -10 -60 -15
EO, 497.2 97.0 -60 -350 -10 -60 -15
EO; 541.4 97.0 -60 350  -10 -90 -15
EO, 393.2 97.0 -40 350  -10 -55 -15
EO, 437.2 97.0 -40 350  -10 -55 -15
AESC;; EO; 481.3 97.0 -40 350  -10 -90 -15
EO, 525.3 97.0 -60 -350 -10 -90 -15
EO; 569.5 97.0 -100 -350 -10 -90 -15
EO; 485.4 - 80 350 10 - -
EOg 529.4 - 80 350 10 - -
EO, 573.4 - 80 350 10 - -
EO; 617.5 - 100 350 10 - -
EO, 661.4 - 100 350 10 - -
AEOC;; EO;o 705.5 - 100 350 10 - -
EO,, 749.4 - 120 350 10 - -
EO,, 793.5 - 120 350 10 - -
EO,; 837.5 - 140 350 10 - -
EOy, 881.4 - 140 350 10 - -
EO,; 925.5 - 140 350 10 - -
EO, 469.7 - 70 350 10 - -
EO; 513.4 - 80 350 10 - -
EO; 557.4 - 90 350 10 - -
EO, 601.3 - 100 350 10 - -
EO; 645.5 - 110 350 10 - -
AEOC;; EO, 689.5 - 120 350 10 - -
EOy 733.5 - 120 350 10 - -
EOy, 771.5 - 120 350 10 - -
EOy, 822.1 - 130 350 10 - -
EOy; 866.1 - 140 350 10 - -
EO,, 910.2 - 150 350 10 - -
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Los resultados mostraron que para los tensioactivos LAS, AS y AES la
polaridad de trabajo debia ser negativa, registrdndose el i6n cuasi-
molecular [M-H] en el Q1. Para cada homdlogo del LAS el fragmento
seleccionado en el Q3 fue el de m/z 183, en el caso de AS y AES fue el de
m/z 97. Para la familia de AEO la polaridad de trabajo seleccionada fue
positiva, registrandose el i6n aducto con sodio [M+Na]® en el Q1, sin

embargo, para estos compuestos no se observo fragmentacion alguna.

En las figuras 3.23 - 3.36 se muestran los espectros de masas

obtenidos por perfusidn.
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Figura 3.30. Espectro de masas Q3 para el AS Cy,, fragmentacion
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Figura 3.31. Espectro de masas Q3 para el AS Cys, fragmentacion
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Figura 3.32. Espectro de masas Q3 para el AS Cy5, fragmentacion
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Figura 3.33. Espectro de masas Q3 para el AES C;, EO;, fragmentacion
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Figura 3.34. Espectro de masas Q3 para el AES Cy, EO;, fragmentacion
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Figura 3.35. Espectro de masas Q1 para la perfusion de 100 mg-L™
de la mezcla comercial Brij 56 en metanol
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Figura 3.36. Espectro de masas Q1 para la perfusion de 100 mg-L™
de la mezcla comercial Brij 76 en metanol

A modo de ejemplo, en las figuras 3.37 — 3.41 se muestran las
graficas obtenidas para cada uno de los parametros optimizados en el caso
del LAS Cyo. En ellas se pueden ver los barridos de potenciales realizados
para cada parametro frente a las intensidades registradas. Se selecciond
como optimo el potencial que dio la maxima intensidad. Para el resto de

compuestos se obtuvieron graficas analogas.
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Figura 3.37. Optimizacion del DP para el LAS Cy
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Figura 3.38. Optimizacion del FP para el LAS Cy,
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Figura 3.41. Optimizacion del CXP para el LAS Cy

3.2.3. Optimizacion de los potenciales del espectrédmetro (patrones

internos)

Para corregir las fluctuaciones en la respuesta del equipo se trabajo
con la metodologia de patrén interno. En este punto, se procedié a la
eleccion de los patrones internos. Para ello, se valoraron tres aspectos: su
similitud estructural y en propiedades fisico-quimicas con los analitos, su
resolucién cromatografica con el método propuesto, y su ausencia en el

medio ambiente.

Se propusieron 4 patrones internos, 2 para la polaridad negativa y 2
para la positiva. Los dos patrones internos propuestos para polaridad
negativa fueron el LAS 2¢Cg y el LAS 2¢C;6. Ambos compuestos, al igual que
el resto de tensioactivos de la zona de polaridad negativa, son

tensioactivos anionicos y, al no ser comerciales, no se encontraran en las
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muestras medioambientales. Para los compuestos de polaridad positiva se
propusieron 2 aminas terciarias con una cadena hidrocarbonada larga,
simulando a un tensioactivo. Fueron la N,N-dimetiltetradecilamina y la N,N-
dimetilhexadecilamina. Ambas aminas, al igual que los AEO, se ionizan

trabajando en polaridad positiva y no sufrian fragmentacién destacable.

La optimizaciéon de los parametros DP, FP, EP, CXP y CE para los
patrones internos se realizé de forma andloga a la de los analitos, mediante
perfusion de las disoluciones de cada uno de los compuestos por separado
(10 mg-L* en metanol) a un flujo de 15 pL:-min™. Los resultados se

muestran en las figuras 3.42 — 3.45 y en la tabla 3.11.
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Figura 3.42. Espectro de masas para el LAS 2¢Cg
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Figura 3.44. Espectro de masas para la N,N-dimetiltetradecilamina
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Figura 3.45. Espectro de masas para la N,N-dimetilhexadecilamina

Tabla 3.11. Valores dptimos de los pardmetros del espectrometro de masas para los

patrones internos

compiesta i mp % B G 06
(uma) (uma)

LAS 2¢C; 268.9 183.0 -40 -350 -10 -50 -15

LAS 2¢Cy; 381.6 183.0 -50 -350 -10 -65 -25

N,N-dimetiltetradecilamina  242.2 - 60 200 10 - -

N,N-dimetilhexadecilamina  270.5 - 60 200 10 - -

3.2.4. Optimizacidn de la presion del gas de colisidn

En ultimo lugar, se optimizd la presion del gas de colision, que se

realizd6 mediante perfusion y de una forma global para todos los

compuestos de polaridad de medida negativa, ya que con los compuestos

en polaridad positiva se trabajaria solo con el ién padre. La optimizacidn se

realiz llegando a una relacion de compromiso para todos los compuestos
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en polaridad negativa debido a que el equipo no era capaz de cambiar el
valor de presiéon del gas de colisién a la hora de monitorizar cada

compuesto. La presion optima obtenida para el gas de colision fue de 4 psi.

3.3. Optimizacion de las variables implicadas en el proceso

cromatografico

Para la determinacién de los compuestos, se ha trabajado en modo
monitorizaciéon de una reaccién seleccionada por compuesto (Selected
Reaction Monitoring, SRM) en todos los casos, a excepcién de la familia de
los AEO, donde se ha trabajado Unicamente con el idn filtrado en el primer
cuadrupolo para cada etoximero (Single lon Monitoring, SIM) puesto que
estos compuestos no presentan fragmentacion suficiente como para poder

monitorizar alguna transicién.

3.3.1. Seleccion de la fase estacionaria. Método de partida

Para la separacién de los tensioactivos objeto estudio en esta Tesis
Doctoral, la modalidad cromatografica mds adecuada es la cromatografia
en fase reversa. El objetivo final era conseguir un método de elevada
sensibilidad, con una buena separacion cromatografica. Basandose en
estas premisas, para la optimizacion de las variables cromatograficas se
selecciond como método de partida el propuesto por Lara-Martin y col.>?
cuyas condiciones se resumen en la tabla 3.12. En el espectrometro de
masas se fijé un tiempo de barrido por compuesto (dwell time) de 200 ms y

los cuadrupolos Q1 y Q3 se ajustaron a un valor de resolucion unitaria.
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Tabla 3.12. Pardmetros cromatogrdficos de partida

Parametro Valor
Fase movil Disolvente A: Agua (5 mM &cido acético + 5
mM trietilamina) / Disolvente B: Metanol
t (min % B t (min % B
Gradiente 0 0 35 100
5 0 120 100
20 70 125 0
Flujo 150 pL-min™
Temperatura de columna 30°C
Volumen de inyeccién 40 pL (maximo del equipo)
Composicion vial de inyeccion Metanol/agua (80:20)

En la tabla 3.13 se muestran los valores de partida que se fijaron
para la interfase ESI. La Unica diferencia con los fijados a la hora de realizar
las perfusiones en metanol, fue que en este caso se activd el gas de secado

(GS2) puesto que se iba a trabajar con fases moviles acuosas.

Tabla 3.13. Pardmetros de partida para la interfase ESI

Parametro Valor

- 4000 V (polaridad negativa)
4000 V (polaridad positiva)

Voltaje del capilar (IS)

Gas nebulizador (GS1) 40 psi

Gas de secado (GS2) 40 psi

Temperatura del gas de secado (TEM) 400 °C
Calentador de la interfase (ihe) On

Gas cortina (CUR) 20 psi

Posicion horizontal 3 mm

Posicion vertical 3 mm

Inicialmente, se realizaron dos inyecciones cromatograficas, una en
polaridad negativa para LAS, AS y AES, y otra en polaridad positiva para
AEO. Asi, durante el proceso de optimizacién siempre se tendria ubicado

cada analito en el cromatograma, incluso en caso de solapamiento. Una



184 Bartolomé Oliver Rodriguez

vez establecida y separada la zona de elucion de los compuestos en
polaridad negativa de la zona de los compuestos en polaridad positiva, se
fijo un tiempo al cual el equipo realizaria el cambio de polaridad
automatico, permitiendo tener las dos polaridades en un mismo

cromatograma.

Se ensayaron 2 columnas cromatograficas de diferente longitud

obteniéndose los cromatogramas de las figuras 3.46 - 3.47.
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Figura 3.46. Cromatograma obtenido para la columna Phenomenex
150x2.10 mm 2.6 lim Cyg Kinetex. A la izquierda, polaridad negativa; a la
derecha, polaridad positiva
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Los cromatogramas obtenidos demostraron que la columna
Phenomenex 100 x 2.10 mm 2.6 um Cis Kinetex, es la que presentd una
mejor relacidén entre tiempo de andlisis y resolucién de los analitos, por lo

gue se selecciond como columna de trabajo.

3.3.2. Optimizacion de la composicion del vial de inyeccién

Con el objetivo de mejorar la morfologia de los picos, se ensayaron
diferentes composiciones finales en el vial de inyeccion. Se prepararon 2
viales con los patrones, uno donde la proporciéon de metanol se aumento
hasta el 100 % y otro donde se bajé hasta el 70 %. Las figuras 3.48 y 3.49

muestran los resultados obtenidos.
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Figura 3.48. Cromatograma para el 100 % de metanol.
Polaridad negativa (izquierda) y positiva (derecha)
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Los cromatogramas obtenidos con una proporcion de 30 % agua y 70

% metanol, generaban picos cromatograficos de mejores caracteristicas.

3.3.3. Optimizacion del disolvente organico para la fase movil

Para de disminuir el tiempo de analisis y aumentar la resolucion

cromatografica, se propusieron diferentes disolventes organicos para la

fase movil (canal B). Se ensayd el tetrahidrofurano, el acetonitrilo y el

etanol. Las figuras 3.50 a 3.52 muestran los cromatogramas obtenidos.
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Figura 3.52. Cromatograma con tetrahidrofurano.
Polaridad negativa (izquierda) y negativa (derecha)

El uso de etanol como modificador orgdnico, proporcionaba la mejor
soluciéon de compromiso entre resolucién cromatografica y tiempo de
analisis. Aunque el etanol producia un ligero aumento de la presion de
trabajo hasta 5000 psi, el equipo de alta presién del que se disponia era
capaz de soportar hasta 8700 psi. Ademas, con etanol se obtenia la
respuesta analitica de mayor intensidad. Otro dato a su favor es que el
etanol es un disolvente menos téxico que el metanol y el acetonitrilo. Con
tetrahidrofurano, aunque se obtenia una menor presién de trabajo vy
tiempos de analisis, la resolucion fue notablemente inferior. Por lo tanto,

se seleccioné el etanol como modificador organico.
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3.3.4. Optimizacion del gradiente cromatografico

A continuacién, con la finalidad de reducir el tiempo del analisis
cromatografico, se ensayaron los diferentes gradientes de composicién de

la fase movil mostrados en la figura 3.53.

100
90 /
80 .
70 / /
60 Gradiente inicio
/ Gradiente 1
50 1 / Gradiente 2
40 4 Gradiente 3
/ Gradiente 4
30 - — ) —
/ —Gradiente 5
20 — /
10 y.
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tiempo (min.)

Proporcién de etanol (%)

Figura 3.53. Representacion grdfica de los diferentes gradientes

. Gradiente 1: To 0 %B; T15 70 %B; T30 100 %B.

o Gradiente 2: Tg 0 %B; T10 70 %B; T,5 100 %B.

o Gradiente 3: Tg 20 %B; Ts 70 %B; T,o 100 %B.

o Gradiente 4: Tq 60 %B; T>0 100 %B.

o Gradiente 5: Tg 80 %B; T,0 100 %B.

En las figuras 3.54 — 3.58 se muestran los cromatogramas obtenidos.



Optimizacion de Variables 189

27e6 ;;:z
s
I
@ 17e6 2
§ e €
s
LI 3
2 5 o
2 e S lees
|
| oo
|
\ s
\
s
i
2085 | 1A i
e 1l 20 i
R e T T T T I I I I S A S IS L T T N S S e e e S
Tiempo (min) Tiempo (min)
Figura 3.54. Cromatograma gradiente 1.
Polaridad negativa (izquierda) y positiva (derecha)
S pret
o
2.0e6 30e6
- e
T 1es s
7 e § s
3 B ozes
2 s F o
E :
1.0e6 1668
-
o
20e5 4,065 |
00 2065 |
- L,
Tiempo (min) Tiempo (min)
Figura 3.55. Cromatograma gradiente 2.
Polaridad negativa (izquierda) y positiva (derecha)
3.0e6 5066
- e
3 g e
E 2w
E 12 £ 20
‘
8.0e5 ‘ 1.2e6
| |
s (i s
‘ 40es |
2085 ‘| (\ 2065 0 0f WA 1
w li .,., . ; ;
2 6 8§ 10 12 14 1 18 20 22 2 2 26 30 ? ° e 0oz w0 2 w0
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 3.56. Cromatograma gradiente 3.
Polaridad negativa (izquierda) y positiva (derecha)
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Figura 3.58. Cromatograma gradiente 5.
Polaridad negativa (izquierda) y positiva (derecha)

El aumento en la proporcién de etanol provocaba una disminucidn en
los tiempos de retencidn. Se selecciond como 6ptimo el gradiente nimero
5.
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3.3.5. Optimizacion del flujo de la fase mavil

Para optimizar el flujo de fase movil, se ensayaron diferentes flujos
superiores al flujo de partida puesto que se queria reducir el tiempo de

analisis. Los resultados se muestran en las figuras 3.59 — 3.60.
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Figura 3.59. Cromatograma para flujo 200 pL-min™.
Polaridad negativa (izquierda) y positiva (derecha)
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Figura 3.60. Cromatograma para flujo 250 pL-min™.
Polaridad negativa (izquierda) y positiva (derecha)

Se eligié 200 pL-min'1 como flujo de trabajo, ya que, aunque a flujos

superiores se obtenian menores tiempos de cromatograma, se empeoraba

notablemente la resolucion entre las bandas de cada compuesto.



192 Bartolomé Oliver Rodriguez

3.3.6. Optimizacion de la temperatura de la columna

La temperatura de la columna es un parametro muy influyente sobre
la reproducibilidad del método, ya que tanto la viscosidad de la fase movil
como la interaccion de los analitos con la fase estacionaria son fendmenos
que se ven afectados en gran medida por este factor. Un aumento en la
temperatura origina una disminucion en la viscosidad de la fase mévil y una
disminucion, por tanto, de la presién del sistema, mejorando la eficiencia
de la separacion, pero a su vez puede implicar una disminucion en la
interaccion de los analitos con la fase estacionaria. A temperaturas
elevadas se puede producir la hidrolisis de la fase estacionaria y pérdida de
eficacia y resolucion en la separacion. Se estudid un aumento en la
temperatura en el horno de la columna, de los 30 °C iniciales a 35 °C. Los

cromatogramas obtenidos se muestran en la figura 3.61.
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Figura 3.61. Cromatograma a 35 °C.
Polaridad negativa (izquierda) y positiva (derecha)

El aumento de temperatura, origina una disminucién en los tiempos
de retencion, pero a su vez, se produce una pérdida de resolucién. Se

mantuvo la temperatura inicial de 30 °C como solucién de compromiso.
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3.3.7. Control del pH

La tolerancia al pH de las columnas empleadas estd comprendida
entre 2.5 y 8.0. La modificacion del pH tiene mucha importancia, ya que la
carga de los grupos silanoles enlazados a la fase estacionaria depende en
gran medida de la concentracién de iones hidronio del medio, pudiendo en
muchos casos modificar la separacion de manera sustancial. En este
estudio, puesto que se estaba trabajando con una disolucién acuosa de
acido acético y trietilamina en el canal A, se midié el pH obteniendo un
valor de 6. Esto nos aseguraba el correcto uso de la columna

cromatografica.
3.3.8. Estudio del comportamiento de los patrones internos

Se estudio el comportamiento de los patrones internos seleccionados
con el método cromatografico desarrollado. Se prepararon disoluciones de
los compuestos de concentraciéon 2 mg-L'! en una mezcla metanol/agua
(70:30, v/v) y se inyectaron en el cromatégrafo. En la figura 3.62 se

muestran los cromatogramas obtenidos.
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Figura 3.62. Cromatogramas de (A) LAS 2/[/Cs, (B) LAS 2/[JCy, (C) N,N-
dimetiltetradecilamina y (D) N,N-dimetilhexadecilamina

Se selecciond como patrén interno para polaridad negativa el LAS
2(Cy6, debido a que presentaba un mejor comportamiento cromatografico
que el LAS 2(Cs que apenas interactuaba con la fase estacionaria saliendo
con el frente del disolvente. Para polaridad positiva se seleccioné el patrén
interno N,N-dimetiltetradecilamina. Ambos patrones internos se fijaron a

una concentracién de 2 mg-L™ preparados en metanol/agua (70:30, v/v).
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3.3.9. Resumen de las condiciones cromatograficas ptimas

En la Tabla 3.14 se resumen los las condiciones cromatograficas
Optimas seleccionadas. Notese que en el gradiente a partir del minuto 14
se ha insertado la etapa de reequilibrado de la columna a las condiciones

iniciales, durando todo el proceso un total de 20 minutos.

Tabla 3.14. Condiciones cromatogrdficas dptimas

Parametro Valor
Columna cromatografica Phenomenex Kinetex 100 x 2.10 mm 2.6 um C18
Fase movil Disolvente A: Agua (5 mM &cido acético + 5 mM
trietilamina) / Disolvente B: Etanol
t (min % B
0.0 60
Gradiente 14.0 88
14.5 60
20.0 60
Flujo 200 pL-min™
Temperatura de columna 30°C
Volumen de inyeccion 40 pL (maximo del equipo)
Composicién del vial de 2 mg-L"LAS 2(3C;6 + 2 mg-L™ N,N-

inyeccién dimetiltetradecilamina, Metanol/Agua (70:30, v/v)
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3.4. Optimizacion de las variables de la fuente de ionizacion

(Interfase ESI)

En este apartado se muestra la optimizacion de los pardmetros
relativos a la interfase del cromatodgrafo de liquidos-espectrometro de
masas. La optimizacion se realizd de forma univariante, registrando los
cromatogramas para cada uno de valores ensayados para cada parametro
y para las dos polaridades por separado. La tabla 3.15 muestra los

resultados obtenidos.

Tabla 3.15. Valores dptimos para los pardmetros de la interfase ESI

Valor Optimo
Parametro
Polaridad negativa Polaridad positiva
Voltaje del capilar (IS) -4200V 4300V
Gas nebulizador (GS1) 50 psi 50 psi
Gas de secado (GS2) 55 psi 50 psi
Temperatura del gas de secado (TEM) 450 °C 450 °C
Calentador de la interfase (ihe) On On
Gas cortina (CUR) 45 psi 40 psi
Posicién horizontal 3mm 3 mm
Posicién vertical 3 mm 3 mm

3.5. Optimizacion del tiempo de barrido (dwell time)

Partiendo de un tiempo de barrido de 200 ms para todos los
compuestos, una vez optimizada la separaciéon cromatografica, se optimizo
dicho parametro con el objetivo de obtener al menos 10 puntos de registro
para cada pico cromatografico, asegurando asi una correcta integracion del

pico cromatografico, figura 3.63.
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Figura 3.63. Representacion de 10 puntos
de registro en un pico cromatogrdfico

Se selecciond el pico mas estrecho vy se calculé su anchura de banda.
Seguidamente, teniendo en cuenta que se deseaban 10 registros por pico,
se calculé el tiempo que debia durar un ciclo (barrido completo de
analitos), dividiendo la anchura de banda entre 10. Una vez conocido el
tiempo total de un ciclo, se repartié entre el nimero total de analitos. De
esta forma se calculd el tiempo de barrido maximo que el equipo debia
invertir por compuesto para que el pico mas estrecho tuviera al menos 10
registros de medida. Los resultados obtenidos fueron, para polaridad

negativa un tiempo de 82 ms y para polaridad positiva 130 ms.
3.6. Cromatograma 6ptimo

En la figura 3.64 se muestran los cromatogramas obtenidos bajo las
condiciones éptimas alcanzadas en todos los apartados anteriores para una
disolucién que contenia 0.5 mg-L* de LAS; 0.1 mg-L"* de la mezcla comercial
de AES; 0.1 mg-L'1 de Brij 56 y 0.1 mg-L’1 de Brij 76.
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Figura 3.64. Cromatograma en polaridad negativa (izquierda) y positiva (derecha)

El cambio automatico de polaridad del espectrometro de masas se

fij6 a un tiempo de 8.5 minutos. Durante los primeros 8.5 minutos el

equipo trabajaria en polaridad negativa y a partir de este tiempo en

positiva, de forma que en un solo cromatograma quedarian registrados

todos

los tensioactivos seleccionados.

La figura 3.65 muestra el

cromatograma obtenido, donde se representan las cuentas totales por

segundo de los iones (TIC) frente al tiempo.
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De las etapas que componen el proceso analitico, una de las mas
criticas es, sin duda, el tratamiento de la muestra. En el caso de muestras
solidas, el proceso se puede generalizar de la siguiente manera. En primer
lugar, la muestra debe ser secada y a continuacién triturada y
homogeneizada para permitir una toma de muestra representativa a la
hora de pesar, y aumentar el area superficial, lo que facilita la extraccion de
los analitos. A continuacidn, los analitos son extraidos de la matriz con un
disolvente adecuado, que puede variar en funcién de las caracteristicas de
los analitos, de la matriz y del proceso elegido para ello. Con esta finalidad
pueden ser empleadas diversas técnicas, como extraccién asistida con
ultrasonidos (USE), con disolventes presurizados (PLE), mediante soxhlet,
asistida por microondas (MAE), fluidos supercriticos, agitacion, etc. En la

figura 4.1 se muestra un diagrama de las distintas técnicas.

Suelos, fangos, sedimentos

Adicion de disolventes

//N

Calor/Presion Agitacién Mezclado

de Extraccion

Soxhlet Fluido Supercritico Ultrasonido

Soxhlet Automatizado Fluido Presurizado Agitacion

Microondas (sistema Microondas (sistema Dispersion de la
atmosférico) presurizado) matriz en Fase Sohda

Figura 4.1. Diagrama de las técnicas de extraccion para matrices sélidas
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De forma habitual, una vez que los compuestos de interés se
encuentran en disolucion, se realiza un proceso de limpieza y/o
concentraciéon para eliminar posibles interferencias y/o aumentar la
sensibilidad. Para ello se pueden emplear técnicas, como la extraccion
liquido-liquido (LLE) o la extraccidn en fase solida (SPE). Finalmente, puede
hacerse necesario un cambio del disolvente para adecuar la disolucién a

inyectar al sistema de analisis que se pretende utilizar.

En este capitulo se presenta la metodologia de tratamiento de
muestra y la optimizacién de las variables implicadas en cada una de las
etapas que la conforman. En primer lugar, se realiza una revisién
bibliografica donde se presentan los trabajos mas relevantes relacionados,
resaltando las principales caracteristicas de cada uno de ellos. A
continuacion, a tenor de los trabajos previos realizados, se propone la
metodologia de tratamiento de muestra a utilizar en el presente trabajo.
En la tercera parte, se procede a la optimizacién de las variables implicadas
en las distintas etapas del tratamiento de muestra propuesto. Para

finalizar, se muestra un resumen del procedimiento optimizado.
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1. TRATAMIENTO DE MUESTRA PARA LA DETERMINACION
MULTI-RESIDUO DE TENSIOACTIVOS EN MATRICES
SOLIDAS

1.1. Antecedentes

En la bibliografia cientifica se pueden encontrar algunos ejemplos de
métodos para la determinacion multi-residuo de tensioactivos en muestras

Z1: 51,52,126-130
solidas

. Dichos métodos normalmente emplean extraccién con
ultrasonidos (USE), con disolventes presurizados (PLE) o soxhlet y metanol
como disolvente. Dado que la investigacién actual presenta como
principales tendencias, en el campo del tratamiento de muestra, la
simplificacion de los procesos, la minimizacién del volumen de los
disolventes usados como agentes extractantes, la reduccion del tiempo de
extraccion y el aumento de la eficacia, se procedid a la optimizacién de un
método que tuviera en cuenta estas cuatro premisas de partida para la
extraccién de las distintas familias de tensioactivos seleccionadas en las

muestras medioambientales.

126 p A, Lara-Martin, E. Gonzélez-Mazo, B.). Broownawell. Multi-residue method for the analysis of

synthetic surfactants and their degradation metabolites in aquatic systems by liquid
chromatography-time-of-flight-mass spectrometry. ). Chromatogr. A. 1218; 4799-4807, 2011.

P.A. Lara-Martin, A. Gémez-Parra, E. Gonzélez-Mazo. Pressurized liquid extraction followed by
liquid chromatography-mass spectrometry for the determination of major surfactants in marine
sediments. Intern. J. Environ. Anal. Chem. 85; 293-303, 2005.

V.M. Ledn, E. Gonzalez-Mazo, A. Gdmez-Parra. Handling of marine and estuarine samples for the
determination of linear alkylbenzene sulfonates and sulfophenylcarboxylic acids. ). Chromatogr.
A. 889; 211-219, 2000.

K.A. Krogh, Betty Biigel Mogensen, Bent Halling-Sorensen, Amparo Cortés, Karl V. Vejrup, Damia
Barceld. Analysis of alcohol ethoxylates and alkylamine ethoxylates in agricultural soils using
pressurized liquid extraction and liquid chromatography-mass spectrometry. Anal. Bioanal. Chem.
376; 1089-1097, 2003.

Vicente Andreu, Yolanda Picd. Determination of linear alkylbenzenesulfonates and their
degradation products in soils by liquid chromatography-electrospray-ion trap multiple-stage mass
spectrometry. Anal. Chem. 76; 2878-2885, 2004.

127

128

129

130
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1.2. Propuesta del nuevo tratamiento de muestra

Tras revisar los antecedentes bibliograficos, se descarté la técnica de
soxhlet por presentar tiempos de extracciéon excesivamente largos. Se
selecciond USE frente a PLE, en base a que aunque presenta mayor tiempo
de extraccion, es notablemente mds econdmica que PLE. Este hecho se
debe principalmente a que el equipo de USE es mas simple que el de PLE,

no necesitando apenas consumibles.

Por otro lado, dentro de las etapas de tratamiento de la muestra, la
extraccion en fase solida (SPE) ha sido ampliamente utilizada para la
determinacién de tensioactivos en matrices ambientales, principalmente
con el objetivo de preconcentrar las muestras y de eliminar interferentes.
Sin embargo, trabajos recientes proponen metodologias sin el uso de esta

eta p3131,132

, para evitar las importantes desventajas que presenta, como el
aumento del tiempo y el coste del anilisis y el aumento de la
incertidumbre del resultado final, debido a que se establece una nueva

etapa con una incertidumbre asociada a la misma.

1.3. Fundamentos de la técnica de ultrasonido

A continuacién se presenta un breve resumen de los fundamentos de

la técnica de ultrasonido.

Bm. Villar, M. Callejon, J.C. Jiménez, E. Alonso, A. Guirdum. Optimizacion and validation of new

method for andlisis of linear alkylbenzene sulfonates in sewage sludge by liquid chromatography
alter microwave-assisted extraction. Analytica Chimica Acta. 599; 92-97, 2007.

J.L. Santos, |. Aparicio, E. Alonso. A new method for the rutine andlisis of LAS and PAH in sewage
sludge by simultaneous sonicated-assisted extraction prior lo liquid chromatographic
determination. Analytica Chimica Acta. 605; 102-109, 2007.

132
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El sonido puede ser definido como una vibracion mecanica
transmitida por un medio elastico, pudiendo caracterizarse, como
cualquier onda, por su frecuencia y su intensidad. En la especie humana el
margen medio de audicién es de 10 — 16000 Hz. Las frecuencias superiores
a 20000 Hz se denominan ultrasonidos. Como es sabido, las frecuencias de
1 a 10 MHz corresponden a la regién de alta frecuencia, en la figura 4.2 se
representa graficamente el espectro de frecuencias del sonido®. El

simbolo internacional del ultrasonido es ))).

Frecuencia del sonido (Hz)

0 10* 10? 10? 10* 10° 10° 107

I .
Ondas medias

216 Hz Saltamontes Limite de audicién del murciélago
7KHz 70 KHz

Oido Humano D Ultrasonido 1 Alta Frecuencia .
10 Hz - 16KHz 20 KHz - 1 MHz . 1 MHz - 10 MHz

ey
B
=

Figura 4.2. Region de frecuencia del sonido

La propagacion del ultrasonido puede ser ilustrada a través del
movimiento de un diapason, figura 4.3. Cuando el diapasén entra en
movimiento expandiéndose, figura 4.3a, comprime las moléculas mas
cercanas, constituyendo el primer nodo de la onda. Cuando entra en
equilibrio, no hay compresidn ni expansidn cerca del diapason, figura 4.3b.
Cuando se comprime el diapason, ocurre la descompresion del sistema,
figura 4.3c. Asi, el movimiento del diapasén causa un movimiento
periodico de compresion y expansién de las moléculas cercanas, figura

4.3d, resultando en la propagacién de las ondas ultrasénicas®*.

33 1.J. Mason. Sonochemistry: the uses of ultrasound in chemistry. Ed. Mason T. S. The Royal Society

of Chemistry. Cap. 1, p. 1. Cambridge, UK, 1990.
J.P. Lorimer. Sonochemistry: the uses of ultrasound in chemistry. Ed. Mason T. S. The Royal
Society of Chemistry. Cap. 2, p. 9. Cambridge, UK, 1990.
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Figura 4.3. Ondas de presion en el aire producidas por un diapason

Para que haya propagacion de las ondas ultrasénicas es necesario
gue el medio de propagacidon tenga propiedades elasticas. De este modo, el
movimiento de un cuerpo vibrando es transmitido a las moléculas vecinas,
las cuales, antes de regresar a la posicion de equilibrio, transmiten este
movimiento a las moléculas que estan a su alrededor. Este movimiento

periddico genera ciclos de compresidn y expansion.

La cavitacion™> es un fenémeno fisico que se produce en aquellas
regiones de un liquido que se encuentran sometidas a ultrasonidos de alta
energia, es decir, presiones rdpidamente alternativas de alta amplitud. En
un liquido con particulas sélidas dispersas, los gases son adsorbidos en los
poros de las particulas como se ilustra en la figura 4.4. En la etapa de
compresion, los gases o vapores en el interior de la cavidad, son
comprimidos hacia el interior de los poros de la particula, figura 4.4a; y en

la etapa de expansidn, los gases o vapores son dirigidos hacia el exterior de

135 k.S, Suslick. Modern Synthetic Methods. Ed. Schelfold R. Springer Verlag. V. 4, p. 1. Berlin,

Germany, 1986.
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la particula, figura 4.4b. La cavidad aumenta de tamafio en direcciéon al
interior del liquido, figura 4.4c, mientras que los gases se separan de la

particula permaneciendo un nucleo en la cavidad, figura 4.4d.

Figura 4.4. Efecto de la presion en el gas existente en el poro de una particula:
(a) presion positiva; (b) presion negativa; (c) expulsion hacia el liquido,
(d) nucleacion de la cavidad

El origen de la cavitaciéon se debe al hecho de que, durante la
expansion, los gases adsorbidos en el liquido alrededor de la cavidad o en
la interfase, son evaporados originando la expansion de la cavidad. Durante
la etapa de compresion, estos gases o vapores no regresan completamente
a la cavidad, originando un aumento efectivo de la cavidad. Ciclos
periddicos de compresidon y expansiéon ocasionan el aumento del tamafiio
de la cavidad. Llega un momento en que esta cavidad alcanzar un tamano
critico y sufre una implosion, liberando una alta cantidad de calor y presion
en un periodo de tiempo muy corto y en determinados puntos del liquido.

Estas etapas estan representadas en las figuras 4.4-4.5.
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Figura 4.5. Esquema de implosion de una burbuja
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Figura 4.6. Proceso de formacion, crecimiento e implosion
de una burbuja en un liquido irradiado con ultrasonido

Los ultrasonidos presentan multiples aplicaciones en el campo de la
guimica. Su actuacion se basa en la capacidad de la energia ultrasénica
para proporcionar altas temperaturas (que produce un aumento de la
solubilidad y de la difusién) y altas presiones (que favorece la penetracion y
transporte) en la interfase entre el disolvente y la matriz sdlida. Algunas de
las aplicaciones mas importantes son*® la aceleracién de reacciones tanto
guimicas como fisicas, la mejora de procesos en mineria, la dispersidon de
particulas finas, la homogenizacion, la emulsificacién, la disolucion, la
desgasificacion, la limpieza de superficies y materiales porosos y la

sonoquimica.

38 5 Berliner, IIl Web (Applications, 1999). URL: http://berliner-ultrasonics.org/uson-3.html. (Visitada

el 01/07/2012).
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En general, son dos los dispositivos de los que se dispone para la
generacion de ultrasonidos: el bafio y la sonda ultrasénica. A pesar de que
los banos ultrasénicos son los mas ampliamente utilizados, presentan dos
inconvenientes que contribuyen a disminuir la repetibilidad y
reproducibilidad experimental. Por un lado, la energia del ultrasonido no es
dispensada uniformemente, por lo que sélo una fraccion del volumen total
del liquido proximo a la fuente de ultrasonido sufre cavitacion. Por otro
lado, hay una reduccion de la potencia de ultrasonido con el tiempo de

forma que la energia suministrada al bafio no es constante.

Asi, en el caso de la utilizacién del ultrasonido a través del bafo, se
debe tener en cuenta que la cavitacion producida dependerd de la
disposicién (vertical y horizontal) del frasco de reaccién dentro del bafio,
de la temperatura del liquido, del volumen de liquido utilizado dentro del
bafo, del numero de frascos utilizados simultaneamente, de la presencia
de gas disuelto, entre otros factores. En el empleo de las sondas
ultrasénicas hay una clara ventaja: mayor capacidad de focalizar la energia,
proporcionando una cavitaciéon mas eficiente en el liquido. En la figura 4.7
se representa estos dos tipos de dispositivos capaces de producir

ultrasonido.

CABLEDE ALTA FRECUENCIA

CONVERTIDOR

SONOTRODO

PUNTA

Figura 4.7. Dispositivos de produccion de ultrasonido:
(a) Baiio de ultrasonido; (b) Sonda ultrasonica
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En la sonda ultrasdnica, el generador es la parte del aparato
responsable de la transformacion de la energia eléctrica (110 - 220 V con
una frecuencia de 50 - 60 Hz) en una energia de alta frecuencia aplicada al
convertidor, éste a su vez, estd encargado de transformar esta energia en
energia ultrasdnica, que es un tipo de energia mecanica. El sonotrodo y su
punta son las partes responsables de la dispensacidn de la radiacion en un
determinado medio. La eficiencia de esta transformacién depende también
de las condiciones relacionadas con la aplicacién del ultrasonido. El efecto
de la alta intensidad del ultrasonido depende de muchas variables, entre
las que destacan: las caracteristicas del medio de reaccién (viscosidad,
tensién superficial, presion de vapor, naturaleza y concentracion de gas
disuelto, presencia de particulas sélidas, etc.); pardametros del tratamiento
(presién y temperatura); caracteristicas del generador de ultrasonido

(frecuencia, potencia); tamafio, naturaleza y geometria del recipiente.

1.4. Optimizacion de las variables implicadas en el tratamiento de

muestra

Se optimizaron las variables implicadas en la etapa de extraccion y las

relativas a la etapa de centrifugacion.

1.4.1. Optimizacion de las variables implicadas en la etapa de extraccion

con ultrasonidos

En este trabajo se utilizé la sonda ultrasénica digital, modelo Sonifier

S-450D, BRANSON, de la cual se muestran dos fotografias en la figura 4.8.
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Figura 4.8. Sonda ultrasdnica usada: (a) vista general; (b) detalle del interior

Cuando se trabaja con sonda de ultrasonido existen dos modos de
operar, con la sonda introducida directamente en la muestra o con la
sonda introducida en un bafio con liquido en el cual se encuentran las
celdas que contienen a la muestra. Estd documentado en la literatura
cientifica que cuando se utiliza el ultrasonido de forma directa®’, se
favorece el proceso de cavitacion, contribuyendo a una mejor accién
extractora, sin embargo, de esta forma el riesgo de dafo de la punta de la

sonda es mayor. Por lo que se eligié la modalidad de bafio.

En la figura 4.9, se muestra la sonda ultrasénica colocada de forma
que la punta queda sumergida en un bafio de agua (1 L) en el cual se
encuentran las cuatro celdas de extraccion metalicas, de 125 mL, situadas a
una distancia de 1 cm de la sonda. El bafio de agua se debe renovar
después de cada extraccién para tratar de mantener una temperatura
constante de 25 °C. Tanto el recipiente del bafio como las celdas de
extraccién son de acero inoxidable. Este modo operatorio presenta
ventajas respecto al bafio de ultrasonido convencional, como son la

uniformidad en la dispensacion de las ondas y mayor potencia.

B L Luque-Garcia, M.D. Luque de Castro. Ultrasound: a powerful tool for leaching. Trends Anal.

Chem. 22; 41-47, 2003.
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Sonda de
fitanio

Figura 4.9. Esquema de la disposicion de la sonda
y las celdas metdlicas en el bafio

Teniendo en cuenta las caracteristicas del equipo, las variables
susceptibles de ser optimizadas son la cantidad de muestra, el tipo vy

volumen de disolvente, la amplitud de radiacion y el tiempo de extraccion.

A. Cantidad de muestra

La cantidad de muestra seleccionada, fue de 5.0 g, debido a que
cantidades inferiores a esta podrian implicar la pérdida de sensibilidad en
la metodologia y cantidades superiores repercutia en un consumo de
muestra demasiado elevado, teniendo en cuenta que la cantidad

disponible de muestra era limitada.

B. Tipoy volumen de disolvente

Para optimizar el volumen de disolvente, se relaciond con la
capacidad de la celda de extraccion metalica (125 mL) y la cantidad de
muestra (5.0 g). El volumen se calculé de acuerdo con el menor volumen

posible capaz de formar una suspension homogénea con la muestra. Se
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comprobd que el volumen minimo para formar una mezcla liquida con la

matriz fue de 20 mL para los cuatro disolventes propuestos.

En cuanto al tipo de disolvente se estudid el comportamiento de
cuatro disolventes de diferente polaridad, metanol, acetonitrilo, etanol y
acetato de etilo. Para ello, se prepararon 8 muestras de forma individual en
8 celdas de extracciéon metalicas, cada una de ellas con 5.0 g de muestra
libre de los analitos y fortificada con 1 mL de una disolucién metandlica
que contenia las 10 mg-L™ de LAS, 2 mg-L"* de AES, 2 mg-L"* de Brij 56 y 2
mg-L" de Brij 76. A cada una de las muestras se les afiadié 0.5 mL de
metanol y se agitdé durante 1 minuto mediante el uso de un agitador
vortex, con el objetivo de homogeneizar la muestra. Posteriormente, las
muestras se dejaron reposar durante un tiempo aproximado de 24 horas,

para que se produjera la interaccion de los tensioactivos con la matriz.

La extraccion se realizé por duplicado para cada disolvente (20 mL),
con un ciclo de extraccion empleando una amplitud de radiacién del 75 %
durante 15 minutos y usando cuatro celdas de muestra en cada extraccion.
Tras la extraccidn, el extracto fue centrifugado y el sobrenadante recogido
con una pipeta Pasteur. El residuo sedimentado fue lavado con 5 mL del
extractante correspondiente. Se unieron los extractos y se evapord a
sequedad con la ayuda de una corriente de nitrégeno y calor (50 °C). El
residuo se redisolvid en 1 mL de la mezcla anteriormente propuesta para
su inyeccidn en el cromatégrafo (metanol/agua, 70:30, 2 mg(I'* LAS 200 Cyg,
2 mgl™* N,N-dimetiltetradecilamina). A continuacién, la disolucién
resultante se centrifugd a 15000 rpm durante 20 minutos. Por ultimo, el
sobrenadante de cada muestra se inyectd en el cromatdgrafo segun el

método cromatografico previamente desarrollado.
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Se evalud la recuperaciéon de cada disolvente comparando los
resultados obtenidos para las 8 muestras, con los obtenidos para otras 8
muestras preparadas de forma similar, con la salvedad de realizar el
dopado después de la extraccidn, y a las cuales se les dio el valor de 100 %
de recuperacion. Para cada familia se sumaron las areas relativas de los
homdlogos y oligdmeros correspondientes, obteniendo los resultados que

se muestran en la figura 4.10.

W LAS
HAS
W AES

Recuperacion (%)

N AEO C16
= AEO C18

Metanol Acetonitrilo Etanol Acetato de etilo

Figura 4.10. Optimizacion del disolvente de extraccion

A la vista de los resultados, el metanol presentd una mayor
recuperaciéon para todos los compuestos, por lo que se seleccioné como

disolvente de extraccion.

C.  Amplitud de radiacion y tiempo de extraccion

A continuacion, se optimizaron la amplitud y el tiempo de extraccién.
Dado que estas dos variables estan estrechamente relacionadas, se llevd a
cabo un estudio conjunto de ambas mediante la metodologia de superficie

de respuesta. Se optd por un disefio central compuesto centrado en las
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caras (CCF), previamente propuesto en bibliografia para el LAS™®, figura
4.11.

(a) (b)

©® Puntos
Factoriales

® Puntos Axiales
oEstrella

Factor B
FactorB

©® Puntos

3 1 Centrales
g (;\\b—-/
o,
4

X
FactorC Factor A

Figura 4.11. Disefio experimental central compuesto centrado en las caras
(a) para 3 factores experimentales, (b) para 2 factores experimentales

La matriz experimental expresada en términos de factores
experimentales codificados y factores experimentales decodificados
(valores ensayados) fue obtenida con el programa Statgraphics y se
muestra en la tabla 4.1. La razén de la codificacidon es asegurar la
ortogonalidad del disefio que es una propiedad estadistica deseada en
cualquier disefio experimental. Se realizaron 3 réplicas del punto central
para tener suficientes grados de libertad para la estimacién del error.
Ademas, se selecciond la opcidn de ubicacion aleatoria de los experimentos

para evitar errores sistematicos.

138 M. Nimer, O. Ballesteros, A. Navalén, G. Crovetto, C. Vergé, |. Lopez, J.L. Berna and J.L. Vilchez.

New simple treatment for the determination of linear alkylbenzene sulfonate (LAS) in agricultural

soils by liquid chromatography with fluorescence detection. Anal. Bioanal. Chem. 387; 2175-2184,
2007.
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Tabla 4.1. Matriz de experimentos

Factores codificados Factores decodificados
Experimento
Factor A Factor B Tiempo (min)  Amplitud (%)
1 0 0 12.5 50
2 1 0 20 50
3 -1 -1 5 25
4 -1 1 5 75
5 1 20 75
6 12.5 75
7 0 -1 12.5 25
8 0 0 12.5 50
9 -1 0 5 50
10 1 -1 20 25
11 0 0 12.5 50
12 0 0 12.5 50

Los valores maximos y minimos de los factores experimentales, se
seleccionaron de acuerdo con las posibilidades del sistema experimental.
Para la amplitud se estableci6 como maximo un valor de 75 % ya que
valores superiores al mismo podrian acortar la vida de la sonda. La
amplitud esta directamente relacionada con la potencia de la sonda,
pudiéndose controlar en tanto por ciento, es decir, un 75 % de amplitud
correspondia a usar el 75 % de la potencia total del equipo. Como minimo
se establecid un 25 % de amplitud. Del mismo modo, se fijo el tiempo
maximo en 20 minutos, ya que tiempos de extraccidn superiores a 20
minutos no son recomendables, debido a un posible sobrecalentamiento

del sistema. Como minimo, se probd un tiempo de 5 min.

El procedimiento operatorio seguido fue el que se describe a
continuacion. Se prepararon 12 celdas de extraccion metadlicas en las que
se pesaron 5.0 g de muestra libre de los analitos y se adiciond 1 mL de una
disolucién metandlica que contenia 10 mg-L™* de LAS, 2 mg-L™ de AES, 2

mg-L™" de Brij 56 y 2 mg-L™" de Brij 76. A cada una de las muestras se les
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afadié 0.5 mL de metanol y se agité durante 1 minuto mediante el uso de
un agitador vortex para homogeneizar la muestra. Posteriormente, las
muestras se dejaron durante un tiempo aproximado de 24 horas, para que

se produjera la interaccién de los tensioactivos con la matriz.

Pasadas 24 h se llevé a cabo la extraccion de cada una de las celdas
con 20 mL de metanol segun el modelo experimental establecido por el
disefio. Después de la extraccidn, se recogié el sobrenadante con ayuda de
una pipeta pasteur y el residuo sedimentado fue lavado con 5 mL de
metanol. Después de unir ambos extractos, se evapord a sequedad bajo
corriente de nitrégeno a 50 °C. El residuo seco se redisolvié en 1 mL de la
mezcla metanol/agua 70:30 (v/v), conteniendo 2 mg@™ LAS 20Cy y 2
mgl™* N,N-dimetiltetradecilamina. Se centrifugd a 15000 rpm durante 20
minutos y el sobrenadante se inyectd en el cromatdgrafo segun el método

cromatografico previamente desarrollado.

Se evalud la recuperaciéon de cada experimento comparando los
resultados obtenidos para los 12 experimentos, con los obtenidos para
otros 12 experimentos preparados de forma similar, con la salvedad de
realizar el dopado después de la extraccidn, y a los cuales se les dio el valor
de 100 % de recuperacién. Para cada familia se sumaron las areas relativas
de los homodlogos y oligdmeros correspondientes, obteniendo los

resultados que se muestran en la tabla 4.2.
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Tabla 4.2. Recuperaciones para los experimentos del disefio experimental

Recuperacion (%)

Experimento

LAS AS AES AEO Cy AEO Cy5
1 74.4 76.1 75.4 60.4 67.4
2 80.9 76.7 77.8 66.4 72.4
3 72.6 66.0 66.3 54.4 62.3
4 75.0 72.2 71.8 59.2 67.3
5 90.6 79.8 77.9 72.5 74.2
6 86.4 76.1 77.4 62.5 70.7
7 73.1 74.5 69.4 55.1 63.9
8 75.4 75.5 74.9 61.0 67.3
9 71.7 71.9 74.5 57.9 66.4
10 72.6 74.3 73.9 65.9 72.1
11 74.3 76.3 75.3 60.0 67.3
12 75.6 75.3 74.9 62.2 65.2

La evaluacion de los resultados se basé en el estudio de pardmetros
como el grafico de Pareto, el anadlisis de la varianza, el grafico de la

superficie de respuesta y el 6ptimo calculado.

El primer parametro a estudiar fue el grafico de Pareto, el cual indico
qué variables tenian un nivel de significancia lo suficientemente alto como
para ser representativas en el sistema propuesto, figura 4.12. En segundo
lugar, en la figura 4.13 se muestran la representacion de las superficies de
respuesta obtenidas. Por Ultimo en la tabla 4.3 se muestran los valores de

R? del ajuste al modelo y los valores éptimos calculados.
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Figura 4.12. Grdficas de Pareto de los tensioactivos
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Figura 4.13. Superficies de respuesta de los tensioactivos

Tabla 4.3. Resultados dptimos obtenidos

S R? Tiempo .6ptimo :An:nplitud Recuperacion
(%) (min) 6ptima (%) (%)
LAS 96.7 20.0 75.0 91.9
AS 91.9 19.2 75.0 78.7
AES 92.0 20.0 61.9 78.9
AEO Cy¢ 94.6 20.0 75.0 71.6
AEO Cyg 934 20.0 75.0 74.5

El valor de % R’ calculado demuestra la idoneidad del modelo
seleccionado. Evaluando las graficas de Pareto obtenidas, desde el punto
de vista estadistico, se puede concluir que las dos variables estudiadas son

factores significativos, influyendo positivamente en la recuperacién de los
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tensioactivos de la muestra. Los valores éptimos calculados segun el disefio
serian los extremos superiores de los intervalos, excepto para los AS donde
el tiempo dptimo es 19.2 min y los AES donde la amplitud éptima es 61.9
%. Como soluciéon de compromiso, se establecié una amplitud de radiacién

del 75 % y un tiempo de extraccidon de 20 min.

1.4.2. Estudio de la etapa de centrifugacion

Tras la optimizacidon de la etapa de extraccidon con ultrasonidos, se
observo que no era necesario incorporar un ciclo de centrifugacién de las
muestras extraidas, ya que el extracto obtenido después de cada
extraccidon no presentaba particulas que pudieran impedir su correcta
evaporacion y redisolucion. Sin embargo, también se observd que, una vez
redisuelta la muestra, si era necesaria esta etapa de centrifugacion antes

de inyectarla en el cromatégrafo.

Para optimizar el proceso de centrifugacion, se realizé un ensayo con
eppendorfs a diferentes tiempos y revoluciones en una centrifuga Orto
Alresa Digicen 21, figura 4.14. Se ensayaron cuatro tiempos diferentes (5,
10, 15 y 20 min) y dos valores de velocidad (10 000 rpm y 15 000 rpm). La
separacion 6ptima entre el sélido y el liquido fue a 10 minutos y 15 000

rpm, siendo, por tanto, los valores usados para los analisis posteriores.

Figura 4.14. Centrifuga Orto Alresa Digicen 21
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1.4.3. Resumen del tratamiento de muestra

A continuacion, se muestra un resumen de los dptimos obtenidos
para cada variable implicada en el proceso de extraccion de los analitos a
partir de las muestras solidas.

A.  Extraccion mediante ultrasonidos

¢ 5.0 g de muestra seca.
e 20 mL de metanol.
e 75 % de amplitud de radiacion.

¢ 20 minutos de extraccion.

B. Lavado del residuo de extraccion. 5 mL de metanol y unién de los

extractos.
C.  Evaporacion del extracto a sequedad. Bajo corriente de N, a 50 °C.
D. Redisolucion del residuo seco. Mezcla de redisolucion: 1 mL de
metanol/agua, 70:30, (v/v) con 2 mg* de LAS 20Cyc y 2 mgM™ de
N,N-dimetiltetradecilamina.

E. Centrifugacion de la disolucion. 10000 rpm durante 10 min.

F. Inyeccion en el cromatdgrafo.
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En el presente capitulo, se establece la metodologia analitica para la
cuantificacion de los tensioactivos objeto de estudio (LAS, AS, AES y AEQ)
en muestras de sedimentos y suelo agricola. Se comienza, para ello,
exponiendo de manera breve la problematica asociada al establecimiento
de un método de cuantificacion de tensioactivos en matrices sdlidas.
Seguidamente, se describen los tres tipos de calibracion realizada,
presentando los pardmetros analiticos obtenidos en cada uno de ellos. A
continuacion, se realiza la evaluacion del efecto matriz en el proceso de
medida y la estimacidn de la recuperacién en la etapa de extraccion. Por

ultimo, se presentan los resultados obtenidos en el proceso de validacion.

1. PROPUESTA Y JUSTIFICACION DE LA METODOLOGIA DE
CUANTIFICACION

Debido al gran consumo y a sus propiedades fisicas, los tensioactivos
pueden llegar al medio ambiente, por lo que su presencia en las matrices
objeto de estudio, sedimentos y suelo agricola, es bastante probable. Sin
embargo, dadas las caracteristicas tanto de las matrices como de los
compuestos en si, las concentraciones suelen ser bajas, dificultando, su

cuantificacion por cualquiera de los métodos habituales.

Dentro de la metodologia de cuantificaciéon, como se indicé en el
capitulo 2 de la presente Memoria, se selecciond el modelo de calibracién
de regresion lineal univariante por minimos cuadrados. Para la obtencidn
de la funcidon de calibracion se empled como variable dependiente la
relacion de areas entre cada patrén y el drea del patron interno
correspondiente. Los patrones internos se afiadieron después de la etapa

de extraccion.
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2. ESTABLECIMIENTO DE LAS DISTINTAS FUNCIONES DE
CALIBRACION

A continuacion, se detalla el procedimiento seguido para la
construccidon de cada una de las funciones de calibracién; calibracidn
externa, calibracion en matriz (Matrix Matched Calibration) y calibracion
con adicién de patrdon post-extraccién (calibrado en extracto de matriz). Las
funciones de calibracidn en matriz y calibracion con adicién de patrdn post-

extraccion se realizaron tanto en sedimento como en suelo.

2.1. Calibracion externa

. Se preparé una disoluciéon madre de 500 mg-L™ de LAS, 100 mg-L* de
AES, 100 mg-L’1 de AEO Cy y 100 mg-L'1 de AEO C;g3 en metanol.

. Se prepararon 8 niveles de concentracién afiadiendo voliumenes
crecientes (0.01 mL; 0.05 mL; 0.15 mL; 0.25 mL; 0.50 mL; 1.00 mL;
2.50 mLy 5.00 mL) de la disolucién madre en matraces de 50 mL que
se enrasaron con metanol. Por cada uno de los 8 niveles de
concentracion se prepararon 3 réplicas experimentales, obteniendo

un total de 24 disoluciones patron.

. De cada una de las 24 disoluciones patron preparadas, se evaporé 1
mL, para después reconstituir con 1 mL de la disolucién de patrones

internos propuesta en la metodologia analitica.

. Por ultimo, cada patrén reconstituido se traspasd a un vial de

cromatografia para su posterior andlisis por LC-MS/MS.
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2.2.

2.3.

Calibracidon en matriz (Matrix Matched Calibration)

En 24 recipientes de extraccidn (vasos de metal para ultrasonidos) se
pusieron 5.0 g de la muestra sélida correspondiente, limpia de los

compuestos en estudio.

A continuacidn, se dopd la muestra de cada recipiente de extraccién
con 1 mL de la disolucién de dopado correspondiente. Ademas, en
cada recipiente de extraccion se afiadieron 0.5 mL de metanol para
facilitar la posterior homogeneizacion que se realizé mediante

agitacién con un agitador orbital durante 30 s.

Se dejo transcurrir un tiempo de 24 horas para favorecer el contacto

entre analito y muestra.

Pasadas estas 24 horas, por ultimo, cada muestra se sometié a las
etapas de extraccion y analisis mediante LC-MS/MS, previamente
desarrolladas a lo largo del trabajo experimental.

Calibracidén con adicion de patron post-extraccion

En 24 recipientes de extraccidn (vasos de metal para ultrasonidos) se
introdujeron 5.0 g de la muestra sélida correspondiente, limpia de los
compuestos en estudio.

A continuacion, se realizé el proceso de extraccidn propuesto.

Una vez extraida la muestra, el extracto correspondiente se dopd

(post-extraccidén) con 1 mL de la disolucidn patrén correspondiente.
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J Los extractos dopados se evaporaron hasta sequedad, para después
reconstituir con 1 mL de la disolucién de patrones internos propuesta

en la metodologia analitica.

. Por ultimo, cada muestra reconstituida se traspasé a un vial de

cromatografia para su posterior andlisis por LC-MS/MS.

Se prepararon un total de 8 niveles de concentracion para, segun la
linealidad de cada tensioactivo, seleccionar 6 niveles de concentracion en
cada funcién de calibracion. En las tablas 5.1 - 5.5 se muestran los
parametros estadisticos asociados a cada tipo de calibrado para cada

matriz.
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Tabla 5.1. Calibrado externo

c t . R® s Plof
ompuesto n (kg-_mg'l) a (%) v/ (%)
LAS C;o 18 4.126 6.51-10™ 99.9 3.96:10™ 13.6
LAS C;, 18 4.412 2.04-10™ 99.9 8.86:10" 26.3
LAS C;, 18 3.368 1.21-10" 99.9 5.12-10™% 20.1
LAS C,3 18 3.987 8.32:10" 99.9 6.08:10™% 71.3
AS C;, 18 10.77 6.03-10% 99.8 5.75-10% 35.4
AS Cy4 18 6.252 2.31-10™ 99.9 2.10-10™% 11.2
AS Cy¢ 18 4.207 4.70-10% 99.9 4.90-10" 35.9
AS Cyq 18 3.613 6.52:10°" 99.9 5.77-10°% 13.1
AES C;, EO, 18 9.980 3.38-10™ 99.8 2.47-10 21.4
AES C;, EO, 18 7.327 1.62-10™% 99.9 7.01-10% 8.8
AES C;, EO; 18 8.467 8.26:10" 99.9 5.96:10"% 37.0
AES C;, EO, 18 6.547 3.71-10% 99.8 3.50-10™% 47.0
AES C;, EO; 18 6.298 3.16-10% 99.9 2.13-10% 20.9
AES C,, EO, 18 3.720 7.77-10% 99.9 4.83-10" 19.1
AES C,,EO, 18 4.161 6.39-10"% 99.9 4.35.10" 15.2
AES C,,EO; 18 4.689 3.93-10% 99.8 2.91-10™% 24.6
AES C,,EO, 18 5.760 1.97-10% 99.8 1.62-10™ 28.8
AES C,,EO; 18 5.121 9.60-10™ 99.9 7.40-10" 42.5
AES C;5EO, 18 4.661 3.75-10% 99.8 4.16-10% 29.7
AES C;sEO, 18 4.079 2.24-10% 99.8 2.41-10™% 12.7
AES C;6EO; 18 4.725 3.90-10™ 99.9 7.40-10" 34.7
AES C,;EO, 18 4.870 6.10-10™"* 99.8 7.50-10" 12.8
AES C;5EO; 18 3.692 4.00-10" 99.5 6.70-10™"* 25.6
AES C;5EO, 18 3.528 2.47-10% 99.9 3.44.10™% 45.2
AES C;5EO, 18 3.579 1.45.10™% 99.9 1.93.10% 26.6
AES C;5EO; 18 3.308 7.80-10" 99.9 7.20-10" 15.7
AES C,EO, 18 3.876 6.50-10™ 99.9 6.70-10™"* 9.5
AES C;5 EO; 18 3.189 6.50-10™ 99.8 6.30-10"* 8.7
AEO C,, EO; 18 51.31 3.18:10" 99.8 1.28-10™° 42.1
AEO C¢ EOg 18 116.4 2.79-10%* 99.8 3.99-10% 43.8
AEO Cy6 EO; 18 160.5 5.63-10™ 99.3 1.21-10™ 31.9
AEO C, EOg 18 142.8 5.77-10™ 99.8 6.16-10™ 36.6
AEO C;¢ EOq 18 108.6 3.50-10"* 99.9 4.34-10" 10.1
AEO C,c EO;,, 18 156.8 3.04-10™ 99.9 5.74-10™% 19.2
AEOC,c EO;; 18 112.4 4.11-10" 99.5 9.90-10™" 12.5
AEO C,s EO;, 18 101.0 4.41.10" 99.7 6.66-10™ 9.8
AEO C,s EO;; 18 79.79 3.27-10"* 99.4 6.45-10"% 10.3
AEO C,c EO;,, 18 64.88 3.47-10" 99.5 4.2810" 8.6
AEO C,c EO;s 18 79.36 2.93-10™ 99.7 3.07-10% 9.0
AEO C;; EO, 18 23.62 1.79-10™% 99.6 1.12:10™% 9.9
AEO Cy; EO; 18 103.5 3.75-10™ 99.5 6.59-10™" 15.2
AEO C,; EO 18 151.8 6.37-10" 99.8 6.93-10™ 56.0
AEO C5 EO, 18 138.3 5.70-10°"* 99.5 1.09-10™" 25.3
AEO C;5 EOg 18 153.0 8.44.10"* 99.8 8.79-10 10.5
AEO C,; EO, 18 127.4 7.79-10" 99.8 7.70-10"% 16.3
AEO C,s EO;,, 18 148.8 6.51-10™ 99.6 1.14-10™ 24.7
AEO C,s EO;; 18 129.3 7.67:10%* 99.7 7.50-10" 37.0
AEO C,s EO;, 18 17.77 1.08-10™" 99.8 7.12:10 9.8
AEO C,s EO;; 18 24.83 1.17-10" 99.9 7.15-10"% 32.2

AEO C,s EO,, 18 33.83 1.58-10™" 99.6 1.37-10" 17.5
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Tabla 5.2. Calibrado en matriz, sedimentos

(@ t . R’ S Plor
ompuesto n (kg-_mg'l) a (%) v/ (%)
LAS Co 18 3.087 9.04-10° 99.8 3.84-10° 32.6
LAS C;, 18 3.467 3.60-10™ 99.8 9.48-10* 19.7
LAS C;, 18 2.624 2.56:10™ 99.9 4.70-10* 434
LAS C;3 18 2.993 2.33-10" 99.9 4.24-10* 58.3
AS Cy, 18 8.423 3.85-10" 99.8 4.63-10” 52.3
AS Cy4 18 5.395 1.43-10™" 99.8 2.16-10™ 33.3
AS Cy¢ 18 3.753 3.24-10* 99.8 9.30-10° 51.4
AS Cyq 18 2.792 1.27-10* 99.9 5.04-10° 28.8
AES C;, EO, 18 9.138 1.29-10™ 99.7 2.70-10” 19.8
AES C;, EO, 18 6.371 6.99-10 99.8 1.14-10* 27.0
AES C, EO; 18 7.098 3.93-10* 99.9 5.64-10° 14.2
AES C,EO, 18 5.214 2.1810* 99.6 4.61-10° 19.4
AES C;, EO; 18 5.585 1.39:10* 99.8 1.96-10° 52.3
AES C,, EO, 18 3.650 4.46-10* 99.8 7.90-10° 13.1
AES C, EO, 18 3.771 3.40-10° 99.8 5.49-10° 9.1
AES C,,EO; 18 4.580 1.65-10 99.8 2.71-10° 10.9
AES C,,EO, 18 5.205 9.60-10°° 99.5 2.22-10° 21.6
AES C,,EO; 18 5.063 6.15-10° 99.9 8.10-10™ 10.4
AES C,xEO, 18 4.507 6.66:10° 99.9 2.75:10° 66.2
AES C;sEO, 18 3.981 4.37-10° 99.9 1.70-10°° 38.0
AES C;6EO; 18 4.265 2.78-10° 99.8 1.11-10° 20.1
AES C;4EO, 18 4.930 1.63-10° 99.6 9.60-10" 16.2
AES C,sEO; 18 3.909 9.30-10™ 99.8 4.20-10"* 85.4
AES C;5EO, 18 2.677 3.52:10° 99.8 3.73-10° 16.9
AES C,5EO, 18 2.694 2.05-10° 99.8 2.04-10° 38.9
AES C,5EO; 18 2.670 1.04-10° 99.8 1.33-10° 9.6
AES C,EO, 18 2.960 9.30-10™ 99.7 1.06-10°° 15.4
AES C;5 EO; 18 2.712 6.40-10" 99.8 5.50-10" 8.4
AEO C;¢ EO; 18 52.30 1.40-10" 99.2 2.79-10° 61.5
AEO C;¢ EO 18 72.86 1.88-10" 99.6 3.60-10 26.2
AEO Cy6 EO; 18 84.66 3.15-10™ 98.9 8.30-10™ 14.6
AEO C, EOg 18 82.62 3.05-10™ 99.7 5.16-10™ 37.8
AEO C;¢ EO, 18 60.78 3.39-10" 99.2 5.98:10 38.9
AEO C,c EO;,, 18 55.96 4.99-10" 98.2 8.78-10* 8.0
AEOC,c EO;; 18 51.78 3.83:10" 99.5 4.47-10* 59.2
AEOC,xEO;, 18 32.32 3.69:10" 99.1 3.47:10* 18.1
AEO C,cEO;; 18 25.05 2.63-10" 99.5 1.88-10 23.6
AEO C,c EO;,, 18 26.07 1.65-10™ 99.3 2.01-10* 50.9
AEO C,c EO;s 18 40.26 1.95-10™ 99.2 2.79-10* 433
AEO C,5 EO, 18 16.98 8.60-10 98.4 1.54-10° 33.7
AEO Cy; EO; 18 54.46 3.37-10™" 99.6 3.30-10* 345
AEO C,; EO 18 70.52 4.8310" 99.4 5.78-10” 15.7
AEO C;; EO, 18 107.0 6.46:10" 99.5 8.35-10 27.2
AEO C;5 EOg 18 164.7 9.17-10" 99.6 1.26:10" 10.8
AEO C,; EO, 18 69.23 5.22-10™ 99.5 5.59-10" 12.7
AEO C,s EO;,, 18 60.49 6.65-10" 99.5 5.14-10™ 23.5
AEOCz EO;; 18 49.14 5.57-10" 98.6 6.38:10 13.6
AEOC,z EO;, 18 5.880 7.30:10° 98.8 6.27:10° 24.4
AEO C,s EO;; 18 10.38 8.73-10* 98.3 1.08-10™ 38.3

AEO Cy3 EO;, 18 19.80 2.08-10™ 99.5 9.67-10° 11.6
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Tabla 5.3. Calibrado en matriz, suelo

C t 2 R S Piot
ompuesto n (kg-_mg'l) a (%) v/ (%)
LAS Cyo 18 1.652 1.89-10° 99.9 1.02-10° 8.5
LAS C;, 18 2.178 1.09-10" 99.8 4.97-10* 56.6
LAS C,, 18 2.528 1.72:10™ 99.8 6.31-10" 51.9
LAS C3 18 2.892 1.43-10" 99.7 6.13-10 25.3
AS Cy, 18 3.649 1.70-10" 99.8 2.26-10° 60.6
AS Cy, 18 2.663 1.01-10* 99.9 8.79-10° 18.6
AS Cy¢ 18 2.181 1.80-10* 99.8 4.46-10° 9.3
AS Cyq 18 1.604 2.18-10° 99.9 2.4810° 82.1
AES C;, EO, 18 4.131 5.55-10° 99.7 1.29-10° 7.3
AES C,, EO, 18 3.582 3.36:10* 99.9 4.95-10° 19.6
AES C;, EO; 18 3.035 1.34-10* 99.9 2.09-10° 10.5
AES C;, EO, 18 2.073 5.52:10° 99.9 9.13-10™ 5.9
AES C;, EO; 18 2.128 3.21-10° 99.9 5.83-10™ 30.9
AES C,,EO, 18 2.752 2.82:10* 99.9 4.26-10° 20.2
AES C,,EO, 18 2.553 1.03-10* 99.9 1.69-10° 42.2
AES C,EO; 18 1.839 3.89-10° 99.8 1.05-10° 8.7
AES C,EO, 18 2.182 1.37-10° 99.9 3.70-10™ 15.1
AES C;,EO; 18 1.912 1.88-10° 99.7 4.57-10" 104
AES C;4EO, 18 2.665 2.36-10° 99.9 7.69-10™ 42.6
AES C;-EO, 18 1.455 9.03-10™ 99.9 3.52:10™ 17.8
AES C;4EO; 18 1.556 7.95-10™ 99.9 2.74-10" 104
AES C;4EO, 18 1.711 2.07-10* 99.9 1.51-10™ 15.1
AES C;4EO; 18 1.934 2.37:10™ 99.9 8.64-10” 6.3
AES C;3EO, 18 1.182 -1.59-10™ 99.9 6.91-10" 5.7
AES C;5EO, 18 1.196 -2.13-10™ 99.9 3.00-10™ 62.6
AES C;5EO; 18 1.385 1.16-10™ 99.9 5.18-10" 6.6
AES C;3EO, 18 1.376 8.74-10” 99.9 1.78-10™ 43.6
AES C;3EO; 18 1.749 9.39:10” 99.9 2.04-10™ 19.8
AEO C; EO; 18 19.84 3.40-10™ 99.8 4.60-10° 38.8
AEO C;s EO; 18 22.80 4.31-10" 99.9 4.55-10° 28.4
AEO C¢ EO, 18 22.85 5.51-10" 99.8 8.08:10° 30.1
AEO C;¢ EOg 18 14.91 4.63-10™" 99.8 7.97-10° 35.9
AEO C;s EO, 18 26.09 5.82:10™ 99.9 1.07-10* 7.4
AEO Cy, EO4 18 16.68 3.39:10" 99.8 9.34-10° 14.2
AEO C,s EOy; 18 8.877 1.87-10" 99.7 6.03-10° 9.4
AEO Cys EO;, 18 5.191 1.02:10™" 99.0 5.99-10° 32.6
AEO Cys EOy3 18 3.065 4.49-10* 99.7 1.74-10° 8.1
AEO Cy, EOy, 18 0.530 7.63-10° 99.6 2.87-10™ 19.2
AEO Cy4 EO;5 18 0.259 5.58:10° 99.8 9.32:10° 17.0
AEO C;5 EO, 18 10.96 5.24-10° 99.6 5.16-10° 7.3
AEO C5 EO; 18 28.05 1.06:10" 99.7 1.33-10* 6.8
AEO C5 EOg 18 42.16 1.85-10" 99.8 2.21-10* 12.4
AEO C;5 EO; 18 44.42 1.46-10™ 99.8 1.95-10” 114
AEO C;5 EOq 18 44.12 1.20-10™ 99.8 1.16-10* 10.8
AEO C;5 EO, 18 43.15 1.07-10" 99.8 9.93-10° 30.2
AEO Cy5 EO4 18 37.34 8.85-10 99.9 1.12-:10* 23.7
AEO C,5 EOy; 18 15.29 4.20-10* 99.7 8.48-10° 21.8
AEO C,3 EO;, 18 5.461 1.97-10* 99.7 2.70-10° 18.4
AEO Cy5 EO,3 18 2.958 1.03-10* 99.7 1.21-10° 11.1

AEO C;5 EOy, 18 1.023 6.77-10° 99.8 3.29-10™ 14.7
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Tabla 5.4. Calibrado con adicion de patron post-extraccion, sedimento

¢ b R s Pos
ompuesto n (kg-_mg'l) a (%) v/ (%)
LAS Co 18 3.803 8.22:10° 99.9 2.76:10° 11.7
LAS C;, 18 3.787 3.08-10™" 99.8 8.68-10™ 19.4
LAS C;, 18 2.960 2.30-10™" 99.8 6.78-10" 13.8
LAS C;3 18 3.442 1.67-10" 99.9 3.76:10 8.7
AS Cy, 18 9.360 1.77-10" 99.9 4.26-10” 30.4
AS Cy4 18 5.642 8.32-10* 99.9 1.36-10* 9.6
AS Cy¢ 18 4.578 1.89-10° 99.9 5.66:10° 14.7
AS Cyq 18 3.275 4.91-10° 99.9 5.92:10° 50.5
AES C;, EO, 18 10.78 6.73-10” 99.9 1.28-10° 21.8
AES C;, EO, 18 7.018 4.15-10* 99.9 7.90-10° 13.2
AES C, EO; 18 8.061 24310 99.9 5.05-10° 22.9
AES C,EO, 18 6.266 1.31-10* 99.8 3.55-10° 17.4
AES C;, EO; 18 6.853 8.44-10° 99.9 1.47-10° 15.6
AES C,, EO, 18 4.089 2.71-10* 99.9 6.22-10° 25.7
AES C, EO, 18 4.337 1.91-10* 99.8 5.09-10° 33,5
AES C,,EO; 18 5.216 1.04-10* 99.9 2.13-10° 8.6
AES C,,EO, 18 6.294 5.93-10° 99.9 9.30-10* 14.9
AES C,,EO; 18 5.839 4.49-10° 99.9 8.80-10™ 12.4
AES C,xEO, 18 5.282 4.98-10° 99.9 2.97:10° 10.4
AES C;sEO, 18 4.861 3.31-10° 99.8 2.63-10° 32.9
AES C;6EO; 18 4.994 1.53-10° 99.9 8.60-10™ 36.4
AES C;4EO, 18 5.914 3.70-10™ 99.9 3.80-10™ 14.5
AES CsEO; 18 4.531 5.40-10™ 99.8 4.70-10"* 35.0
AES C;5EO, 18 3.399 3.28-10° 99.9 4.18:10° 23.6
AES C,5EO, 18 3.760 1.19-10° 99.9 1.97-10° 31.2
AES C,5EO; 18 3.565 7.20-10" 99.9 1.21-10° 47.6
AES C,EO, 18 4.081 5.40-10™ 99.9 9.00-10™ 21.1
AES C;5 EO; 18 3.409 3.20-10™ 99.9 5.00-10™ 20.5
AEO C;¢ EO; 18 54.29 9.91:10° 99.8 1.48-10° 9.1
AEO C;¢ EO 18 88.24 2.0810" 99.6 4.40-10* 12.8
AEO Cy6 EO; 18 102.9 3.66-10™ 99.6 5.70-10™ 7.4
AEO C, EOg 18 91.23 5.97-10™ 99.5 7.28-10* 44.8
AEO C;¢ EO, 18 63.29 4.71-10™" 99.7 3.84-10* 22.2
AEO C,c EO;,, 18 60.20 6.59-10™ 99.6 4.57-10* 13.8
AEOC,c EO;; 18 62.03 6.43-10™ 99.6 4.45.10* 6.2
AEOC,xEO;, 18 44.49 6.59-10" 99.4 3.81:10* 9.7
AEO C,cEO;; 18 34.12 5.35-10" 99.3 2.96:10* 21.1
AEO C,c EO;,, 18 38.51 6.10-10™ 99.3 2.90-10* 26.7
AEO C,c EO;s 18 60.40 7.78-10" 99.1 4.26-10* 13.1
AEO C,5 EO, 18 17.18 7.05-10° 99.8 5.46:10° 56.0
AEO Cy; EO; 18 63.42 4.41-10" 99.7 3.33.10* 23.7
AEO C,; EO 18 85.76 8.38-10°" 99.9 2.98-10* 39.0
AEO C;; EO, 18 113.9 1.2610" 99.5 8.69-10 21.2
AEO C;5 EOg 18 185.5 1.74-10" 99.6 1.43-10" 17.1
AEO C,; EO, 18 86.54 1.17-10" 99.8 4.37-10% 17.7
AEO C,s EO;,, 18 75.85 1.05-10™ 99.8 3.68-10™ 46.3
AEOCz EO;; 18 59.14 9.82:10™ 99.4 4.95-10* 12.9
AEOC,z EO;, 18 8.039 1.62:10" 99.6 4.53-10° 10.3
AEO C,s EO;; 18 16.54 3.05-10™ 99.7 7.13-10° 41.8

AEO Cy3 EO;, 18 31.96 4.80-10" 99.5 1.45-10 9.2
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Tabla 5.5. Calibrado con adicion de patron post-extraccion, suelo

C t 2 R s Piot
ompuesto n (kg-_mg'l) a (%) y/x (%)
LAS Co 18 2.291 3.92:10° 99.9 2.16:10° 33.0
LAS Cy; 18 2.945 1.56-10" 99.9 3.23-10* 13.8
LAS C;, 18 3.520 1.69-10™ 99.9 2.87-10* 32.2
LAS C,3 18 3.918 1.37-10" 99.8 6.51-10° 38.7
AS Cy, 18 4.759 1.80-10" 99.8 2.74-10° 25.4

AS Cy, 18 3.006 1.08-10™ 99.9 1.01-10* 16.8

AS Cy6 18 2.532 1.41-10* 99.9 3.71-10° 21.9

AS C;q 18 1.875 3.12:10° 99.9 2.94-10° 8.6
AES C, EO, 18 5.664 6.17:10° 99.9 9.38:10° 9.5
AES C,, EO, 18 4.837 3.81:10* 99.8 7.71-10° 21.5
AES C;, EO; 18 3.955 1.31-10* 99.9 2.69-10° 26.0
AES C, EO, 18 2.601 7.78-10° 99.8 1.60-10°° 15.4
AES C, EO; 18 2.266 3.87:10° 99.8 8.75-10™ 17.9
AES C,, EO, 18 3.093 2.94-10 99.9 5.43.10° 21.0
AES C,, EO, 18 2.655 1.19-10* 99.8 3.22-10° 6.8
AES C,,EO; 18 2.063 4.61-10° 99.9 1.10-10° 21.1
AES C,EO, 18 2.349 2.25:10° 99.9 4.69-10" 35.3
AES C,, EO; 18 2.417 1.82:10° 99.8 4.20-10™ 23.5
AES C;6EO, 18 3.035 2.86-10° 99.9 1.13-10° 19.1
AES CcEO, 18 1.759 7.52:10" 99.9 7.02:10" 25.7
AES C;5EO; 18 1.900 5.48-10™ 99.8 4.94-10" 12.3
AES C,EO, 18 1.913 7.53-10™ 99.2 5.46-10™ 56.3
AES C,sEO; 18 2.426 1.68-10™ 99.6 3.90-10™ 48.3
AES C,5EO, 18 1.426 -4.41-10* 99.9 1.48-10° 37.8
AES C;5EO, 18 1.411 8.92-10° 99.9 5.78-10" 41.3
AES C;5EO; 18 1.799 5.30-107 99.9 5.15-10" 40.8
AES C;3EO, 18 1.620 4.38-10" 99.9 4.15-10"* 8.2
AES C;5EO; 18 2.096 5.03-10° 99.6 6.46:10" 51.7
AEO Cy¢ EO; 18 26.12 5.19-10™ 99.4 1.27-10° 44.4
AEO Cy6 EO; 18 25.48 5.21-10™" 99.3 1.63-10* 15.5
AEO C¢ EO, 18 35.17 6.72:10" 99.7 1.88-10* 15.7
AEO C;4 EOg 18 19.19 6.02:10" 99.6 1.33-10* 12.0
AEO Cy EO, 18 34.40 6.77-10™" 99.5 2.63-10” 8.2
AEO C;, EOy 18 21.05 5.58:10" 99.4 1.91-10* 12.9
AEO C; EOy, 18 12.50 5.66:10" 99.4 1.14-10* 30.5
AEO C;5 EO, 18 7.656 4.75-10" 99.6 5.43.10° 30.8
AEO C;5 EOy; 18 4.631 6.29-10" 99.2 4.48-10° 33.8
AEO C;, EOy, 18 0.829 4.33-10™ 99.6 4.53-10" 9.1
AEO C;6 EO 5 18 0.418 4.75-10™ 99.4 2.41-10™ 21.5
AEO C,3 EO, 18 11.71 6.05-10 99.6 5.14-10° 19.2
AEO C;5 EO; 18 29.53 1.85-10" 99.8 1.35-10°* 8.4
AEO C;5 EO 18 46.23 3.25:10" 99.8 2.35:10* 5.1
AEO Cy; EO, 18 53.85 3.57-10™" 99.7 3.07-10* 11.9
AEO C,; EOg 18 55.65 2.50-10™" 99.6 4.00-10“ 21.2
AEO C;5 EO, 18 55.87 3.39-10" 99.8 3.40-10° 15.8
AEO C;53 EOy 18 54.20 3.39-10" 99.6 3.94.10* 9.6
AEO C;5 EOy; 18 23.82 2.48-10™" 99.6 1.53-10* 114
AEO C;5 EO, 18 8.569 8.96:10°° 99.8 3.56-10° 26.2
AEO C;3 EOy; 18 4.778 2.63-10" 99.4 2.82:10° 12.2

AEO C;5 EOy, 18 1.663 1.31-10" 99.9 3.86-10™ 18.1
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3. EVALUACION DEL EFECTO MATRIZ Y ESTIMACION DE LA
RECUPERACION

3.1. Evaluacion del efecto matriz

La siguiente etapa consistio en realizar una evaluacién de la posible
existencia de efecto matriz. Para ello, se compararon las funciones de
calibracion externa y post-extraccién, observando si existia diferencia
significativa entre las pendientes y las ordenadas en el origen, para cada

compuesto.

La comparacion se realizd de acuerdo a lo descrito en el capitulo 2 de
la presente Memoria. Los resultados obtenidos para el sedimento se

muestran en la tabla 5.6, y los obtenidos para el suelo en la tabla 5.7.
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Tabla 5.6. Comparacion de pendientes y ordenadas en sedimento
Homog. a Efecto
Compuesto  Feal  y/arianza Sp t cal tacal Zacal  jguales iguales matriz
LAS C;o 2.06 S| 0.0341 6.70 1.50 NO 3] S|
LAS Cy; 1.04 S| 0.0877 116 3.57 NO NO sl
LAS C;, 1.75 Sl 0.0601 10.6 5.48 NO NO Sl
LAS C;3 262  NO 12.6 4.98 NO NO S|
AS C;, 1.83 SI 0.0506 10.4 6.92 NO NO Sl
AS Cyy 2.37 NO 8.63 10.2 NO NO Sl
AS Cyg 1.33 sl 0.0053  9.98 8.04 NO NO S|
AS Cig 1.05 Sl 0.0059 12.8 0.83 NO S| S|
AESC,EO; 376 NO 6.43 5.11 NO NO 3]
AESC;, EO, 1.27 sl 0.0075  4.64 10.2 NO NO S|
AESC,,EO; 1.39 sl 0.0055 4.38  8.69 NO NO S|
AES C;, EO, 1.03 sl 0.0035  3.07 8.02 NO NO sl
AESC;, EO;  2.10 sl 0.0018  7.85 8.65 NO NO sl
AESC,,EO, 1.66 sl 0.0056  9.28 10.4 NO NO S|
AES C,,EO, 137 sl 0.0047  3.13 8.08 NO NO S|
AESC,,EO; 1.86 sl 0.0026 824  7.55 NO NO S|
AESC,EO, 3.04 NO 7.14 8.98 NO NO S|
AES Ci, EO; 1.42 sl 0.0008  11.0 13.1 NO NO sl
AESC,.EO, 1.96 0.0036  9.63 1.02 NO S S|
AES C,cEO, 1.19 sl 0.0025 123 1.28 NO sl sl
AESC,sEO; 1.36 S| 0.0008  6.31 4.28 NO NO sl
AESC,.EO, 3.93 NO 15.9 1.19 NO NO S|
AES C;s EO;  2.05 sl 0.0006 11.0 0.71 NO S| S|
AES C,zEO, 1.48 sl 0.0038 319  0.64 NO S| S|
AES C,;EO, 1.04 sl 0.0019 4.69  0.40 NO S| S|
AESC;;EO; 280 NO 7.60 0.16 NO NO S|
AESCzEO, 1.79 S| 0.0008 495  0.42 NO S S|
AES C;s EO;  1.59 S| 0.0006  5.29 1.76 NO S| S|
AEO C; EO; 1.33 SI 0.0138  3.67 14.6 NO NO SI
AEO C,. EO, 1.21 sl 0.0420 146  5.02 NO NO S|
AEO C;sEO, 453  NO 15.9 6.25 NO NO sl
AEO C;sEO;  1.40 sl 0.0674 235 0.87 NO sl sl
AEO C,. EO, 1.27 sl 0.0410 353 8.80 NO NO S|
AEO C;EO;, 1.58 S| 0.0519 616 20.5 NO NO sl
AEOC, EO;; 4.94 NO 223 9.06 NO NO S|
AEOC, EO;, 3.05 NO 34.0 12.0 NO NO S|
AEO C,EO;; 474  NO 27.1 12.5 NO NO sl
AEO C,  EO;, 2.17 S| 0.0366 184  21.6 NO NO S|
AEO C;cEO;5 1.92 sl 0.0371 109 39.1 NO NO S|
AEO C;3EO, 420 NO 14.7 17.9 NO NO sl
AEOC,EO. 3.92 NO 20.4 3.79 NO NO S|
AEO C;3EO; 543  NO 37.3 11.3 NO NO sl
AEO C,EO, 1.57 S| 0.0984 7.84  21.0 NO NO S|
AEOC,EO; 2.64 NO 9.15 22.7 NO NO S|
AEO C;3EO, 3.10 NO 22.4 18.8 NO NO sl
AEOC; EO;; 9.64  NO 28.4 14.0 NO NO S|
AEO C;3EO;;  2.30 sl 0.0636  33.4 10.2 NO NO S|
AEO C;3EO;; 246  NO 44.0 27.1 NO NO sl
AEO Cz EO;;  1.01 S| 0.0071 259  78.8 NO NO S|
AEO C;3 EO;, 1.12 S| 0.0141  2.49 68.3 NO NO S|
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Tabla 5.7. Comparacion de pendientes y ordenadas en suelo agricola

Homog. a Efecto
CEERLD Feal Varianfa Sp el  tcal Zaca iguales iguales matriz
TAS Cyp 3.37 NO 0.8 244 NO NO g
LAS C,; 7.50 NO 36.0 213 NO NO N
LAS C;, 3.19 NO 5.74 3.48 NO NO Sl
LAS Cy3 1.15 S| 0.0630 1.28 2.56 Sl NO Sl
ASC,, 3.41 NO 296 801 _NO NO S
AS Cyy 4.28 NO 49.3 15.4 NO NO Sl
AS Cy¢ 1.74 Sl 0.0044 549 6.49 NO NO Sl
AS Cyg 3.85 NO 84.0 2.23 NO NO Sl
AES Cy, EO, 6.94 NO 36.5 4.48 NO NO Sl
AESC,,EO,  1.21 S| 0.0074 37.9 892 NO NO N
AES Cy, EO; 4.90 NO 58.1 3.15 NO NO Sl
AES C,, EO, 4.77 NO 55.8 4.49 NO NO Sl
AESC,, EO.  5.93 NO 64.0 130 NO NO N
AES C4, EO, 1.27 Sl 0.0051 17.1 126 NO NO Sl
AESC,EO,  1.83 N 0.0038 33.3 4.31 NO NO N
AES Cy, EO, 7.07 NO 47.7 092 NO NO S
AES C4, EO, 11.94 NO 50.5 0.68 NO NO Sl
AESC,,EO.  3.09 NO 55.9 431 NO NO N
AES C;4 EO, 13.47 NO 29.9 0.87 NO NO Sl
AES C;, EO, 11.76 NO 52.0 2.51 NO NO Sl
AESC,  EO;  2.22 S| 0.0006 84.4 0.75 NO I N
AES C;c EO, 1.89 Sl 0.0007 40.7 0.67 NO Sl Sl
AES Cy, EO; 2.96 NO 17.5 127 NO NO S
AES Cy, EO, 5.45 NO 75.7 330 NO NO S
AES C;5 EO, 11.16 NO 77.1 2.87 NO NO Sl
AESC,;EO;  1.96 NO 70.8 346 NO NO N
AES C,3 EO, 2.61 NO 77.4 1.16 NO NO Sl
AESC,,EO.  1.05 S| 0.0006 23.4 2.84 NO NO N
AEO C, EO,  1.01 S 0.0128 336 1145 NO NO S
AEO C46 EOg 5.99 NO 65.2 239 NO NO Sl
AEO Cy4 EO, 41.39 NO 37.7 3.75 NO NO Sl
AEO C,.EO;  21.45 NO 85.3 1.67 NO NO S
AEO C4c EOg 2.71 NO 65.9 27.3 NO NO Sl
AEO C, EO;,  9.00 NO 104.9 178 NO NO N
AEO C,  EO;,  75.23 NO 48.2 6.61 NO NO N
AEO C,cEO;,  150.53 NO 64.5 215 NO NO N
AEO C  EO;;  207.28 NO 49.0 199 NO NO N
AEO C,, EO;; 8915.90 NO 54.1 8.57 NO NO Sl
AEO C, EO,; 16252.59 NO 77.3 251 NO NO Sl
AEO C,EO, 4.74 NO 27.4 147 NO NO S
AEO Cy5 EO;5 23.84 NO 41.4 12.0 NO NO Sl
AEOC, EO,  8.68 NO 61.5 181 NO NO N
AEO Cy5 EO, 12.56 NO 33.5 7.98 NO NO Sl
AEO Cy5 EOg 4.84 NO 47.6 26.1 NO NO Sl
AEO C; EO,  5.13 NO 412 222 NO NO N
AEO C, EO,,  8.44 NO 36.5 109 NO NO N
AEO C,sEO;,  24.05 NO 59.0 288 NO NO N
AEO C;sEO,,  4.00 NO 44.1 100 NO NO S
AEO CisEO;;  6.45 NO 82.2 80.4 NO NO N
AEO C,iEO;, 1265.54 NO 62.4 835 NO NO N

Fab(g.1.; 16, 16; P=0.95) = 2.33

Con homogeneidad de varianzas: ty tapb (5.1.- 32; p=0.95) = 2.04
ta tab (g.l.= 33; P=0.95) = 2.03

Sin homogeneidad de varianzas:  t tap (-16; p=0.95) = 2.12
Zatab (0.95) = 0.06
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Como se puede observar, en todos los casos se obtienen diferencias
significativas entre las pendientes y/o las ordenadas en el origen, no
siendo, en ningun caso las 2 funciones de calibracion estadisticamente
iguales. Por tanto, se concluye que existe efecto matriz en el proceso de

medida, tanto para el caso del sedimento como del suelo.

3.2. Estimacion de la recuperacion del proceso de extraccion

Por otra parte, mediante la comparacién de la funcién de calibracion
en matriz frente a la funcién de calibracién con adicién de patréon post-
extraccion se estima la recuperacion del proceso de extraccion para las dos

matrices estudiadas. En |la tabla 5.8 se muestran los resultados obtenidos.
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Tabla 5.8. Recuperacion del proceso de extraccion

bmatriz bpost-extraccién bmatriz bpost-extraccién R R
Compuesto sedimento sedimento suelo suelo sedimento suelo
(kg:mg™) (kg:mg™) (kg'mg™)  (kgmg®) (%) (%)

LAS C,o 3.087 3.803 1.652 2.291 81.2 72.1

LAS C,, 3.467 3.787 2.178 2.945 91.6 73.9

LAS C;, 2.624 2.960 2.528 3.520 88.6 71.8

LAS C,; 2.993 3.442 2.892 3.918 86.9 73.8

AS C,, 8.423 9.360 3.649 4.759 90.0 76.7

AS Cyy 5.395 5.642 2.663 3.006 95.6 88.6

AS Cy¢ 3.753 4.578 2.181 2.532 82.2 86.1

AS Cyg 2.792 3.275 1.604 1.875 85.2 85.5
AES Cy, EO, 9.138 10.78 4.131 5.664 84.8 72.9
AES C,, EO, 6.371 7.018 3.582 4.837 90.8 74.1
AES C,;, EO; 7.098 8.061 3.035 3.955 88.0 76.7
AES Cy, EO, 5.214 6.266 2.073 2.601 83.2 79.7
AES C,, EO; 5.585 6.853 2.128 2.266 81.5 93.9
AES C4, EO, 3.650 4.089 2.752 3.093 89.3 89.0
AES C4, EO, 3.771 4.337 2.553 2.655 87.0 96.2
AES C,, EO; 4.580 5.216 1.839 2.063 87.8 89.1
AES C4, EO, 5.205 6.294 2.182 2.349 82.7 92.9
AES C,, EO; 5.063 5.839 1.912 2.417 86.7 79.1
AES C;4 EO, 4.507 5.282 2.665 3.035 85.3 87.8
AES C;, EO, 3.981 4.861 1.455 1.759 81.9 82.7
AES C,; EO; 4.265 4.994 1.556 1.900 85.4 81.9
AES C,c EO, 4.930 5.914 1.711 1.913 83.3 89.4
AES C,; EO; 3.909 4,531 1.934 2.426 86.3 79.7
AES C;3 EO, 2.677 3.399 1.182 1.426 78.8 82.9
AES C,5 EO, 2.694 3.760 1.196 1.411 71.6 84.8
AES C,3 EO; 2.670 3.565 1.385 1.799 74.9 77.0
AES C,3 EO, 2.960 4.081 1.376 1.620 72.5 84.9
AES C,5 EO; 2.712 3.409 1.749 2.096 79.5 83.4
AEO Cy EO5 52.30 54.29 19.84 26.12 96.3 76.0
AEO Cy6 EOg 72.86 88.24 22.80 25.48 82.6 89.5
AEO Cy EO, 84.66 102.9 22.85 35.17 82.3 65.0
AEO Cy EOg 82.62 91.23 14.91 19.19 90.6 77.7
AEO C4c EOg 60.78 63.29 26.09 34.40 96.0 75.8
AEO Cy5 EOy 55.96 60.20 16.68 21.05 93.0 79.2
AEO C;c EOy, 51.78 62.03 8.877 12.50 83.5 71.0
AEO Cy EO,, 32.32 44.49 5.191 7.656 72.6 67.8
AEO Cy15 EOy3 25.05 34.12 3.065 4.631 73.4 66.2
AEO Cyc EOqy 26.07 38.51 0.530 0.829 67.7 63.9
AEO C4c EO45 40.26 60.40 0.259 0.418 66.6 61.9
AEO Cy3 EO, 16.98 17.18 10.96 11.71 98.8 93.6
AEO Cy5 EO5 54.46 63.42 28.05 29.53 85.9 95.0
AEO Cy3 EOg 70.52 85.76 42.16 46.23 82.2 91.2
AEO Cy3 EO, 107.0 113.9 44.42 53.85 93.9 82.5
AEO Cy5 EOg 164.7 185.5 44.12 55.65 88.8 79.3
AEO Cy3 EO, 69.23 86.54 43.15 55.87 80.0 77.2
AEO Cy5 EO, 60.49 75.85 37.34 54.20 79.7 68.9
AEO Cy3 EO, 49.14 59.14 15.29 23.82 83.1 64.2
AEO Cy3 EOy, 5.880 8.039 5.461 8.569 73.2 63.7
AEO Cy3 EO3 10.38 16.54 2.958 4.778 62.8 61.9

AEO C;5 EO,, 19.80 31.96 1.023 1.663 62.0 61.5
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3.3. Conclusiones

A la vista de los resultados obtenidos, se pudieron establecer las

siguientes conclusiones:

1) Existia efecto matriz en las dos matrices estudiadas. Por lo tanto, a la
hora de cuantificar se debe hacer con la funcidon de calibracion en

muestra.

2) Las recuperaciones obtenidas durante los procesos de extraccion
fueron altas en todos los casos, observandose que para el caso de los
tensioactivos mas pesados la recuperacién era menor. Por tanto, los

procedimientos de extraccidn son eficientes.



240 Bartolomé Oliver Rodriguez

4. CALCULO DE LOS PARAMETROS ANALITICOS DE
VALIDACION

4.1. Verificacion del modelo lineal, linealidad

Para la verificacion del modelo lineal, se realizaron los siguientes

estudios:

1)  Linealidad “en linea” (in-line). Evaluacién del fallo de ajuste (Py),
para determinar la tendencia lineal de los datos. Como se observa en
las tablas 5.1 - 5.5, en todos los casos el valor de P\s fue mayor del 5
%, por tanto, se concluyd que no existe curvatura, es decir, los datos

se ajustaban al modelo lineal propuesto.

2) Linealidad “sobre la linea” (on-line). La evaluacién del propio
coeficiente de correlacién (r) o como el coeficiente de determinacién
(R?) con valores proximos a la unidad en las tablas 5.1 - 5.5 pone de
manifiesto el alto grado de ajuste lineal de los datos. También se
puede calcular la linealidad en porcentaje con la ecuacion 2.13. Los

resultados para el calibrado en matriz se muestran en la tabla 5.9.
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Tabla 5.9. Linealidad (%)

P DER(b) DER(b) LIN (%) LIN (%)
P sedimento suelo sedimento suelo
LAS Cyp 1.24-10° 6.14-10” 98.8 99.4
LAS C;; 1.1810° 9.87:10° 98.8 99.0
LAS Cy, 8.10-107 1.13-10° 99.2 98.9
LAS C;3 8.59:10° 1.29-10° 99.1 98.7
AS C;, 1.05-10° 1.18-10° 99.0 98.8
ASCyy 1.13-10° 9.3210° 98.9 99.1
AS Cy5 1.23-10° 1.01-10° 98.8 99.0
AS Cyq 5.77-10° 4.95-10° 99.4 99.5
AES Cy, EO,; 1.32-10° 1.39-10° 98.7 98.6
AES C;, EO, 1.12:10° 8.71:10° 98.9 99.1
AES Cy, EO; 9.44-10° 8.19-107 99.1 99.2
AES C;, EO, 1.62:10° 8.09:10° 98.4 99.2
AES Cy, EO; 9.61-10° 7.49-10° 99.0 99.3
AES C,, EO, 1.09-10° 7.82:10° 98.9 99.2
AES Cy, EO, 1.22-10° 5.53-107 98.8 99.4
AES C,, EO; 1.05-10" 1.01-10° 99.0 99.0
AES C1, EO, 1.71-10° 6.79-107 98.3 99.3
AES Cy, EO 9.07-10° 1.3610° 99.1 98.6
AES Cy1 EO; 7.72:10° 3.65-107 99.2 99.6
AES Cy EO, 7.58-10° 4.30-10° 99.2 99.6
AES Cy EO; 9.86-107 6.65-107 99.0 99.3
AES Cy4 EO, 1.52:10" 6.94-10° 98.5 99.3
AES Cy EO; 1.00-10° 4.17-10° 99.0 99.6
AES C,3 EO, 1.03-10” 4.33-10° 99.0 99.6
AES Cy5 EO, 1.06-10° 3.50-107 98.9 99.7
AES C,5 EO; 1.19-10” 8.98:10° 98.8 99.1
AES Ci5 EO, 1.33-10° 4.79-10° 98.7 99.5
AES C,5 EO 1.05-10° 6.03:10° 98.9 99.4
AEO Cy, EO; 2.21-10 9.64-10” 97.8 99.0
AEO C; EO¢ 1.60-10” 6.46:10° 98.4 99.4
AEO Cy, EO, 2.66-107 9.58.107 97.3 99.0
AEO C,¢ EOg 1.4410” 0.01230 98.6 98.8
AEO Cy5 EO, 2.18-107 9.14-10° 97.8 99.1
AEO Cy5 EO, 3.36:10° 1.2010” 96.6 98.8
AEO Cy6 EO; 1.80-10° 1.42-10° 98.2 98.6
AEO C,s EO;, 2.32:10” 2.50-10” 97.7 97.5
AEO Cy6 EO;3 1.78-10° 1.35-107 98.2 98.6
AEO Cy5 EO;, 2.14.10° 1.50-10" 97.9 98.5
AEO Cy6 EO;5 2.30-107 1.20-10° 97.7 98.8
AEO C;3 EO, 3.19.10° 1.66:10" 9.8 98.3
AEO Cy5 EO; 1.61-10° 1.26-10° 98.4 98.7
AEO C,3 EO¢ 1.9210" 1.23-10° 98.1 98.8
AEO Cy5 EO, 1.74-10° 9.78-107 98.3 99.0
AEO C,3 EOg 1.6210" 5.58-10° 98.4 99.4
AEO Cy5 EO, 1.67-10° 4.75-10° 98.3 99.5
AEO C,5 EO, 1.8210" 6.42:10° 98.2 99.4
AEO Cy3 EO;; 3.03-107 1.29-10° 97.0 98.7
AEO C,5 EO;, 2.80-10” 1.30-10” 97.2 98.7
AEO Cy3 EO;3 3.31-10” 1.30-10° 96.7 98.7

AEO Cy3 EO;, 1.18-107 1.21-107 98.2 98.8
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Para todos los compuestos la linealidad es superior al 95 %. Por
tanto, se puede afirmar que los datos experimentales se ajustaban al

modelo lineal propuesto.

3) Evaluacién de la homogeneidad de varianzas, condicién de
homocedasticidad. Para este propdsito se empled el andlisis de los
graficos de residuos. Se observd que en todos los casos se cumplian
las premisas fijadas. Por tanto, se pudo afirmar que los datos eran
homocedasticos. En la figura 5.1, a modo de ejemplo, se puede
observar el cumplimiento de esta condicidon para el tensioactivo AEO

Cis EO1g en sedimento.

Gréfico de Residuos
Col_2 =0,665265 + 60,4855*Col_1

0,09

0,06

0,03

-0,03

-0,06
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o
‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘
‘ L1 ‘ 11 ‘ 11 ‘ 11 ‘ 11 ‘ 11 ‘

-0,09 . L I
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o
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Figura 5.1. Distribucion de residuales frente a la concentracion.
Condicion de homocedasticidad

4.2. Limites de deteccion y cuantificacion

El limite de deteccidn se calculd a partir de la sefal del blanco. Para
ello se prepararon 10 blancos para cada matriz que se extrajeron segun los

procedimientos operatorios previamente descritos. Se inyectaron en el
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cromatégrafo de

liquidos,

previamente optimizadas.

fijando las

condiciones instrumentales

Los resultados obtenidos son los mostrados en la tabla 5.10.

Tabla 5.10. Limites de deteccion y cuantificacion de los métodos

So So X.p sedimento Xip suelo  X,q suelo y sedimento
Compuesto .. jimento  suelo (ug-kg™) (ug-kg™) (ugkeg™)
LAS C,g 1.1025 1.7386 3 5 14
LAS Cy; 2.2959 2.8176 7 8 32
LAS C;, 2.0256 2.8044 6 8 31
LAS Cy3 1.7258 2.2439 5 7 23
AS Cy, 0.1827 0.2086 0.5 0.6 3.5
AS Cyy 0.1570 0.1852 0.5 0.6 2.4
AS Cy 0.0958 0.0718 0.3 0.2 1.4
AS Cy5 0.1025 0.1129 0.3 0.3 2.1
AES C,, EO, 0.1154 0.1746 0.35 0.52 1.50
AES C,, EO, 0.0768 0.1877 0.23 0.56 1.07
AES C,, EO; 0.0416 0.0510 0.12 0.15 0.57
AES C,, EO, 0.0216 0.0310 0.06 0.09 0.37
AES C,, EO5 0.0215 0.0122 0.06 0.04 0.25
AES C4, EO, 0.1221 0.1427 0.37 0.43 1.33
AES C4, EO, 0.0741 0.0604 0.22 0.18 0.80
AES C,, EO; 0.0355 0.0309 0.11 0.09 0.38
AES C4, EO, 0.0128 0.0107 0.04 0.03 0.17
AES C,, EO5 0.0091 0.0081 0.03 0.02 0.12
AES C,¢ EO, 0.0499 0.0476 0.15 0.14 0.53
AES C;, EO, 0.0346 0.0346 0.10 0.10 0.38
AES C,¢ EO; 0.0168 0.0142 0.05 0.04 0.18
AES C;c EO, 0.0070 0.0119 0.02 0.04 0.09
AES C, EO; 0.0069 0.0108 0.02 0.03 0.07
AES C,5 EO, 0.0873 0.0886 0.26 0.27 0.91
AES C;5 EO, 0.0451 0.0412 0.14 0.12 0.48
AES C,5 EO; 0.0279 0.0240 0.08 0.07 0.28
AES C,3 EO, 0.0181 0.0179 0.05 0.05 0.18
AES C,3 EO; 0.0117 0.0121 0.03 0.04 0.13
AEO C, EO; 0.0155 0.0141 0.05 0.04 0.17
AEO C;6 EOg 0.0191 0.0177 0.06 0.05 0.21
AEO Cy EO, 0.0225 0.0315 0.07 0.09 0.26
AEO C;c EOg 0.0290 0.0375 0.09 0.11 0.30
AEO C4c EOg 0.0285 0.0421 0.09 0.13 0.31
AEO C,s EO;,  0.0282 0.0298 0.08 0.09 0.32
AEO C;; EO;y 0.0295 0.0453 0.09 0.14 0.33
AEO C,sEO;,  0.0302 0.0341 0.09 0.10 0.32
AEO C; EO;5 0.0285 0.0469 0.09 0.14 0.29
AEO C,cEO;,  0.0224 0.0285 0.07 0.09 0.25
AEO C,cEO;s  0.0185 0.0280 0.06 0.08 0.21
AEO C,3 EO, 0.0185 0.0208 0.06 0.06 0.20
AEO Cy5 EO5 0.0232 0.0174 0.07 0.05 0.26
AEO C;3 EOg 0.0279 0.0271 0.08 0.08 0.29
AEO C,5 EO, 0.0289 0.0395 0.09 0.12 0.31
AEO Cy5 EOg 0.0296 0.0418 0.09 0.13 0.33
AEO C;3 EOq 0.0313 0.0353 0.09 0.11 0.34
AEO C,sEO,,  0.0288 0.0386 0.09 0.12 0.32
AEO C,sEO;;  0.0286 0.0412 0.09 0.12 0.30
AEO C,3 EO;, 0.0255 0.0312 0.08 0.09 0.26
AEO C,;3EO;;  0.0198 0.0252 0.06 0.08 0.22
AEO C,3 EO,, 0.0166 0.0238 0.05 0.07 0.18
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4.3. Rango dinamico lineal

En la tabla 5.11 se presenta el rango dindmico lineal (RDL) para cada

compuesto. En las dos matrices estudiadas, sedimento y suelo agricola, se

establecié el mismo RDL para todos los tensioactivos. Como nivel mas bajo

del calibrado se establecid el limite de cuantificacion.

Tabla 5.11. Rango dindmico lineal

Compuesto RDL.1 Compuesto RDL.1 Compuesto RDL.1
(ng-kg) (ng-kg ') (ng-kg ')
LAS Cyo 14 - 699 AES C1,EO; 0.12-11.8 AEOC;EO;; 0.33-33.2
LAS Cy; 32-1611 AES C;,EO, 0.53-53.2 AEOC,EO;; 0.32-32.0
LAS C,, 31-1540 AES C;cEO, 0.38-37.8 AEOC,EO;; 0.29-29.1
LAS C3 23-1150 AES C1EO; 0.18-17.8 AEOC;EO;; 0.25-25.0
AS C;, 3.5-354 AES CicEO, 0.09-8.60 AEOC;sEO;; 0.21-20.8
AS Cyy 2.4-238 AES C16EO; 0.07-7.20 AEO CigEO, 0.20-19.6
AS Cy¢ 1.4-136 AES Ci3EOy 0.91-90.8 AEO C;3 EO; 0.26-26.0
AS Cig 2.1-211 AES C5EO, 0.48-48.2 AEO C;gEOg 0.29-29.5
AES C1, EO, 1.50- 150 AES Ci3EO; 0.28-28.0 AEO C;3 EO; 0.31-31.0
AES C1, EO, 1.07 - 107 AES C13EO, 0.18-18.2 AEO C;gEO; 0.33-32.6
AES C1, EO; 0.57-56.6 AES Ci3EO5 0.13-13.0 AEO C;3 EO; 0.34-33.5
AES C, EO, 0.37-36.6 AEO Cyc EO5 0.17-16.6 AEOC;3 EO;p 0.32-32.3
AES C1, EO; 0.25-24.6 AEO Cy EOg 0.21-21.4 AEOC;3EO;; 0.30-29.6
AES C,EO, 1.33-133 AEO Cyc EO, 0.26-25.5 AEOC;3EO;; 0.26-26.4
AES C, EO, 0.80-80.4 AEO C4 EOg 0.30-30.0 AEOC;3EO;; 0.22-21.8
AES C, EO; 0.38-38.0 AEO Cy6 EOg 0.31-31.2 AEOC;3EO;; 0.18-18.4
AES C,EO, 0.17-16.8 AEOC;sEO;p 0.32-32.3

4.4. Sensibilidad o resolucion analitica

La sensibilidad o resolucidon de un método analitico o sensibilidad de

la calibracién, recomendada por la IUPAC viene dada por la pendiente de la
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recta de calibracién (b), la cual puede observarse en la tabla 5.2 para

sedimento y en la tabla 5.3 para suelo agricola.

Por otro lado, para eliminar las dispersiones originadas por el proceso

de calibracion, segun se describié en el capitulo 2 de la presente Memoria

de Doctorado, la sensibilidad analitica (Sanaitica) S€ puede definir como el

cociente entre la desviacion estandar de la regresion (S,,) y la pendiente

de la funcién de calibrado (b) ecuacion 2.33. En la tabla 5.12 se presentan

los valores calculados para cada compuesto.

Tabla 5.12. Sensibilidad analitica

Sanall’tica sanalitica Sanall’tica sanalitica

Compuesto (p.g-kg'l) (p.g-kg'l) Compuesto (pg-kg'l) (p.g-kg'l)
sedimento suelo sedimento suelo
LAS Cyo 124 6.16 AES C,3EO; 0.50 0.37
LAS C;; 27.4 22.8 AES Ci3EO, 0.36 0.13
LAS C,, 17.9 24.9 AES C,3EO; 0.20 0.12
LAS C,3 14.2 21.2 AEO Cy EO; 0.53 0.23
AS Cy, 5.49 6.20 AEO C;6 EO¢ 0.49 0.20
AS Cy, 4.00 3.30 AEO C4 EO, 0.98 0.35
AS Cy6 2.48 2.04 AEO C4 EOg 0.62 0.53
AS Cyg 1.81 1.55 AEO C4 EOQg 0.98 0.41
AES C;, EO, 2.95 3.12 AEO C35 EO, 1.57 0.56
AES C;, EO, 1.78 1.38 AEO C;, EO, 0.86 0.68
AES C;, EO; 0.79 0.69 AEO C;, EO,, 1.07 1.15
AES C, EO, 0.88 0.44 AEO C;5 EOy3 0.75 0.57
AES C;, EO; 0.35 0.27 AEO C;, EO, 0.77 0.54
AES C, EO, 2.16 1.55 AEO C35 EO45 0.69 0.36
AES C, EO, 1.46 0.66 AEO C;5s EO, 0.91 0.47
AES C1, EO; 0.59 0.57 AEO Cy5 EO; 0.61 0.47
AES C,,EO, 0.43 0.17 AEO Cy5 EOg 0.82 0.52
AES Cy4, EO; 0.16 0.24 AEO Cy;5 EO, 0.78 0.44
AES C;6EO, 0.61 0.29 AEO C;5 EOg 0.76 0.26
AES C;cEO, 0.43 0.24 AEO C;5 EOg 0.81 0.23
AES C;6EO; 0.26 0.18 AEO C35 EO, 0.85 0.30
AES C;cEO, 0.19 0.09 AEO C33 EOq, 1.30 0.55
AES C;5EO5 0.11 0.04 AEO C35 EO,; 1.07 0.49
AES C;3EO, 1.39 0.58 AEO C35 EO3 1.04 0.41
AES C;5EO, 0.76 0.25 AEO C;3 EOq, 0.49 0.32
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4.5. Selectividad

Para la determinacion de la especificidad del método se compararon

el cromatograma del blanco con el correspondiente a la matriz dopada. En

las figuras 5.2 - 5.3 se muestran dichos cromatogramas.
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Figura 5.2. Selectividad del método en sedimento
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Figura 5.3. Selectividad del método en suelo agricola

En los cromatogramas se puede observar que no existe interferencia
alguna correspondiente a sustancias enddgenas, a los tiempos de retencién
de los tensioactivos. Por tanto, se puede concluir que los métodos
propuestos son selectivos.
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4.6. Exactitud del método: precision y veracidad

Uno de los mayores problemas que se encuentran a la hora de
estudiar la exactitud de un método analitico, en términos de veracidad, en
matrices ambientales, es la ausencia de materiales certificados. Por este
motivo, para establecer la exactitud del método, se estudié la veracidad del
mismo en términos de recuperacion con muestras dopadas y su precision
en términos de variabilidad intra e inter-diaria. Se emplearon muestras
libres de los compuestos o cuyas concentraciones estaban por debajo de

los limites de deteccion del método. Los niveles estudiados fueron:

. Nivel bajo. Punto de menor concentracion del calibrado (X.q). Se
obtuvo por medio de una disolucién de 0.5 mg:L™" de LAS total, 0.1
mg.L’1 de AESy 0.02 mg-L'1 de AEO.

. Nivel intermedio. Punto de concentracién intermedio entre el nivel
bajo y el nivel alto. Se prepard a partir de una disolucién de 3.3 mg-L"
de LAS total, 1.3 mg-L" de AES y 0.3 mg-L™ de AEO.

. Nivel alto. Punto de mayor concentracién del calibrado. Se preparé a
partir de una disolucién de 25 mg-L™" de LAS total, 10 mg-L"* de AES y
2 mg-L’1 de AEO.

Se realizaron 3 réplicas experimentales y por cada una de ellas 3
réplicas instrumentales, para cada nivel de concentracion. Los valores de
recuperacién se obtuvieron por comparacion de las concentraciones

obtenidas con las de analito anadidas previamente a las muestras.

Para evaluar la exactitud del método en términos de precision, se

estudid la repetibilidad (precisidn intra-dia) y la reproducibilidad (precision
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inter-dia). Para ello, se realizaron 7 réplicas de los analisis llevados a cabo
en el estudio de veracidad, durante 7 dias. Las réplicas diarias de cada nivel
de concentracion se realizaron para evaluar la variabilidad “intra-dia” y el
analisis se repitid durante 7 dias para evaluar la repetibilidad “inter-dia”.
Las tablas 5.13 - 5.16 muestran los valores para la veracidad, en términos
de recuperacion y los valores para la precision, expresada como desviacion

estandar relativa (DER) para los ensayos intra e inter-diarios.
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Tabla 5.13. Ensayo intra-diario en sedimento. Repetibilidad (n=9)

O Eee Dopado R DER T Eee Dopado R DER
(ug-kg?) (%) (%) (ug-kg™) (%) (%)

14 102.5 4.1 0.53 103.8 7.4

LAS Cyo 92 97.2 3.4 AES CiEO, 6.92 97.1 4.5
699 100.8 2.7 53.2 98.4 7.2

32 97.2 5.2 0.38 97.4 3.7

LAS C;y 213 100.0 4.3 AES CiEO, 4.91 101.4 5.6
1611 100.4 2.0 37.8 97.9 4.7

31 107.1 6.7 0.18 105.6 4.6

LAS C;, 203 99.5 3.1 AES C;EO; 231 100.9 5.9
1540 100.7 3.3 17.8 100.6 5.6

23 100.0 8.0 0.09 111.1 7.9

LAS C;3 152 102.1 3.2 AES CiEO, 1.12 97.3 6.0
1150 98.8 3.6 8.60 95.3 7.0

3.5 98.9 2.8 0.07 100.0 8.2

AS C;, 46.0 102.2 2.1 AES CiEOs 0.94 97.9 5.1
354 97.8 4.0 7.20 102.8 5.1

24 99.4 4.9 0.91 107.7 4.5

AS Ci4 31.0 101.7 53 AES Ci3EO, 11.8 98.1 4.7
238 99.5 2.6 90.8 100.6 5.9

1.4 100.0 7.1 0.48 95.8 4.9

AS Cy6 17.6 98.9 6.8 AES C;5EO, 6.27 100.8 6.0
136 98.6 3.5 48.2 97.9 5.1

21 100.0 7.1 0.28 103.6 3.6

AS Cyi5 27.4 98.5 4.6 AES C;5EO; 3.64 100.0 4.6
211 98.0 2.3 28.0 102.1 53

1.50 106.7 3.3 0.18 1111 7.0

AES C, EO, 19.6 100.0 3.2 AES C;5EO, 3.27 96.6 4.5
150 99.1 5.3 18.2 103.7 3.7

1.07 100.0 2.3 0.13 107.7 6.5

AES C, EO, 13.9 97.8 5.6 AES C;sEO; 1.69 95.9 4.6
107 99.7 4.8 13.0 107.7 7.9

0.57 98.2 3.3 0.17 100.0 4.1

AES C, EO; 7.36 97.8 4.6 AEO Cyi EO; 2.50 99.2 5.8
56.6 97.2 5.3 16.6 99.4 6.9

0.37 105.4 4.1 0.21 95.2 4.3

AES C, EO, 4.76 96.6 4.9 AEO C; EOg 3.20 103.4 53
36.6 101.1 4.8 21.4 99.6 4.6

0.25 96.0 3.1 0.26 96.2 3.5

AES C, EOs 3.20 96.9 3.5 AEO Ci6 EO; 3.83 101.8 4.3
24.6 99.6 5.8 25.5 99.4 5.1

1.33 107.7 6.5 0.30 106.7 5.6

AES C,,EO, 17.3 98.3 5.5 AEO C; EOg 4.51 101.1 5.4
133 100.7 6.9 30.0 98.1 5.5

0.80 95.0 4.6 0.31 106.5 5.9

AES C1,EO, 10.5 95.7 5.0 AEO Cy;6 EOy 4.67 97.6 5.7
80.4 102.0 4.3 31.2 96.5 5.1

0.38 97.4 5.4 0.32 100.0 3.8

AES C1,EO; 4.94 99.0 3.5 AEOC;EOy 4.85 100.0 4.6
38.0 102.6 4.2 32.3 99.5 7.0

0.17 105.9 5.4 0.33 97.0 4.7

AES C1,EO, 2.18 96.8 40 AEOC,EOy 4.98 98.4 53
16.8 98.2 7.6 33.2 97.8 7.0

0.12 100.0 4.0 0.32 96.9 5.0

AES C1,EO5 1.53 96.7 6.9 AEOC;EOy; 4.79 104.0 7.4
11.8 97.5 4.6 32.0 100.1 4.3
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Tabla 5.13 cont. Ensayo intra-diario en sedimento. Repetibilidad (n=9)

O Eee Dopado R DER T Eee Dopado R DER
(ug-kg?) (%) (%) (ugke’) (%) (%)

0.29 106.9 7.0 0.33 109.1 6.4

AEO Cy6 EO;3 4.37 96.6 5.5 AEO Cy3 EOg 4.90 95.7 5.7
29.1 100.6 3.6 32.6 95.7 7.0

0.25 100.0 3.9 0.34 97.1 4.6

AEO C;6 EOy4 3.75 97.3 4.8 AEO Cy3 EOy 5.03 99.4 3.6
25.0 98.2 3.5 33.5 99.2 4.1

0.21 104.8 5.6 0.32 1125 6.5

AEO Cy6 EO;5 3.12 96.8 5.2 AEO Cy;5 EOyo 4.84 99.0 5.2
20.8 98.4 4.6 32.3 97.8 4.4

0.20 110.0 7.8 0.30 96.7 5.6

AEO Cy3 EO, 294 101.4 2.7 AEO Cy3 EOyy 4.45 100.0 3.9
19.6 95.8 3.7 29.6 96.7 5.6

0.26 100.0 4.0 0.26 107.7 5.7

AEO Ci3 EO; 3.90 97.2 4.2 AEO Cy3 EO;, 3.95 98.5 4.6
26.0 104.7 5.1 26.4 99.0 3.3

0.29 103.4 4.2 0.22 95.5 5.7

AEO Cy53 EOg 4.42 95.7 4.6 AEO Cy3 EO;3 3.27 96.0 4.9
29.5 98.2 3.9 21.8 96.2 5.9

0.31 106.5 4.8 0.18 1111 7.8

AEO Ci53 EO, 4.66 98.3 4.6 AEO C;3 EOy4 2.77 1076 5.2

31.0 103.0 6.3 18.4 100.7 4.3




Calibrado y Validacion del Método

251

Tabla 5.14. Ensayo inter-diario en sedimento. Reproducibilidad (n=63)

O Dopado R DER O Dopado R DER
P (We-ke)) (%) (%) P (We-ke)) (%) (%)

14 107.1 3.2 0.53 98.1 6.5

LAS Cyo 92 96.7 4.4 AES C;6EO; 6.92 99.6 4.7
699 99.9 3.7 53.2 98.6 5.6

32 100.0 5.5 0.38 94.7 3.9

LAS Cy; 213 99.1 5.2 AES C;,EO, 4,91 97.4 4.1
1611 100.2 49 37.8 949 4.2

31 106.5 4.3 0.18 94.4 5.9

LAS C;; 203 101.0 2.4 AES C;6EO; 2.31 100.0 5.7
1540 99.9 4.7 17.8 100.4 5.4

23 95.7 7.1 0.09 100.0 5.4

LAS Cy3 152 99.3 4.0 AES C;6EO, 1.12 111.6 5.3
1150 100.2 3.3 8.60 100.5 5.5

3.5 97.1 3.1 0.07 100.0 4.3

AS C, 46.0 104.3 2.0 AES C;6EO5 0.94 94.7 4.7
354 95.0 4.1 7.20 100.1 5.1

2.4 100.0 5.0 0.91 104.4 4.1

AS Cy4 31.0 100.6 4.7 AES C;3EO, 11.8 98.0 5.0
238 100.8 3.5 90.8 99.7 5.8

1.4 107.1 6.8 0.48 97.9 4.3

AS Ci¢ 17.6 98.3 6.8 AES C;5EO, 6.27 99.8 5.5
136 99.4 4.3 48.2 99.0 4.5

2.1 95.2 6.7 0.28 107.1 5.7

AS Cig 27.4 98.9 4.2 AES C;5EO; 3.64 100.3 3.6
211 100.4 3.8 28.0 97.9 4.3

1.50 113.3 4.7 0.18 105.6 6.5

AES C, EO; 19.6 99.5 2.5 AES C;3EOQ, 3.27 101.8 4.5
150 99.5 3.2 18.2 104.0 6.6

1.07 109.1 7.5 0.13 107.7 6.3

AES C, EO, 13.9 100.0 5.0 AES C13EO5 1.69 97.0 5.5
107 99.9 4.7 13.0 103.8 5.2

0.57 100.0 3.2 0.17 105.9 3.9

AES C,EO; 7.36 98.9 5.6 AEO Cy35 EOs 2.50 99.6 4.3
56.6 101.4 4.3 16.6 98.7 5.4

0.37 102.7 3.5 0.21 104.8 4.7

AES C1,EOQ, 4.76 98.7 4.6 AEO Cy36 EOg 3.20 97.8 4.9
36.6 101.4 49 21.4 97.8 5.7

0.25 104.0 4.3 0.26 103.8 4.6

AES C1, EO5 3.20 97.8 4.8 AEO Cy36 EO; 3.83 97.9 5.0
24.6 101.5 5.7 25.5 95.0 4.3

1.33 100.0 4.5 0.30 110.0 6.5

AES C14,EO; 17.3 94.8 7.1 AEO Cy6 EOg 4,51 102.4 3.4
133 98.7 4.3 30.0 100.7 5.1

0.80 102.5 3.6 0.31 96.8 4.6

AES C1,EO, 10.5 98.6 5.4 AEO C35 EOg 4.67 97.9 5.7
80.4 97.7 4.4 31.2 101.4 5.1

0.38 94.7 5.2 0.32 96.9 6.3

AES C1,EO; 4.94 96.8 3.9 AEO C36 EO4o 4.85 97.3 6.4
38.0 98.7 5.8 323 99.4 7.0

0.17 111.8 5.2 0.33 106.1 5.7

AES C1,EO, 2.18 107.8 4.8 AEO C36 EOy; 4.98 94.8 5.5
16.8 95.1 3.6 33.2 99.7 6.8

0.12 108.3 4.0 0.32 100.0 4.0

AES C14,EO5 1.53 96.1 5.8 AEO C;6 EO;; 4.79 96.7 6.3
11.8 99.2 4.4 32.0 96.6 5.1
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Tabla 5.14 cont. Ensayo inter-diario en sedimento. Reproducibilidad (n=63)

O Eee Dopado R DER T Eee Dopado R DER
(ug-kg?) (%) (%) (ug-kg?) (%) (%)

0.29 96.6 7.1 0.33 103.0 5.5

AEO Cy6 EO;3 4.37 97.9 5.6 AEO Cy3 EOg 4.90 101.0 5.5
29.1 101.1 5.2 32.6 98.7 6.3

0.25 96.0 5.8 0.34 94.1 5.6

AEO C;6 EOy4 3.75 106.4 5.4 AEO Cy53 EOy 5.03 101.2 7.6
25.0 97.1 4.9 33.5 99.1 53

0.21 95.2 4.6 0.32 96.9 6.6

AEO Cy6 EO;5 3.12 99.7 6.4 AEO Cy;3 EOyo 4.84 100.2 4.4
20.8 96.6 4.5 32.3 94.2 5.0

0.20 95.0 6.6 0.30 100.0 5.8

AEO Cy3 EO, 294 98.6 3.8 AEO Cy3 EOyy 4.45 104.5 4.4
19.6 101.1 3.6 29.6 101.6 5.6

0.26 103.8 4.2 0.26 107.7 5.8

AEO Ci3 EO; 3.90 99.5 4.7 AEO Cy3 EO;, 3.95 96.2 6.0
26.0 96.7 5.7 26.4 100.5 3.5

0.29 96.6 3.9 0.22 95.5 4.4

AEO Cy3 EOg 4.42 98.0 5.8 AEO Cy3 EO;3 3.27 105.5 5.6
29.5 99.0 5.5 21.8 101.6 6.4

0.31 103.2 43 0.18 94.4 7.9

AEO Ci53 EO, 4.66 98.7 3.4 AEO C;3EOy4 2.77 97.5 5.5

31.0 100.5 5.3 18.4 98.4 6.4
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Tabla 5.15. Ensayo intra-diario en suelo. Repetibilidad (n=9)

O Dopado R DER O Dopado R DER
P (Wekg) (%) (%) i (We-ke)) (%) (%)

14 99.3 5.1 0.53 109.2 7.2

LAS Cyo 92 96.1 5.1 AES C;6EO; 6.92 98.3 6.4
699 98.1 4.3 53.2 95.4 7.3

32 99.2 6.3 0.38 100.2 5.6

LAS Cy; 213 98.3 5.6 AES C;,EO, 4,91 105.4 5.1
1611 98.2 5.2 37.8 99.7 6.6

31 100.0 53 0.18 103.5 5.9

LAS C;; 203 99.0 6.2 AES C;6EO; 2.31 106.4 7.5
1540 98.7 3.7 17.8 106.2 7.8

23 99.3 3.9 0.09 108.5 7.0

LAS Cy3 152 98.3 3.0 AES C;6EO, 1.12 101.6 6.4
1150 102.3 5.2 8.60 102.5 7.6

3.5 105.4 5.0 0.07 99.2 6.6

AS C, 46.0 98.2 3.4 AES C;6EO5 0.94 98.6 5.6
354 98.5 6.7 7.20 100.5 5.4

2.4 102.6 7.4 0.91 95.7 5.6

AS Cy4 31.0 100.3 5.4 AES C;3EO, 11.8 98.6 6.4
238 98.3 4.4 90.8 100.6 8.7

1.4 101.1 6.2 0.48 98.6 6.4

AS Ci¢ 17.6 99.0 6.0 AES C;5EO, 6.27 99.4 6.0
136 97.2 5.7 48.2 97.7 4.4

2.1 99.0 6.2 0.28 100.6 3.4

AS Cig 27.4 100.6 4.3 AES C;5EO; 3.64 99.5 5.6
211 99.3 3.5 28.0 96.4 4.4

1.50 102.7 5.1 0.18 94.7 5.5

AES C, EO; 19.6 98.4 4.5 AES C;3EOQ, 3.27 97.6 5.8
150 97.0 7.4 18.2 107.2 4.6

1.07 100.9 5.7 0.13 100.6 7.7

AES C, EO, 13.9 99.6 6.4 AES C13EO5 1.69 101.7 7.5
107 98.7 8.1 13.0 98.5 6.5

0.57 95.4 5.4 0.17 96.2 5.6

AES C,EO; 7.36 97.7 6.2 AEO Cy35 EOs 2.50 95.2 7.3
56.6 97.3 6.7 16.6 95.0 7.2

0.37 99.7 4.5 0.21 94.5 5.6

AES C1,EOQ, 4.76 96.2 5.3 AEO Cy36 EOg 3.20 101.6 6.5
36.6 102.4 7.3 21.4 98.5 5.3

0.25 97.4 4.2 0.26 95.6 5.6

AES C1, EO5 3.20 97.3 5.7 AEO Cy36 EO; 3.83 94.2 6.6
24.6 98.7 5.9 25.5 95.4 6.2

1.33 101.4 5.0 0.30 109.2 5.9

AES C14,EO; 17.3 97.7 4.7 AEO Cy6 EOg 4,51 103.1 4.3
133 110.5 6.8 30.0 99.6 4.6

0.80 96.7 4.5 0.31 101.1 8.4

AES C1,EO, 10.5 95.4 4.8 AEO C35 EOg 4.67 98.4 7.6
80.4 97.3 5.2 31.2 97.5 7.8

0.38 97.2 5.1 0.32 98.6 6.6

AES C1,EO; 4.94 99.6 3.8 AEO C36 EO4o 4.85 96.2 6.1
38.0 100.5 6.6 323 98.5 7.2

0.17 97.2 6.1 0.33 97.1 5.5

AES C1,EO, 2.18 96.3 3.3 AEO C36 EOy; 4.98 98.5 4.8
16.8 99.7 5.3 33.2 97.6 3.5

0.12 102.4 6.4 0.32 95.6 5.6

AES C14,EO5 1.53 98.6 5.5 AEO C;6 EO;; 4.79 95.2 6.5
11.8 98.0 8.4 32.0 97.5 4.8
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Tabla 5.15 cont. Ensayo intra-diario en suelo. Repetibilidad (n=9)

O Eee Dopado R DER T Eee Dopado R DER
(ug-kg?) (%) (%) (ueg-kg?) (%) (%)

0.29 98.4 6.5 0.33 102.5 8.2

AEO Cy6 EO;3 4.37 1115 5.5 AEO Cy3 EOg 4.90 96.6 6.6
29.1 112.8 6.2 32.6 96.4 4.6

0.25 100.8 5.2 0.34 96.6 53

AEO C;6 EOy4 3.75 99.5 4.7 AEO Cy3 EOy 5.03 96.4 4.6
25.0 97.6 4.7 33.5 97.4 8.3

0.21 108.6 6.8 0.32 104.9 7.6

AEO Cy6 EO;5 3.12 103.5 6.2 AEO Cy3 EOyo 4.84 99.5 6.2
20.8 97.6 6.3 32.3 98.2 8.1

0.20 109.2 8.1 0.30 96.4 6.5

AEO Cy3 EO, 2.94 104.5 8.4 AEO Cy3 EOyy 4.45 98.5 5.2
19.6 101.9 6.5 29.6 94.2 4.6

0.26 96.2 53 0.26 106.7 7.4

AEO Ci3 EO; 3.90 97.5 4.4 AEO Cy3 EO;, 3.95 95.5 5.4
26.0 105.7 5.9 26.4 101.4 4.6

0.29 98.5 4.6 0.22 96.2 4.8

AEO Cy3 EOg 4.42 99.2 4.9 AEO Cy3 EO;3 3.27 94.0 5.6
29.5 97.6 6.4 21.8 95.5 6.8

0.31 95.7 8.5 0.18 106.3 7.8

AEO Ci53 EO, 4.66 97.7 6.1 AEO C;3 EOy4 2.77 104.6 6.5

31.0 101.2 7.5 18.4 100.2 6.5
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Tabla 5.16. Ensayo inter-diario en suelo. Reproducibilidad (n=63)

O Dopado R DER O Dopado R DER
P (Wekg?) (%) (%) i (We-ke)) (%) (%)

14 108.5 5.4 0.53 99.2 6.5

LAS Cyo 92 98.3 6.4 AES C;6EO; 6.92 100.2 4.3
699 99.7 4.6 53.2 97.2 6.6

32 101.4 7.7 0.38 96.2 5.4

LAS Cy; 213 96.1 5.4 AES C;,EO, 4,91 98.0 5.6
1611 101.2 6.3 37.8 94.6 5.1

31 102.3 7.4 0.18 100.7 8.3

LAS C;; 203 97.1 3.7 AES C;6EO3 2.31 102.8 6.4
1540 98.2 5.4 17.8 105.3 7.2

23 94.4 6.6 0.09 109.9 5.6

LAS Cy3 152 101.6 5.3 AES C;6EO, 1.12 103.7 5.1
1150 103.5 7.6 8.60 103.1 6.4

3.5 97.6 4.6 0.07 100.2 4.5

AS C, 46.0 96.7 53 AES C;6EO5 0.94 98.4 6.5
354 102.4 8.4 7.20 101.5 7.4

2.4 100.0 6.3 0.91 103.4 4.4

AS Cy4 31.0 104.4 3.3 AES C;3EO, 11.8 99.7 5.4
238 100.3 3.3 90.8 99.4 6.4

1.4 108.6 49 0.48 100.0 4.4

AS Ci¢ 17.6 98.4 4.4 AES C;5EO, 6.27 102.9 6.4
136 97.5 5.6 48.2 100.8 6.4

2.1 96.3 5.4 0.28 111.2 6.7

AS Cig 27.4 104.3 4.6 AES C;3EO; 3.64 99.6 7.3
211 98.3 6.4 28.0 96.4 6.4

1.50 105.5 53 0.18 108.4 4.2

AES C, EO; 19.6 98.4 5.6 AES C;3EOQ, 3.27 107.2 5.3
150 97.4 7.6 18.2 100.4 5.9

1.07 99.3 6.5 0.13 95.3 5.3

AES C, EO, 13.9 103.4 4.7 AES C13EO5 1.69 96.1 6.3
107 97.4 5.8 13.0 98.3 7.6

0.57 97.3 4.4 0.17 106.7 7.4

AES C,EO; 7.36 95.3 6.6 AEO Cy35 EOs 2.50 101.3 6.4
56.6 102.4 5.8 16.6 99.5 4.4

0.37 101.3 6.3 0.21 103.9 5.9

AES C1,EOQ, 4.76 98.8 5.0 AEO Cy36 EOg 3.20 98.3 5.4
36.6 105.3 5.6 21.4 99.8 4.4

0.25 101.5 4.4 0.26 104.7 5.8

AES C1, EO5 3.20 98.4 5.3 AEO Cy35 EO; 3.83 96.3 6.5
24.6 101.4 6.4 25.5 97.4 4.4

1.33 100.3 3.7 0.30 105.4 6.4

AES C14,EO; 17.3 94.5 8.6 AEO Cy6 EOg 4,51 104.2 4.9
133 98.4 6.4 30.0 99.4 5.3

0.80 98.3 3.4 0.31 97.7 4.6

AES C1,EO, 10.5 99.1 4.4 AEO C35 EOg 4.67 98.7 5.2
80.4 99.6 6.6 31.2 95.5 5.4

0.38 104.1 7.6 0.32 96.2 6.3

AES C1,EO; 4.94 103.3 3.8 AEO C36 EO4o 4.85 102.9 6.3
38.0 99.3 6.3 323 103.9 8.4

0.17 110.5 4.6 0.33 101.5 6.4

AES C1,EO, 2.18 104.4 5.5 AEO Cy36 EO1; 4.98 94.3 3.2
16.8 100.0 4.3 33.2 96.4 6.6

0.12 99.3 3.3 0.32 98.6 7.0

AES C14,EO5 1.53 98.2 4.8 AEO C;6 EO;, 4.79 99.7 6.5
11.8 99.5 4.3 32.0 96.3 4.4
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Tabla 5.16 cont. Ensayo inter-diario en suelo. Reproducibilidad (n=63)

AT Dopado R DER T Eee Dopado R DER
(ug-kg?) (%) (%) (ugke’) (%) (%)

0.29 98.7 8.4 0.33 102.8 6.6

AEO Cys EO;3 4.37 99.7 6.4 AEO Cy3 EOg 4.90 99.6 6.5
29.1 100.6 7.4 32.6 97.7 7.3

0.25 108.2 6.7 0.34 96.8 5.2

AEO Cis EOy4 3.75 95.8 5.6 AEO Cy3 EOy 5.03 1025 7.2
25.0 105.2 6.8 33.5 99.5 6.9

0.21 96.8 5.6 0.32 100.8 6.4

AEO Cy EO;5 3.12 100.9 7.9 AEO Cy3 EOyo 4.84 1014 5.6
20.8 98.5 5.3 32.3 96.7 4.5

0.20 98.6 6.1 0.30 98.5 5.6

AEO C;3 EO, 294 99.2 4.7 AEO Cy3 EOyy 4.45 1024 6.3
19.6 102.2 5.6 29.6 1026 7.4

0.26 107.6 5.4 0.26 105.8 5.8

AEO C;3 EOs 3.90 99.3 4.4 AEO Cy3 EO;, 3.95 96.5 6.9
26.0 96.4 4.7 26.4 98.5 4.3

0.29 97.3 5.8 0.22 95.4 6.6

AEO Cy3 EOg 4.42 95.4 6.7 AEO Cy;3 EO;3 3.27 104.1 6.5
29.5 105.5 6.8 21.8 1075 7.6

0.31 107.8 5.1 0.18 96.5 8.6

AEO Cy5 EOy 4.66 98.7 4.6 AEO C;3 EOy4 2.77 99.2 5.5
31.0 101.8 5.3 18.4 97.5 5.2

En todos los casos, los porcentajes de recuperacion son proximos al
100 % (94.0 - 113.3 %) y por tanto, se puede concluir que los métodos
propuestos para sedimento y suelo son veraces. Por otro lado, los valores
obtenidos para la DER oscilaron entre el 2.0 y el 8.7 %. Estos limites estan
dentro de limites aceptables para cumplir los requisitos establecidos en la
guia de validacion empleada, seglin la cual se consideran aceptables
valores iguales o inferiores al 15 % en general al 20 % en la zona préxima al
limite de deteccion del método. Los datos obtenidos para la precisidon y la

veracidad indican que los dos métodos propuestos son métodos exactos.



CAPITULO VI

Aplicacion del Método a
Sedimentos Acuaticos
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En el presente capitulo se muestran los resultados obtenidos al
aplicar la metodologia desarrollada a muestras de sedimentos marinos de
diferente procedencia. En primer lugar, se analizaron muestras de
sedimentos marinos colectadas en diferentes puntos del litoral de la Isla de
Tenerife, Espafia, dando como resultado un mapa geografico de
distribucién de las concentraciones. En segundo lugar, la metodologia
propuesta se aplicd a la determinacién de tensioactivos en muestras de
sedimentos marinos recogidas en distintos puntos de la Costa de
Andalucia. Por ultimo, se aplicd al estudio de los sedimentos del Rio

Monachil, Granada.

En el desarrollo de este capitulo, en cada uno de los casos
anteriormente expuestos se sigue el mismo esquema de trabajo. En primer
lugar, se realiza una contextualizacién del problema. A continuacién, se
realiza una caracterizacion de las muestras a analizar. Después se
desarrolla el modo en el que se realizé la toma y conservacion de dichas
muestras. Por ultimo, se muestran los resultados obtenidos y se realiza
una breve discusion de dichos resultados, presentando una serie de

conclusiones.

Finalmente, y en funcién de los resultados obtenidos en el andlisis de
las diferentes muestras de sedimento, se desarrolla una comparativa entre
los analitos, proponiendo unas conclusiones generales acerca del
comportamiento de los tensioactivos estudiados en los sedimentos tanto
marinos como fluviales. El uso de la relacién entre homdélogos largos y
cortos y/o el nimero de unidades etoxiladas de estos surfactantes es una
herramienta Util para el estudio de su proceso de degradacién, asi como su

comportamiento y distribucién.
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1. DETERMINACION DE TENSIOACTIVOS EN SEDIMENTOS
MARINOS DE LA ISLA DE TENERIFE

1.1. Contextualizacion

La Isla de Tenerife, esta situada en el Archipiélago Canario, en el
Océano Atlantico y a unos 300 Km de la costa de Africa, siendo la isla mas
grande del archipiélago (superficie de 2032 Km?, costa que de 342 Km y
poblacién de 898680 habitantes)™°. Sus principales recursos econémicos
son la agricultura y el turismo. Debido a su ubicacion geografica, las
condiciones climaticas y la limitada actividad industrial, se espera que los
niveles de contaminacion sean bajos. Ademas, casi el 50 % de la superficie

de Tenerife es una zona que cuenta con proteccidon medioambiental.

El objeto del estudio que se propone fue obtener una visién global de
la concentracién de tensioactivos en los sedimentos marinos proximos a
los distintos emisarios situados alrededor de la isla, siendo un estudio de

interés medioambiental.

1.2. Caracterizacion de las muestras

Las muestras de sedimentos marinos de la Isla de Tenerife se
recogieron en 9 puntos diferentes a lo largo de su costa, donde se
encontraban emisarios submarinos: Punta Brava, Los Silos, Punta Blanca,
Playa de las Américas, Punta Larga, Playa de San Juan, Santa Cruz de

Tenerife, Las Caletillas y Poligono Industrial de Gliimar. Todos los emisarios

139 |nstituto Nacional de Estadistica (INE), Poblacién por Islas y sexo a 1 de enero de 2012. Isla de

Tenerife. URL: http://www.ine.es (Visitada el 15/01/2013).
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son de tipo urbano, excepto el del Poligono Industrial de Gliimar que es un
emisario de tipo industrial. En la figura 6.1 se muestra un mapa de la Isla

de Tenerife con la localizacién de cada uno de estos puntos.

g

Santa Cruz de Tenerife(SCR)

PuntaBrava (PBR) A
Los Silos (LS) d

g W Las Caletillas (CLT)
« l. L] Puntalarga(PLR)
.‘ y PoligonoIndustrial de Guimar (PIG)

PuntaBlanca(PBL)

™ Playade San Juan (PSJ)

Figura 6.1. Localizacion de los nueve puntos de muestreo
y cédigos, en la Isla de Tenerife

En la tabla 6.1 se detallan las caracteristicas relativas a las muestras.
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Tabla 6.1. Muestras de sedimentos marinos de la Isla de Tenerife

Muestras de Tenerife

Codigo  Localizacién Coordenadas  Tipo de Descrincion Profundidad  Fecha del
i UTM 28 emisario P (m) Muestreo
Punta Brava 345970 L.meal con
PBR (Puerto de la Urbano difusores y 40 11/09/2009
3144718 .
Cruz) boca final
Lineal con
LS Los Silos 322360 Urbano difusores y 32 16/08/2009
3141336 .
boca final
Punta,BIanca 319180 L.meal con
PBL (Guia de Urbano difusores 'y 25 23/10/2009
3122534 .
Isora) boca final
Lineal con
Playa de Las 328883 .
LAM Américas 3105599 Urbano dlfusor.es y 26 08/01/2010
boca final
Lineal con
PLR Punta Larga 366757 Urbano difusores y 19 24/08/2009
3138455 .
boca final
Lineal con
Playa de San 321436 .
PSJ Juan 3117924 Urbano dlfusor.es y 46 21/10/2009
boca final
Con dos
Santa Cruz de 376703 ramales,
SCR Tenerife 3147755 Urbano difusores y 38 09/01/2010
bocas finales
Lineal sin
. 366983 difusores y un
CLT Las Caletillas 3139268 Urbano solo punto de 29 23/08/2009
vertido
Poligono Con tres
. 366635 . ramales,
PIG Ind;;itr:aalrde 3135395 Industrial difusores y 30 28/10/2009

bocas finales

Durante la toma de muestra la direccién de la corriente marina fue
de noreste a suroeste-sur, como aparece reflejado en la figura 6.2. En cada
punto de muestreo se tomaron 4 muestras. La muestra nimero 1 se tomd
a unos 50 cm en frente de la boca del emisario, las muestras 2,3y 4 se
tomaron a una distancia entre 8 y 10 m del emisario. En la figura 6.2 se
muestra la distribucién de estas cuatro muestras alrededor del emisario

segun cada uno de los tres litorales principales de la isla.
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Figura 6.2. Direccion de la corriente marina (verde) y
distribucion de las cuatro muestras alrededor del emisario (rojo)

1.3. Toma y conservacion de las muestras

La etapa de toma de muestra de sedimentos marinos fue llevada a

cabo por submarinistas tal y como se muestra en la figura 6.3.

Figura 6.3. Submarinistas durante la etapa de toma de muestra
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Una vez tomadas las muestras, se colocaron en recipientes de vidrio y
se conservaron a 4 °C durante el transporte hasta el laboratorio, dénde se

siguio el siguiente procedimiento operatorio:

1) Adicién inmediata de formaldehido al 3 % (v/v), para detener la

actividad bioldgica y evitar su alteracion.

2) Secado de las muestras en un horno hasta pesada constante.

3) Tamizado de las muestras (2 mm de luz de malla).

4) Colocacién de las muestras en recipientes de pldstico debidamente
etiquetados, y conservacion en un frigorifico a 4 °C hasta su analisis

segun la metodologia anteriormente propuesta.

1.4. Resultados

En las tablas 6.2 a 6.9 se muestran las concentraciones de
tensioactivos encontradas en los sedimentos marinos de la Isla de Tenerife
analizados. Para calcular la concentracién media de cada analito, se
realizaron dos réplicas experimentales y tres instrumentales por muestra,
obteniendo un total de seis datos por muestra. En dichas tablas, “nd”
indica que el tensioactivo no se ha detectado y “d” que el tensioactivo si se

ha detectado, pero a una concentracién inferior al limite de cuantificacién.
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Tabla 6.2. Concentraciones encontradas en las muestras para LAS
Codigo Concentracion (pg-kg'l) Codigo Concentracion (p.g-kg'l)
LASC;, LASC;; LASC;, LASC,; LASC,, LASC;; LASC;, LASCy;
PBR 01 nd d d d PLR 03 83 766 1131 859
PBR 02 nd nd d d PLR 04 24 43 33 47
PBR 03 nd d d d PSJ 01 d 79 218 348
PBR 04 d d 31 31 PSJ 02 17 179 497 680
LS 01 201 1012 958 616 PSJ 03 d 133 102 133
LS 02 d 36 48 53 PSJ 04 15 106 321 520
LS 03 d 78 160 218 SCR 01 94 641 1020 1136
LS 04 d 33 37 25 SCR 02 84 606 1094 1028
PBL 01 22 52 31 d SCR 03 39 267 722 936
PBL 02 14 41 d d SCR 04 45 247 544 1031
PBL 03 15 35 d d CLTO01 d 54 123 197
PBL 04 17 38 d d CLT 02 d 87 221 346
LAM 01 43 349 948 711 CLT 03 d d 56 86
LAM 02 48 378 939 753 CLT 04 d 63 155 252
LAM 03 23 191 600 1048 PIG 01 nd d d d
LAM 04 35 264 645 1098 PIG 02 nd d d d
PLR 01 18 125 353 633 PIG 03 nd d d d
PLR 02 18 89 200 394 PIG 04 d d d 34
Tabla 6.3. Concentraciones encontradas en las muestras para los AS
Codigo Concentracion (pg-kg'l) Codigo Concentracion (p.g-kg'l)
ASC;, ASC,; ASCis ASCy ASC;;, ASC;,; ASC;s ASCyg
PBR 01 4.4 5.2 6.5 2.7 PLR 03 58.9 124 130 85.6
PBR 02 5.1 4.8 1.8 d PLR 04 54.2 9.7 3.7 d
PBR 03 4.3 4.3 1.7 d PSJ 01 25.8 19.9 23.3 8.0
PBR 04 16.7 16.3 9.4 3.2 PSJ 02 28.9 38.7 38.6 18.5
LS 01 33.5 27.0 27.0 40.9 PSJ 03 10.9 8.8 7.2 3.6
LS 02 22.9 4.4 d nd PSJ) 04 12.2 11.9 16.7 6.8
LS 03 34.2 10.1 2.7 3.7 SCR 01 77.9 78.3 128 445
LS 04 19.1 6.2 1.8 d SCR 02 82.5 66.8 107 42.4
PBL 01 31.9 10.3 5.9 d SCR 03 107 36.3 101 34.1
PBL 02 46.6 15.2 33 d SCR 04 91.3 68.4 57.1 26.9
PBL 03 62.8 9.4 2.8 d CLT 01 6.5 7.2 8.6 5.1
PBL 04 45.9 10.2 3.1 d CLT 02 5.5 9.4 19.6 8.3
LAMO01 20.9 31.7 73.7 33.3 CLT 03 5.1 5.2 4.9 2.4
LAM 02 13.1 17.6 36.0 22.3 CLT 04 13.0 14.6 17.7 6.3
LAM 03 8.1 13.0 24.1 14.8 PIG 01 6.2 5.0 1.8 d
LAM 04 14.4 19.1 28.0 19.5 PIG 02 4.3 3.7 2.2 d
PLR 01 33.8 17.7 15.9 8.4 PIG 03 4.8 4.2 4.1 d
PLR 02 32.8 37.2 27.2 9.8 PIG 04 7.3 5.5 7.6 3.0
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Tabla 6.4. Concentraciones encontradas en las muestras para los AES C;,

Concentracion de los Concentracion de los etoximeros
Cédigo etoximeros de AES C;, (|J.g-kg'1) Cédigo de AES Cy, (pg-kg'l)
EO;, EO, EO; EO, EO; EO, EO, EO; EO, EOg

PBR 01 d d d nd d PLRO3 225 188 899 6.08 4.49
PBR 02 d d d d 026 PLRO4 112 842 396 270 1.58
PBR 03 d d d d d PSJO1 350 253 1.09 0.68 042
PBR04 387 227 143 100 071 PSJ02 464 352 179 135 0.85
LS01 943 7.23 3.88 254 207 PSIO3 186 1.17 d d 0.29
LS02 480 360 174 121 066 PSI04 194 140 0.68 0.37 d
LS03 6.72 533 3.08 2.07 140 SCRO1 18.2 217 105 125 143
Lso4 523 395 179 1.12 0.71 SCR02 311 317 16.1 146 14.7
PBLO1 108 8.88 436 278 2.09 SCRO03 104 111 517 518 6.08
PBLO2 173 151 8.03 515 3.15 SCR04 316 305 146 114 8.44
PBLO3 10.1 7.37 372 219 134 CLTO1 169 1.39 d 0.53 0.34
PBLO4 8.44 6.97 330 211 129 CLTO02 d d d 0.43 0.51
LAMO01 559 451 278 233 209 CLTO3 d d d d d
LAMO02 3.11 269 153 173 193 CLT04 395 271 130 092 0.67
LAMO03 226 2.03 152 158 198 PIGO1 1.65 d d d d
LAM04 410 3.12 189 163 170 PIG02 d d d d nd
PLRO1 8.32 6.44 3.21 2.04 140 PIGO3 d d d d nd
PLRO2 108 8.41 4.14 3.05 188 PIGO4 181 1.22 0.59 d d

Tabla 6.5. Concentraciones encontradas en las muestras para los AES Cyy

Concentracion de los Concentracion de los etoximeros
Cédigo etoximeros de AES Cy, (p.g-kg'l) Codigo de AES Cy, (pg-kg'l)
EO; EO, EO; EO, EOs EO, EO, EO; EO, EOs

PBRO1 276 130 042 d nd PLRO03 60.7 34.20 16.21 10.11 6.77
PBR02 228 1.46 0.69 0.22 0.23 PLRO4 229 117 0.44 0.28 0.29
PBRO3 166 090 d d nd PSJO1 411 397 0.88 049 047
PBR04 798 4.81 249 096 091 PSJ02 10.6 839 3.23 153 1.29
LSso1 179 699 260 1.17 128 PSJO3 212 176 045 026 nd
Lso2 180 119 059 d nd PSJo4 240 3.18 0.46 032 0.37
LS03 347 266 120 0.54 032 SCRO1 299 47.19 25.55 14.05 10.89
Lso4 210 161 d nd nd SCR02 27.7 36.36 21.55 15.57 8.85
PBLO1 265 185 053 023 nd SCRO03 16.3 2836 10.79 12.34 11.69
PBLO2 431 296 134 044 0.22 SCR04 283 30.03 13.57 10.60 10.42
PBLO3 246 191 072 d d ClT01 181 383 0.87 0.37 0.0
PBLO4 266 165 066 d 014 CLTO2 1.77 391 0.73 0.56 0.67
LAMO1 120 156 350 221 255 CLTO3 140 201 0.70 0.26 0.32
LAMO02 7.70 9.73 3.07 201 227 CLT04 445 557 128 059 0.67
LAMO03 6.60 733 254 205 228 PIGO1 176 1.01 d d d
LAM04 7.96 839 285 185 215 PIG02 d d d d d
PLRO1 7.39 5.77 3.00 159 142 PIGO3 d 0.96 d d d
PLRO2 13.2 6.00 241 138 117 PIG0O4 173 1.15 d d d
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Tabla 6.6. Concentraciones encontradas en las muestras para los AES Cy4

Concentracion de los

Concentracion de los etoximeros

Cédigo etoximeros de AES Cy (|J.g-kg'1) Cédigo de AES Cy (pg-kg'l)
EO;, EO, EO; EO, EOs EO, EO, EO; EO, EO;
PBRO1 120 d d d nd PLRO3 164 140 106 6.45 5.46
PBR 02 d nd nd nd nd PLR 04 d nd nd nd nd
PBR03 nd nd nd nd nd PSJ 01 d 2.23 d nd nd
PBR0O4 158 d 019 nd 009 PSJO02 136 291 0.60 0.49 0.38
LS 01 559 1.97 0.74 0.37 0.10 PSJ03 d 1.13 nd nd nd
LS 02 nd nd nd nd nd PSJ 04 nd nd nd nd nd
LS 03 d d d nd nd SCRO1 659 278 13.8 7.78 6.99
LS 04 nd nd nd nd nd SCRO02 7.12 258 10.7 5.12 4.47
PBLO1 nd nd nd nd nd SCRO03 330 258 6.39 7.07 6.28
PBLO2 nd d nd nd nd SCR04 408 133 559 509 7.15
PBL 03 nd nd nd nd 0.14 CLTO1 d 3.15 nd nd nd
PBL 04 nd nd nd d nd CLT 02 d 3.90 nd nd nd
LAMO1 2.28 15.2 152 1.22 1.14 CLTO3 nd 1.74 nd nd nd
LAMO02 205 799 151 1.25 1.18 CLTO4 d 4,18 0.32 nd nd
LAMO03 1.59 6.21 1.08 1.13 0.93 PIGO1 nd nd nd nd nd
LAMO04 192 7.09 130 1.25 0.73 PIGO02 nd nd nd nd nd
PLRO1 1.94 2.02 1.00 0.60 0.47 PIGO03 nd nd nd nd nd
PLR02 2.72 1.70 098 0.62 0.47 PIG04 nd nd nd nd nd

Tabla 6.7. Concentraciones encontradas en las muestras para los AES Cig

Concentracion de los

Concentracion de los etoximeros

Cédigo etoximeros de AES C;g (p.g-kg'l) Cédigo de AES Cyg (pg-kg'l)
EO, EO, EO; EO, EO; EO, EO, EO; EO, EO;
PBR 01 nd nd nd nd nd PLRO3 100 150 1.23 1.24 0.76
PBR02 nd nd nd nd nd PLR 04 nd nd nd nd nd
PBR03 nd nd nd nd nd PSJ 01 nd nd nd nd nd
PBR04 nd nd nd nd nd PSJ 02 nd nd nd nd nd
LS 01 d nd nd nd nd PSJ 03 nd nd nd nd nd
LS 02 nd nd nd nd nd PSJ 04 nd nd nd nd nd
LS 03 nd nd nd nd nd SCRO1 206 391 3.18 4.60 5.30
LS 04 nd nd nd nd nd SCR02 1.04 2.89 nd 3.42 4.50
PBLO1 nd nd nd nd nd SCRO03 166 268 180 285 342
PBL 02 nd nd nd nd nd SCR04 095 148 151 213 242
PBL 03 nd nd nd nd nd CLT 01 nd nd 4.80 nd nd
PBLO4 nd nd nd nd nd CLT 02 nd nd nd nd nd
LAM 01 d 190 nd nd nd CLT 03 nd nd nd nd nd
LAMO02 nd nd nd nd nd CLT 04 nd d nd nd nd
LAMO03 nd d nd nd nd PIG 01 nd nd nd nd nd
LAM 04 d 0.90 d nd nd PIG 02 nd nd nd nd nd
PLR 01 d nd nd nd nd PIG 03 nd nd nd nd nd
PLR 02 nd d nd nd nd PIG 04 nd nd nd nd nd
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Tabla 6.8. Concentraciones encontradas en las muestras para los AEO C4

Concentracion de los etoximeros de AEO C¢ (ug-kg‘l)
EO; EO; EO, EO; EO, EO,, EO,; EO,, EO,; EO,; EO;5
PBRO1 0.26 0.53 0.71 1.06 131 237 249 379 4.01 421 4.49
PBRO2 0.18 042 065 098 127 243 257 413 4.62 4.87 538
PBR 03 d 0.26 0.39 054 070 1.28 1.29 2.08 218 224 2.66
PBR 04 d d 0.26 033 0.48 087 092 151 159 159 167
LS 01 d nd 028 032 052 072 057 086 094 091 0381
LS 02 nd nd d d d 0.43 0.48 0.83 0.84 0.76 0.77
LS 03 nd nd d d d 0.40 0.44 0.78 0.85 0.83 0.82
LS 04 nd nd d d d 0.44 051 093 1.02 094 0.93
PBLO1 nd d nd d 033 049 065 1.25 139 1.28 1.24
PBL 02 d d nd 036 068 0.86 1.08 2.04 177 234 248
PBLO3 nd d nd 037 066 095 1.13 228 190 224 222
PBL 04 d d nd d 047 061 080 168 146 173 1.73
LAMO1 nd 022 040 049 075 079 076 1.15 134 106 0.86
LAMO02 nd 024 047 060 095 0.85 0.84 153 184 157 1.24
LAMO03 nd d 039 049 0.80 069 0.77 145 1.64 149 115
LAM04 nd 022 044 055 082 069 0.75 1.13 135 1.03 0.82
PLR 01 d d 0.29 039 0.77 082 117 236 225 220 221
PLR 02 d d 031 0.48 0.76 098 122 2.02 2.08 162 1.34
PLR 03 d 037 048 0.77 091 156 1.48 250 262 227 1.57
PLR 04 nd d nd nd nd nd nd nd d d nd
PSJ 01 nd d d d 0.43 049 050 0.88 0.93 0.70 0.59
PSJ 02 d d d d 0.48 0.68 0.73 1.47 150 135 0091
PSJ 03 nd d d d d 0.41 046 086 1.12 111 0.76
PSJ 04 nd d d d 035 059 064 125 1.57 146 0.99
SCRO1 038 089 146 132 148 133 069 060 037 019 nd
SCR02 043 113 162 150 141 146 0.77 070 046 0.23 0.26
SCR0O3 0.29 096 1.37 128 121 111 0.44 d d nd d
SCR04 0.27 0.77 112 105 105 0.99 0.53 044 d d d
CLTO01 nd d d d d 0.44 0.43 070 0.81 0.66 0.36
CLT 02 nd nd d nd 035 051 045 074 081 074 0.42
CLT 03 nd nd d nd 035 053 055 097 111 095 0.55
CLT04 nd nd d d d 0.42 0.47 0.89 1.04 0.86 0.54
PIG 01 d d nd d 0.43 0.78 097 191 242 219 166
PIG 02 d d nd d 0.47 0.88 109 207 269 292 250
PIG 03 d d d d 0.37 0.72 0.96 1.90 247 261 2.05
PIG 04 d d d nd 039 074 095 190 248 2.68 2.13

Cadigo
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Tabla 6.9. Concentraciones encontradas en las muestras para los AEO Cig
Concentracion de los etoximeros de AEO C;g (p.g-kg'l)
Cédigo
EO, EOs EOs EO, EO; EO, EO,, EO;; EO;;, EO;3 EO4,
PBRO1 063 095 119 128 167 3.11 334 372 599 650 735
PBR0O2 058 1.12 133 150 204 361 4.08 420 6.80 798 9.39
PBRO3 036 084 091 086 1.19 220 258 267 394 456 5.84
PBR04 0.26 060 0.64 058 0.79 141 160 1.75 246 284 3.32
LS 01 nd 059 0.77 044 051 114 134 135 176 179 1.79
LS 02 nd 0.26 0.34 d 042 0.72 086 107 158 171 151
LS 03 nd 0.30 0.34 nd 037 066 085 103 152 162 1.49
LS 04 nd nd 0.32 nd 041 074 102 132 198 201 1.78
PBL 01 d nd 0.29 nd 035 080 154 159 182 196 1.92
PBL 02 nd 038 053 044 093 098 153 197 3.06 3.29 293
PBL 03 nd 036 050 041 090 085 134 187 288 3.77 3.35
PBL 04 nd 033 046 038 079 070 122 169 244 259 253
LAM 01 nd 041 057 039 058 098 168 1.77 274 274 241
LAMO2 0.23 040 053 040 0.63 1.12 200 213 351 341 289
LAM 03 nd 030 041 031 048 0.78 137 159 261 262 241
LAM 04 nd 032 045 034 053 083 155 176 299 297 266
PLR 01 nd 043 062 045 090 082 177 185 297 3.04 255
PLR 02 nd 046 063 052 092 1.06 195 233 343 341 299
PLRO3 039 087 094 082 099 221 276 289 4.05 444 3.08
PLR 04 nd d nd nd nd nd d nd nd nd nd
PSJ 01 nd nd nd d nd 041 0.73 105 148 1.72 1.46
PSJ 02 nd 0.27 0.35 nd 047 066 1.02 128 184 205 1.67
PSJ 03 nd nd nd nd nd 056 091 116 167 1.72 138
PSJ 04 nd nd 0.38 nd nd 0.73 1.10 139 211 239 161
SCR 01 nd 056 0.70 0.53 067 145 177 118 0.88 0.48 0.23
SCR 02 nd 0.66 1.02 0.71 0.87 208 217 145 129 0.73 0.29
SCR03 0.20 063 086 052 066 153 150 0.81 0.61 0.23 nd
SCR 04 nd 047 065 044 060 138 138 090 0.67 0.38 d
CLTO1 nd d 0.37 nd nd 056 088 096 133 146 0.99
CLT 02 nd nd 0.35 nd nd 046 0.74 087 129 136 0.95
CLTO03 nd nd 0.38 nd nd 0.58 098 1.13 168 1.72 1.40
CLT 04 nd nd 0.40 nd nd 050 084 097 141 151 1.26
PIG 01 d 039 045 039 046 086 1.32 152 210 238 220
PIG 02 nd 044 053 051 059 108 166 2.00 284 3.24 4.00
PIG 03 nd 037 046 040 046 093 145 170 247 283 330
PIG 04 nd 051 059 046 051 1.07 158 180 257 2.88 3.37
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A continuacion, a modo ilustrativo, en la figura 6.4 se muestra uno

de los cromatogramas obtenidos para la muestra PBR 01.
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Figura 6.4. Cromatograma TIC obtenido para el andlisis
multi-residuo de surfactantes en la muestra de sedimento marino PBR 01

1.5. Discusion

Como conclusion a los resultados observados en las tablas, se puede

afirmar que:

. Se demuestra la presencia de tensioactivos en los sedimentos
marinos estudiados. Aunque, las concentraciones encontradas fueron
bastante bajas, oscilando en el rango de 0.09 a 1136 ug-kg'l, todas las
muestras se encontraron contaminadas con alguno de los
surfactantes estudiados. Esto puede ser debido a que todas las
muestras se tomaron en las cercanias de los emisarios de EDAR. Por
tanto, las concentraciones encontradas corresponden practicamente,
con el primer punto de la cinética de degradacién de estos

compuestos, una vez que son aportados a los sedimentos.
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. Las concentraciones encontradas para los homdlogos del LAS
oscilaron entre 14 y 1136 ug-kg’l. Los homdlogos de cadena mas
larga, Ci;, y Cy3 se encontraron a mayor concentracién que los de

cadena mas corta, Cigy Cy1.

. En todas las muestras estudiadas de la Isla de Tenerife, se detectd la
presencia de todos los homdlogos de AS, salvo el AS Cy5 en la muestra
LS 02. Las concentraciones encontradas para los homodlogos
fluctuaron entre 1.7 y 130.1 pg-kg'l, registrandose los valores mas

pequefios para el homologo mas pesado, AS Cgs.

J Se encontraron AES de las cuatro series homdlogas estudiadas, Cj;,
Cis; Ci6 ¥ Cys; en el rango de concentraciones para sus etoximeros de
0.09 a 60.7 pg-kg’l, aungue los homadlogos mas habituales fueron los
de cadena corta, Ci; y Cius. Al seguir aumentando en la serie
homodloga, disminuia tanto el nimero de muestras contaminadas,
como su concentracidn. Respecto a los etoximeros correspondientes
a cada homalogo, en general, se observd que al aumentar el nUmero
de unidades etoxiladas disminuia la concentracién, encontrandose a
mayor concentracion los etoximeros mas pequefios. La muestra
dénde se encontré una mayor contaminacién de AES fue la de Santa

Cruz de Tenerife, SCR, para los 4 homoélogos.

. Se encontraron AEO de las dos series homdlogas estudiadas, Cigy Cys,
en el rango para sus etoximeros de 0.18 a 9.39 pgkg’. Los
etoximeros del homélogo C;3se encontraron en mayor concentracién
que los de Cy6. En general, para las dos series homélogas, se observé
gue la concentracién aumentaba al aumentar el nimero de unidades

etoxiladas del alcohol. La mayor concentracion de etoximeros se
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encontré en la muestra de Punta Brava, PBR, para ambas series
homoélogas.

. No se pudo establecer relacion entre la posicion de la muestra

alrededor del emisario, la direccion de la corriente marina, el litoral
de la isla y la concentracién encontrada, debido a que la cantidad de
compuesto dependia de variables no controladas. En la tabla 6.10 se
muestran las concentraciones medias de cada familia para los 4
puntos muestreados alrededor del emisario. Se observa que la
muestra mas contaminada, con un total de casi 3 mg de surfactantes
por kilo de sedimento, fue la tomada en el emisario urbano de la

capital de la isla, Santa Cruz, SCR, que es el municipio mas poblado

Tabla 6.10. Concentraciones medias para el total de cada familia

Concentraciéon media de surfactante (pg-kg™)

Cadigo
LAS AS AES AEO Total
PBR 15 22 10 49 96
LS 869 58 31 14 972
PBL 66 62 37 24 189
LAM 2018 97 54 23 2193
PLR 1204 162 96 24 1486
PS) 837 70 21 14 942
SCR 2383 287 245 16 2932
CLT 410 35 16 11 472
PIG 9 15 3 26 52

* Se observé una disminucién en las concentraciones de surfactantes
encontradas cuando se analizé la muestra procedente del emisario del

Poligono Industrial de Guimar, PIG, frente a las muestras procedentes

de emisarios urbanos, ver tabla 6.10.

140

Instituto Nacional de Estadistica (INE), Poblacion por municipios y sexo. Padrén municipal a 1 de

enero de 2012. Santa Cruz de Tenerife. URL: http://www.ine.es (Visitada el 15/01/2013).
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2. DETERMINACION DE TENSIOACTIVOS EN SEDIMENTOS
MARINOS DE LA COSTA ANDALUZA

2.1. Contextualizacion

En este caso, la zona a estudiar fue la Costa de Andalucia. Andalucia,
con una superficie de 87,597 Km?, representa el 17.3 % de Espafia, siendo
la segunda Comunidad Autdnoma mas extensa de Espafia y la mas poblada
con 8,371,270 habitantes'**. Andalucia cuenta con 150 espacios naturales

protegidos, practicamente el 20 % de su superficie total.

Para Andalucia, su litoral de 917 Km, se presenta como el activo mas
importante desde el punto de vista turistico. Ademas, las principales zonas
industriales se concentran en la costa y en el Valle del Guadalquivir, siendo
clara también la concentracién de grandes ciudades. Estas situaciones

provocan un gran impacto ambiental a lo largo del litoral andaluz.

Teniendo en cuenta todo lo anteriormente mencionado, el objeto del
estudio fue obtener una visidn global de la concentracién de tensioactivos
en los sedimentos marinos préximos a los distintos emisarios situados a lo

largo de la Costa Andaluza, siendo un estudio de interés medioambiental.

M1 |nstituto Nacional de Estadistica (INE), Censo de Poblacion y Viviendas 2011. Andalucia. URL:

http://www.ine.es (Visitada el 15/01/2013).
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2.2. Caracterizacion de las muestras

La toma de muestra de sedimentos marinos en la Costa de Andalucia
se llevé a cabo en 35 puntos diferentes donde se encuentran emisarios
submarinos, distribuidos entre las provincias de: Huelva, Mdlaga, Granada
y Almeria. Los emisarios son de tipo urbano, agropecuario e industrial. En
la figura 6.5 se muestra un mapa de Andalucia con la ubicacién de cada

uno de estos puntos.

Figura 6.5. Localizacion de los puntos de muestreo
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En las figuras 6.6 y 6.7 se muestra la localizacién e identificaciéon de los

puntos de muestreo en cada una de las provincias.

Rubias i

2 Caluﬁw.
U HUEWVA .

Aosno

Figura 6.6 - Localizacion de los puntos de muestreo en las provincias de Huelva
(muestras 2, 6, 7, 34 y 35) y Mdlaga (muestras 1, 3,4, 5,8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16,21, 23,26 y 27)

3
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Figura 6.7. Localizacion de los puntos de muestreo en las provincias de Granada
(muestras 18, 20, 22, 24, 25, 28, 29, 30, 31, 32 y 33) y Almeria (muestras 17 y 19)

En la tabla 6.11 se detallan las caracteristicas relativas a las muestras.
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Tabla 6.11. Muestras de sedimentos marinos de la Costa de Andalucia

Cadigo Localizacion Coordenadas UTM 30 Tip!o d?
emisario
(1) 15691 Estepona (Malaga) 315860 / 4035260 Urbano
(2) 10258 Ayamonte (Huelva) 108957/ 4125793 Urbano
(3) 15690 Estepona (Malaga) 315866 / 4035260 Urbano
(4) 15711 Mijas (Malaga) 354750 / 4043450 Urbano
(5) 15708 Las Viboras (Malaga) 341879 / 4038980 Urbano
(6) 10257 Ayamonte (Huelva) 108947 / 4125793 Urbano
(7) 17882 Huelva 682267 / 4114731 Urbano
(8) 17973 Manilva (Malaga) 327764 / 4040836 Urbano
(9) 15675 Arroyo de la miel (Malaga) 363660 / 4050120 Urbano
(10) 17974 Las Viboras (Malaga) 341330/ 4038722 Urbano
(11) 15710 Mijas (Malaga) 349825 / 4040600 Urbano
(12) 15705 Fuengirola (Malaga) 354750 / 4043450 Urbano
(13) 15704 Fuengirola (Malaga) 355080 / 4043280 Urbano
(14) 15706 Manilva (Malaga) 327754 / 4040830 Urbano
(15) 15709 Las Viboras (Malaga) 341330/ 4038722 Urbano
(16) 15674 Arroyo de la miel (Mélaga) 363663 /4050118 Urbano
(17) 17217 Vera (Almeria) 605685 /4118200 Urbano
(18) 11549 Melicena (Granada) 478834 / 4067245 Urbano
(19) 17218 Vera (Almeria) 605653 / 4118199 Urbano
(20) 4015 Carchuna (Granada) 461267 / 4061472 Agropecuario
(21) 17975 Manilva (Malaga) 327764 / 4040836 Urbano
(22) 13579 La Mamola (Granada) 475850/ 4066611 Urbano
(23) 10767 Malaga 370185 / 4056658 Industrial
(24) 13580 La Mamola (Granada) 475800 / 4067000 Urbano
(25) 11550 Melicena (Granada) 478828 / 4067249 Urbano
(26) 10765 Milaga 372156 / 4058705 Industrial
(27) 10766 Malaga 371811 /4057954 Industrial
(28) 13653 La Rabita (Granada) 483390/ 4066327 Urbano
(29) 17273 Los Yesos (Granada) 476631 /4067433 Urbano
(30) 17275 Castillo de bafios (Granada) 473452 / 4065694 Urbano
(31) 17274 Los Yesos (Granada) 476631 /4067433 Urbano
(32) 17276 Calahonda (Granada) 464297 / 4061761 Urbano
(33) 13654 La Rabita (Granada) 483410/ 4066332 Urbano
(34) 7599 Huelva 687362 / 4116058 Industrial
(35) 7597 Huelva 679761 / 4117835 Industrial
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2.3. Tomay conservacion de las muestras

La etapa de toma de muestra de sedimentos marinos se realizd
durante 2008 y 2009, y al igual que en el caso de Tenerife, fue llevada a
cabo por submarinistas. Una vez tomadas las muestras, se colocaron en
recipientes de vidrio y se conservaron a 4 °C durante el transporte hasta el

laboratorio, dénde se siguio el siguiente procedimiento operatorio:

1) Adicién inmediata de formaldehido al 3 % (v/v), para detener la

actividad bioldgica y evitar su alteracion.

2) Secado de las muestras en un horno hasta pesada constante.

3) Tamizado de las muestras (2 mm de luz de malla).

4) Colocacion de las muestras en recipientes de plastico debidamente
etiquetados, y conservacion en un frigorifico a 4 °C hasta su analisis

segun la metodologia anteriormente propuesta.

2.4. Resultados

En las tablas 6.12 - 6.19 se muestran las concentraciones de
tensioactivos encontradas en los sedimentos marinos de la Costa de
Andalucia. Para calcular la concentracion media de cada analito, se
realizaron dos réplicas experimentales y tres instrumentales por cada
muestra, obteniendo un total de seis datos por muestra. En dichas tablas,
al igual que en el caso anterior, “nd” indica que el tensioactivo no se ha
detectado y “d” que el tensioactivo si se ha detectado pero a una

concentracion inferior al limite de cuantificacion.
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Tabla 6.12. Concentraciones encontradas en las muestras para LAS

Concentracion (pg-kg™”)

Concentracion (ug-kg™)

Cadigo LAS LAS LAS LAS Cadigo LAS LAS LAS LAS
c10 c11 c1Z c13 c10 c11 c12 c13
(1) 15691 d d d d (19)17218 36 268 486 505
(2) 10258 42 167 156 69 (20) 4015 22 148 296 306
(3) 15690 d d d d (21)17975 23 164 310 313
(4) 15711 d 38 41 23 (22)13579 d 41 40 24
(5) 15708 d d d d (23) 10767 d 39 50 43
(6) 10257 d d 37 d (24) 13580 nd d d d
(7)17882 37 287 505 620 (25)11550 nd d 45 d
(8) 17973 d d d d  (26)10765 d 65 88 89
(9) 15675 nd d d 24 (27) 10766 28 145 210 273
(10)17974 d d d d (28)13653 d 33 63 83
(11)15710 d d d d (29)17273 d 40 36 d
(12) 15705 nd d d d (30)17275 nd nd d d
(13) 15704 nd d d d (31)17274 nd d d d
(14) 15706  d d 40 33  (32)17276 nd d d d
(15)15709  d 56 77 59 (33)13654 d d 50 64
(16) 15674 31 139 123 64 (34) 7599 d 37 54 44
(17) 17217 d 41 123 165 (35) 7597 d 57 60 39
(18) 11549 d 49 75 71
Tabla 6.13. Concentraciones encontradas en las muestras para los AS
Concentracion (pg-kg'l) Concentracion (pg-kg‘l)
Cédigo AS AS AS AS Cédigo AS AS AS AS
Ci, Cia Cis Cis Ci Cia Cis Cis
(1) 15691 8.7 6.6 1.8 d (19) 17218 10.1 6.1 2.4 2.7
(2) 10258 1623 69.0 150 d (2004015 84 93 183 585
(3)15690 80 64 1.6 d (21)17975 81 84 121 6.1
(4)15711 139 229 152 6.6 (22)13579 121 119 4.1 d
(5) 15708 245 238 114 9.4 (23) 10767 13.4 115 5.1 3.7
(6) 10257 8.1 7.3 2.0 d (24) 13580 9.7 15.4 8.8 12.6
(7) 17882 284 41.0 199 141 (25)11550 4.0 3.5 d d
(8) 17973 17.3 15.7 129 3.1 (26) 10765 18.6 20.7 15.7 129
(9)15675 5.0 3.3 d d (27)10766 288 241 101 7.8
(10) 17974 d d d nd (28) 13653 7.2 5.8 2.5 d
(11) 15710 48 3.3 d d (29)17273 201 152 4.4 d
(12) 15705  d d nd d (30)17275 6.2 36 1.7 nd
(13) 15704 4.5 4.2 1.8 d (31) 17274 11.5 8.6 3.6 d
(14) 15706 8.9 6.0 4.6 3.6 (32) 17276 5.9 6.5 3.2 d
(15) 15709 23.8 20.4 5.4 2.7 (33) 13654 7.9 8.6 2.8 d
(16) 15674 682 455 208 6.7 (34)7599 26.8 391 685 30.1
(17)17217 90 51 29 d (35)7597 521 69.7 130 333
(18)11549 152 115 3.0 d
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Tabla 6.14. Concentraciones encontradas en las muestras para los AES C;,
Concentracion AES C;, Concentracion AES C;,
Codigo (Hg-kg?) Cédigo (ng-ke™)
EO, EO, EO; EO, EO; EO, EO, EO; EO, EO;

(1)15691 2.39 1.53 0.70 051 d (19) 17218 2.03 1.33 0.67 nd nd
(2) 10258 23.7 16.6 10.3 6.68 3.58 (20)4015 1.67 124 d nd nd
(3) 15690 2.45 1.44 1.02 048 0.34 (21)17975 194 nd 0.70 0.39 nd
(4) 15711 4.75 397 2.33 153 0.89 (22)13579 3.42 3.19 1.81 0.99 0.80
(5) 15708 7.15 6.39 393 2.64 1.20 (23)10767 3.49 2.81 1.69 1.00 0.64
(6)10257 194 131 d nd nd (24)13580 3.03 2.27 1.23 0.86 0.61
(7)17882 8.89 4.86 235 1.24 093 (25)11550 d d nd nd nd
(8) 17973 3.43 2.70 1.54 1.39 0.79 (26)10765 5.02 3.72 2.28 1.52 0.76
(9) 15675 d d d d nd (27)10766 7.70 5.55 2.45 1.71 0.88
(10027974 d d d d nd (28)13653 154 d 060 d d
(11) 15710 d d d d nd (29)17273 8.92 7.90 4.61 3.34 1.77
(12) 15705 d nd nd d nd (30) 17275 d d d nd nd
(13)15704 d d d d nd (31)17274 2.72 206 1.15 0.70 0.39
(14)15706 193 d d d d (32)17276 1.71 1.14 0.74 0.58 nd
(15) 15709 5.91 3.49 1.37 0.50 0.28 (33)13654 1.70 d d nd nd
(16) 15674 12.9 10.3 7.20 4.67 2.16 (34)7599 5.84 4.04 2.52 1.23 0.29
(17) 17217 152 d d d nd (35) 7597 10.2 10.6 3.23 1.82 1.09
(18) 11549 3.68 2.13 1.26 nd nd

Tabla 6.15. Concentraciones encontradas en las muestras para los AES Cy,

Concentracion AES Cy, Concentracion AES Cy,
Cédigo (ng-kg™) Cédigo (ug-kg™)
EO, EO, EO; EO, EOg EO, EO, EO; EO, EO;

(1)15691 2.07 1.17 045 nd nd (19)17218 2.76 172 nd nd nd
(2) 10258 159 9.66 4.19 1.31 0.77 (20)4015 172 279 d nd nd
(3) 15690 1.83 1.15 0.39 0.17 nd (21)17975 3.30 3.42 0.82 nd nd
(4) 15711 116 6.76 2.59 0.94 0.54 (22)13579 4.48 3.36 1.24 0.28 0.31
(5) 15708 10.7 5.86 2.59 0.93 0.40 (23)10767 4.92 3.63 1.22 0.18 nd
(6) 10257 2.47 1.35 0.39 0.25 nd (24)13580 7.72 498 2.09 0.81 0.52
(7)17882 22.1 6.81 2.00 0.99 061 (25)11550 d 091 nd nd nd
(8)17973 7.11 4.00 1.84 0.50 0.54 (26)10765 11.1 7.91 2.71 1.34 0.86
(9) 15675 d d nd nd nd (27)10766 8.73 6.43 125 nd nd
(10027974 d d d nd nd (28)13653 1.97 152 d d 021
(11) 15710 d d d nd d (29) 17273 6.38 4.20 1.61 0.37 0.14
(12)15705 d d d d nd (30)17275 nd d nd nd nd
(13) 15704 137 d d d nd (31)17274 3.47 196 099 nd nd
(14)15706 159 103 d nd nd (32)17276 2.47 3.09 0.77 0.28 nd
(15) 15709 7.34 3.26 1.01 0.24 0.23 (33)13654 2.68 2.12 0.89 0.25 nd
(16) 15674 13.2 8.00 4.17 1.20 0.87 (34)7599 5.40 13.4 3.08 0.39 nd
(17)17217 d 123 nd nd nd (35)7597 10.6 17.9 2.62 0.68 0.60
(18) 11549 3.53 1.77 091 d 0.13
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Tabla 6.16. Concentraciones encontradas en las muestras para los AES Cis

Concentracion AES Cyg Concentracion AES Cyg
Cédigo (Hg-kg™) Codigo (ng-ke™)
EO, EO, EO; EO, EO; EO, EO, EO; EO, EO;

(1) 15691 nd nd nd nd nd (19)17218 d 380 nd nd nd
(2) 10258 1.41 131 0.49 012 nd (2004015 nd 278 nd nd nd
(3) 15690 d d nd nd nd (21)17975 nd 126 nd nd nd
(4) 15711 395 2.73 1.52 039 nd (22)13579 0.67 061 nd nd nd
(5) 15708 2.46 2.22 1.00 0.36 0.24 (23)10767 d nd nd nd nd
(6) 10257 d nd nd nd nd (24)13580 1.85 1.28 0.45 0.36 0.19
(7)17882 335 1.04 nd 0.25 0.14 (25)11550 nd nd nd nd nd
(8) 17973 4.38 3.32 1.67 0.66 0.65 (26)10765 3.19 3.38 1.47 0.63 0.58
(9) 15675 nd nd nd nd nd (27)10766 nd nd nd nd nd
(10)17974 nd nd nd nd nd (28)13653 d nd nd nd nd
(11) 15710 nd d nd nd nd (29)17273 d nd nd nd nd
(12)15705 nd nd nd nd nd (30)17275 nd nd nd nd nd
(13) 15704 d 042 d nd nd (31)17274 nd nd nd nd nd
(14) 15706 d d d nd nd (32)17276 d nd nd nd nd
(15) 15709 0.59 d d nd nd (33)13654 nd nd nd nd nd
(16) 15674 3.92 3.34 136 0.65 034 (34)7599 nd 11.0 nd nd nd
(17)17217 nd 503 nd nd nd (35)7597 101 3.72 nd nd nd
(18)11549 nd nd nd 048 nd

Tabla 6.17. Concentraciones encontradas en las muestras para los AES Cig

Concentracion AES C;g Concentracion AES C;5
Cédigo (ng-kg™) Cédigo (ug-kg™)
EO, EO, EO; EO, EOg EO, EO, EO; EO, EO;

(1) 15691 nd nd nd nd nd (19)17218 nd nd nd nd nd
(2) 10258 nd nd nd nd nd (20) 4015 nd nd nd nd nd
(3) 15690 nd nd nd nd nd (21)17975 nd nd nd nd nd
(4) 15711 nd 177 nd nd nd (22)13579 nd nd nd nd nd
(5) 15708 nd nd nd nd nd (23)10767 nd nd nd nd nd
(6) 10257 nd nd nd nd nd (24)13580 nd nd nd nd nd
(7) 17882 nd nd nd nd nd (25)11550 nd nd nd nd nd
(8) 17973 nd nd nd nd nd (26)10765 nd nd nd nd nd
(9) 15675 nd nd nd nd nd (27)10766 nd nd nd 119 d
(10)17974 nd nd nd nd d (28) 13653 nd d 098 nd nd
(11)15710 nd nd nd nd nd (29)17273 nd nd nd nd nd
(12)15705 nd nd nd nd nd (30)17275 nd nd nd nd nd
(13)15704 nd nd nd nd nd (31)17274 nd nd nd nd nd
(14)15706 nd nd nd nd nd (32)17276 nd nd nd nd nd
(15)15709 nd nd nd nd nd (33)13654 nd nd nd nd nd
(16) 15674 nd nd d nd nd (34) 7599 nd nd nd nd 103
(17)17217 nd nd nd nd nd (35) 7597 d nd nd nd nd
(18)11549 nd nd nd nd nd
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Tabla 6.18. Concentraciones encontradas en las muestras para los AEO Cy;

Cadigo

Concentracion de los etoximeros de AEO C¢ (p.g-kg'l)

EOs

EOq

EO,

EOq

EO,

EO,o

EO1,

EO;,

EO3

EO,4

EO;5

(1) 15691
(2) 10258
(3) 15690
(4) 15711
(5) 15708
(6) 10257
(7) 17882
(8) 17973
(9) 15675
(10) 17974
(11) 15710
(12) 15705
(13) 15704
(14) 15706
(15) 15709
(16) 15674
(17) 17217
(18) 11549
(19) 17218
(20) 4015
(21) 17975
(22) 13579
(23) 10767
(24) 13580
(25) 11550
(26) 10765
(27) 10766
(28) 13653
(29) 17273
(30) 17275
(31) 17274
(32) 17276
(33) 13654
(34) 7599
(35) 7597

2.48
0.38
0.65
0.57
0.59
0.29
0.62
1.05
0.83
0.40
0.50
0.37
0.52
0.22
0.49
0.33

d
0.18

d
0.30
0.22

d
0.44
0.30
0.19
0.49
0.29
0.22
0.19
0.20
0.23
0.18

d

d

d

2.95
0.45
1.04
0.78
0.72
0.37
1.10
2.01
1.19
0.41
0.53
0.34
0.37
0.24
nd
0.55
0.22
0.21
d
0.59
0.36
d
1.06
d
nd
0.85
1.62
nd

0.23
0.27
d

4.62
0.72
1.36
1.25
1.18
0.62
1.58
2.66
1.58
0.85
0.94
0.73
0.80
0.45
0.57
0.82
0.44
0.44
0.32
0.87
0.53
0.37
1.22
0.50
0.42
1.22
1.62
0.53
0.40
0.44
0.37
0.37
0.38
0.47
0.37

4.42
0.73
1.27
1.18
1.25
0.57
1.45
2.75
1.73
1.00
1.05
0.73
1.02
0.55
0.53
0.85
0.42
0.41
0.32
0.83
0.56
0.40
0.80
0.48
0.39
1.05
0.94
0.53
0.41
0.44
0.39
0.36
0.34
0.44
0.38

7.29
1.21
2.12
1.79
191
1.00
1.73
3.32
2.14
1.37
1.69
1.22
1.48
0.96
0.83
1.22
0.73
0.60
0.55
1.29
1.00
0.66
0.97
0.79
0.67
1.36
1.22
0.72
0.60
0.65
0.59
0.57
0.60
0.55
0.45

8.73
1.48
2.29
2.16
2.16
1.26
2.39
4.53
3.06
2.00
2.27
1.71
1.96
1.33
0.92
1.58
1.08
0.85
0.96
1.76
1.29
1.08
0.88
1.17
0.97
1.36
1.21
1.09
0.83
0.91
0.84
0.77
0.82
0.75
0.84

9.88
2.13
2.56
2.80
2.50
1.61
2.22
4.28
3.51
2.45
2.63
1.96
2.47
1.56
0.75
1.70
1.35
0.81
1.56
1.31
1.07
131
0.45
1.50
1.02
0.76
0.63
1.04
0.86
0.92
1.06
0.84
1.02
0.44
0.91

14.8
4.28
4.60
4.82
4.18
3.69
3.86
7.05
5.43
491
4.88
3.85
4.58
3.04
0.95
3.00
2.68
1.53
3.87
1.81
1.57
2.37
nd
2.88
1.89
0.48
nd
2.00
1.52
2.06
2.51
2.01
1.86
4.04
0.82

15.2
5.41
4.60
5.10
4.24
4.90
2.45
8.18
6.54
6.33
5.24
4.36
5.17
3.68
0.67
3.27
3.42
2.24
4.47
1.52
1.66
3.43
nd
4.01
2.65
d
nd
2.94
2.04
2.88
3.58
2.91
2.63
0.50
0.67

11.9
7.34
5.47
6.30
4.76
5.55
2.72
12.5
10.2
7.62
4.68
3.72
4.99
3.31
nd
2.15
2.97
3.05
3.20
0.64
1.32
3.24
nd
3.57
3.36
d
nd
3.79
2.55
3.79
3.00
2.82
3.48
nd
0.59

8.82
9.33
3.84
7.33
4.75
5.07
221
13.2
11.4
8.83
4.04
3.15
3.94
2.01
nd
1.29
1.85
2.23
1.85

0.57
2.23
nd
2.70
2.55
nd
nd
3.00
2.10
2.98
1.82
1.96
2.42

0.32
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Tabla 6.19. Concentraciones encontradas en las muestras para los AEO Cig

Concentracion de los etoximeros de AEO Cy5 (ug-kg‘l)

EO, EO; EO; EO; EOg EOy EO;, EO;; EO;; EO;3 EOy,
(1) 15691 731 7.84 8.59 8.40 8.01 14.0 16.8 16.5 20.7 16.6 14.6
(2) 10258 1.23 1.85 243 224 260 4.03 491 465 690 6.32 891
(3) 15690 3.60 4.03 4.02 293 3.12 560 7.15 595 6.24 517 5.85
(4) 15711 294 361 3.74 243 262 475 6.61 630 835 7.54 8.68
(5) 15708 2.44 298 3.18 239 276 544 660 577 692 598 6.61
(6) 10257 0.62 159 1.96 253 3.15 4.63 530 4.49 565 552 4.48
(7)17882 1.10 2.75 4.56 260 242 566 7.62 7.28 7.22 4.94 4.70
(8) 17973 4.63 532 567 456 4.92 867 10.0 9.70 119 12.7 18.0
(9) 15675 4.53 5.08 349 281 338 581 785 6.10 7.38 8.06 11.1
(10) 17974 2.76 2.88 245 2.44 290 461 5.04 409 541 6.00 6.75
(11) 15710 2.50 3.09 2.76 2.10 2.88 499 560 461 7.07 7.07 5.43
(12) 15705 2.35 2.70 231 1.69 2.24 427 533 424 506 551 4.49
(13) 15704 2.55 330 2.73 197 253 453 6.06 4.76 6.29 6.67 4.30
(14) 15706 1.13 1.48 1.25 1.10 150 262 2.51 2.07 3.15 3.46 213
(15) 15709 2.26 2.66 2.09 1.53 193 3.16 248 1.09 1.00 0.59 nd
(16) 15674 1.26 1.88 1.77 0.98 1.19 287 4.28 393 499 3384 1.66
(17) 17217 0.29 0.68 1.01 093 1.14 207 214 180 2.89 232 1.46
(18) 11549 0.40 1.02 124 129 171 256 228 206 276 266 1.70
(19) 17218 0.40 0.53 0.68 0.65 0.82 168 1.63 152 2.08 1.86 1.12
(20)4015 0.89 137 1.78 0.93 1.18 3.74 434 365 3.59 204 0.62
(21)17975 0.71 1.11 142 081 093 250 281 236 2.88 2.04 0.79
(22) 13579 0.36 0.83 1.19 122 151 252 249 223 3.04 274 1.59
(23) 10767 0.66 1.51 224 133 140 3.04 261 136 1.03 044 nd
(24) 13580 0.43 0.95 1.32 150 1.89 3.25 3.27 285 4.17 3.90 299
(25) 11550 0.48 0.93 140 140 171 3.16 3.28 3.00 4.10 3.68 2.65
(26) 10765 0.66 1.76 294 159 151 4.01 4.49 3.12 251 0.98 0.30
(27) 10766 0.55 146 249 130 134 3.87 454 271 268 074 nd
(28) 13653 1.02 1.63 2.26 2.10 250 4.43 412 3.46 477 4.82 4.66
(29) 17273 0.38 0.80 143 1.14 146 3.17 3.60 3.13 3.70 3.97 3.18
(30)17275 nd 0.95 167 1.43 2.04 3.47 378 3.28 4.24 436 3.73
(31) 17274 0.46 0.67 131 1.23 1.64 3.22 354 284 399 396 2.53
(32) 17276 0.28 0.65 1.13 1.10 145 262 2.83 239 349 337 234
(33) 13654 0.25 0.76 1.39 137 1.69 3.17 3.45 291 4.40 4.25 3.06
(34)7599 044 1.04 1.72 113 096 245 236 131 128 039 nd
(35) 7597 0.32 0.73 1.53 097 094 256 295 220 280 1.80 0.92

Caodigo
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A continuacion, a modo ilustrativo, en la figura 6.8 se muestra uno

de los cromatogramas obtenidos para la muestra (16) 15674.
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Figura 6.8. Cromatograma TIC obtenido para el andlisis multi-residuo de
surfactantes en la muestra de sedimento marino (16) 15674.

2.5. Discusion

De los resultados mostrados en las tablas anteriores, se puede

concluir que:

. Se demuestra la presencia de tensioactivos en los sedimentos
marinos de la Costa de Andalucia. Aunque, las concentraciones
encontradas fueron bastante bajas, oscilando en el rango de 0.12 a
620 pg-kg’l, todas las muestras se encontraron contaminadas con
alguno de los surfactantes estudiados. Esto puede ser debido a que
todas las muestras se tomaron en las cercanias de los emisarios de
EDAR. Por lo tanto, las concentraciones encontradas corresponden
practicamente, con el primer punto de la cinética de degradacién de

estos compuestos, una vez que son aportados a los sedimentos.
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Las concentraciones encontradas para los homadlogos del LAS fueron
entre 22y 620 pg-kg’l. Al igual que para las muestras de Tenerife, los
homodlogos de cadena mas larga, Ci» y Ci3 se encontraron a mayor

concentracion que los de cadena mas corta, Cyo y Cy1.

En todas las muestras estudiadas de la Costa de Andalucia, excepto
en 3 de ellas, se detectd la presencia de todos los homdlogos de AS.
La concentraciones encontradas para sus homaélogos fluctuaron entre
1.6 y 162.3 pg-kg'l, registrandose, en general, los valores mas

pequefios para el homologo mas pesado, AS Cgs.

Se encontraron AES de las cuatro series homdlogas estudiadas, Cj;,
Cis; Ci6 ¥ Cys; en el rango de concentraciones para sus etoximeros de
0.12 a 23.7 pg-kg'l, aunque se observé que los homdlogos mas
habituales eran los de cadena corta, Cy, y C14. Al seguir aumentando
en la serie homdéloga, disminuia el nimero de muestras donde se
encontraba, como su concentracién. Respecto a los etoximeros de
cada homodlogo, en general, se observd que al aumentar el nimero
de unidades etoxiladas disminuia la concentracién, encontrandose a

mayor concentracion los etoximeros mas pequefios.

Se encontraron AEO de las dos series homdlogas estudiadas, Cigy Cys,
en el rango de concentraciones para sus etoximeros de 0.18 a 20.7
ug-kg'l. Los etoximeros del homadlogo Cigse encontraron a una mayor
concentracion que los de Ci. En general, para las dos series
homodlogas, se observé que la concentracion aumentaba al aumentar
el numero de unidades etoxiladas del alcohol. La concentracion de
etoximeros mas elevada se encontré en la muestra de Estepona,

Mdlaga (1) 15691, para las dos series homoélogas.
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. No se pudo establecer relacidon alguna entre la localizacion de la
muestra, la provincia y la concentracidon encontrada, debido a que la
cantidad de compuesto dependia de variables no controladas. En la
tabla 6.20 se muestran las concentraciones de cada familia de
surfactantes para las 35 muestras analizadas. Se observa que la
muestra mas contaminada fue la tomada en Huelva capital, (7) 17882

con una concentracién total de surfactantes de 1681 pg-kg'l.

. Respecto al tipo de emisario, se observd que la muestra tomada en el
emisario agropecuario y las correspondientes a los emisarios
industriales, tenian unas concentraciones totales de tensioactivos por

encima del valor medio para el total de muestras, ver tabla 6.20.
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Tabla 6.20. Concentraciones medias para el total de cada familia

Concentracion por familia de surfactantes (pg-kg™)

Cddigo

LAS AS AES AEO Total
(1) 15691 0 17 9 230 256
(2) 10258 434 246 96 80 856
(3) 15690 0 16 9 83 109
(4) 15711 102 59 46 92 298
(5) 15708 0 69 48 79 196
(6) 10257 37 17 8 65 127
(7) 17882 1449 103 56 73 1681
(8) 17973 0 49 35 157 241
(9) 15675 24 8 0 113 146
(10) 17974 0 0 0 81 81
(11) 15710 0 8 0 77 85
(12) 15705 0 0 0 62 62
(13) 15704 0 10 2 73 85
(14) 15706 73 23 5 40 141
(15) 15709 192 52 24 24 293
(16) 15674 357 141 74 45 618
(17) 17217 329 17 8 32 386
(18) 11549 195 30 14 32 271
(19) 17218 1295 21 12 30 1358
(20) 4015 772 95 10 35 912
(21) 17975 810 35 12 29 885
(22) 13579 105 28 21 35 189
(23) 10767 132 34 20 21 206
(24) 13580 0 47 28 44 119
(25) 11550 45 8 1 40 93
(26) 10765 242 68 46 31 388
(27) 10766 656 71 36 29 792
(28) 13653 179 16 7 52 253
(29) 17273 76 40 39 37 192
(30) 17275 0 12 0 44 56
(31) 17274 0 24 13 40 77
(32) 17276 0 16 11 34 61
(33) 13654 114 19 8 40 181
(34) 7599 136 165 48 21 369

(35) 7597 156 285 64 23 528
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3. DETERMINACION DE TENSIOACTIVOS EN SEDIMENTOS DE

s

RIO

3.1. Contextualizacion

El Rio Monachil nace en Sierra Nevada, Granada, en unas chorreras
del Veleta, a 2975 metros de altitud y transcurre durante unos 26 Km hacia
el rio Genil, en el que desemboca justo en las afueras de Granada capital.
En sus inicios el Rio Monachil pasa por la pedania de Pradollano
perteneciente al municipio de Monachil. Pradollano es el nucleo urbano
donde se encuentran todos los servicios de la estacidén de esqui de Sierra
Nevada. Es por esto que, Pradollano dispone de multitud de plazas
hoteleras y ve considerablemente incrementada su poblacién durante la
época de esqui. Las aguas residuales producidas en Pradollano son tratadas

en una EDAR y después vertidas al Rio Monachil.

Teniendo en cuenta que el Rio Monachil pasa por el Parque Nacional
de Sierra Nevada, nuestro objetivo fue realizar un seguimiento de la
contaminacién por surfactantes en los sedimentos del rio. Para ello se
realizé un estudio estacional, muestreando una serie de puntos que se

establecieron a lo largo del rio durante las diferentes estaciones del afio.

Para llevar a cabo el analisis de los sedimentos del Rio Monachil se
aplicé la metodologia anteriormente desarrollada mediante LC-MS/MS
para sedimentos marinos. Previamente se comprobd, mediante estudios
de recuperacién en sedimento de rio libre de los analitos, que el método

era adecuado para tal fin.



288 Bartolomé Oliver Rodriguez

3.2. Caracterizacion de las muestras

Se establecieron 6 puntos de muestreo (Py; Py; P3; Ps; Psy Pg) a lo
largo del rio segln se muestra en la figura 6.9 y en la tabla 6.21, y se
realizaron 6 muestreos de dichos puntos (M¢; My; Ms; Ms; Ms y Mg) en las
fechas que aparecen reflejadas en la tabla 6.22, nétese que no en todos los

muestreos fue posible muestrear todos los puntos.

El primer punto de muestreo (P;) se establecio justo en la zona donde

se vierte el agua, procedente de la EDAR, al rio, figura 6.9.
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rrio deria\\r/»ég“a: & ‘
ubia(La)y (- = g

Gerro del Tarhbort (1-

Balzain < «
N =
! Refugio de La-Cortijtféla.
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THS . { = — : >
= Nl | Lenitral Eléctrica Nuestra-Sefiora*de_la§ Angustias . ——
x MWD = AL f/

Embalse de lad.aenna'de las

Figura 6.9. Localizacion de los seis puntos de muestreo
en el Rio Monachil

Tabla 6.21. Caracteristicas de los puntos de Muestreo

Cddigo de Punto Coordenadas DMS Altura (m)
P, 37°5'43,82" N 3°24'13,47" 0O 2028
P, 37°6'12,47" N 3°27'16,89" O 1435
P 37°6'52,60" N 3°28'7,58" O 1301
P, 37°7'15,95" N 3°30'15,73" O 1074
Ps 37°7'23,56" N 3°30'46,90" O 1008

P¢ 37°7'39,79" N  3°31'14,34" O 930
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Tabla 6.22. Muestras de sedimentos del Rio Monachil

Muestreo del Rio Monachil

Codigo de Muestra

Fecha Estacion del afio Caddigo de Muestreo Cdédigo de Punto
26/06/2008 Verano M, P,yP,
19/03/2009 Invierno M, P,aP;
14/05/2009 Primavera M; P,a P
19/11/2009 Otofo M, P;aPg
05/06/2010 Primavera Ms P,a P
23/06/2010 Verano M, P,a P

3.3. Tomay conservacion de las muestras

La etapa de toma de muestra de sedimentos de rio fue llevada a cabo
por nuestro grupo de investigacidn tal y como se muestra en las figuras
6.10y6.11.

Figura 6.10. Toma de la muestra M, P; en el Rio Monachil,
justo en el punto de descarga del emisario de la EDAR
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Una vez tomadas las muestras, se colocaron en recipientes de vidrio y
se conservaron a 4 °C durante el transporte hasta el laboratorio, dénde se

siguid el siguiente procedimiento operatorio:

1) Adicién inmediata de formaldehido al 3 % (v/v), para detener la

actividad bioldgica y evitar su alteracion.

2) Secado de las muestras en un horno hasta pesada constante.

3) Tamizado de las muestras (2 mm de luz de malla).

4) Colocacién de las muestras en recipientes de plastico debidamente

etiquetados, y conservacion en un frigorifico a 4 °C hasta su analisis

segun la metodologia anteriormente propuesta.

Figura 6.11. Toma de la muestra M, P; del Rio Monachil

Durante la toma de muestra, para tratar de correlacionar los

resultados se midieron ciertos parametros del rio como la temperatura del
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agua, la conductividad, el pH y el caudal. En la figura 6.12 se muestra una

fotografia tomada durante la medida de dichos parametros.

Figura 6.12. Medida de los parametros del Rio Monachil
(muestra M; P;)

3.4. Resultados

En las tablas 6.23 - 6.30 se muestran las concentraciones de
tensioactivos encontradas en los sedimentos del Rio Monachil analizados.
Para calcular la concentracion media de cada analito, se realizaron dos
réplicas experimentales y tres instrumentales, obteniendo un total de seis
datos por muestra. En dichas tablas, “nd” indica que el tensioactivo no se
ha detectado y “d” que el tensioactivo si se ha detectado, pero a una

concentracion inferior al limite de cuantificacion.
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Tabla 6.23. Concentraciones encontradas en las muestras para LAS

Concentracion (p.g-kg'l) Concentracion (pg-kg'l)
Cédigo LAS LAS LAS LAS Cédigo LAS LAS LAS LAS
c10 c11 ch c13 c10 c11 c12 c13
M1 P, nd nd 37 40 M5 P, 620 1506 1442 1076
P; nd nd d 24 P, 16 74 94 86
M2 P, 60 276 355 315 P; 16 73 95 93
P, nd nd 48 52 P, d 36 44 40
P; nd nd 43 51 Ps nd nd 43 43
M3 P, 21 97 124 118 Pe nd 33 41 31
P, d 45 65 67 M6 P, 95 503 1169 1070
Ps nd nd 44 51 P, nd 44 68 88
P, nd 35 32 23 P; nd d 32 29
Ps nd nd 33 nd P, nd nd 33 32
Pe nd nd 34 nd Ps nd nd nd nd
M4 P, nd 120 240 272 Ps nd nd nd nd

P, nd 67 8 79
P nd 48 58 49
P, nd 53 8 86
Ps nd 36 41 31
P nd 39 42 28

Tabla 6.24. Concentraciones encontradas en las muestras para los AS

Concentracion (pg-kg'l) Concentracion (pg-kg‘l)
Cédigo AS AS AS AS Cédigo AS AS AS  AS
c12 c14 C16 C18 c12 c14 c16 C18
M1 P, 10.1 15.9 9.2 57 M5 P, 127 226 100 203
P 9.3 8.8 2.2 2.2 P, 464 345 109 5.3
M2 P, 36.3 1179 819 104.3 P 32.8 31.7 109 4.0
P, 15.8 318 216 15.2 P, 16.9 19.5 13.7 7.1
Ps3 13.6 24.2 8.3 4.8 Ps 11.8 139 6.7 3.5
M3 Py 53.1 525 19.8 145 Pg 36.1 754 58.1 3.3
P, 11.8 18.0 5.6 3.5 Me6 P; 36.6 75.7 80.2 71.8
Ps3 13.7 14.9 5.8 5.2 P, 25,6 395 284 138
P, 41.3  20.7 5.3 3.1 P3 245 23.1 6.5 3.6
Ps 23.9 17.9 4.0 2.4 P, 19.0 17.1 4.9 4.5
Ps 19.8 21.1 5.1 2.1 Ps 19.7 18.3 5.4 3.6
M4 P, 229 382 119 101 Pg 17.4  22.0 9.1 2.9

P, 19.7 31.0 13.7 44
P; 22.0 235 7.6 3.6
P, 31.8 376 133 132
Ps 280 28.2 7.1 4.7
Ps 419 246 57 3.5




Aplicacion del Método a Sedimentos Acudticos 293
Tabla 6.25. Concentraciones encontradas en las muestras para los AES C;;,
Concentracion AES C;, Concentracion AES Cy,
Cédigo (ng-ke™) Cédigo (Hg-kg™)
EO;, EO, EO; EO, EOg EO;, EO, EO; EO, EO;
M1 P, 282 238 189 117 088 M5 P, 345 19.2 582 343 253
P; 242 214 1.27 0.71 0.51 P, 104 11.1 6.67 534 3.73
M2 P, 126 6.53 289 155 0.95 P; 11.7 129 8.37 6.15 4.27
P, 304 189 0.89 0.47 0.30 P, 491 512 3.06 235 158
P; 3.10 252 142 098 0.63 P; 356 403 266 208 172
M3 P, 11.7 7.79 3.73 242 150 Ps 930 945 473 299 1.70
P, 527 6.04 402 269 202 M6 P, 106 6.68 3.06 2.04 121
P; 393 406 221 164 1.15 P, 997 700 3.84 282 191
P, 898 7.76 430 288 1.87 P; 699 706 3.8 278 1.82
Ps 7.77 6.48 355 242 148 P, 6.46 6.23 355 250 1.81
Ps 534 462 255 188 1.33 Ps 762 734 414 279 1.90
M4 P, 7.59 822 502 3.63 295 Ps 794 781 449 313 2.19
P, 6.84 6.24 313 213 1.37
P; 571 6.12 366 284 198
P, 124 113 6.51 4388 341
P; 7.77 8.03 4.68 3.29 2.08
Ps 6.77 6.16 3.47 237 1.58
Tabla 6.26. Concentraciones encontradas en las muestras para los AES Cy,
Concentracion AES Cy, Concentracion AES C,,
Cédigo (ng-ke™) Cédigo (Hg-kg™)
EO;, EO, EO; EO, EOg EO;, EO, EO; EO, EO;
M1 P, 364 218 099 039 034 M5 P, 116 382 883 329 296
P; 231 190 0.72 0.22 0.27 P, 13.7 10.2 484 247 1.79
M2 P, 351 121 288 1.11 0.67 P; 13.0 9.61 466 239 163
P, 761 329 120 0.51 0.36 P, 670 458 2.04 095 0.78
P; 596 344 139 0.62 0.52 P; 6.62 506 241 129 0.90
M3 P; 152 6.32 242 0.89 0.70 Ps 980 6.13 260 1.08 0.72
P, 704 512 238 112 097 M6 P, 200 841 291 110 101
P; 497 3,52 149 0.79 0.61 P, 749 515 229 1.02 0.84
P, 761 464 211 085 0.54 P; 6.62 461 206 093 0.71
Ps 6.10 4.14 181 0.77 0.59 P, 6.62 456 187 0.80 0.58
Ps 696 426 1.79 0.77 0.49 P; 6.60 450 1.84 090 0.57
M4 P, 107 7.87 4.05 2.06 174 Ps 870 592 265 127 0.82

P, 103 456 184 0.80 0.54
P; 10.0 6.53 3.05 1.39 1.02
P, 165 10.7 4.89 225 1.62
Ps 105 7.35 3.16 1.52 1.07
Pe 808 561 227 1.04 0.73
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Tabla 6.27. Concentraciones encontradas en las muestras para los AES Cis

Concentracion AES Cyg Concentracion AES Cyg
Codigo (ug-ke™) Cédigo (Hg-kg?)
EO;, EO, EO; EO, EOg EO;, EO, EO; EO, EO;
M1 P, 055 054 nd nd nd M5 P, 50.5 284 10.2 5.59 6.87
P;3 nd nd nd nd d P, 136 1.21 0.67 0.26 0.21
M2 P, 6.83 312 0.72 0.36 0.34 P; 1.20 1.08 0.55 0.27 0.13
P, 147 091 0.32 0.40 0.09 P, 091 0.68 0.30 0.16 0.12
P; 124 082 035 0.17 0.18 P; 084 0.71 0.37 0.17 0.10
M3 P, 189 097 0.37 0.47 0.09 Ps 092 0.81 0.28 0.19 nd
P, 105 0.72 031 0.18 013 M6 P; 433 371 121 097 104
P; 0.71 054 030 0.16 0.09 P, 070 0.65 0.21 0.21 nd
P, nd nd nd nd nd P; 053 048 019 nd nd
P; nd nd nd nd d P, nd 040 020 nd nd
Ps nd nd nd 053 nd P; nd d 0.18 nd nd
M4 P, 149 167 0.86 0.62 0.46 Ps 0.78 0.58 0.26 0.09 nd

P, 1.08 046 019 025 nd
P; 093 0.70 0.29 0.20 0.10
P, 197 151 068 035 0.23
Ps 074 063 029 009 nd
P 070 052 020 nd nd

Tabla 6.28. Concentraciones encontradas en las muestras para los AES Cis

Concentracion AES Cyg Concentracion AES C;g
cédigo (ng-ke™) Cédigo (Hg-kg™)
EO, EO, EO; EO, EO; EO;, EO, EO; EO, EO;
M1 P, nd nd nd 4.75 d M5 P, 296 175 143 106 6.63
P; nd nd nd nd d P, nd nd nd nd nd
M2 P, 211 nd 139 0.83 nd P; nd nd nd nd nd
P, nd nd nd 052 nd P, nd nd d nd nd
P; nd nd nd nd nd P; nd nd nd nd d
M3 P, nd nd nd nd nd Pg¢ nd nd nd nd nd
P, nd nd nd nd nd M6 P; 190 1.42 097 0.66 0.65
P; nd nd nd nd nd P, nd nd nd nd nd
P, nd nd nd nd nd P; nd nd nd nd nd
P; nd nd nd nd nd P, nd nd nd nd nd
Ps nd nd nd 217 nd P; nd nd nd nd nd
M4 P, nd nd nd 160 nd P¢ nd d nd nd nd

P, nd nd nd nd nd
P; nd nd nd nd nd
P, nd nd nd nd nd
P; nd d nd nd nd
Ps nd nd nd nd nd
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Tabla 6.29. Concentraciones encontradas en las muestras para los AEO Cy;
Concentracion de los etoximeros de AEO Cy¢ (p.g-kg'l)
Cédigo

EO; EOgy EO, EOg EO; EO,, EO;; EO;, EO;3 EO;; EO;5

M1 P, 042 063 116 168 220 3.87 400 6.67 679 6.55 7.03
P; 073 098 210 290 354 490 4.17 480 292 166 0.95

M2 P, nd 022 0.65 137 134 295 376 6.28 7.72 6.67 6.62
P, 055 102 217 320 347 6.21 561 6.89 457 277 127

P; 089 114 179 252 264 434 377 412 240 129 0.62

M3 P, 028 050 1.13 193 206 462 526 835 956 7.64 6.50
P, 040 0.77 122 194 265 422 433 692 736 766 7.74

P; 068 098 140 224 292 445 448 6.66 6.17 544 452

P, 298 368 445 550 585 9.63 842 104 886 898 858

P; 149 146 175 240 286 482 501 726 7.22 7.12 579

P¢ 057 155 321 479 564 115 124 184 185 16.6 135

M4 P, 036 092 164 218 260 508 533 836 9.01 7.19 5.75
P, 039 077 140 181 236 4.07 426 7.71 7.58 654 5.26

P; 098 098 142 173 242 384 373 578 474 314 184

P, 046 067 113 144 220 359 389 7.05 7.65 7.16 744

P; 070 1.01 157 177 260 3.76 410 736 7.65 6.78 7.14

Ps 044 072 138 188 3.16 4.27 471 832 9.00 797 812

M5 P, 018 036 130 156 197 269 3.07 6.08 585 358 3.12
P, 073 110 184 218 353 492 508 813 6.94 438 2595

P; 089 100 147 187 3.06 4.14 4.07 6.78 592 424 319

P, 089 100 144 196 3.08 449 453 7.69 7.61 6.19 534

Ps 083 140 217 3.09 432 550 500 793 767 731 6.99

Ps 085 134 204 297 384 6.80 698 111 11.0 9.77 856

M6 P, nd 036 096 144 157 264 3.07 545 596 4.53 371
P, 072 115 165 262 348 6.06 6.02 9.19 841 744 5386

P; 058 088 117 178 219 4.05 420 6.45 642 6.62 6.89

P, 046 074 103 157 199 359 383 6.09 645 699 7.77

Ps; 045 068 091 149 187 356 429 779 754 725 7385

Ps 052 082 113 184 246 433 447 6.71 7.07 7.85 8.77
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Tabla 6.30. Concentraciones encontradas en las muestras para los AEO Cyg

Concentracion de los etoximeros de AEO C;g (ug-kg'l)

Cadigo
EO, EOs; EOs EO; EOg EOy EO,, EO;; EO;; EO;3 EOy,

M1 P, 158 196 274 370 4.18 749 9.07 848 10.8 9.46 121
P; 131 238 332 393 366 591 646 522 504 293 145

M2 P, 052 137 264 235 272 6.28 846 9.44 146 126 103
P, 106 240 4.07 3.77 405 7.79 933 7.84 913 544 252
P; 149 244 361 391 390 642 632 474 480 280 133

M3 P, 081 154 254 239 287 6.82 878 101 16.7 430 12.2
P, 169 217 312 347 412 760 897 09.03 151 151 138
P; 157 217 318 3.74 4.27 753 851 815 132 11.7 947
P, 678 671 8.01 820 834 136 127 112 173 16.2 14.1
Ps 230 277 3.60 4.04 438 7.72 9.08 9.01 145 134 10.6
P 108 3.19 575 515 594 144 196 21.1 228 212 14.0

M4 P, 111 214 333 292 342 798 105 116 18.1 16.2 13.2
P, 121 230 3.17 336 397 7.71 991 999 154 13.2 10.7
P; 181 3.01 370 3.82 4.08 6.63 7.77 711 877 578 354
P, 166 264 339 350 383 725 860 894 141 13.2 139
Ps 166 263 319 352 382 694 878 881 136 128 14.0
P 121 263 335 371 4.05 682 943 978 154 139 149

M5 P, 113 357 643 6.29 7.24 179 239 165 214 128 6.83
P, 161 319 439 479 505 793 947 834 10.7 815 6.13
P; 147 322 428 473 523 835 949 8.47 117 917 753
P, 204 328 414 463 508 903 104 0959 131 114 10.8
Ps 116 242 352 377 4.44 103 103 876 123 116 11.8
P 172 321 490 490 580 124 141 134 188 173 154

M6 P, 116 204 334 341 4.07 959 107 959 131 09.84 6.70
P, 172 222 321 347 4.06 864 102 104 163 146 113
P; 195 271 345 370 4.26 828 9.10 846 135 142 14.0
P, 200 250 317 3.70 4.16 810 8.82 8.04 132 140 14.0
Ps 180 277 349 348 4.06 974 9.60 8.74 133 134 137
P 227 271 363 380 439 880 933 880 150 16.1 155
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A continuacién, a modo ilustrativo, en la figura 6.13 se muestra uno

de los cromatogramas obtenido para la muestra M3 P;.

4,2e5
4,0e5

3,8e5
3,6e5
3.4e5
3,2e5
3,0e5
2,8e5
2,6e5
2,4e5
2,2e5
2,0e5
1,8e5
1,6e5
1,4e5
1,2e5
1,0e5

Intensidad (cps)

8,0e4

6,0e4
4,0e4
2,0e4

0T TS 4 s 6 7 8 9 10 1 1 15 1 15 186 17 18 19

Tiempo (min)

Figura 6.13. Cromatograma TIC obtenido para el andlisis multi-residuo de
surfactantes en la muestra de sedimento del Rio Monachil M; P,

En la tabla 6.31 se muestran los valores medidos de pH,
temperatura, conductividad y flujo, para cada una de las muestras

tomadas. El caudal sélo se midié en 2 muestras.
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Tabla 6.31. Parametros del Rio Monachil

Conductividad

.. o Cadigo de o A Caudal
Estacion del afio Muestra pH T (°C) (uS c:n ) (Ls)
20 °C
P, 7.2 9.2 101.2
Verano 2008 M,
P 7.8 10.5 1154
P, 6.4 7.5 95.7
Invierno 2009 M, P, 6.8 6.4 100.1
Ps3 7.6 5.7 128.3
P, 7.4 9.5 93.0
P, 6.8 8.3 105.1
Primavera 2009 M; Ps 6.7 8.7 1400
P, 6.8 9.6 144.0
Ps 6.7 10.1 149.0
Pg 7.0 9.7 168.2
P, 7.5 9.3 233.0
P, 7.3 9.1 262.0
" Ps3 6.9 9.7 283.0
Otoio 2009 M,
P, 7.0 11.8 388.0
Ps 7.1 11.7 406.0
Pg 7.5 13.0 520.0
P, 7.2 9.9 934
P, 7.7 8.4 109.1
. Ps3 7.9 8.4 136.4 1151.2
Primavera 2010 M;
P, 7.9 6.8 148.5
Ps 7.6 6.8 150.3 758.6
Pg 7.8 6.6 160.3
P, 7.1 12.1 86.7
P, 7.3 10.8 90.1
P 7.4 10.4 118.9
Verano 2010 M
P, 7.6 9.4 131.6
Ps 7.4 10.1 132.8

Pe 8.1 10.7 162.0
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3.5. Discusion
De los resultados obtenidos, se concluye que:

. Se demuestra la presencia de tensioactivos en los sedimentos del Rio
Monachil. Aunque, las concentraciones encontradas fueron bastante
bajas, oscilando en el rango de 0.09 a 1506 pg-kg™, todas las
muestras presentaron contaminacion por alguno de los surfactantes
estudiados. En la tabla 6.32 se muestran las concentraciones totales
para cada familia de surfactantes. Se observa, como cabia esperar,
gue la muestra mds contaminada en cada muestreo fue la tomada en
la parte superior del rio (P4), justo al lado de la boca del emisario de
la EDAR. Se puede decir que la tendencia fue a ir disminuyendo la
concentracion encontrada al descender a lo largo del rio, siendo el
LAS el que mejor comportamiento mostraba, presentando una gran

degradacion.

. Las concentraciones encontradas para los homdlogos del LAS
oscilaron entre 16 y 1506 ug-kg'l. En general, los homdlogos de
cadena mas larga, C1, y Ci3 se encontraban a mayor concentracion

gue los de cadena mas corta, C1gy Cy3.

. En todas las muestras estudiadas del Rio Monachil se encontraron los
4 homologos de AS, fluctuando su concentracién entre 21 y 226.2
ug-kg'l. En general, para el homélogo mds pesado AS Ciz se

obtuvieron las concentraciones mas bajas.

. Se encontraron AES de las cuatro series homdélogas estudiadas, Cj,,
Cis, C16 Y Cys; en el rango de concentraciones para sus etoximeros de

0.09 a 115.8 pg-kg’, aunque se observé que los homdlogos mas
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habituales eran los de cadena corta, C;, y Ci4. Al seguir aumentando
en la serie homdloga, disminuia el nimero de muestras donde se
encontraba, asi como su concentracién. Respecto a los etoximeros
correspondientes a cada homadlogo, en general, se observd que al
aumentar el ndmero de unidades etoxiladas disminuia la
concentracion, encontrandose a mayor concentracién los etoximeros

mas pequefios.

Se encontraron AEO de las dos series homdlogas estudiadas, Cigy Cys,
en el rango de concentraciones para sus etoximeros de 0.18 a 23.9
ug-kg'l. Los etoximeros del homdlogo C;3se encontraron a una mayor
concentracion que los de Ci. En general, para las dos series
homodlogas, se observé que la concentracion aumentaba al aumentar

el nimero de unidades etoxiladas del alcohol.

No se pudo establecer relacion alguna entre la conductividad del
agua, la temperatura, el pH y la concentracidon encontrada, debido a

gue la cantidad de compuesto dependia de variables no controladas.
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Tabla 6.32. Concentraciones para cada familia de surfactantes

Concentracién para cada familia de surfactantes (pg-kg™)

Cadigo
LAS AS AES AEO Total
P, 76 41 23 113 252
= P, 24 22 12 71 130
P, 1006 340 92 109 1547
M, P, 100 84 23 95 303
Ps 94 51 23 67 236
P, 359 140 56 127 682
P, 177 39 39 129 384
Ps 95 40 26 113 274
e Pa 91 70 42 201 403
Ps 33 48 35 129 244
Ps 34 48 33 241 355
P, 632 83 60 139 915
P, 233 69 40 123 465
P, 154 57 45 87 342
A Pa 222 96 79 124 520
Ps 108 68 51 124 351
Pe 109 76 39 135 359
P, 4644 657 415 154 5869
P, 269 97 74 112 552
", P, 277 79 78 110 544
P, 120 57 34 128 339
Ps 86 36 33 133 287
Pe 105 173 51 177 506
P, 2838 264 74 103 3279
P, 199 107 40 139 486
Ps 61 58 39 125 282
Me P, 65 45 36 122 268
Ps 47 38 128 213
Ps 51 47 136 234




302 Bartolomé Oliver Rodriguez

4. CONCLUSIONES

En el estudio realizado, se demuestra la presencia de los
tensioactivos seleccionados en los tres ambientes estudiados, Costa de
Tenerife, Costa de Andalucia y Rio Monachil. Aunque, las concentraciones
encontradas fueron bastante bajas en todos los casos, oscilando en el
rango de 0.02 a 1506 ug-kg'l, todas las muestras se encontraron
contaminadas con alguno de los surfactantes estudiados. Esto puede ser
debido a que todas las muestras se tomaron en las cercanias de los

emisarios de EDAR, zonas con alto riesgo de contaminacion.

Al tomarse las muestras justo en la zona de descarga del emisario, las
concentraciones encontradas corresponden practicamente, con el primer
punto de la cinética de degradacion de estos compuestos, una vez que son
aportados a los sedimentos. En el caso del Rio Monachil, donde se realizé
un seguimiento a lo largo del rio, se observd que la concentracidn total de
tensioactivos disminuia bastante segln se descendia en el rio, siendo el
LAS el que mejor comportamiento presentaba, mostrando una gran

degradacion.

En las muestras del Rio Monachil fue donde se encontraron las
mayores concentraciones de surfactantes (0.09 - 1506 ug-kg’l) seguidas de
las de Tenerife (0.09 - 1136 ug-kg’l) y por ultimo las de la Costa de
Andalucia (0.02 - 620 ug-kg’l).

De forma general, en el caso del LAS, se observé que la concentracion
encontrada aumentaba al aumentar la longitud del homélogo. Para Los

homodlogos de AS, en los tres casos se observd un comportamiento
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contrario al LAS, la concentracion encontrada aumentaba al disminuir la

longitud de la cadena hidrocarbonada.

Los AES se encontraron, de forma general, a mayor concentracién
conforme disminuia la longitud de la cadena hidrocarbonada y el nimero
de unidades etoxiladas. Por Uultimo, para las dos series homdlogas
estudiadas de AEOQ, los etoximeros del homdlogo Cig se encontraron a una
mayor concentracién que los del Ci. En general, para las dos series
homoélogas, se observd que la concentracion aumentaba al aumentar el

numero de unidades etoxiladas del alcohol.
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En este capitulo se aborda el estudio de dos de las familias de los
tensioactivos seleccionados, LAS y AS, sobre un suelo agricola, con objeto
de conocer su comportamiento en dicho ambiente natural y establecer los
correspondientes modelos. Con esta finalidad se planted el siguiente

esquema general de trabajo:

g 4

Estudio de
En discontinuo: Comportamiento
L. en Parcela
- Cinéticas Experimental
- Isotermas

g

En continuo:

- Columnas

Figura 7.1. Esquema general para el estudio del comportamiento de un
compuesto en el suelo y modelizacion

En el presente capitulo se aborda la caracterizacion de las distintas
matrices y los estudios a escala de laboratorio (fase 1 y fase 2), y el

siguiente capitulo los correspondientes a la fase de campo (fase 3).

En primer lugar, se realiza una pequefia introduccién donde se
exponen los aspectos tedricos relativos a la modelizacion del
comportamiento de un compuesto. A continuacidn, se muestran los

experimentos preliminares que se llevaron a cabo para caracterizar fisico-
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guimicamente las matrices involucradas (suelo agricola y agua de pozo).
Posteriormente, se realizaron los distintos ensayos de laboratorio a fin de
dilucidar los distintos fendmenos que integran el comportamiento de los
tensioactivos en suelo. Los ensayos de laboratorio se realizaron tanto en
forma discontinua (en tanque - batch) como en flujo continuo, utilizando
para ello columnas rellenas de suelo. En estos estudios se utilizd la
metodologia analitica anteriormente desarrollada. Finalmente se discuten
los modelos obtenidos en los estudios de laboratorio y se alcanzan las

conclusiones oportunas.
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1. MODELIZACION DEL COMPORTAMIENTO DE UN
COMPUESTO EN EL SUELO. ASPECTOS TEORICOS

Conocer el comportamiento de un compuesto en el medioambiente
es importante para determinar su impacto. En la figura 7.2, se indican los

142-144

distintos fendmenos gue pueden integrar el comportamiento de una

sustancia en las distintas capas del suelo hasta el nivel freatico.

O

Atmésfera Volatilizacion
Fotodegradacion Movilizacion X\emo
» fisisca gua
I PR Erosion
Superficie {J
Adsorcion / \ > Asimilacién por
desorcion Biodegradacion las p\ama’;
Hidrélisis
Zona No Saturada (ZNS) ) Degradacion ¢ Reacciones acido-bas
Precipitacion quimica R Red
GlEsi el eacciones Redox

Adveccion
Transporte < Dispersién mecénica Dispersién
Difusién molecular | Hidrodindmica

Nivel fredtico mm—

ZonaSaturada (ZS) | f£ 200 o .. GeEEs 00

oZonaFredtica N | oo .- - (Compuestolixiviado) = = = = = = = - - - - -
o Acuifero

Figura 7.2. Representacion de los distintos fendmenos que
integran el comportamiento de un compuesto en el suelo

La modelizacidn permite integrar estos fendmenos para entender de

forma global y predecir el comportamiento de un compuesto, relacionando

Y2\, Flury. Experimental evidence of transport of pesticides through field soils. A review. J. Environ.

Qual. 25; 25-45, 1996.

J.B. Weber, C.T. Miller. Organic Chemical Movement over and through soil, in reactions and

movement of organic chemicals in soil. Ed. B.L. Sawheney and K. Brown. Soil Science Society of

America. p. 305. Madison, WI, 1989.

14 Consejeria de Medio Ambiente de la Junta de Andalucia. Contaminacion de suelos por
compuestos orgdnicos. Informe final. Centro de documentacidn ambiental, documentos técnicos,
suelo y subsuelo, enero 2003.

143
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fendmenos que a simple vista puedan parecer independientes. La
contribucién de cada uno de los fenédmenos al comportamiento en el suelo
varia en funcion del compuesto. Normalmente, en el caso de los

tensioactivos los fendmenos mas relevantes e influyentes son:

. Adsorcidn/desorcidn.

. Precipitacidon/disolucidn.

. Transporte (adveccidn, dispersion mecanica, difusion molecular).
. Biodegradacion.

El fendmeno de adsorcidn/desorcion constituye uno de los procesos
mas importantes ya que es capaz de influir sobre los demds fenédmenos. A
continuacion, se describen algunos aspectos generales relacionados con

este fendmeno.

1.1. Adsorcion

La adsorcién es el proceso por el que una determinada especie
quimica (adsorbida o adsorbato) presente en una fase fluida en contacto
con una fase condensada liquida o solida (adsorbente), se concentra en la
superficie de separacion de ambas fases (interfase). Se suelen distinguir

dos tipos** de adsorcién:

o Adsorcidn fisica o fisisorcion.

145 p.M. Ruthven. Principles of adsorption and desorption processes. Ed. John Wiley & Sons. p. 433.

New York, USA, 1984.
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Adsorcion quimica o quimisorcion.

La distribucion de un soluto entre una fase solida y otra liquida esta

controlada por varios factores, entre los que se pueden citar como mas

importantes:

Las propiedades del adsorbato.

Las propiedades del adsorbente (suelo).

Las condiciones del medio.

1.1.1. Propiedades del adsorbato

Las principales propiedades del adsorbato que pueden participar en

el proceso de adsorcién son la estructura electrénica de la molécula, la

facilidad para ionizarse, el volumen molecular y la solubilidad de la

molécula en agua.

La estructura condiciona la naturaleza de los enlaces que se
establecen con la superficie de las particulas del suelo. Asi, se puede
distinguir entre moléculas con estructura idnica y moléculas con
estructura covalente polar y no polar. Las primeras, se fijan mediante
mecanismos de intercambio catidbnico o por interacciones
multipolares con la superficie del sélido. En el caso de moléculas

neutras, las uniones tienen lugar por puentes de hidrégeno.

lonizacion de las moléculas: algunas moléculas organicas se pueden

disociar completamente dando lugar a aniones con caracter de acido
fuerte, o cationes con caracter de base fuerte. Estos iones pueden ser

fijados con uniones muy energéticas, como los enlaces idnicos.
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=  Volumen molecular: el tamafio de la molécula puede llegar a ser el
factor limitante de la adsorcion, al permitir o impedir su acceso a los
poros del material adsorbente.

=  La solubilidad de la molécula en agua.

1.1.2. Propiedades del adsorbente

Las propiedades del suelo son complementarias de las del adsorbato

y pueden influir notablemente en la velocidad y la capacidad de adsorcién

del mismo. Toda la superficie del suelo puede actuar como adsorbente; sin

embargo, el tamafio de las particulas del suelo, la superficie especifica, etc.,

son propiedades que tienen una influencia considerable en los procesos de

adsorcidn. A este respecto, las caracteristicas mas importantes del suelo

son el contenido en arcillas, materia orgdnica y 6xidos e hidréxidos

146,147

=  Arcillas. Las caracteristicas principales de las arcillas son su tamafio

reducido de particula, la presencia de carga en su superficie y su gran
capacidad de intercambio de iones, lo cual le otorga propiedades
fisico-quimicas muy particulares, con una decisiva influencia en el
proceso de adsorcién. La presencia de cargas produce la atraccion de
sustancias presentes en la solucién en contacto con las particulas
arcillosas. Estos minerales presentan cargas con dos origenes
diferentes: permanentes y dependientes del pH. Las cargas
permanentes, constantes o estructurales, se generan por
sustituciones isomarficas en las estructuras cristalinas, generalmente

negativas, debido al reemplazo de dtomos de la estructura por otros

146

C.A.J. Appelo, D. Postma. Geochemistry, groundwater and pollution. Ed. A. A. Balkema. p. 536.

Rotterdam, Netherlands, 1993.
Y. Langmuir. Aqueous environmental geochemistry. Ed. Prentice Hall, Coop. p. 600. New Yersey,
USA, 1997.
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de menor valencia (magnesio por aluminio, aluminio por silicio). Estas
cargas resultan independientes del entorno del mineral. En los
bordes, sin embargo, aparecen cargas variables que dependen del pH
del medio y que se generan por la disociacién de grupos superficiales.
Estas cargas sélo se encuentran neutralizadas en un determinado
valor del pH, denominado pzc (punto de carga cero o isoeléctrico =
point of zero charge), que depende del tipo de enlace quimico.
Cuando el pH se eleva por encima del pzc, en un medio mas
alcalinizado, la superficie adquiere carga negativa (pH > pzc),
mientras que al descender por debajo del pzc, en un medio mas
acido, se vuelve positiva. Esto no implica que el valor de pzc sea
neutro, sino que depende del grupo funcional involucrado y puede

ser acido o alcalino*®¥,

En consecuencia, la capacidad de intercambio esta relacionada con el
pH del medio. En minerales de tipo montmorillonitico, las
sustituciones isomorficas generan cargas permanentes negativas,
mientras que, en otro tipo de arcillas, el pH del medio conduce al
desarrollo de cargas en la superficie, que pueden ser negativas (pH >
pzc), positivas (pH < pzc) o neutras (pH = pzc). Las cargas presentes
definiran el tipo de iones que se adsorberan sobre la superficie.
Cuando prevalecen superficies cargadas negativamente, son los
cationes los que tenderdn a acercarse a ellas. Se forman asi los
cationes intercambiables. Los cationes orgdnicos, que son atraidos
sobre la superficie por fuerzas electrostaticas y también por fuerzas
de Van Der Waals, son capaces de desplazar a los cationes

inorganicos que se encuentren en el sistema™ %/,

=  En la_materia orgdnica del suelo estan representados compuestos

humicos y no humicos. Estos ultimos estan constituidos por residuos

vegetales en via de descomposicion y comprenden productos de
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peso molecular muy variable y de naturaleza quimica bien definida;
proteinas, aminodcidos, lipidos y acidos. Los compuestos humicos,
por su parte, estan constituidos por acidos humicos, acidos fulvicos y
humina y todos poseen como grupos funcionales el carboxilo, el
alcohol y el fenol. Las funciones acido permiten que las moléculas
organicas puedan ser adsorbidas por interacciones idnicas o por

uniones cation-dipolo.

Los Oxidos e hidroxidos libres de hierro y aluminio pueden presentar

cargas positivas, debidas a los agrupamientos del tipo AI(OH)x" vy
Fe(OH)x’, que dan lugar a la adsorcién de los aniones. Los hidréxidos

de aluminio suelen recubrir las superficies de la arcilla.

1.1.3. Condiciones del medio

Entre las condiciones del medio que pueden alterar el fendmeno de

adsorcion, se encuentran la temperatura, la composicién de la fase liquida

en contacto con el adsorbente y el pH.

=

La temperatura. Tiene una influencia muy variable que depende de la

naturaleza de los materiales adsorbentes y de los adsorbatos.

La composicion de la fase liquida. Es uno de los factores de mayor

importancia. Puede disminuir la superficie accesible a las moléculas
de soluto, establecer puentes de agua entre el adsorbente y el

adsorbato o competir con éste por los lugares de adsorcion.

El pH. Su influencia depende a la vez de la naturaleza del adsorbato y
del adsorbente. En la figura 7.3 se observan distintos efectos que el

pH produce en la cantidad adsorbida:
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pH

Figura 7.3. Variacion de la adsorcion con el pH del medio
(g expresa la masa de soluto adsorbida por masa de suelo)

En algunos casos, la adsorcién presenta un valor maximo (curva B) a
un valor de pH generalmente préximo al del pK, de la molécula adsorbida.
Las curvas del tipo A se presentan generalmente en el caso de que la
adsorcién de adsorbato con caracter de base débil tenga lugar sobre
moléculas neutras, mientras las curvas del tipo B y C aparecen en tres

circunstancias:

1) Adsorcion de moléculas con caracter de base débil sobre adsorbentes

con carga eléctrica negativa.

2) Adsorcion de moléculas con caracter de acido débil sobre

adsorbentes con carga eléctrica positiva.

3)  Adsorcion de moléculas neutras sobre arcillas.
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1.2. Precipitacion

El fendmeno de precipitacion es una reaccidn quimica por la que se
produce un depdsito de materia sélida (precipitado) a partir de una
disolucién. El proceso sencillo de precipitacion/disolucién para un

surfactante se puede representar mediante la siguiente ecuacion:

k
Surfactante (dis) ﬁ Surfactante (s) (7.1)
C (mgL'l) Kdis

En nuestro caso, al considerar la precipitacion como un fenédmeno de
retencién del surfactante por parte del suelo, para la ecuacion 7.1 se

puede escribir la siguiente ley cinética™*®:

‘i—f =k, -C" +k,, q (7.2)

donde C (mg:L™) es la concentracién de surfactante en la fase liquida, kp
representa la constante cinética de precipitacidén, kgs es la constante
cinética de disolucién, m el orden aparente respecto a la concentraciony g
es la cantidad de tensioactivo precipitada por unidad de masa de suelo
(mg-kg™). En el equilibrio la variacién de C serd cero, pudiéndose escribir la

siguiente ecuacion:
k, - Co =Kg " Qe (7.3)

donde el subindice e indica que se trata de concentracién en el equilibrio.

Operando sobre la ecuacion 7.3 se obtienen las siguientes ecuaciones:

18 RA. Alvarez-Puebla, C. Valenzuela-Calahorro, J.J. Garrido. Modeling the adsorption and

precipitation processes of Cu (I) on humin. ). Colloid Interf. Sci. 277; 55-61, 2004.
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A=—F (74)

9. =A-C] (7.5)

La ecuacion 7.5 relaciona la cantidad de surfactante precipitada por
kilogramo de suelo con la concentracion de tensioactivo en la fase liquida,

en el equilibrio.
1.3. Cinética de adsorcion/desorcion

El proceso de adsorcion puede considerarse constituido por un
conjunto de etapas, generalmente sucesivas, aunque algunas de ellas
pueden tener lugar simultdneamente. Estas etapas pueden ser un nimero
diferente segun la porosidad del adsorbente. Aunque los poros del suelo se
encuentran en un rango continuo de tamafio, se suelen dividir en dos tipos,
macro-poros y micro-poros**’. Los primeros son de gran tamafio y estan
generalmente llenos de aire, atravesandolos el agua de forma rdpida
gracias a la fuerza de la gravedad. Los segundos, en cambio, estdn

ocupados en gran parte por agua retenida por fuerzas capilares.
Las estas etapas del proceso de adsorcién son:
1) Transporte global del soluto.

2) Transferencia de masa externa (macro-transporte). El soluto se

transfiere desde la masa global hasta los centros activos de la

9 ¢. Donoso Zegers. Ecologia Forestal: El bosque y su medioambiente. Universidad Austral de Chile.

Editorial Universitaria. P. 369. Santiago, Chile, 1992.
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superficie del adsorbente. Como superficie del adsorbente se

consideran los macro-poros.

3) Difusién interna (micro-transporte). Hace referencia a la difusién de
las moléculas del soluto a través de los macro-poros del adsorbente
hasta alcanzar los centros activos de adsorcion que se encuentran en

los micro-poros (suele ser la etapa controlante).

4) Adsorcion en los centros activos que posea el adsorbente, tanto en

los macro-poros, como en los microporos.

Alguna de las etapas mencionadas pueden ser, comparativamente,
mas lentas que las otras, por lo que ejercen de etapa controladora del
proceso de adsorcion. Asi, si existe una importante resistencia a la
transferencia de materia en la fase fluida dentro o fuera de los poros, las
etapas que ejercen el control son las difusionales, mientras que, si la
adsorcion sobre la superficie no es suficientemente rapida, la etapa de

adsorcién constituye el principal control del proceso.

El estudio de la cinética de adsorcién/desorcion es importante
porque permite conocer mejor el mecanismo de la adsorcion. El proceso
reversible de adsorcién/desorcién se puede representar mediante la
ecuacion 7.6:

Suelo + Surfactante (dis) ﬁ Suelo-Surfactante(s) (7.6)
C Kd q

Lagergren150 propuso en 1898 el modelo de pseudo primer orden que

viene dado por la ecuacion 7.7. Se trata de una ecuacidon cinética de

Bog, Langergren, B.K. Svenska. Zur theorie der sogenannten adsorption geloester stoffe.

Veternskapsakad Handlingar 24 (4); 1-39, 1898.
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velocidad para la adsorcion en sistemas liquido-sélido, obtenida a partir de
la capacidad de adsorcidn del sélido. Es una de las ecuaciones de velocidad

mas usadas para la adsorcion de un soluto en una solucion acuosa.
dqg
— =k,(q. —q) (7.7)
dt

donde gy g. (mg-kg™?) son las capacidades de adsorcion de la fase sélida a
un tiempo t (h) y en el equilibrio, respectivamente. k, (h™) es la constante
cinética de pseudo primer orden para el proceso de adsorcidon. Para
distinguir las ecuaciones cinéticas basadas en capacidades de adsorcion de
las basadas en concentraciones en la fase liquida, la ecuacién de Lagergren,

ecuacion 7.7, de primer orden, se le llama de pseudo primer orden™?,

Integrando la ecuacion 7.7 entre las condiciones fronterag=0at=0

yg=qgat=t, se obtiene:
q=q.(1-e™") (7.8)

Y en el caso de que ocurran dos procesos de adsorcion con distinta
velocidad, las cinéticas experimentales se ajustan a la siguiente ecuacién

cinética de pseudo primer orden multiple:
q=q,,(1-e"")+q,,(1-e ™) (7.9)

o escrita de otra forma,

q :iqe,i(l —e_Karit) (7.10)

BlyS. Ho, G. McKay. A comparison of chemisorptions kinetic models applied to pollutant removal on

various sorbents. Process Safety and Environmental Protection 76 (4); 332-340, 1998a.



320 Bartolomé Oliver Rodriguez

donde kg1 Y kg2 son las constantes de velocidad para cada proceso de
adsorcion, y ge 1 Y ge2 Son las correspondientes capacidades de retencion

en el equilibrio.

Para el proceso de desorcién el modelo cinético de pseudo primer

orden se puede escribir de la siguiente forma:

d—? =—k,(a-q,) (7.11)

donde, kg (h™) es la constante de velocidad de pseudo primer orden para el
proceso de desorcién. Integrando la ecuacion 7.11 entre las condiciones
fronteradeg=qgiat=0yqg=qat-=t donde g; es la cantidad inicial
adsorbida, y realizando el cambio de variable g = g; - q*, donde q* es la
cantidad desorbida, de forma similar a la anterior conduce al siguiente

resultado:
* I:Z *
q =) qeil-e™") (7.12)
i=1

donde k4; y kg, son las constantes de velocidad para los procesos de
.7 * * . . g .
desorcion, y g ¢1Y q ¢z son las cantidades desorbidas en el equilibrio para

cada uno de los dos procesos.
1.4. Equilibrio de adsorcion

El equilibrio de adsorcidon a una temperatura dada esta determinado
por las isotermas de adsorcion, que describen la relacién entre la cantidad
de sustancia que es adsorbida por la fase sdlida del suelo y la cantidad que
esta en la disolucion en equilibrio. Estas isotermas se obtienen mediante

técnicas experimentales en discontinuo, denominadas "batch", en una
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suspension agitada en continuo. Esta seria representada adecuadamente
mediante un modelo fisico constituido por un sistema de particulas de
suelo completamente disperso en la fase liquida, donde toda la superficie

de las particulas esta disponible para la interaccion con los solutos.

En la adsorcién pueden influir numerosos factores, aparte de la
naturaleza del suelo y de la temperatura, como son el tiempo de contacto
suelo-disolucion, el método de agitacion, la relacion suelo/disolucién, la
naturaleza y concentracion del electrolito inerte, la actividad microbiana y
el contenido en humedad del suelo, entre otros. La forma de las curvas de
equilibrio de adsorcién es muy variada. Giles y col.®® demostraron que
estas curvas contienen informacion sobre el mecanismo de adsorcion v,
establecieron una clasificacién en cuatro tipos en funcion de su forma. En

la figura 7.4 se muestra la forma de las distintas curvas.

Qe Qe

Qe Qe

Ce Ce

Figura 7.4. Clasificacion de las curvas de las isotermas de adsorcion

12 cH. Giles, T.H. MacEwan, S.N. Nakhwa, D. Smith. Studies in adsorption. Part XI. A system of

classification of solution adsorption isotherms and its use in diagnosis of adsorption mechanism
and in measurement of specific surface areas of solids. J. Chem. Soc. 111; 3973- 3993, 1960.
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Tipo L o de Langmuir. Tipica de una adsorcidn fuerte no competitiva,

la adsorcion decrece al disminuir el niumero de lugares de adsorcion

disponibles en la superficie del adsorbente. Es la mas habitual.

Tipo H o de alta afinidad. Se puede considerar un caso especial del

caso anterior. Este tipo de isoterma indica que el adsorbato tiene alta
afinidad por el adsorbente, que en disolucién es casi completamente

adsorbido. Por lo tanto, la parte inicial de la isoterma es vertical.

Tipo C. Tiene una forma lineal, lo que indica un reparto constante del
adsorbato entre disolucién y adsorbente. Es decir, al mismo tiempo

gue el soluto es adsorbido, se crean nuevos lugares de adsorcién.
Tipo S. Tipica de una adsorcion competitiva. La cantidad adsorbida
aumenta a aumentar la concentracién del adsorbato en la fase

liquida, debido principalmente a fuerzas de enlace intermolecular.

La adsorcion ha sido descrita por varios modelos, que involucran

ecuaciones de adsorcién de la forma:

ge =f(Ce) (7.13)

donde g. es la concentracién adsorbida en el equilibrio (mg adsorbato-kg™

de adsorbente) y C. la concentracién de equilibrio en la fase liquida (mg de

adsorbato-L™ de disolucion).

A continuacién, se muestran diferentes modelos existentes para

describir los datos de equilibrio.
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1.4.1. Isoterma lineal

En este modelo existe una relacién lineal y directa entre la cantidad
de soluto adsorbida y su concentracion en equilibrio. Se describe con la

ecuacion:

de =K Ce (7.14)
donde K es la constante de adsorcion (L:-mg™).
1.4.2. Isoterma de Langmuir

Desarrollada por Langmuir en 1916153, ecuacion 7.15, para describir
la adsorcidn de los gases sobre superficies sélidas planas. Posteriormente,
dicha isoterma se ha utilizado para la descripcién de la adsorcion de
solutos en el suelo. Harter y Baker™* discutieron con detalle la historia del

desarrollo de la ecuacion.

KC
g=Je = Nt (7.15)
qmax 1-'-KLCe

donde, 6 es el recubrimiento de la superficie, g. la cantidad de adsorbato
retenida por el adsorbente (mg-Kg'l) en equilibrio con la concentracién de
adsorbato en la fase liquida C. (mg-L™), gmax la capacidad de saturacién del

adsorbente (mg-Kg™) y K, la constante de Langmuir (L-mg™).

La isoterma de Langmuir presupone las siguientes aproximaciones:

153, Langmuir. The constitution and fundamental properties of solids and liquids. J. Am. Chem. Soc.

38; 2221-2295, 1916.
134 R.D. Harter, D.E. Baker. Applications and misapplications of the Langmuir equation to soil
adsorption phenomena. Soi Sci. Soc. Am. J 4; 1077-1080, 1977.
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1) Ladisolucién es ideal.

2) Las moléculas de adsorbato se retienen en centros de adsorcidn

definidos y localizados sobre una superficie homogénea.
3) No existe transmigracion del adsorbato.
4) Lavelocidad de adsorcién es la misma que la de desorcion.

5) Cada centro de adsorcion puede retener una sola molécula de

adsorbato (adsorcién monomolecular).

6) La adsorcion maxima corresponde a una monocapa saturada de

moléculas del adsorbato sobre la superficie del adsorbente.

7) Toda la adsorcién se produce bajo un mismo mecanismo, siendo la
energia de adsorcion constante a lo largo del proceso, lo que implica
gue cada molécula de adsorbato se comporta como si estuviese

aislada (no hay interaccion adsorbato-adsorbato).

Estas condiciones normalmente no se dan en la practica. Sin

embargo, en muchos casos, a bajas y moderadas concentraciones la

155

isoterma de Langmuir resulta un modelo tedrico satisfactorio . El modelo

de Langmuir se ha utilizado en numerosos estudios sobre adsorcion de

157 158

tensioactivos: Malik y coI.156, Tadros™’, Clementz y Robbins

| 162

, Trogus y

col.’® Dobias'®**®! y Purakayastha y co

135 p.M. Ruthven. Principles of adsorption and adsorption processes. Wiley, New York, 1984.

W.U. Malik, S.K. Srivastava, D. Gupta. Studies on the interaction of cationic. surfactants with clay
minerals. Clay Miner. 9; 369-382, 1972.
Th.F. Tadros. The interaction of cetyltrimethylammonium bromide and sodium dodecylbenzene
sulfonate with polyvinyl alcohol. Adsorption of the polymer-surfactant complexes on silica. J.
Colloid Interface Sci. 46; 528-540, 1974.
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1.4.3. Isoterma de Freundlich

Otro tipo de modelo muy usado es la isoterma de Freundlich,
ecuacion 7.16. Segiin McBain'®® esa ecuacion empirica fue propuesta por
Bemmelen®® en 1888 y a su difusién y amplia utilizacién contribuyeron
investigadores tales como Boedecker'® en 1895 y especialmente
Freundlich'®® en 1926, quien consiguié popularizarla, razén por la cual en

bibliografia se le denomina isoterma de Freundlich.
q, =K.co (7.16)

donde Kr es la constante de Freundlich y n una constante. Aunque se han
realizado varios intentos para justificar los parametros de la isoterma, aun
se consideran empiricos y solo pueden servir como aproximaciones a la
hora de realizar comparaciones. K se suele usar como una estimacion de la
capacidad de adsorcién y n puede ser usada para estimar la magnitud de la
adsorcion. 1/n refleja el grado de linealidad. Debido a su naturaleza

exponencial, la isoterma de Freundlich asume una adsorcién infinita.

El modelo de Freundlich presupone las siguientes aproximaciones:

¥ pD.M. Clementz, J.L. Robbins. Adsorption of dodecylbenzene sulfonate on NA(+)-

montmorillonite: effect of salt impurities. Soil Sci. Soc. Amer. J. 40; 663- 665, 1976.

F.J. Trogus, R.S. Schetcher, G.A. Pope, W.H. Wade. Adsorption of mixed surfactant systems. Soc.
Pet. Eng.J. 17; 337-351, 1977.

B. Dobias. Adsorption and electrokinetic phenomena in the system solid - micellar solution
of a surface-active substance. Colloid Polym. Sci. 255; 682-690, 1977.

B. Dobias. Adsorption kinetics of surface-active substances from micellar solutions on solid phase.
Colloid Polym. Sci. 256; 465-470, 1978.

P.D. Purakayastha, A. Pal, M. Bandyopadhyay. Adsorption of anionic surfactant by a low-cost
adsorbent. ). Environ Sci. Health 35; 925-938, 2002.

J.W. McBain. The sorption of gases and vapours by solids. London, 1932.

J.M. Van Bemmelen. Die Adsorptionverbindungen und das Adsorptionvermégen der Ackererde.
Die Landwirtschatlichen Versuchs-Stationen 35; 69-136, 1888.

C. Boedecker, J. Landw. vol.7, p.48, 1895.

H. Freundlich. Colloid and Capillary Chemistry. Methuen, London, 1926.
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1) Transporte global del soluto.
2) Laadsorcion produce una monocapa.
3) Lasuperficie es heterogénea.
4) Laenergia de adsorcion varia a lo largo del proceso.
5)  Existen interacciones adsorbato-adsorbato.
Son numerosos los trabajos publicados en la literatura cientifica en
los que se emplea la isoterma de Freundlich para describir la adsorcion de

algunos solutos, como los aniones fosfato™®’ y sulfato®®, metales como el

cadmio’®, pesticidas'’® y tensioactivos iénicos’*.

7 x.C. Cheung, T.H. Venkitachalam. Improving phosphate removal of sand infiltration system using

alkaline flyash. Chemosphere 41; 243-249, 2000.

E. Bonemisza, R. Llanos. Sulfate movement adsorption and desorption in three Costa Rican soils.
Soil Sci. Soc. Am. Proc. 31; 356-360, 1967.

J.J. Street, W.L. Lindsay, B.R. Sabey. Solubility and plant uptake of cadmium in soils amended with
cadmium and sewage sludge. ). Environ. Qual. 6; 72-77, 1977.

K. Kibe, M. Takahashi, T. Kameya, K. Urand. Adsorption equilibrium of principal herbicides on
paddy soil in Japan. Sci. Tot. Environ. 263; 115-125, 2000.

M.S. Rodriguez-Cruz, M.J. Sanchez-Martin, M. Sanchez-Camazano. A comparative study of
adsorption of an anionic and a non-ionic surfactant by soils based on physicochemical and
mineralogical properties of soils. Chemosphere 61; 56-64, 2005.
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1.4.4. Isoterma Cuadratica

Los modelos mas simples de termodindmica estadistica para la

adsorcidn sugieren que la isoterma de equilibrio podria escribirse como el

cociente de dos polinomios del mismo grado®’*:

_ g, _bC +2b,Ct+...+nb C!

= i (7.17)
Q. 1+b,C. +b,C2+..+b C"

donde b, son cada uno de los coeficientes numéricos y n el grado del
polinomio. La ecuacion 7.17 es una aproximacion de Padé, conocida por
ser capaz de imitar casi cualquier funcion matematica. Asi, el significado
fisico de los coeficientes derivados de un ajuste de los datos
experimentales a esta ecuacion es dudoso, a menos que se utilicen pocos

coeficientes y muchos datos experimentales.

La isoterma de Langmuir es la isoterma de primer orden. La isoterma
de segundo orden, obtenida cuando n = 2 en la ecuaciéon 7.17, es la

llamada isoterma cuadratica, ecuacion 7.18:

9= 9. b,C, +2b2Ci

= 7.18
qmax 1+blce +b2Ci ( )

Este modelo considera que en la monocapa saturada hay dos
moléculas adsorbidas por cada sitio o que en la bicapa saturada hay una
molécula por cada sitio. Por esta razon, el limite de 8 cuando C. = <o es
2Qmax- Mientras que la isoterma de Langmuir es siempre convexa hacia
arriba y no puede tener punto de inflexion alguno, la isoterma cuadratica
puede tener hasta 3 puntos de inflexion que pueden ser visibles o no. Por

lo tanto, este modelo se puede aplicar para describir las isotermas tipo S de

Y21 | Hill. Introduction to statistical thermodynamics. Addison-Wesley, Reading, MA, 1960.
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la clasificacién de Giles, figura 7.4, cuando las interacciones adsorbato-
adsorbato son considerables o cuando uno de los supuestos basicos del
modelo de Langmuir no se cumple. Cuando b, = 0, la isoterma cuadratica

equivale a la isoterma de Langmuir.
1.4.5. Isotermas multi-término

En la realidad, es dificil obtener se tienen superficies adsorbentes
homogéneas. Normalmente se trata de superficies heterogéneas donde
coexisten diferentes tipos de sitios activos que exhiben diferentes
mecanismos de adsorcién frente a un compuesto dado. En general, la
adsorcién sobre diferentes tipos de sitios no es cooperativa’’. En
consecuencia, puede ser necesario el uso de isotermas multi-término para
describir el comportamiento en el equilibrio, representando cada término
la adsorcidn en un sitio dado. A continuacion, se muestran algunas de las

isotermas multi-término mdas empleadas:

173 ) D. Andrade. In surface and interfacial aspects of biomedical polymers. Ed. Plenum Press. vol. 2. p

35. New York, 1985.
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= Bi-Langmuirm'175

- qmax,lKL,lce + qmax,ZKL,ZCe

R P e (7.19)
= Langmuir + Precipitacién'’®
= A (7.20)
1+K ,C,
= Bi-Langmuir + Precipitacion®’’
q, = Gt Seufate (7.21)
1+K ,C, 1+K,,C,
= Langmuir + Cuadratica'’®'”°
= OmatKiCe | AmaxaCelbs +20,C,) 7.22)

1+K.C, 1+b,C, +b,C2

7% Wei Jiang, Shuzhen Zhang, Xiao-quan Shan, Muhua Feng, Yong-Guan Zhu, Ron G. Mclaren.

Adsorption of arsenate on soils. Part 1: Laboratory batch experiments using 16 chinese soils with
different physiochemical properties. Environmental Pollution 138; 278-284, 2005.
> C.M. Gonzélez-Garcia, M.L. Gonzalez-Martin, J.F. Gonzalez, E. Sabio, A. Ramiro, J. Gafian.
Nonionic surfactants adsorption onto activated carbon. Influence of the polar chain lenght.
Powder Technology 148; 23-37, 2004.
R.A. Alvarez-Puebla, C. Valenzuela-Calahorro, J.J. Garrido. Cu () retention on a humic substance.
J. Colloid Interf. Sci. 270; 47-55, 2004.
R.A. Alvarez-Puebla, R.F. Aroca, C. Valenzuela-Calahorro, J.J. Garrido. Retention of cobalt on a
humin derived from Brown coal. ). Hazard. Mater. B 135; 122-128, 2006.
Moustapha Diack, Georges Guiochon. Adsorption isotherm and overloaded elution profiles of
phenyldodecane on porous carbon in liquid chromatography. Anal. Chem. 63; 2608-2616, 1991.
178 Moustapha Diack, Georges Guiochon. Adsorption isotherms and overloaded elution profiles of
phenyl-n-alkanes on porous carbon in liquid chromatography. Langmuir 8; 1587-1593, 1992.

176

177
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1.5. Transporte de compuestos en medio poroso

Para describir adecuadamente el movimiento de los compuestos no
volatiles (conservativos) en el suelo es necesario conocer la evolucién
temporal de su concentracién en cada punto del dominio estudiado. La
distribucién espacial de dicha concentracién depende principalmente de

los siguientes fendmenos:

Adsorcién/desorcion.

e Adveccion.

e Dispersion mecanica (longitudinal y transversal).

¢ Difusion molecular.

e Fendmenos que pueden implicar generacion o consumo del
compuesto estudiado (biodegradacion, formacién de complejos,
reacciones acido-base, intercambio idnico, hidrdlisis, disolucion-

precipitacion, oxidacidn-reduccion, etc.).

La adveccion es el fendmeno de transporte por el cual un compuesto
es literalmente arrastrado por el flujo de fluido (agua), siguiendo su misma
trayectoria. Sin embargo, como consecuencia de las tortuosidades del
suelo (diferente tipo, tamafo y orientacion de los poros), el compuesto
sufre desviaciones de esa trayectoria ideal del agua y experimenta cambios
en su velocidad, fendmeno conocido como dispersién mecanica. Ademas,
un compuesto puede sufrir difusién. Los fendmenos de adveccién y
dispersion mecdanica ocurren sélo cuando el agua se estd moviendo,

mientras que la difusién molecular puede ocurrir tanto cuando el agua
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esta en moviendo como cuando esta estancada. Cuando los fendmenos de
transporte por difusién y por dispersidn tienen lugar simultdneamente, al

fendmeno conjunto se le llama dispersion hidrodinamica.

El modelo propuesto debe incorporar todos estos fendmenos,
aungue como es evidente, la zona no saturada del suelo, es un medio

complejo y esto hace muy dificil una representacion exacta.

La ecuacién de transporte unidimensional en medio poroso, es el
resultado de la influencia de todos los fendmenos mencionados y una
consecuencia de la condicién de continuidad de masa en un volumen
elemental: el balance neto de los flujos masicos de entrada y salida debe

ser igual al cambio de masa por unidad de tiempo. La ecuacion general

resultante para el transporte reactivo en una dimension es 80181,
2
0C(z,t) _ b 0 C(i't) 4 0C(z,t) _AC(zt) - Pueio 90(z,1) (7.23)
ot 0z 0z 0 ot

donde t es el tiempo en min, z la coordenada del flujo del agua expresada
en cm, A la constante cinética del proceso de consumo considerado
(transformacién o biodegradacién) del soluto, expresado en min™, C la
concentracién de soluto en el fluido expresada en mg-L, g la masa de
soluto retenida por unidad de masa de sélido expresada en mg-kg?, 6 la
porosidad del suelo, D el coeficiente de dispersién hidrodinamica
expresado en cm*min™, u la velocidad intersticial de flujo expresada en

cm-min’t Y Psuelo la densidad aparente del suelo en g-cm'g.

80 Bryce E. Logan. Environmental transport processes. Ed. John Wiley and Sons, Inc. Canada, 1999.

C.AJ. Appelo, D. Postma. Geochemistry, ground water and pollution. Ed. A.A. Balkema.
Rotterdam, Netherlands, 1993.
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La ecuacion 7.23 contempla, por este orden, la variacion temporal de
la concentracidon en disolucién, el flujo por dispersién hidrodindmica, el
flujo por adveccion, la velocidad de aparicion o de desaparicion del

compuesto estudiado y la variacidén de la masa de soluto adsorbida.

La resolucién de esta ecuacién, requiere definir la evolucién en el
tiempo de la masa adsorbida en el sélido (0g/0t). Hay dos tipos de

modelos:

* Modelos de equilibrio. Si los fendmenos de adsorcién/desorcion son
rapidos en relacién a los fendmenos de transporte, los primeros
pueden considerarse en un estado de equilibrio local, causando una

simplificacion fisica y matematica de los fendmenos.

* Modelos de no equilibrio. En muchos casos el equilibrio local no es
admisible porque la suposicion de adsorcidn rdpida no se cumple. En
este caso el transporte es mas rapido que la adsorcién/desorcion v,

por tanto no pueden utilizarse modelos de equilibrio.

Asimismo, ha de considerarse el tipo de isoterma de adsorcion. La
isoterma lineal, permite obtener una solucidn analitica de la ecuacion
diferencial. En caso de isoterma no lineal, se requieren métodos numéricos
para su resolucion. Por ultimo han de definirse las condiciones de contorno
del estudio.

A continuacion, se describen los modelos de equilibrio local, de no
equilibrio (limitaciones difusionales) y de no equilibrio (dos sitios). Los tres

de ellos se detallan tanto para isotermas lineales (A) como no lineales (B).
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1.5.1. Modelo de equilibrio local

Al considerar condicion de equilibrio local resultan los modelos mas
simples. Para ello, en el modelo general de transporte, ecuacion 7.23, hay
que sustituir el valor de g, por la ecuacidn de la isoterma considerada. Para
el modelo de equilibrio local se establecen las siguientes condiciones de

contorno:

C(o,t)={c (0<t<t,)

ot=t,)
aC(+e0,1) _

0z
C(z,0)=0

donde tj es el tiempo al cual se cambia de adsorcidn a desorcién y Cesla

concentracion inicial del soluto en la experiencia de adsorcion.
A. Isoterma lineal
Si se considera una isoterma lineal, g vendra dada por la ecuacion:
a(z,t) =q.(C(z,t)) =K[C(z,t) (7.24)
donde K5, es el coeficiente de distribucidn en el equilibrio o constante de

adsorcién y g. la concentracion retenida. Sustituyendo la ecuacion 7.24 en

la ecuacion 7.23 y operando resulta:

0C(z,t) _ b 0°C(z,t) —u 0C(z,t) A1) - P, K 0C(z,1)

3 (7.25)
ot 0z 0z 0 ot
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2
(1 + Paelo mj otz _p,0 C(i't) -9 = AC(z,1) (7.26)
0 ot 0z 0z

Por conveniencia se define el coeficiente de retardo, retraso o
desfase, R, como se muestra en la ecuacion 7.27, y se refiere al tiempo
requerido para un soluto a través de una columna de suelo con respecto a
una sustancia que no sufra retencion (trazador). Cuanto mayor sea la

constante de adsorcidn, K, mayor sera el coeficiente de retardo.

(1+—psueé° EKJ =R (7.27)

Por lo tanto, la ecuacion 7.26 se puede escribir en funcion de, R,

segln se muestra a continuacion:

2
R 0C(z,1) _p 0 C(i,t) 4 0C(z,1) “AC(zY) (7.28)
ot 0z 0z
B. Isoterma no lineal

En el caso de considerar una isoterma no lineal, para g se puede
escribir la siguiente ecuacion general, que se sustituiria en la ecuacion

7.23.

q(zrt) :qe(c(zrt)) (7'29)
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1.5.2. Modelo de no equilibrio (limitaciones difusionales)

En este modelo, a la isoterma en el equilibrio hay que restarle una
cierta cantidad debido a que, al considerar las limitaciones difusionales, no
se alcanza el equilibrio. Por lo tanto, dentro del modelo general de
transporte, ecuacion 7.23, la cantidad retenida, g, vendra dada por la

siguiente ecuacion:
a(z,t) = ala,(C(z,1)) —q(z,t)] (7.30)
donde a es el coeficiente de transferencia de masa en min™ (de primer

orden). Para el modelo de no equilibrio con limitaciones difusionales se

establecen las siguientes condiciones de contorno:

C(O’t)z{c 0<ts<t,)

o(t>t,)
oc(teo, 1) _
0z
C(z,0)=0
q(z,0)0=0
A. Isoterma lineal

En el caso de considerar una isoterma lineal, g. vendra dado por la

ecuacion 7.24.

B. Isoterma no lineal

En el caso de considerar una isoterma no lineal, g. vendrd dado de

forma general por la ecuacion 7.29.
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1.5.3. Modelo de no equilibrio (dos sitios)

Este modelo comprende un modelo de equilibrio (g;) y un modelo de

no equilibrio (g,), segln se muestra en la siguiente ecuacioén:

2
ac(zlt) - D a C(ert) -u aC(Z,t) _)\C(Z,t) _ f |j)suelo aql (Z, t) _ psuelo aqz(zrt) (7.31)
ot 0z 0z 0 ot 0 ot

donde f es el pardmetro para el modelo de dos sitios y g; y g» son las
cantidades retenidas segun las isotermas consideradas en equilibrio y en

no equilibrio, respectivamente.

a,(z,t) = q,(C(z,1) (7.32)
q,(z,t) =a[(1-f)lq.(C(z,t)) —a(z,1)] (7.33)

Para el modelo de no equilibrio de dos sitios, se establecen las

siguientes condiciones de contorno:

C(O’t)z{c 0<ts<t,)

o(t=t,)
0C(+00, t) -0
0z
C(z,0)=0
q(z,00=0

A. Isoterma lineal

En el caso de considerar una isoterma lineal, el valor de g. en g; y 9>

vendrd dado por la ecuacion 7.24.
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B. Isoterma no lineal

En el caso de considerar una isoterma no lineal, el valor de g. en g; y

g, vendra dado, de forma general, por la ecuacion 7.29.

1.6. Biodegradacion

El empleo de modelos matematicos para explicar la degradacion de
los compuestos quimicos en matrices medioambientales como el suelo, ha
sido una herramienta muy utilizada tradicionalmente siendo el modelo
cinético de primer orden (monofasico o cinética de un compartimiento),

basado en la ecuacién exponencial, uno de los mas empleados'®*%3,

El objeto de la cinética quimica es medir las velocidades de las
reacciones quimicas. Para un compuesto dado, su velocidad de
desaparicion, supuesta una cinética de primer orden, puede expresarse

como:

de _
dt

—k[T (7.34)

donde C es la concentracién del compuesto en el medio estudiado, k la
contante de velocidad del proceso y t es el tiempo. Integrando la ecuacion
7.34 entre las condiciones limite C=Copat=0y C=Cat=t resulta la
ecuacion 7.35:

c=c, ™" (7.35)

820, Krueger, K.M. Radakovich, T.E. Sawyer, L.B. Barber, R.L. Smith, J.A. Field. Biodegradation of

the surfactant linear alkylbenzenesulfonate in sewage contaminated groundwater: A comparison
of column experiments and field tracer tests. Environ. Sci. Technol. 32; 3954-3961, 1998.

R.J. Larson, T.W. Federle, R.J. Shimp, R.M. Ventullo. Behaviour of linear alkylbenzene sulfonate
(LAS) in soil infiltration and groundwater. Tenside Surf. Det. 26; 116-121, 1989.
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donde G, es la concentracion inicial del compuesto. De forma equivalente
la ecuacion 7.35 se puede expresar en funcién de la masa de compuesto,

obteniendo la siguiente ecuacion:
M=M, & (7.36)
donde Mjes la masa inicial de compuesto y M la masa a un tiempo t.
De las ecuaciones 7.35 o 7.36 se puede deducir la ecuacion 7.38 para

el tiempo de vida media, t;,, que es el tiempo necesario para que la

concentracion inicial de compuesto se reduzca a la mitad.

% =, (2™ (7.37)

(7.38)
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2. CARACTERIZACION DEL SUELO Y DEL AGUA EMPLEADOS
EN EL ESTUDIO

2.1. Caracterizacion del suelo empleado

2.1.1. Localizacion

El suelo agricola seleccionado, tanto para los estudios de campo
desarrollados a lo largo de la presente Tesis Doctoral, se sitla en La Huerta
de Santa Maria, dentro del municipio de Belicena, perteneciente a la Vega
de Granada, a 5 Km de la capital y de coordenadas 37° 11’ 11.87” N; 3° 41’
26.09” O (figura 7.5).
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Figura 7.5. Mapa de la Vega de Granada.
Localizacion de la Huerta de Santa Maria

Para la realizacion de los estudios de laboratorio la muestra de suelo
se tomd en el horizonte correspondiente a los primeros 25 cm de
profundidad. Una vez en el laboratorio, el suelo se secé al aire, se molturd

y se paso a través de un tamiz de 2 mm de luz de malla.
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2.1.2. Propiedades fisicas del suelo
C. Textura

El analisis granulométrico, se realizd6 de acuerdo con el método de
Bouyoucos'®. Este método, se basa en la distinta velocidad de
sedimentacion de cada particula de acuerdo con

la ley de Stokes (régimen laminar). Para

aplicarlo, se debe medir la densidad de los
solidos en suspension a diferentes tiempos, L5
mediante el uso de un hidrometro calibrado a &
una determinada temperatura, habitualmente ’

20 °C, figura 7.6. Dado que la cantidad de sélidos Figura 7.6. Hidrémetros
., . . . . empleados

en suspension disminuye con el tiempo, debido a
la sedimentacion, la densidad de la suspensién también lo hard. Teniendo
esto en cuenta, si se mide la densidad de los sélidos en suspension a

diferentes tiempos se podra calcular la composiciéon textural.

El método requiere, como paso previo, lograr la individualidad de las
particulas elementales. El primer paso consiste en tratar el suelo con agua
oxigenada (H,0;) para eliminar la materia organica mediante oxidacién. A
continuacion, se afiaden a 40 g de suelo previamente tamizados (malla de
2 mm), 10 mL del agente dispersante calgdn (hexametafosfato sddico
((NaPOs)s al 10 % en agua, ajustado a pH 8.3 con Na,COs), y se enrasa con
agua en una probeta de 1 L hasta aproximadamente 500 mL. Una vez
enrasado, se agita durante 5 minutos, se afiade agua hasta un volumen
final de un litro y se agita durante 1 minuto mas. A continuacion, se coloca
la probeta en una superficie horizontal, y se introduce el hidrémetro en la

probeta. En este punto, se comienza a medir el tiempo, tomando lecturas

18 G Bouyoucos. Hydrometer method improved for making particle size analysis of soils. Agron. J.

54; 464-465, 1962.
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de densidad a tiempos predeterminados. Ademds, se debe medir la
temperatura se mide tanto al inicio como al final de las medidas. Con los
datos obtenidos se calcula el porcentaje de limo, arcilla y arena que

contiene el suelo, de acuerdo a las siguientes ecuaciones:

% Limo + Arcilla = (0.36 (Tao- 20) + pag)-100/40 (7.39)
% Arcilla = (036 (leo - 20) + plZO).100/40 (7.40)
% Arena = 100 - % (Limo+Arcilla) (7.41)

donde Tag y T120 sON las temperaturas de la suspensién (°C) y pao Y p120 las
densidades de los sélidos en suspension dadas por el hidrometro (g/L), a

los 40 segundos y los 120 minutos respectivamente.

Segun los porcentajes obtenidos de arena, limo y arcilla, el suelo se
clasifica en diferentes clases texturales'®> mediante el uso del triangulo que

se muestra en la figura 7.7.
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Figura 7.7. Tridngulo de las clases texturales

185 United States Department of Agriculture - Natural Resources Conservation Service (USDA - NRCS).

URL: http://www.nrcs.usda.gov (Visitada el 2/06/2012).
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A. Densidad aparente

Se define como la razén de la masa de suelo seco respecto al
volumen del mismo en su estado natural, es decir, considerando tanto el
volumen que ocupan las particulas sélidas como el que ocupan los poros. El
procedimiento para su determinacion®®® consiste en recoger una muestra
con un cilindro indeformable (Viindro) dos o tres dias después de una
precipitacion o riego intenso. En el laboratorio, se seca en estufa a 105 °C
hasta peso constante y se deja enfriar en desecador para su posterior

pesada (mse)). La densidad aparente se calcula segun la ecuacion 7.42.

Psuelo = Msuelo / Veilindro (7'42)

B. Densidad real

La densidad real del suelo (preal) corresponde a la densidad de las
particulas sdlidas del suelo, es decir, a la masa del suelo dividida entre el
volumen que ocupan sus particulas. La densidad de
particulas de un arido como el suelo, que no puede
determinarse con el simple método de pesar, puede
obtenerse con el método picnométrico®’. Este

método se basa en el principio de Arquimedes,

figura 7.8. El picndmetro es un frasco con un cierre

Figura 7.8. Picnémetro
utilizado en el cdlculo

de un finisimo capilar, de tal manera que puede de la densidad real

sellado de vidrio que dispone de un tapdn provisto

obtenerse un volumen con gran precisidn. Esto permite medir la densidad
de liquidos o sélidos, en referencia a la de un liquido, no miscible con el

anterior, de densidad conocida como el agua, el tolueno o el mercurio.

186 Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién. Métodos oficiales de andlisis de suelos y aguas.
Ed. Ministerio de Agricultura Pesca y Alimentacion. p.182. Madrid, 1986.

UNE 103302:1994. Determinacion de la densidad relativa de las particulas de un suelo. Asociacidén
Espafiola de Normalizacidn y Certificacion (AENOR).

187
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El procedimiento consiste en introducir en el picndmetro 10 g de
suelo (msep). A continuacion, se afiade agua, aproximadamente hasta la
mitad de su volumen, se introduce el picndmetro en un desecador a vacio y
se aplica una presion aproximadamente 100 mm Hg inferior a la
atmosférica, para facilitar la eliminacién del aire que queda entre las
particulas. Seguidamente, se termina de llenar el picndmetro con agua, por
exceso, y se mantiene en un bafio dotado de termostato a una
temperatura constante de 20 °C, durante una media hora. Transcurrido ese

tiempo, se enrasa y se pesa (Mpicssuelo+agua)-

Previamente se habra pesado el picndmetro aforado enrasado con
agua (Mpicragua) @ 12 misma temperatura de 20 °C. La densidad real del suelo

se calcula a partir de la ecuacion 7.32.

prea| - msuelo ’ pagua (7.43)

pic+agua - mpic+sue|o+agua + msuelo

donde Ougue €s la densidad del agua medida a 20 °C.
C. Porosidad

Es la relacion entre el volumen de poros y el volumen total de la
muestra de suelo. Se puede calcular indirectamentelgs, a partir de los
valores de la densidad aparente y de la densidad real, mediante la

ecuacion 7.44.

e - (pr - psuelo)_loo (7.44)

r

donde B es la porosidad (%), Orea €s la densidad real del suelo (g-cm‘3) y

Psuelo €S la densidad aparente del suelo (g-cm'a).



344 Bartolomé Oliver Rodriguez

D. Humedad

El contenido en agua del suelo en las condiciones del laboratorio se
determina por diferencia de pesada entre una muestra de suelo antes y
después de ser sometida a desecacién a 105 °C hasta peso constante'®, El
porcentaje en peso de agua contenida en cien gramos de suelo seco

(contenido gravimétrico de agua), se halla mediante |la ecuacion 7.45.

™, =m.) 100 (7.45)
m

S

H=

donde H es la humedad del suelo (%), m, la masa del suelo himedo (g) vy
m;s la masa del suelo seco (g). Los andlisis de suelos se realizan sobre
muestras secas al aire, con el fin de referir los resultados a masa de
muestra seca, y minimizar el error que podria suponer un distinto grado de
humedad ambiente entre distintos laboratorios y épocas del afio. No
obstante, los resultados de humedad también se pueden referir a masa de

muestra humeda.

El contenido de agua también puede estar basado en su volumen. En
este caso, se calcula el contenido volumétrico de agua, Hyoumetrico, SEEUN la

ecuacion 7.46.

Hvolumétrico = Vaﬁ (7.46)
VTotaI

donde Vg2 es el volumen de agua existente en la muestra de suelo y Vrgtal
el volumen total de la muestra teniendo en cuenta el volumen del suelo, el

del aguay el de los poros.

188 UNE 103300:1993. Determinacién de la humedad de un suelo mediante secado en estufa.

Asociacién Espafiola de Normalizacion y Certificacion (AENOR).
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E. Saturacidon de agua o grado de saturacion (Sy)

Se define como la razén entre el volumen de agua en el suelo y el
volumen de poros del suelo en su estado natural, es decir, un grado de
saturacioén del 100 % indica que todos los poros del suelo estarian llenos de

agua. El grado de saturaciéon puede calcularse mediante la ecuacion 7.47.

mh - ms
pagua

m, [Porosidad
psuelo

S, (%)= 100 (7.47)

F. Ensayo de permeabilidad

La determinacién de la permeabilidad se ha llevado a cabo utilizando
un permedmetro de carga variable. Se coloca la muestra en un recipiente
cilindrico y se compacta hasta tratar de reproducir la porosidad inicial. A la
parte inferior de este recipiente se conecta un tubo manométrico de vidrio,
de pequefio diametro, lleno de agua hasta un nivel inicial (hy), que debe
estar por encima del desaglie del recipiente que contiene la muestra, de
modo que, iniciando el ensayo, el agua aportada por el tubo manométrico
fluye a través de la muestra ensayada. Entonces se mide el descenso del
nivel de agua observado en el tubo en un tiempo determinado t. La

permeabilidad se calcula mediante la siguiente ecuacién:

K= 2.3[@2?) [Ibg[hh"j (7.48)

donde K es la permeabilidad (cm-s™), a la seccién del tubo manométrico de

vidrio (cm?), / la altura del molde (cm), A la seccién del molde (cm?), t el
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tiempo (s), ho el nivel inicial del agua en el tubo manométrico y h el nivel

del agua en el tubo manométrico en el tiempo t.

G. Resultados

En la tabla 7.1 se resumen las caracteristicas fisicas y mineraldgicas

del suelo estudiado a lo largo de la presente Tesis Doctoral.

Tabla 7.1. Propiedades fisicas del suelo estudiado

Propiedades fisicas

Propiedades generales Textura (método Bouyoucos)
Densidad aparente (g-cm™) 1.223 Arena (%) 44.14
Densidad real (g-cm™) 2.368 Limo (%) 28.15
Porosidad (%) 48.36 Arcilla (%) 27.72

Permeabilidad (cm-s™) 4.42-10° Clase textural: Franco arcillosa

Composicion mineraldgica (%)

llita 39.72 Caolinita 10.25
Calcita 23.71 Feldespatos 8.34
Esmectita 13.33 Cuarzo 4.65

Se trata por tanto de un suelo de clase textural franco arcillosa. Entre
las arcillas predomina la illita, a la que le sigue en abundancia la esmectita.
Las arcillas menos abundantes son las del grupo de la caolinita. Dado que el
suelo estudiado presenta una textura fina, un valor de la porosidad del
48.36 % y un valor relativamente bajo de la permeabilidad (4.42'10° cm's’
'), se puede concluir que se trata de un suelo con baja capacidad de

infiltracion.
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2.1.3. Propiedades quimicas del suelo
A continuacién, se comentan las caracteristicas quimicas estudiadas.
A. pH

La determinaciéon del pH se ha efectuado empleando cuatro
suspensioneslgs, dos de ellas de suelo en agua y otras dos de suelo en
disolucién de KCI 0.1 N (la determinacion de pH en KCl 0.1 N se realiza para
estudiar la capacidad de intercambio i6nico del suelo en estudio). Para
preparar dichas suspensiones se pesaron 10 g de suelo y se afiadid el
volumen correspondiente de agua o de disolucion de KCI 0.1 N (25 mL).

Transcurrida una hora, se efectué la medida del pH.
B. Materia organica

Se ha utilizado el método de Tyurin189, que es un método volumétrico
de oxido-reduccion por retroceso, en el que se oxida la materia orgénica
del suelo, con un oxidante en exceso (K,Cr,0,, dicromato potdsico), y
posteriormente se valora la cantidad de dicromato reducido mediante sal
de Mohr (Fe(NH4)»(S04),-:6H,0).

El procedimiento, establecido en el método citado, consiste en pesar
0.2 g de suelo finamente molido en un mortero de 3agata, que se
introducen en un matraz erlenmeyer de 100 mL. En este matraz, se afiade
sulfato de plata (catalizador), arena de mar (para homogeneizar la
ebullicion) y 10 mL de dicromato potasico 0.4 N. Se introduce el conjunto
en un bafio de arena. Se lleva a ebullicién y se mantiene durante 5 minutos

mas. Con el mismo procedimiento se hace una prueba en blanco. Por

189 v, Tyurin. Analytical procedure for a comparative study of soil humus. Trudy Pochr. Inst.

Dokuchaeva 33; 5-21, 1951.
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ultimo, se valora el dicromato potasico en exceso, usando como indicador
acido fenilantranilico y como valorante sal de Mohr. El viraje se produce de
violeta-azulado a verde. El contenido en materia organica (% en peso) se

calcula mediante la siguiente ecuacion:

(v, —V)[F[0.3
m

% MO = B, [, (7.49)

donde V, es el volumen de Sal de Mohr gastado en valorar el blanco (mL), V
el volumen de sal de Mohr gastado en valorar la muestra (mL), F el factor
de sal de Mohr, F; el factor de correccidon para calcular la cantidad de
carbono organico, que se obtendria mediante el método de combustidn
seca, teniendo en cuenta la cantidad de carbono inorganico y organico (F; =
1.17), F, el factor de Van Bemmelen (F, = 1.724) y m es la masa de la

muestra de suelo utilizada (g).
C. Aniones y cationes solubles del suelo

Los iones solubles del suelo son aquellos que se disuelven al
incorporar agua al suelo seco; se miden'®® en el extracto recogido de la
pasta de saturacidon que se prepara afadiendo agua lentamente a la
muestra de suelo, hasta que todos los poros estén llenos. Para conseguirlo,
se toman 200 o 300 g de muestra de suelo y se colocan en un recipiente. Se
afiade lentamente agua destilada, al mismo tiempo que se agita con una
espatula. Cuando toda la muestra ha sido humedecida, se contintda
afiadiendo agua destilada, pero en fracciones cada vez mas pequefias. Una
vez alcanzado el estado de saturacién de la muestra del suelo, el recipiente

debe ser tapado y se deja reposar durante un tiempo minimo de 10 horas.

Para la obtencion del extracto de saturacion se conecta un kitasato a

una bomba de vacio; sobre el kitasato se situa un embudo bichner (al que
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se le habra colocado previamente un papel de filtro), se aplica vacio
después de rellenar el embudo con una cantidad suficiente de la pasta
saturada y se mantiene esta situacion hasta haber obtenido suficiente
volumen de extracto de saturacion.

Una vez obtenido el extracto, se determinan mediante cromatografia
idnica los aniones (cloruros, nitratos, nitritos, fosfatos y sulfatos) y los
cationes (sodio, calcio, magnesio, potasio y amonio). Los resultados
obtenidos se expresan en mg/kg de suelo, teniendo en cuenta la humedad
de la pasta saturada preparada, que se determina mediante el método

descrito para determinar la humedad.
D. Nitrégeno total

El procedimiento190 para determinar el nitrégeno total se divide en

dos etapas:

=  Destruccion de la materia organica y la transformacién del nitrégeno
en sales amodnicas. En esta fase la materia orgdnica se oxida a CO, y
H,0 por ebullicidon con acido sulfurico concentrado, al tiempo que los
citados compuestos nitrogenados se transforman en NH,', al
formarse (NH4),SO4. Para acelerar esta reaccidon, se emplean
catalizadores (Cu*?, Hg™, Se*?) y ademas se afiaden sales que eleven

el punto de ebullicién del acido, para evitar su evaporacién.

= La segunda etapa se subdivide a su vez en dos fases: la primera
consiste en hacer reaccionar (NH4),SO4 producido en la digestion con
NaOH, para formar Na,SO4 y NH3 gaseoso; este ultimo es separado
por arrastre con aire y condensacion. En la segunda fase se valora el

NHs con H,SO, diluido, en presencia de un indicador adecuado.

130 A Bouat, C. Crouzet. Notes techniques sur un appareil semi-automatique de dosage de I'azote (et

de certains composés volatils). Annals of Agriculture 16; 107-118, 1965.
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En la practica, se introducen 2 g de suelo tamizado a un tamafio de 2
mm en un tubo de digestion, se les afiade 1 g de K;SO4, 10 mL de acido
sulfudrico concentrado y 1 mL de solucién sulfurica de selenio, se calienta
durante 1 hora a 100 °C y durante otra hora y media a 350 °C. Finalizado el
calentamiento, se retira el tubo del digestor. Una vez enfriado, se afiade
agua, hasta un volumen total de 25 mL, y unas gotas de fenolftaleina. A
continuacion, el tubo de digestion se acopla en el soporte de un destilador
automatico, donde se adiciona NaOH hasta el viraje del indicador a rojo y
se comienza la destilacion. Finalmente, en un matraz erlenmeyer de 250
mL, al cual se afnaden 25 mL de acido bérico al 4 %, se recoge el destilado,
que posteriormente se valora con H,SO; a 0.005 N. El porcentaje de

nitrogeno en la muestra de suelo se calcula segun la siguiente ecuacion:

N = VINIFO14 (7.50)

T 100h

donde Nyes el contenido en nitrégeno (%), V el volumen de acido gastado
en la valoracién (mL), N la normalidad del acido sulfurico usado para la
valoracion, F el factor de correccién del acido sulfurico usado para la

valoracién y m la masa de la muestra (g).
E. Capacidad de cambio

La determinacién analitica de la capacidad de cambio catiénico®®®

consta de los siguientes pasos:

1. Reemplazamiento completo de los cationes de cambio existentes
en el suelo por otro cation.
2. Eliminacién del exceso por lavado.

3. Desplazamiento del catidn adsorbido y analisis cuantitativo.
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El procedimiento operatorio seguido es el que se describen a
continuacion. En primer lugar se introducen 5.0 g de suelo, tamizado y
secado al aire, en una columna de intercambio idnico. Se afiade acetato
amonico 1 N hasta un volumen equivalente a 4/5 de la capacidad de la
columna y se deja en reposo un minimo de 8 horas para que se produzca el
intercambio. Transcurrido este tiempo, se abre el embudo y se recoge el
lixiviado. Se enrasa en un matraz aforado a un volumen 100 mL. En este

lixiviado se miden las bases de cambio: Na*, K, Ca**y Mg*%.

A continuacion, se rellena la columna con acetato sédico 1.0 N y se
deja en contacto 8 horas para que se produzca el intercambio. Pasado este
tiempo, se abre la columna para recoger el lixiviado, que es desechado.
Para eliminar el exceso de Na®, se lava varias veces con etanol. Se afiade de
nuevo acetato amonico (1.0 N) y se mantiene en contacto otras 8 horas. A
continuacion, se recoge el lixiviado en un matraz aforado de 100 mL de
capacidad y se enrasa al volumen final. En este lixiviado se mide el Na*, de
modo que el resultado corresponde a la capacidad de intercambio
catidnico total. La capacidad total de cambio catidnico representa la
capacidad maxima de cationes que pueden ser adsorbidos por el complejo

de cambio, expresado en meq de Na* adsorbido por 100 g de suelo.
F.  Carbonatos

Un peso determinado de muestra seca se introduce dentro de un
crisol en un horno de mufla. Se eleva gradualmente la temperatura hasta
560 °C (a esta temperatura los carbonatos no se ven alterados) y se
mantiene durante 3 h. Se deja enfriar y se pesa (de la diferencia de pesos
obtienes el contenido en materia organica). Se vuelve a introducir el crisol
en la mufla y se calienta gradualmente hasta 950 °C durante 2 h. Se deja
enfriar y se pesa. De esta forma descontada la materia organica se puede

conocer el contenido en carbonatos.
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G. Elementos mayoritarios

La determinacidon de los elementos mayoritarios se ha realizado
mediante fluorescencia de Rayos-X. En el método disefiado se analizan: Al,
Si, Ca, Mg, Mn, Ti, P, Fe, Ky Na, y se expresan como éxidos.
H. Resultados

En la tabla 7.2, se muestran las caracteristicas del suelo seleccionado.

Tabla 7.2. Propiedades quimicas del suelo estudiado

Propiedades quimicas

pH (KCI) 7.40 Cationes solubles (mg'kg™ de suelo)
pH (agua) 7.90 Ca* 44.50
Materia orgénica (%) 1.81 Mg" 37.00
Carbono orgénico (%) 1.05 Na* 42.50
Carbonatos (% CO,) 15.4 Elementos mayoritarios (éxidos)
Nitrégeno total (%) 0.07 Al,O3 (%) 12.76
Capacidad de cambio .
(meg Na*/ 100 g suelo) 22.12 SiO, (%) 46.35
Bases de cambio (meq/100 g de suelo) Fe,0; (%) 497
Ca™ 29.78 MnO (%) 0.08
Mg*? 2.56 MgO (%) 4.01
Na* 0.34 Na,O (%) 1.76
K* 0.49 K,0 (%) 2.15
Aniones solubles (mg-kg™ de suelo) TiO, (%) 0.61
50,2 241.00 P,0s (%) 0.24
cr 91.50 Ca0 (%) 10.52

En los datos mostrados se observa que el suelo presenta un valor de

pH ligeramente bdsico (7.9). La presencia de KCl en el medio provoca una
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disminucion de aproximadamente una unidad en el valor del pH, pasando a
ser mas neutro, lo que indica que el suelo actia como cambiador idnico,

con gran capacidad para la fijacién de hidrogenoiones.

Es importante destacar el contenido en éxidos, ya que la superficie
de estos compuestos puede adquirir carga eléctrica, por ionizacion de los
grupos hidroxilo superficiales, e interaccionar electrostaticamente con
especies cargadas. Las cargas negativas aparecen cuando el pH del medio
es alto, por disociaciones de estos grupos, mientras que las cargas positivas
las adquieren por protonacidn. En general, se observa que con los valores
del pH del suelo estudiado (7.9), dichos dxidos e hidréxidos presentan una
carga positiva, que, junto a la calcita (CaCOs) y al 6xido de magnesio (Mg0),

confieren al suelo una sensible capacidad de intercambio de aniones.

Otra de las propiedades importantes relacionada con la capacidad de
adsorcion del suelo es la capacidad de cambio catidnico, que corresponde
al total de las cargas negativas disponibles para fijar cationes en disolucién.
Este fendmeno puede deberse a que la illita y la esmectita presentan
cargas permanentes negativas, mientras que la carga de la caolinita
depende del pH, sin embargo, dado que el pH del suelo estudiado tiene, un
valor muy cercano a 7, la caolinita también presenta carga negativa junto
con el feldespato, el cuarzo, el 6xido de manganeso, la materia organica y
el 6xido de titanio (TiO,), lo que le confiere al suelo una importante
capacidad de interaccionar con los cationes del liquido intersticial que
ocupa los poros. El suelo de la Vega posee una elevada capacidad de
cambio de 22.12 meq de sodio/100 g de suelo. También se observa que en
el suelo existe una elevada concentracién de sulfatos y cloruros solubles, lo

que esta relacionado con la composicion de la roca madre de la zona.

En resumen, las propiedades fisico-quimicas del suelo estudiado

revelan, en primer lugar, que los compuestos del mismo, al tener caracter
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coloidal y poseer cargas eléctricas, pueden contribuir de forma relevante a
la interaccion solido-fluido y a su capacidad de cambio. Ello pone de
manifiesto la capacidad de este suelo para retener los solutos presentes en
el agua intersticial proveniente del agua de riego. En segundo lugar, es
evidente que las propiedades fisicas del suelo que dependen de su textura
y estructura, influyen de manera notable y decisiva en el comportamiento

del mismo frente al movimiento vertical del agua.

2.2. Caracterizacion del agua de pozo empleada

2.2.1. Localizacion

El agua utilizada a lo largo del desarrollo de este estudio de campo se
ha obtenido de un pozo situado en La Huerta de Santa Maria, descrita

anteriormente, con la ayuda de una bomba.
2.2.2. Propiedades quimicas del agua de pozo

Para la caracterizacién quimica del agua empleada, se ha realizado la
determinacién de los siguientes iones (aniones: cloruros, sulfatos, fosfatos,
nitratos y nitritos; cationes: sodio, calcio, magnesio, potasio, hierro,
aluminio) mediante cromatografia idnica. Todas las muestras se filtraron a
través de un filtro de fibra de vidrio con 0.22 um de diametro de poro,
utilizando una jeringa de 10 mL de capacidad, equipada con un cono (luer),

antes de ser separadas por cromatografia.

Con la finalidad de separar los aniones de la muestra, ésta fue
inyectada en una corriente de eluyente (3.5 mM Na,CO3/1.0 mM NaHCO:s),
con un caudal de 1.3 mL-min™, separandose los aniones a través de una

columna separadora de iones lonpac AS 14 (4 x 250 mm), compuesta por
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una resina intercambiadora de aniones con base de divinilbenceno. El
equipo empleado esta provisto de precolumnas lonpac AS (4 x 5 mm) para

proteger la columna analitica.

Los aniones separados en las columnas se hicieron pasar por una
membrana supresora (AMM-]I), a través de la cual circulaba de forma
continua una solucién regeneradora acida de H,SO4; (0.1 N). En dicha
membrana, los aniones separados se transformaban en su forma acida de
alta conductividad y el disolvente se convierte en acido carbdnico de baja
conductividad. La deteccion de los aniones se llevd a cabo con un detector
de conductividad y compensacién de temperatura de 1.3 a 2 % por °C. La
identificacion se llevod a cabo a partir del tiempo de retencion comparando
con patrones y la determinacién cuantitativa, mediante la evaluacién de las
areas de cada pico en el cromatograma, tras establecer la calibracidn
correspondiente con patrones de concentracion conocida, comprobando
previamente la linealidad de la respuesta en el intervalo de
concentraciones seleccionado. Los rangos de concentracion seleccionados

para el proceso de calibracion fueron los mostrados en la siguiente tabla:

Tabla 7.3. Calibrado con los aniones

Concentraciones (mg'L?)

cr 3.0-20.0
NO, 1.0-5.0
NO; 1.0-10.0
PO;* 1.0-5.0
so,” 3.0-20.0

En el caso de la determinacidn de cationes, se procedié siguiendo el
mismo protocolo, pero en este caso se utilizd para la separacion
cromatografica una columna de cationes lonpac CS 12A (4 x 250 mm), con

una fase estacionaria compuesta por divinilbenceno y un grupo funcional
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de carboxilato. El eluyente fue una solucién H,S04 0.02 N y la supresion, a
diferencia del caso de los aniones, no fue quimica sino eléctrica,
empleandose en este caso una supresora de membrana CSRS - ultra - 4
mm. Para la deteccidn, igual que en el caso anterior, se utilizd una célula de
conductividad. El caudal del eluyente se fijé en 1.0 mL:-min™ y el detector
se ajustd a 1 uS-cm’l. La fuente de alimentacién de la supresora se
mantuvo a una corriente de 100 mA. Como en el caso de los aniones,
después de estabilizar el sistema, se inyectd un patrén, en este caso de

cationes, para su comprobacion.
De forma analoga al caso de los aniones, se realizd una calibracion
con patrones. En la tabla se muestran los rangos de concentracidn

seleccionados para el proceso de calibracién:

Tabla 7.4. Calibrado con los cationes

Concentraciones (mg'L?)

Na* 5.0-20.0

K* 2.0-5.0
Ca” 5.0-20.0
Mmg*? 2.0-20.0
Al 0.01-5.0
Fe* 0.01-5.0

Tanto en la calibracion de los aniones como la de los cationes, las
disoluciones patrones empleadas se prepararon con agua destilada,
diluyendo disoluciones acuosas de 1000 mg-L™* de cloruros, nitritos,
nitratos, fosfatos, sulfatos, sodio, amonio, potasio, calcio y magnesio. Con
objeto de detectar cambios de ajuste del detector o algin cambio en el

sistema, se realizd una calibracién cada 20 determinaciones.

En la figura 7.9, se muestra, a modo de ejemplo, uno de los
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cromatogramas obtenidos durante el anélisis de las muestras.

NO;-
14 -

12+
Cl-
10 PO,
NO3'

Conductividad ( pS)

a y

t (min)

Figura 7.9. Cromatograma de determinacion de los aniones

También, se determiné el pH y la conductividad eléctrica del agua. En

la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos:

Tabla 7.5. Propiedades quimicas del agua de pozo

Propiedades Quimicas

cl (mg-L?) 23.60 Na* (mg-L?) 26.25

NO, (mg-L?) 23.40 K' (mg-L?Y) 6.00

NO; (mg-L?) 60.60 Ca” (mg-LY) 45.00

PO, ®(mg-L?) 43.60 Mg (mg-L?) 4.42

S0, (mg-LY) 95.00 Al (mg-L?) 0.02

pH 7.53 Fe" (mg-LY) 0.13
Conductividad (pS-cm™) 890
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3. ESTUDIOS EN DISCONTINUO (BATCH)

La técnica utilizada™* para la realizacion de estos experimentos en
discontinuo se denomina en tanque o "batch" y se basa en la agitacion y
mezcla con suelo, a temperatura constante, de disoluciones de los
compuestos en estudio. Esta mezcla se agita durante tiempos
determinados y posteriormente se separan, por centrifugacion, las fases
liquida y sdlida. Con el fin de evaluar la cantidad de compuesto retenida
por el suelo, se determina la concentracién de cada especie en la
disolucidon sobrenadante, calculando mediante un balance de materia la

gue corresponde a la fase sélida.

En primer lugar se realizé un estudio de la relacion suelo/disolucion
adecuada, seguidamente se elaboraron las cinéticas tanto de adsorcion
como de desorcion, y por ultimo se realizaron las isotermas de adsorcién y
desorcion, para las familias de surfactantes LAS y AS. En el caso del LAS se
utilizé la mezcla comercial indicada en el capitulo 1, donde los 4 homodlogos
se encuentran juntos. Para el caso del AS, al disponer de los homdlogos por
separado, se pudieron realizar los estudios de cada homodlogo

individualmente.

Tanto en los estudios en discontinuo como en continuo, todas las
experiencias se realizaron en un laboratorio climatizado a 20 °C. Ademas,
se descartd el uso de la disolucion 0.01 M de CaCl, indicada en las

191,192

guias ya que, al suponer un gran aporte de calcio al medio, se podria

producir la precipitacidn de los surfactantes.

51 OECD. Guideline for the testing of chemicals. Adsorption-desorption using a batch Equilibrium

Method. 106, 21% January 2000.

192 OECD. Guideline for the testing of chemicals. Leaching in soil columns. 312, 13 April 2004.
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El analisis de los tensioactivos en cada uno de los sobrenadantes se
realiz6 mediante LC-MS/MS seglin la metodologia desarrollada en la
presente Memoria. Para ello, se construyeron las funciones de calibracion
en sobrenadante. El sobrenadante necesario se preparé mezclando en una
botella de vidrio 125 g de suelo exento de tensioactivos con 500 mL de
agua destilada, y sometiendo esta mezcla a agitacién durante 2 dias
mediante el uso de un agitador orbital. Pasados 2 dias, mediante
centrifugacién se recogié el sobrenadante. Las funciones de calibracion en
sobrenadante se prepararon a los mismos niveles mostrados en el capitulo
5 de la presente Memoria de Doctorado, dopando 1 mL del sobrenadante
obtenido con 1 mL de la disolucién de dopado correspondiente. La muestra
asi preparada evapord completamente bajo una corriente de nitrégeno y a

50 °C, se reconstituyd y se analizdé segun la metodologia propuesta.

Mediante comparacion entre las funciones de calibrado en
sobrenadante y en disolvente (calibracion externa) se comprobd que no
existia efecto matriz. Por lo tanto, a la hora de cuantificar las muestras de
los estudios en discontinuo y continuo, se utilizaron las funciones de
calibracion obtenidas en disolvente. En algunos casos, fue necesario
realizar una dilucidn de la muestra para conseguir que la concentracion de
analito se encontrara dentro del RDL del método (en general, factor de
dilucion de 10).

3.1. Relacion suelo/disolucion

Dependiendo del coeficiente de distribucién, Ky, la seleccidon de una
relacion suelo/disolucion es basica para el desarrollo de los estudios de
adsorcidn. Si la relaciéon suelo/disolucién es demasiado elevada, se corre el
riesgo de que la sustancia en estudio quede en su mayor parte retenida y

se dificulte su determinacion y cuantificacidon posterior. Por el contrario, si
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la relacion es demasiado baja, se podrian modificar las condiciones fisico-
quimicas del suelo en estudio al producirse fenédmenos de intercambio

idnico que alteran la superficie de las particulas del suelo.

La relacién suelo/disolucion dptima puede determinarse de forma
tedrica mediante el uso de modelos basados en Ky, que a su vez puede ser
predicho gracias a técnicas de estimacidn basadas en el coeficiente de
distribucién en n-octano (P,,). Sin embargo, resulta mas conveniente
determinar esta relacién experimentalmente, ya que estos modelos no se

pueden extrapolar de manera general a todo tipo de suelos y sustancias.

Para calcular experimentalmente la relacién suelo/disolucién mas
adecuada se siguid el siguiente procedimiento operatorio: se pusieron en
contacto diferentes cantidades de suelo (0.25, 2.5 y 5.0 g) con 20 mL de
disolucién del analito en frascos de polipropileno de 67 cm? de capacidad.
Para el LAS se prepard una Unica disolucién de 100 mg-L"* de LAS total en
agua destilada. En el caso de los AS, el estudio se realizé por separado,
preparando 4 disoluciones en agua destilada, una para cada homodlogo, a
una concentracién de 10 mgL?. Una vez preparados los frascos se
sometieron a una agitacién rotatoria durante 2 dias, tiempo suficiente para
asegurarse que hubieran alcanzado el equilibrio, en agitador orbital de

tubos, figura 7.10.

Figura 7.10. Agitador orbital de tubos



Suelos Agricolas. Modelizacion en Laboratorio 361

Este dispositivo mantenia la velocidad adecuada que aseguraba la
homogeneidad de la suspensién, evitando el apelmazamiento del suelo en
el extremo del frasco. Con esta situaciéon se asume un modelo fisico de un
sistema de particulas de suelo completamente disperso, donde toda la
superficie de las particulas esta expuesta y disponible para interaccionar

con los analitos.

La concentracién de surfactante retenido por el suelo se determiné
de forma indirecta. Por ello después de cada agitacion, se cuantifico la
cantidad de analito en la disolucién sobrenadante, aceptdndose que la
diferencia existente entre la cantidad de tensioactivo original de la
disolucién puesta en contacto con el suelo y la cantidad de tensioactivo del
liguido sobrenadante era la cantidad de tensioactivo adsorbida por el
suelo. Con objeto de asegurar este hecho, se agitaron durante un tiempo
suficientemente alto disoluciones control de tensioactivo, en las mismas
condiciones pero sin suelo, llegando a la conclusidn de que no se producian
fendmenos de adsorcion por el material utilizado en la experiencia, bio y/o
fotodegradacién, etc., que podrian contribuir en la disminucién de la
cantidad de tensioactivo observada. También se comprobd la equivalencia
entre trabajar con disoluciones en agua destilada o en agua de pozo,

estableciéndose. En la figura 7.11, se muestran los resultados obtenidos.



362 Bartolomé Oliver Rodriguez

350 A

S

s 304 4

]

k LAS

b 250 -

X

9 410
-E 200 4 aci
2 150 1 ¢ A ACl2
2

w ] oC13
£ 100

g 50 ‘\.—\‘

[*]

o

0 T T T T T 1

0 0,05 0,1 0,15 02 0,25 03
Relacién suelo/disolucién

160 4

140 4

120 - AS
100 - ocL2

80 1 BC14

AC16
60 -

b4
.4
¢ C18
407 \\‘
20 A1

0 T T T T T 1

0 005 01 015 02 025 03

Conc. (mg tensioactivo-Kg! suelo)

Relacién suelo/disolucion
Figura 7.11. Concentracion de los diferentes homdlogos del LAS

y de los AS retenida en funcion de la relacion suelo/disolucion

En las figuras se observa que la cantidad retenida de cada homélogo,
tanto en el caso del LAS como de los AS, disminuye a medida que aumenta
la proporcién de suelo. Como situacion de compromiso se selecciond la
relaciéon 1/8 (0.125) 2.5 g de suelo y 20 mL de disolucién, ya que permite
una cuantificacién adecuada y los fendmenos de intercambio idnico

resultan minimizados.
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3.2. Cinéticas de adsorcion

Con el objetivo de determinar el tiempo minimo necesario para
alcanzar el equilibrio en la suspension suelo/disolucién, se prepararon una
serie de frascos de polipropileno de 67 cm® de capacidad, debidamente
etiquetados, en cada uno de los cuales se introdujeron 2.5 g de suelo y se
afiadieron 20 mL de disolucion acuosa del surfactante correspondiente.
Para el LAS se prepard una Unica disolucién de 100 mg-L™* de LAS total en
agua destilada. En el caso de los AS, el estudio se realizd por separado,
preparando 4 disoluciones en agua destilada, una para cada homodlogo, a
una concentracion de 10 mg-L™. Los frascos se agitaron en agitador orbital
durante diferentes tiempos, a una velocidad de 12 rpm, y 20 °C. Una vez
transcurrido el tiempo de agitacion para cada frasco, se separd la fase
solida por centrifugacién a 5000 rpm durante 15 minutos. A continuacién,
el sobrenadante se analizé segun la metodologia desarrollada. Para cada
punto experimental se realizé una réplica. En la tabla 7.6, se muestran las

condiciones empleadas para este estudio.

Tabla 7.6. Condiciones para el estudio de las cinéticas de adsorcion

Concentracion Tlernpc?’de Relacidn Temperatura
BT inicial (mg-L?) agitacion suelo/disolucién (°C)
g (a 12 rpm)
2;5;8; 15y
30 min; y 1;
ConL\I:fcial 100 2;3; 6; 10;
24;36;49y
61h
(1/8) 20°C
AS Cy, 10
AS Cus 10 2; 5;' 8,15y
30 min;y1;2
AS Cy6 10 y3h

AS Cy5 10
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De esta forma se obtuvieron las curvas que muestran la evolucion de
la cantidad adsorbida de cada homdlogo por unidad de masa de suelo
frente al tiempo. Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 7.12-
7.13.
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Figura 7.13. Cinéticas de adsorcion para AS

El estudio de las cinéticas de adsorcién demostré que, bajo las
condiciones experimentales establecidas, la adsorcion de los dos
tensioactivos es muy rapida. La mayor parte de la cantidad final adsorbida
se alcanza en los primeros momentos de contacto del experimento. El
tiempo necesario para alcanzar el equilibrio entre el suelo y la disolucién
empleada en el proceso de adsorcién, para el caso del LAS se establecié en
24 h, y en el caso del AS en 2 h. Para las dos familias estudiadas, el mejor
ajuste de los datos experimentales, como muestran los altos valores
obtenidos para el coeficiente de determinacion, se obtuvo utilizando un
modelo cinético de primer orden multiple, ecuacion 7.10. En la tabla 7.7 se

muestran los parametros del ajuste.
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Tabla 7.7. Pardmetros del ajuste para las cinéticas de adsorcion

ka,1 K2 : . e R’

Surfactante (h) (h) (mg-i(ig‘l) (mg-i:g'1) q( 02)2) o0
LAS Cy 49.0 1.090 17.0 9.10 23.4 98.9
LAS Cy, 41.7 0.305 82.3 32.6 44.6 98.3
LAS C;, 48.0 0.376 133 40.8 70.8 99.3
LAS Cy; 60.5 0.700 128 26.2 83.8 99.7
LAS Total 49.5 0.429 362 107 58.7 99.3
AS C,, 103 1.82 19.1 9.59 35.9 99.1
AS Cy, 90.0 3.53 62.7 8.04 88.5 99.9
AS Cy¢ 170 6.37 77.3 2.73 99.9 99.9
AS Cyg 246 2.49 79.7 0.324 99.9 99.9

Los resultados del ajuste de los datos experimentales, tanto para LAS
como para AS, demuestran la existencia de dos procesos simultaneos de
adsorcion. El proceso mas rapido (mayor k,), proceso 1, se puede asignar a
la adsorcidn en la superficie externa de las particulas del suelo (macro-
poros); y el mas lento (menor k), proceso 2, a la adsorcién en el interior
del espacio intraparticular (micro-poros), puesto que ello implica una etapa
de difusién que hace disminuir la velocidad (el proceso 2, de adsorcion en
los micro-poros es especialmente difusivo). Al proceso 1 y al proceso 2
también se les puede clasificar como macro-transporte y micro-transporte,

respectivamente.

En general, se observd que para los macro-poros, tanto la velocidad
de adsorcion (k, 1) como la cantidad retenida (g, ;) aumentaba al aumentar
la longitud de la cadena hidrocarbonada del tensioactivo. Esto se puede
deber a que si las cadenas son lineales, el tamafio de la molécula aumenta
a medida que lo hace el nUmero de atomos de carbono, con lo que, a su

vez, aumentan las interacciones por Van der Waals entre la molécula de
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tensioactivo y los centros activos del suelo. En tal caso, cabe esperar que a
medida que aumenta el numero de atomos de carbono lo haga también

tanto la velocidad del proceso como la cantidad retenida.

En cuanto a los micro-poros, en general, se observd una tendencia
contraria a la observada para los macro-poros. Este comportamiento
puede ser atribuido a que en este caso adquieren cierta relevancia los
impedimentos estéricos. Al aumentar el tamafio de la molécula de
tensioactivo se dificulta su difusion hacia el interior del espacio intra-
particular disminuyendo asi tanto la velocidad del proceso como la
cantidad retenida. En los macro-poros los impedimentos estéricos no son
significativos, siendo mas influyentes las interacciones de Van der Waals.

Los resultados experimentales son coherentes con estas hipdtesis.

En todos los casos la cantidad retenida en los macro-poros fue mayor
que la retenida en los micro-poros. El porcentaje total retenido (macro-
poros + micro-poros) aumentaba con la longitud de la cadena
hidrocarbonada. Para los 2 homdlogos mas pesados de la familia de los AS,
el AS Ci5y AS Cyg, se obtuvo una gran retencion (99.9 %), pasando casi en
su totalidad a la fase sélida y quedando muy poca cantidad en equilibrio en
la disolucion. Ademas, en estos dos casos, el modelo mostré que la
retencion tenia lugar casi exclusivamente en la superficie mas externa del
suelo (macro-poros). Todo esto puede indicar que se esta produciendo una

precipitacion.
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3.3. Cinéticas de desorcion

De forma similar a la anterior, se establecid el tiempo necesario para
alcanzar el equilibrio en el proceso de desorciéon de los surfactantes
previamente adsorbidos al suelo. Para ello, se prepard una serie de frascos
con contenido idéntico a la experiencia anterior, en la que previamente se
llevd a cabo el proceso de adsorcion durante 24 h en el caso del LAS y
durante 2 h para los AS. A continuacién, se centrifugaron a 5000 rpm
durante 15 min para retirar la fase liquida y se afadié 20 mL de agua milli-
Q a cada uno de ellos. Los frascos asi preparados, se agitaron
mecanicamente, con un agitador giratorio orbital a 12 rpm, y a
temperatura de 20 °C durante distintos tiempos, 2, 5,8, 15y 30 miny 1, 2,
3,6,10,24,34y48 hparael LASy 2,5,8,15y30 miny 1,2y 3 h para los
AS con la finalidad de desorber el analito del suelo. Por ultimo, se separd la
fase sélida de la liquida, mediante otra centrifugaciéon a 5000 rpm durante
15, para analizar el sobrenadante segun la metodologia desarrollada. Para

cada punto experimental se realizé una réplica.

De esta forma se obtuvieron las curvas que muestran la evolucion de
la cantidad desorbida de cada homdlogo por unidad de masa de suelo
frente al tiempo. Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 7.14 -
7.15.
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Figura 7.14. Cinéticas de desorcion para LAS
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Figura 7.15. Cinéticas de desorcion para AS

El estudio de las cinéticas de desorcién demostré que, bajo las
condiciones experimentales establecidas, la desorcion de los dos
tensioactivos es muy rapida. La mayor parte de la cantidad final desorbida
se alcanza en los primeros momentos de contacto del experimento. El
tiempo necesario para alcanzar el equilibrio entre el suelo y la disolucién
empleada en el proceso de desorcion, para el caso del LAS se establecié en
24 h,y en el caso del AS de 2 h.

Para las dos familias estudiadas, el mejor ajuste de los datos
experimentales, como muestran los altos valores obtenidos para el

coeficiente de determinacién, se obtuvo utilizando un modelo cinético de
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desorcion de primer orden multiple, ecuacion 7.12. En la tabla 7.8 se

muestran los parametros del ajuste.

Tabla 7.8. Pardmetros del ajuste para las cinéticas de desorcion

Kq,1 ka2 Cl*e,1 cI*e,z q*e 142 R?

Sufactante (L) hY)  (mgked) (meked) (8 (%)
LAS C,o 81.7 0.418 17.4 2.97 77.8 99.7
LAS Cy4 74.0 0.709 52.4 11.3 55.5 99.7
LAS C,;, 55.3 0.643 44.4 8.99 30.6 99.8
LAS C;3 51.6 0.604 18.1 2.19 13.1 99.9
Total LAS 63.7 0.643 132 25.5 33.6 99.8
AS C;, 151 1.80 13.9 0.862 51.4 99.9
AS Cy, 75.7 1.42 7.62 2.11 13.8 99.8
AS Cy¢ 156 8.22 0.659 0.0291 0.90 99.9
AS Cyg 71.1 1.22 0.0565 0.00168 0.10 99.9

Al igual que en las cinéticas de adsorcion, los resultados del ajuste de
los datos experimentales, tanto para el LAS como para los AS, demostraron
la existencia de dos procesos simultaneos de desorcion. De forma similar a
la anterior, se asignaron a un proceso rapido de desorcion en la superficie
externa de las particulas del suelo (macro-poros), proceso 1, y a otro mas
lento especialmente difusivo de desorcion en el espacio intraparticular

(micro-poros), proceso 2.

En general, se observd que en los macro-poros, tanto la velocidad de
desorcion como la cantidad desorbida, disminuian al aumentar la longitud
de la cadena hidrocarbonada del tensioactivo, lo cual puede razonarse, de
forma similar a la anterior, teniendo en cuenta la variacién de las
interacciones de Van der Waals. Para los micro-poros no se observé una
tendencia clara al variar la longitud de la cadena hidrocarbonada. En todos
los casos la cantidad desorbida de los macro-poros, fue mayor que la

desorbida de los micro-poros. El porcentaje total desorbido (macro-poros +
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micro-poros) disminuia al aumentar la longitud de la cadena carbonada.
Las cantidades desorbidas para el AS Cygy AS Cig fueron muy bajas (0.86 y
0.07 % respectivamente) lo que, al igual que en las cinéticas de adsorcion,

nos indica un posible fendmeno de precipitacidn para estos tensioactivos.

3.4. Control del pH

El proceso de adsorcion/desorcion esta fuertemente condicionado
por el pH, ya que tanto la carga de la materia organica como la de las
arcillas del suelo dependen de él. En las experiencias realizadas, se midio el
pH al inicio de la experiencia (tg) y una vez alcanzado el equilibrio (t,4 para
el LAS y t; para AS) de las diferentes mezclas suelo/disolucién estudiadas.

En tabla 7.9, se recogen los valores obtenidos.

Tabla 7.9. Valores de pH de los sistemas estudiados

Agua Milli-Q pH: 5.84 AS Cy, 10 mg-L* pH: 5.73
LAS 100 mg-L™ pH: 5.79  AS Cy 10 mg-L™ pH: 5.74
AS C;, 10 mg-L™? pH: 5.73  AS Cy3 10 mg-L* pH: 5.75
LAS 100 ppm y suelo - t, pH:7.96 LAS 100 ppmysuelo-t,; pH:8.01

AS C1, 10 mg-Ly suelo - t, pH: 8.00 AS Cy, 10 mg-L'ysuelo-t, pH:8.00
ASC;,, 10 mgLl'ysuelo-t, pH:8.01 ASCy, 10 mg-L'ysuelo-t, pH:8.01
AS Cy 10 mg-Ly suelo - t, pH: 8.01 AS Cy;s 10 mg-L'ysuelo-t, pH:8.02
AS Cy5 10 mg-Ly suelo - t, pH: 8.03 AS Cy; 10 mg-L'ysuelo-t, pH:8.04
H,0 Milli-Q y LAS adsorbido

ensuelo - t, pH: 8.10 H,0 Milli-Qy suelo - t, pH: 8.11
H,0 Milli-Qy AS C;,
adsorbido en suelo - t, pH: 8.12 H,0 Milli-Qy suelo - t, pH: 8.14
H,0 Milli-Qy AS C,,
adsorbido en suelo - t, pH: 8.11 H,0 Milli-Qy suelo - t, pH: 8.13
H,0 Milli-Qy AS Cy¢
adsorbido en suelo - t, pH: 8.13 H,0 Milli-Qy suelo - t, pH: 8.13

Hzo Ml"l'Q V' AS c13
adsorbido en suelo - t, pH: 8.17 H,0 Milli-Qy suelo - t, pH: 8.15
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Puede observarse que no existio una variacién significativa durante el

transcurso de las experiencias realizadas.

3.5. Isotermas de adsorcion

Una vez establecido el tiempo de agitacidn necesario para alcanzar el
equilibrio en los procesos de adsorcidn y desorcion, se procedid a realizar

las correspondientes isotermas en el equilibrio para LAS y AS.

En primer lugar, para la isoterma de adsorcidn, se pusieron en
agitacion distintas disoluciones de concentracion creciente del surfactante
con suelo. Del mismo modo en el que se desarrollaron las experiencias
anteriores, se trabajé en la relacién suelo/disolucion establecida (2.5 g de
suelo y 20 mL de disolucién), en frascos de polipropileno de 67 cm® de
capacidad y a una temperatura de 20 °C. Transcurrido el tiempo fijado para
alcanzar el equilibrio de adsorcidn (24 horas para el LAS y 2 h para los AS),
los muestras se centrifugaron (5000 rpm durante 15 minutos) y se
analizaron en el sobrenadante los distintos tensioactivos segun la
metodologia desarrollada. El suelo sedimentado en el frasco se utilizd en
las siguientes experiencias de desorcion en el equilibrio. Para cada punto

experimental se realizé una réplica.

En la tabla 7.10 se resumen las condiciones empleadas en este

estudio:
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Tabla 7.10. Condiciones para el estudio de las isotermas de adsorcion

Concentracion Tle.mpc.>’de Relacion Temperatura
ACEEED inicial (mg-L™) agitacion suelo/disolucién (°c)
(12 rpm)
5,7, 10,15, 20,
30, 50, 60, 80,
100, 150, 180,
200, 250, 300,
. 400, 500, 600,
LAS Comercial 700, 750, 800, 24 h
850, 900, 950,
1000, 1200, (1/8) 20°C
1400, 1600y
1800
AS Cy,
AS Cyy 5,7,10, 15, 20, 2 h
AS Cy6 25,30y 45
AS Cy5

A partir de los resultados obtenidos, se efectud el tratamiento de
datos para establecer las curvas que muestran la evolucién de la cantidad
de surfactante retenida por el suelo en funcidn de la cantidad que queda
en disolucion en equilibrio. Los resultados obtenidos se muestran en las
figuras 7.16 - 7.17.
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Figura 7.16. Isotermas de adsorcion en el equilibrio para LAS
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Figura 7.17. Isotermas de adsorcion en el equilibrio para AS

En las figuras 7.18 - 7.19 se puede observar de forma conjunta el

comportamiento en el equilibrio de adsorcién para cada uno de los 4

homoélogos de las dos familias estudiadas.
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Figura 7.18. Representacion conjunta de las isotermas de adsorcion para LAS
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Figura 7.19. Representacion conjunta de las isotermas de adsorcion para AS

Para las do

s familias estudiadas, el mejor ajuste para todo el rango de

concentracion de las isotermas, como muestran los altos valores obtenidos

para el coeficiente de determinacion, se obtuvo utilizando modelos multi-

término. En el ca

so del LAS el modelo fue Langmuir + Cuadratico, ecuacion

7.22, y para los AS el modelo fue Langmuir + Precipitacidn, ecuacion 7.20.

En la tabla 7.11 se muestran los parametros de los distintos ajustes.
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Tabla 7.11. Pardmetros del ajuste para las isotermas de adsorcion
Surfactante K 1 R ‘Y by 1 q b2 p Amax 4 .
(L'mg™) (mg-kg™) (L'mg™) (Umg?)  (mgkg) (%)
LAS Cyo 0.44 20.8 1.00-10%°  2.10-10° 528.6 99.6
LAS Cy; 1.10 39.9 4.89-10°"  2.00-10° 1648.6  99.4
LAS Cy, 2.63 49.1 1.23-10®  1.90-10° 1594.5  99.3
LAS Cy; 3.55 50.5 9.85-10°  2.50-10" 1129.9  99.0
LAS Total 0.19 230 9.23-10”  4.00-10” 5023.7  99.7
Ky Omax L R?
(Lmg’)  (mgke?) A i (%)
AS C;, 0.068 141 3.00-10° 4.24 99.6
AS Cy, 0.213 287 3.18-107 4.26 99.0
AS Cyg 1.43-10” 1.30-10™ 3.88-10° 1.47 98.7
AS C;g 5.9810"°  4.30-10° 7.58-10” 15.6 99.4

Discusion para LAS. A baja concentracién su adsorcion sigue el
modelo de Langmuir, la isoterma tiene una pendiente inicial elevada
que disminuye rapidamente al aumentar la concentracidén; la
isoterma es convexa hacia arriba con una pequefia capacidad de
saturacion (Gmax.)- El comportamiento en esta primera fase se puede
atribuir a la formacion de una monocapa ideal (hemimicela) donde
no hay interacciones surfactante-surfactante. Esta fase tiene lugar en
un rango tan bajo de concentraciones que es dificil de ver en Ia
isoterma completa. Por esta razén, en cada isoterma se incluye una
grafica de detalle donde se puede apreciar mejor este
comportamiento. A moderada y alta concentracién, el término
cuadratico explica la isoterma tipo S. Para todos los homdlogos del
LAS, al alcanzar una concentracién moderada, se produce un punto
de inflexidn y la curvatura de la isoterma se invierte por lo que la
isoterma se vuelve cdéncava hacia arriba. Desde ese punto la

pendiente de la isoterma aumenta al aumentar las concentraciones
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en la fase liquida. Este cambio a concentraciones moderadas se
podria explicar por la aparicién de las interacciones surfactante-
surfactante, dando lugar a la formacién de una bicapa (admicela). A
alta concentracion, aparece un segundo punto de inflexion y la
isoterma pasa a ser convexa hacia arriba de nuevo, y la concentracion
en la fase sdlida tiende hacia la capacidad de saturacidon. Este
comportamiento puede ser atribuido a la formacién de micelas y la

isoterma tiende hacia la saturacion.

Se puede observar como los valores de K, Y gmax . aumentan a
medida que lo hace la longitud de la cadena alquilica para cada
homodlogo, corroborandose asi que aquellos homodlogos de cadena
mas larga (y por tanto con un mayor caracter hidrofébico) son mas
fuertemente retenidos por el suelo. Igualmente, el coeficiente b, del
término cuadratico aumenta al aumentar la longitud de la cadena
alquilica, lo cual puede ser atribuido al aumento de las interacciones
surfactante-surfactante al aumentar la longitud de la cadena,

causando un aumento en la curvatura de la isoterma.

Discusion para AS. Los dos fendmenos observados fueron una
adsorcién tipo Langmuir y una precipitacion. Para los homadlogos
cortos, C;» y Cis a baja concentracidén, la isoterma sigue un
comportamiento tipo Langmuir, la isoterma tiene una pendiente
inicial elevada que disminuye rapidamente al aumentar |Ia
concentracion; la morfologia de la isoterma es convexa hacia arriba
con una pequefia capacidad de saturacion (gmax.)- El comportamiento
en esta primera fase se puede atribuir a la formacién de una
monocapa ideal (hemimicela) donde no hay interacciones
surfactante-surfactante. Esta fase tiene lugar en un rango bajo de
concentraciones. A una concentracion moderada, las isotermas de

ambos homodlogos tienen un punto de inflexidn y la curvatura de la
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isoterma se invierte por lo que la isoterma se vuelve céncava hacia
arriba. Desde ese punto la pendiente de la isoterma aumenta al
aumentar las concentraciones en la fase liquida. Este cambio de
comportamiento a concentraciones moderadas se podria explicar por
la apariciéon del fendmeno de precipitacién. Para los homdlogos
largos, Cis y Cis, practicamente es el fendmeno de precipitacion el
gue gobierna el comportamiento en todo el rango de

concentraciones, siendo despreciable la contribucién por adsorcién.

El comportamiento en el equilibrio de adsorcion obtenido para
los AS estd en concordancia con los datos obtenidos en las cinéticas

de adsorcidén/desorcion.

3.6. Isotermas de desorcion

Para realizar las experiencias de desorcién en el equilibrio para cada
tensioactivo, se partié de un suelo que previamente habia alcanzado el
equilibrio de adsorcién. Para ello, se utilizaron los frascos con el suelo
sedimentado provenientes del experimento anterior, a los que se
afiadieron 20 mL de agua Milli-Q y se agitaron mecdnicamente, con un
agitador giratorio orbital a 12 rpm con la finalidad de desorber el
correspondiente tensioactivo del suelo. Los tiempos de agitacion,
previamente establecidos en las cinéticas de desorcion, fueron de 24 h
para el LAS y 2 h para los AS. A continuacién, se separd, de nuevo, la fase
solida de la liquida, mediante centrifugacion a 5000 rpm durante 15
minutos, y se analizaron los distintos tensioactivos en el sobrenadante. A
partir de los resultados obtenidos, se efectud el tratamiento de datos para
establecer las curvas que muestran la evolucion de la cantidad de

surfactante retenida por el suelo en funcidon de la cantidad que se
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encuentra en disolucion en equilibrio. A continuacion, en las figuras 7.20 -
7.21 se recogen, los resultados obtenidos.
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__ 8000
i)
[)
=]
_9 6000+ Experimental
; . -
g, Detalle Langm'u_u Cuadrética
4000+ Cuadrética
(o) )
= 1000 Langmuir
T 500
o 2000
0
0 20 40 60
OA
T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
1
C.(mgL")
LAS C
10
2500 LAS C11
. 400
S S 2000
> Q
300 2
- Detalle ~ 1500
N 2 . Detalle
o 200 < 1000 200 .
o £ 100
o 100 o 500 0
0 10 20
0+ o=
10 20 30 40 50 60 70 0 20 40 60 80 100 120
-1, -1,
C,(mgL™) C.(mglL")
LASC,, LASC_,
3500
2500
5 30001 5
g 25001 & 20001
? ? lle
< o Detal
o 2000 o 15004
X Detalle ¥
o 15004 o
g £ 1000 0
:9 1000 ~
o
5001 500+ 0
. 0 1 2
O’ T T T T T T 07
0 10 20 30 40 50 60 0 5 10 15 20 25 30
1 -1,
C,(mgL™ C.(mgL")

Figura 7.20. Isotermas de desorcion en el equilibrio para LAS
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Figura 7.21. Isotermas de desorcion en el equilibrio para AS

En las figuras 7.22 - 7.23 se puede observar de forma conjunta el
comportamiento en el equilibrio de desorcién para cada uno de los 4

homdlogos de las dos familias estudiadas.
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Figura 7.22. Representacion conjunta de las isotermas de desorcion para LAS
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Figura 7.23. Representacion conjunta de las isotermas de desorcion para AS

Al igual que las isotermas de adsorcion, los datos experimentales de
las isotermas de desorcion se ajustaron al modelo de Langmuir +
Cuadratico, ecuacion 7.22, en el caso del LAS y al modelo de Langmuir +
Precipitacién, ecuacion 7.20, en el caso de los AS. En ambos casos se
obtuvieron altos valores para el coeficiente de determinacién lo que indica
un buen ajuste de los modelos a los datos. En la tabla 7.12 se muestran los

parametros obtenidos de los distintos ajustes.
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Tabla 7.12. Pardmetros del ajuste para las isotermas de desorcion

K max b b max R*
Surfactante 1y (mekg) (Lmg?) (Bmg?) (mgKed) (%)
LAS Cyo 9.32 1.74  8.17-10° 2.7-10" 379.9 99.1
LAS Cy; 0.173 101  5.79:10*' 9.00-10° 2086.5 99.8
LAS C;, 0.714 87.6 16710 4.9-10* 2489.0 99.6
LAS C3 1.97 67.6  1.00-10™® 8.53-10° 1424.9 99.5
LAS Total 0.0422 685  1.53-10* 2.00-10° 6097.9 99.9
RZ
Ky Omax L A m (%)
AS Cy, 0.191 115  9.94-10% 155 99.4
AS Cy, 0.380 151  1.51-10° 9.77 99.3
AS Cy 7.50-10"® 5.00-10° 1.34-10° 1.31 97.9
AS Cyg 2.38:10"° 2.81-10° 5.29-10 9.04 96.3

A. Discusion para LAS. Las isotermas de desorcion para LAS seguian el
mismo modelo que las de adsorcién. A baja concentracién, su
comportamiento es tipo Langmuir, y a moderadas y altas
concentraciones, cuando surgen interacciones surfactante-
surfactante, la isoterma se ajusta a un modelo cuadratico donde la
capacidad de retencidon aumenta al aumentar la concentracion en

disolucion.

Al contrario de lo que ocurria en el proceso de adsorcion, en el
caso de la desorcidén se obtuvo el mayor valor de K, para el homdlogo
mas corto. También se puede observar como los valores de Gmox ¢
disminuyen a medida que aumenta la longitud de la cadena alquilica
para cada homdlogo, excepto para el LAS C;o corroborandose asi que
aquellos homdlogos de cadena mas larga (y por tanto con un mayor

caracter hidrofdbico) son mas fuertemente retenidos.
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Igualmente, el coeficiente b, del término cuadratico aumenta al
aumentar la longitud de la cadena alquilica, excepto para el LAS Cyo,
lo cual puede ser atribuido al aumento de las interacciones
surfactante-surfactante al aumentar la longitud de la cadena,

causando un aumento en la curvatura de la isoterma.

Discusion para AS. De forma similar a la adsorcidn, las isotermas de
desorcion seguian el mismo modelo propuesto de Langmuir mas

precipitacion.

Para los dos homdlogos mds cortos, C;, y Cis, a baja
concentracion la isoterma sigue un comportamiento tipo Langmuir
hacia la formacién de una monocapa. Sin embargo, a una
concentracion moderada determinada, el comportamiento se rige
principalmente por un fendmeno de precipitacion. Para los
homodlogos mas largos, Cig y Cig, practicamente es el fendmeno de
precipitacion el que gobierna el comportamiento en todo el rango de
concentraciones, siendo despreciable el comportamiento tipo

Langmuir.

El comportamiento en el equilibrio de desorcién obtenido para
los AS esta en concordancia con los datos obtenidos en el equilibrio

de adsorcidn y las cinéticas de adsorcién/desorcion.

En ambos casos, para LAS y para AS, la variacion de los
parametros de las isotermas de adsorcion y desorcion con la longitud
de la cadena alquilica sugieren que estos modelos tienen algin

sentido fisico.

En el caso del LAS, tanto en las cinéticas como en las isotermas,

no se evidencia contribucion alguna por parte del fendmeno de
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precipitacion, estableciéndose siempre un reparto entre ambas fases
(suelo y agua) regido por el fenédmeno de adsorcion, este hecho pone
de manifiesto un mejor comportamiento desde el punto de vista

medioambiental para este tensioactivo.
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4. ESTUDIOS EN CONTINUO (COLUMNA)

Mientras que en las experiencias en discontinuo se determina
habitualmente el valor de los coeficientes de adsorciéon del suelo en
condiciones de equilibrio, existen trabajos publicados, como el de Miller y
colaboradoreslgs, gue indican que, en ocasiones, el tiempo de residencia
de un soluto en una zona determinada del suelo no permite alcanzar dicho
equilibrio, de manera que son las condiciones de no-equilibrio las que rigen
los fendmenos de adsorcidon durante el transporte a través de la zona no
saturada. Esto ha hecho que, en los ultimos afios, se tienda al empleo de
procedimientos en flujo, por ofrecer una mejor representacion del
transporte de los solutos en condiciones reales de campo. Griffioen y sus
colaboradores®® describen en su trabajo las ventajas que presentan las
experiencias en columna en comparacion con las desarrolladas en tanque,
concluyendo que en esta situacion, se conserva el estado natural del suelo;
la relacién suelo/disolucion en la columna es mas parecida a la del campo;
se utiliza mdas cantidad de suelo en las columnas lo que hace que los
ensayos sean mas representativos; se evita el efecto de la centrifugacién; y

el proceso de intercambio de iones en condiciones de flujo es mas real.

Se debe puntualizar que, en cualquier caso, antes de llevar a cabo las
experiencias en columna, es de gran utilidad determinar los coeficientes de
adsorcién en tanque, porque ayudan a disefiar las experiencias en columna

y a ajustar las condiciones operativas (caudal, concentracion, etc.) y a

15 p.m. Miller, M.E. Summer, P. Miller. A comparison of batch and flow generated anion adsorption

isotherms. Soil Sci, Soc. Am. J. 53; 373-380; 1989.
J. Griffioen, C.A.J. Appelo, M. Van Veldhuizen. Practice of chromatography. Deriving isotherms
from elution curves. Soil Sci, Soc. Am. J. 56; 1429-1437; 1992.

194
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obtener informacién para incluir en los modelos de flujo continuo o

también llamados modelos de transportelgS.

El estudio de cada compuesto en columna comprende dos etapas. En
la primera, se estudia el proceso de adsorcién y una vez concluido éste, se
estudia el de desorcidn. Previamente se comprueba que el lecho de suelo

carece de los compuestos objeto de estudio.

La primera etapa de adsorcidon en columna consiste en el paso de
disolucién del compuesto a través de una columna de suelo, a flujo y

temperatura constantes, con el fin de obtener la curva de rotura del lecho.

Para realizar las experiencias de desorcion es necesario partir de un
suelo que ha alcanzado previamente el equilibrio de adsorcién. Para ello,
una vez alcanzada una concentracién constante del efluente de la columna
en las experiencias de adsorcidn en continuo, se sustituye el influente que
contiene el compuesto en estudio por una disolucién de agua destilada, de
este modo se obtiene la curva de desorcion que representa como la
sustancia previamente retenida se va desorbiendo del suelo. Asi, en las
experiencias de desorcidn se utiliza la misma instalacion experimental y los
mismos caudales que en las experiencias de adsorcidon realizadas

previamente.

La representacion grafica de los resultados experimentales de la
concentracion del efluente frente a su volumen acumulado, constituye la
curva de rotura de adsorcién y desorcidn para cada compuesto estudiado.
La modelizacién de dicha curva permite estudiar y comprender el

comportamiento de cada compuesto.

195 MLP. Papini, M. Majone. Experimental investigation of transport of strongly retained species by

soil columns. Water Air Soil Pollu. 95; 337-351, 1997.
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4.1. Descripcion de la instalacion experimental

Para la realizacidn de estas experiencias fue necesaria la preparacion
del lecho de suelo en la columna. Este proceso es de gran importancia ya
gue de él depende la existencia de flujos preferenciales en el interior del
lecho, que pueden conducir a resultados no fiables que se traducen en
coeficientes de adsorcion menores que el valor real. Las columnas se
prepararon cartuchos de SPE vacios que se rellenaron con suelo, mediante
el uso de un vibrador en varias etapas, para obtener una densidad
uniforme a lo largo de todo el lecho e igual a la densidad aparente del
suelo estudiado (psyelo=1.223 g-cm'3). Tanto en la parte inferior como en la
superior, se colocaron las fritas de vidrio del cartucho. En la parte superior
se colocd ademas un tapdn de polipropileno con un orificio en el centro
por el cual se introdujo un tubo de teflén de 1 mm de didmetro interior,
por donde circularia el efluente. Las caracteristicas de las columnas

utilizadas se recogen en la tabla 7.13.

Tabla 7.13. Caracteristicas comunes de las columnas utilizadas en los
ensayos de adsorcion y desorcion

Parametro Valor
Diametro interno 12 mm
Longitud 5cm
Cantidad de suelo 8¢g
Tamizado del suelo 2 mm
Porosidad 48.36 %

En la figura 7.24 se muestra, a modo de ejemplo, el aspecto final de

una de las columnas antes de comenzar las experiencias.
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Figura 7.24. Columna preparada

Con objeto de trabajar con un flujo en sentido ascendente, se
conectd la salida de una bomba peristaltica a la parte inferior de la
columna. El influente fue en cada caso, una disoluciéon acuosa del
compuesto a estudiar. La disolucidén con el analito estaba en un recipiente
donde estaba sumergido el tubo de succion de la entrada de la bomba. Las
muestras del efluente se recogian a intervalos regulares de tiempo con la
ayuda de un colector de fracciones automatico que se programd
previamente, en tubos de ensayo graduados. De cada uno de los tubos de
ensayo, se tomaba una muestra a la mayor brevedad posible, para el
correspondiente analisis cromatografico. Como referencia, también se
controld periédicamente la concentracion de la disolucion del influente. La

instalacidn se ubicd en una habitacidn climatizada a 20 °C.

En las figuras 7.25 - 7.26 se muestra un esquema de la instalacién de
los aparatos necesarios para efectuar estas experiencias y una imagen real

de la instalacion utilizada, respectivamente.
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Figura 7.25. Esquema del montaje experimental
para estudios en continuo

Figura 7.26. Montaje utilizado para la realizacion
de las experiencias en continuo

4.2. Validacion de la metodologia numérica para la resolucién de

los modelos de transporte

Las curvas de rotura obtenidas en los estudios en continuo se
ajustaron a los distintos modelos de transporte mediante resolucion
numérica de las ecuaciones con la ayuda del programa Matlab. A
continuacion, se muestra la validacion de la metodologia numérica, con
respecto a cuando existe solucidon analitica, por ejemplo, en el caso del

modelo de equilibrio local con isoterma lineal. Para ello, se compard la
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solucién obtenida numéricamente con la obtenida analiticamente para un
mismo problema, determinado por los siguientes valores para los distintos

parametros:

u=0.2468283 cm-min-1

C’=6.24 mg-L*

L=5cm; psyelo = 1.223 g-cm's; 0 = 0.484; to = 1500 min
Dispersividad = D/u = 1.7013 cm

A = 0.008144 min™

R=6.2112

En la figura 7.27 se muestran los resultados obtenidos.

Solucién numérica
Solucién analitica 0.015

C(mg-L?)
Error numérico

-0.015

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 -0.02 0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 7.27. Curvas de rotura obtenidas para la solucion numérica
y la solucion analitica (izquierda), error numérico cometido (derecha)

Los resultados obtenidos mostraron un alto grado de coincidencia
entre ambas soluciones siendo el error numérico cometido despreciable.

Por lo tanto la solucion numérica es adecuada para este tipo de problema.
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4.3. Columnas ensayadas

Durante los estudios en continuo se ensayaron los siguientes

compuestos:

=  Bromuro potasico (trazador).

= Mezcla comercial del LAS.

=  Alcohol sulfatos: AS Ci,, AS Cy4, AS C15y AS Cys.

4.3.1. Columna para el trazador (KBr)

Para la caracterizacién del dispositivo experimental, se realizé un
primer estudio en columna para el bromuro potasico, utilizando a modo de
trazador ya que no es adsorbido por el suelo. De esta forma en el modelo
propuesto, ecuacion 7.28, se puede fijar el flujo de trabajo y calcular la

dispersién hidrodinamica, la porosidad del lecho y el tiempo muerto.

El andlisis del KBr en el efluente se realizé a través de la medida del
potencial eléctrico, mediante el uso de un electrodo selectivo de bromuro.
Dicho electrodo selectivo fue construido en el laboratorio mediante
electrodeposicion de bromuro de plata sobre un electrodo de plata,
formandose un electrodo Ag/AgBr. El andlisis se realizé de forma continua
mediante el uso de una celda de flujo apropiada para medidas
potenciométricas, figura 7.28. La celda de medida se colocd en la posicion

del colector de fracciones.
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Figura 7.28. Fotografia general del montaje para el andlisis de bromuro
(izquierda) y detalle de la celda de flujo (derecha). A, electrodo indicador o de
trabajo (electrodo selectivo de Br~); B, electrodo de referencia

Para calcular la concentracién, se realizé previamente un calibrado,
haciendo pasar por la celda de flujo disoluciones de bromuro potdsico en
agua Milli-Q de concentraciones 1.0, 5.0, 10.0, 50.0; 100.0 y 150.0 mg-L'l.

Una vez puesto a punto el método de analisis de bromuro, se
realizaron las distintas experiencias en columna para este compuesto. En
primer lugar, para el estudio en continuo de adsorcidon se utilizé una
disolucién de 100 mg-L™ de KBr en agua destilada. Una vez alcanzado el
equilibrio de adsorcion la disoluciéon se cambidé por agua destilada para
realizar el estudio en continuo de desorcion. El caudal se fijé en 0.146
mL-min™ y fue constante a lo largo de todo el estudio. En la figura 7.29 se
representan los resultados obtenidos asi como el ajuste de los mismos al

modelo propuesto de equilibrio local, ecuacion 7.28.

Al tratarse de KBr el coeficiente de retardo, R, vale 1 (ya que la
constante de adsorcion es cero) y la constante cinética, A, vale cero debido
a que el KBr no sufre transformacién alguna. Por lo tanto el Unico
pardmetro que se considerd fue el caudal, con el que se calculé la

velocidad intersticial de flujo segun la siguiente ecuacidn:
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Q
= %100 7.51
" e (7.51)

donde Q es el caudal del fluido (cm*min™) y r el radio de la columna (cm).

A través del ajuste al modelo se estimaron D, 8 y el tiempo muerto,
ty.

120

. Experimental
100
- —e— Ajuste del modelo

801

60

C(mg-L?)

a0t

201

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Tiempo (min)

Figura 7.29. Curva obtenida para el estudio en continuo del trazador (KBr)

En el caso del trazador se representd la concentracion del efluente
frente al tiempo transcurrido. El tiempo transcurrido es equivalente al
volumen acumulado, por medio del flujo establecido. Como se puede
observar en la figura 7.29, el modelo de transporte propuesto se ajustd
satisfactoriamente al comportamiento del trazador. En la tabla 7.14 se

muestran los parametros de ajuste obtenidos.

Tabla 7.14. Pardmetros del ajuste para el trazador

Parametro valor
D 0.192 cm*min™
0 0.554

tq 2.058 min
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El tiempo muerto calculado segun el volumen de los canales capilares
usados fue 2.35 min, muy similar al obtenido mediante ajuste del modelo.

La porosidad también fue similar a la obtenida en campo 0.484.
4.3.2. Columna para LAS

Se empled una disolucion de 20 mg-L™ de LAS total en agua destilada.
Una vez alcanzado el equilibrio de adsorcion la disolucidon se sustituyd por
agua destilada para realizar el estudio en continuo de desorcién. El caudal
se fijé en 0.135 mL:-min™ y fue constante a lo largo de todo el estudio. El
efluente fue analizado cromatograficamente, con objeto de determinar la

concentracion del surfactante en el sobrenadante.

A la hora de ajustar los datos experimentales a los distintos modelos

de transporte propuestos, se partié de las siguientes condiciones iniciales:

u =0.247 cm-min" (calculado segun la ecuacion 7.51)

C° (LAS Total) = 20.0 mg-L™" (Cy 2.80, Cy; 6.44, Cy; 6.16 y Cy3 4.60
mg-L™)

L=5cm; psuelo= 1.223 g-cm™>; 6=0.484

En los distintos modelos de transporte se probaron tanto isotermas
lineales como las isotermas no lineales previamente obtenidas en los
estudios en batch. Estas ultimas se descartaron ya que se observd que
daban lugar a peores ajustes. lgualmente, se establecio estimar las
isotermas lineales a partir de los datos en continuo, puesto que fijar su
valor, segun los datos previamente obtenidos en los estudios en batch,

conducia a peores resultados.
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En la figura 7.30 se encuentran representados los resultados del
experimento con los ajustes obtenidos para el modelo de transporte de
equilibrio local con isoterma lineal. En la tabla 7.15 se muestran los valores

obtenidos para los distintos parametros ajustados.
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Figura 7.30. Curvas obtenidas para el estudio en continuo del LAS, ajuste para
equilibrio local con isoterma lineal
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En la figura 7.30 se representa la relacion de concentraciones, C/Cy,
en funcién del numero de volumenes de poro (NVP) que han pasado por la
columna de suelo. El NVP a cada tiempo se calcula dividiendo el volumen
acumulado entre el volumen de poro, sabiendo que el volumen de poro es

el volumen total de los poros de la columna de suelo.

Tabla 7.15. Pardmetros del ajuste al modelo de equilibrio local con isoterma lineal,
para los datos en continuo del LAS

A
R D
, . /u. . Constante cinética de 2
Homdlogo Factor de Dispersivity .. R
degradacion
retardo (cm) . 1
(min™)

LAS Cy 6.029 0.496 ~0 0.992

LAS C;; 12.10 0.651 1.19-10° 0.989

LAS C;, 31.63 1.497 6.68-10° 0.990

LAS Cy;5 84.63 1.694 2.64-107 0.979
LAS Total 31.56 4.662 7.64-10° 0.996

En la figura 7.31 se representan los resultados del experimento con
los ajustes obtenidos para el modelo de transporte de no equilibrio
(limitaciones difusionales) con isoterma lineal. En la tabla 7.16 se muestran

los valores obtenidos para los distintos parametros ajustados.
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Figura 7.31. Curvas obtenidas para el estudio en continuo del LAS, ajuste para no
equilibrio (limitaciones difusionales) con isoterma lineal
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Tabla 7.16. Pardmetros del ajuste al modelo de no equilibrio (limitaciones
difusionales) con isoterma lineal, para los datos en continuo del LAS

a

Coeficiente D A K
Coeficiente Constante
. de e Constante de 2
Homoélogo , de cinética de iy . R
transferencia . .. .. equilibrio
dispersion degradacion 3 -1
de masa (cm’-min’)) (min’)) (em™-g")
(min™)
LAS Cyo 0.085 0.010 ~0 1.956 0.992
LAS Cy; 0.381 0.142 1.20-10° 4.348 0.990
LAS C;, 1.045 0.363 6.68-10° 12.06 0.990
LAS Cy3 0.423 0.333 2.60-10° 31.43 0.979
LAS Total 2.294 0.802 7.54-10° 11.31 0.996

En la figura 7.32 se encuentran representados los resultados del
experimento con los ajustes obtenidos para el modelo de transporte de no
equilibrio (dos sitios) con isoterma lineal. En la tabla 7.17 se muestran los

valores obtenidos para los distintos parametros ajustados.
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Figura 7.32. Curvas obtenidas para el estudio en continuo del LAS, ajuste para no

equilibrio (dos sitios) con isoterma lineal
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Tabla 7.17. Pardmetros del ajuste al modelo de no equilibrio (dos sitios) con
isoterma lineal, para los datos en continuo del LAS

“ : » «
el s:;ente Coeficiente Constante Constante Cogenzzgte
Homélogo . de cinética de de .. R’
transferencia . .. iy s . sitios

de masa dispersion degradacion  equilibrio

(min™) (cm’min™) (min™) (em’-g™?)
LAS Cy 0.382 0.093 ~0 1.970 0 0.992
LAS Cy, 0.315 0.139 1.20-10° 4.344 0 0.990
LAS Cy;, 0.727 0.366 6.68-10° 12.09 1 0.990
LAS Cy3 0.423 0.336 2.60-10° 31.42 0 0.979
LAS Total 2.373 0.803 7.55-10° 11.32 1 0.996

Para los tres modelos propuestos, equilibrio local, no equilibrio con
limitaciones difusionales y no equilibrio de dos sitios, se obtuvieron buenos
ajustes, que dieron valores para los distintos parametros muy semejantes
entre si. Por lo tanto, se puede concluir que asumir un equilibrio local es
una aproximacion razonable para describir el comportamiento del LAS en

columna.

Al analizar los resultados, se observd que en la columna del LAS, una
vez alcanzado el equilibrio de los distintos homdlogos en el lecho, la
concentracion del efluente para los homodlogos de mayor longitud de
cadena, Cy» y Ci3 de LAS, era menor a la del influente (se alcanzaba el
equilibrio a una concentracién menor a la de entrada). También se puede
apreciar que cuanto mayor es la cadena alquilica del homdlogo mas

evidente se hace este comportamiento.

Esto puede ser atribuido a que, en mayor o menor grado tiene lugar
su biodegradacion y/o precipitacion en forma de sales calcicas vy
magnésicas. En el caso de la biodegradacidn, al tratarse de experiencias

prolongadas en el tiempo, son sensibles a posibles contaminaciones
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microbioldgicas pues ademas se producen las condiciones idoneas para
ello, aporte de: carbono (LAS), micronutrientes, oxigeno disuelto en aguay

temperatura ambiente (20 °C).
4.3.3. Columnas para alcoholes sulfato

En este caso, al disponer de cada uno de los homdlogos por
separado, el estudio en columna se realizd por separado para cada uno de

ellos, preparandose, por tanto, un total de 4 columnas para AS.

En cada caso para el estudio en continuo de adsorcidn se utilizdé una
disolucion de 10 mg-L™ del AS correspondiente en agua destilada. Igual que
en el caso del LAS, una vez alcanzado el equilibrio de adsorcion la
disolucién se cambié por agua destilada para realizar el estudio en
continuo de desorcion. En las 4 columnas se fijé un caudal constante a lo
largo del estudio de 0.109 mL-min™. El efluente fue analizado mediante LC-
MS/MS.

A la hora de ajustar los datos experimentales a los distintos modelos

de transporte propuestos, se partié de las siguientes condiciones iniciales:

u=0.199 cm-min™ (calculado segun la ecuacién 7.51)
C° (AS Cy,)= 10.0 mg-L™

C° (AS C14)= 10.0 mg-L™

C° (AS Cy6)= 10.0 mg-L™

C° (AS Cy5)= 10.0 mg-L™

L=5cm; psuelo = 1.223 g-cm’?’; 0=0.484

Aligual que en el caso del LAS, en los distintos modelos de transporte
se probaron tanto isotermas lineales, como las isotermas no lineales
previamente obtenidas en los estudios en batch. Estas Uultimas se

descartaron ya que se observd que daban lugar a peores ajustes.
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Igualmente, se estimaron las isotermas lineales a partir de los datos en
continuo, puesto que fijar su valor, segun los datos previamente obtenidos

en los estudios en batch, conducia a peores resultados.

En la figura 7.33 se encuentran representados los resultados del
experimento con los ajustes obtenidos para el modelo de transporte de
equilibrio local con isoterma lineal. En la tabla 7.18 se muestran los valores

obtenidos para los distintos parametros ajustados.
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Figura 7.33. Curvas obtenidas para el estudio en continuo de AS,
ajuste para equilibrio local con isoterma lineal

Tabla 7.18. Pardmetros del ajuste al modelo de equilibrio local con isoterma lineal,
para los datos en continuo de AS

D/u s
" R . .. Constante cinética de 2
Homodlogo Dispersividad .. R
Factor de retardo degradacion
(cm) . -1
(min™)
AS C,, 6.003 1.137 1.42-10° 0.987

AS Cyy 21.04 1.388 1.52:10 0.981
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En la figura 7.34 se encuentran representados los resultados del
experimento con los ajustes obtenidos para el modelo de transporte de no
equilibrio (limitaciones difusionales) con isoterma lineal. En la tabla 7.19 se

muestran los valores obtenidos para los distintos parametros ajustados.
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Figura 7.34. Curvas obtenidas para el estudio en continuo de AS, ajuste para no

equilibrio (limitaciones difusionales) con isoterma lineal

Tabla 7.19. Pardmetros del ajuste al modelo de no equilibrio (limitaciones
difusionales) con isoterma lineal, para los datos en continuo de AS

o A
. . D K
BRI Coeficiente de Constante Constante de
Homélogo  transferencia . L cinética de o R?
dispersion ., equilibrio
de masa {cmz-min'l ) degradacion (cmg_ .1)
{min'l) (min'l) g

AS C,, 5.282 0.223 1.42-10° 1.969 0.988
AS Cy4 0.968 0.270 1.52:107 7.881 0.981

En la figura 7.35 se encuentran representados los resultados del
experimento con los ajustes obtenidos para el modelo de transporte de no
equilibrio (dos sitios) con isoterma lineal. En la tabla 7.20 se muestran los

valores obtenidos para los distintos pardmetros ajustados.
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Figura 7.35. Curvas obtenidas para el estudio en continuo de AS, ajuste para no
equilibrio (dos sitios) con isoterma lineal

Tabla 7.20. Paradmetros del ajuste al modelo de no equilibrio (dos sitios) con
isoterma lineal, para los datos en continuo de AS

o

Coeficiente b . K f
et Coeficiente Constante Constante .
2 de . Coeficiente 2
Homoélogo , de cinética de de
transferencia . iy P o de dos
dispersion  degradacion equilibrio -
de masa {cmz-min'l ) (min'l) (cms-g'l) sitios
{min'l)
ASC,, 3.101 0.221 1.42:107 1.964 1.47-10°  0.988
AS Cy4 0.578 0.266 1.52:107 7.857 4.43-10° 0.981

Para los tres modelos propuestos, equilibrio local, no equilibrio con
limitaciones difusionales y no equilibrio de dos sitios, se obtuvieron buenos
ajustes, con valores para los distintos parametros muy semejantes entre si.
Por tanto, se concluye que asumir un equilibrio local es una aproximacion

razonable para describir el comportamiento de AS en columna.

Al analizar los resultados, se observé el mismo fenédmeno observado
en la columna de LAS, la concentracion de equilibrio del efluente quedaba

por debajo del valor del influente, para las dos columnas. Este fenédmeno se
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atribuyo, al igual que anteriormente, a una posible biodegradacién y/o

precipitacion en forma de sales calcicas y magnésicas.

Para los homodlogos Ci y Cig de AS, no se pudieron obtener las curvas
de rotura, ya que durante el transcurso de estas dos experiencias se
observd la aparicion de una fase blanquecina al inicio de ambas columnas,
figura 7.36, que fue disminuyendo su permeabilidad. La disminucion
continuada de la permeabilidad fue dificultando el flujo de influente a
través del lecho, que se tradujo en un aumento del tiempo de goteo
(tiempo transcurrido entre cada gota en el colector de fracciones). En la
figura 7.37 se ha representado a modo ilustrativo, el aumento del tiempo
de goteo con el nimero de tubos colectados para la columna de suelo del

homoélogo Cy6 de AS.

-

Figura 7.36. Fotografias de las sustancias blanquecinas aparecidas
en las columnas de AS Cy(izquierda) y AS Cy5 (derecha)
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Figura 7.37. Tiempo de goteo del colector
para la columna del homdlogo C;sde AS

Esta acumulacion blanquecina puede atribuirse a un fenédmeno de
precipitacion, estando en consonancia con los resultados obtenidos en las
cinéticas y en el equilibrio de adsorcion, para estos mismos homologos.
Este hecho indica nuevamente un mejor comportamiento en columna para

el LAS y predice un mejor comportamiento ambiental en suelo.
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5. SIMULACION DEL COMPORTAMIENTO EN CAMPO

Una vez obtenido el modelo de transporte para un compuesto en una
columna de suelo de 5 cm, se puede simular su comportamiento en campo

para cualquier caudal (riego con agua) deseado.

En este caso, a la hora de simular el comportamiento de los analitos
en campo, se establecieron las mismas condiciones de riego que se
utilizarian en los estudios de campo, un riego diario con 480 L de agua para
una superficie de 4 m>. Para esas condiciones se calculé la tasa de flujo
diario promedio y se utilizd en el modelo de transporte correspondiente
para calcular cual seria la distribucién de concentraciones maximas de
compuesto que cabria esperar en las distintas profundidades del suelo de
una parcela real. De esta forma se podria obtener la profundidad a la que
dicho compuesto alcanza su valor de concentracion PNEC (concentracion
maxima prevista sin efecto) a fin de evaluar una posible contaminacion del

acuifero.

Para todos los compuestos se supuso la misma concentracién inicial
en el agua de dopado (C° = 17 mg-L™). En el caso del LAS, su valor PNEC en
agua’ es de 0.27 mg-L'". La distribucién obtenida para el LAS se muestra en
la figura 7.38.
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Figura 7.38. Distribucion del LAS en funcion de la profundidad del suelo

La concentracién de LAS a partir de una profundidad aproximada de
1 m, cae por debajo de su valor PNEC, descartando asi una posible

contaminacion del acuifero.

En el caso del AS Cy5, su valor PNEC en agua30 es de 0.088 mg-L’l. La

distribucidn obtenida para el AS C1, se muestra en la figura 7.39.

—e—  Solucién numérica
PNEC (AS C;,)

C(mg-L?)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Profundidad (cm)
Figura 7.39. Distribucion del AS C;, en funcion de la profundidad del suelo
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La concentracion de AS C;, a partir de una profundidad aproximada
de 25 cm, cae por debajo de su valor PNEC, descartando asi una posible

contaminacion del acuifero.

En el caso del AS Cy4, su valor PNEC en agua‘q’0 es de 0.0045 mg-L’l. La

distribucién obtenida para el AS Cy4 se muestra en la figura 7.40.
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Figura 7.40. Distribucion del AS Cy, en funcion de la profundidad del suelo

La concentracion de AS Cy4 a partir de una profundidad aproximada
de 40 cm, cae por debajo de su valor PNEC, descartando asi una posible

contaminacion del acuifero.

Este tipo de simulaciones, constituyen una aproximacion del
comportamiento de un compuesto, que podria utilizarse como una primera
evaluacién del riesgo, siendo siempre necesario su estudio en campo a la
hora de conocer con certeza su comportamiento. La simulacién realizada

para ambos tensioactivos predice un buen comportaniento ambiental.



Capitulo VIII

Aplicacion del Método a Suelos
Agricolas. Modelizacidon en
Campo
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En el presente Capitulo se aborda el estudio de los tensioactivos
seleccionados a lo largo de la presente Tesis Doctoral en una parcela

agricola situada en la Vega de Granada (fase 3 de la figura 7.1).

En primer lugar se describen brevemente las principales
caracteristicas de la region agricola. A continuacion, se realiza una
descripcidn de la parcela experimental. Llegado este punto se describe la
metodologia experimental puesta a punto para este tipo de estudios.
Finalmente se muestran los resultados obtenidos para los distintos
compuestos estudiados en campo, discutiendo los modelos obtenidos en

cada caso y obteniendo las conclusiones oportunas.

1. LA VEGA DE GRANADA

A continuacion, se comentan las principales caracteristicas de la

region donde se han desarrollado los estudios, La Vega de Granada.

1.1. Antecedentes historicos

Hace miles de afios, la Vega de Granada, era una densa zona boscosa,
donde se practicaba la caza, poseia extensas zonas de marjales inundadas.
La mayor transformacion fisica se debid a la aparicion de la agricultura y la
ganaderia. En la época musulmana se diseid el actual sistema de regadio
por acequias, que riegan casi toda la Vega y que derivan de los principales
cursos de agua superficial. Existen pocos datos de la utilizacion del agua en
civilizaciones anteriores, aunque se conservan restos de obras hidraulicas

romanas e incluso iberas.
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Hasta la segunda mitad del siglo XX, no se produjeron cambios
significativos en la explotacién del acuifero. Estos cambios supusieron la
creacion de pozos de gran didmetro a lo largo del cauce del rio Genil,
aunque la explotacion del acuifero seguia siendo minima. En afios
posteriores se siguieron construyendo pozos en la parte baja de la Vega,

conservandose en la actualidad mas de un millar de este tipo de sondeos.

A partir de los afios 60, la agricultura de la Vega sufre un nuevo
empuje, que se ve reflejado en la realizacion de grandes sondeos, y ademas
se profundizan algunos de los ya existentes. Es en el ultimo cuarto de siglo
cuando se construyen los embalses de Quéntar (1973) y Canales (1988),

gue recogen parte de las aguas de deshielo.
1.2. Caracteristicas fisicas y socioecondmicas

El drea de la Vega de Granada corresponde a una vasta llanura de
aluvién que se extiende a ambas margenes del rio Genil, entre las
poblaciones de Cenes de la Vega, al Este, y de Lachar, al Oeste. Los
materiales que la forman son los depdsitos aluviales del rio Genil y de sus
afluentes de cabecera, los rios Dilar, Monachil, Darro, Cubillas y Velillos.
Sus dimensiones son de 22 Km de longitud (en sentido Este-Oeste) por
unos 8 Km de anchura, con espesores superiores a 250 metros en el sector

central'®®

. El acuifero detritico de la Vega de Granada cuenta con unos
recursos hidricos de 18000 hm*-ha™ y unas reservas explotables de 1000
hm®. La explotacién neta todavia no alcanza el 50 % de los recursos
renovables y el excedente escapa del sistema a través de emergencias. La

pluviometria y temperatura medias anuales del area son de 450 mm (altura

196 A castillo. Estudio hidroquimico del acuifero de La Vega de Granada. Tesis Doctoral, Universidad

de Granada, 1986.
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de la capa de agua) y 15 °C, respectivamente'®’. En esta extension se
concentra una poblacién de aproximadamente medio millén de habitantes.
Ademas, existe una intensa explotacion agricola que abarca una superficie
de regadio de mas de 15000 ha. Esta zona corresponde al 95 % de la
superficie del acuifero, y en ella el espesor no saturado es inferior a 25 m

en mas de la mitad de su extension.

1.3. Calidad de las aguas subterraneas

Las aguas del acuifero proceden en mas de un 70 % de la infiltracion
de escorrentias del deshielo de Sierra Nevada, hecho que condiciona que
los sectores de mejor calidad se localicen en la cabecera del acuifero (area
Sur-oriental) y bajo la cabecera del rio Genil. Existen focos puntuales de
enriquecimientos salinos y de contaminacidon por nitratos, esta ultima
debida al empleo de fertilizantes agricolas. Las aguas mas salinas se
localizan en los sectores de Sierra Elvira-Alitaje, aeropuerto Romilla-Lachar

y Maracena-Pulianas.

En cuanto a la contaminacion de la zona, destaca la presencia de

19 En estudios realizados en

plaguicidas, sobre todo organoclorados (OCls)
los afios 80 se detectaron'® contaminaciones por OCls en las aguas
superficiales y suelos de cultivo de la provincia de Granada. Estos
plaguicidas presentan una elevada persistencia y hoy en dia su uso se halla
muy restringido o, incluso, prohibido. En otro estudio realizado en aguas de

la zona saturada del acuifero®® entre los afios 1993 y 1994, sélo se

Y97 A, Castillo. EI embalse subterrdneo de La Vega de Granada, uno de los mds importantes de

Andalucia. Tierra y Tecnologia 9; 37-42, 1995.

M.J. Acuia. Contaminacion por plaguicidas organoclorados en La Vega de Granada. Tesis
Doctoral, Universidad de Granada, 1981.

C. Augustin. Contaminacion por plaguicidas en aguas superficiales y suelos de cultivo de la
provincia de Granada. Tesis Doctoral, Universidad de Granada, 1983.

C. De la Colina. Metodologia para la determinacion de residuos de plaguicidas en aguas.
Aplicacion al acuifero de La Vega de Granada. Tesis Doctoral, Universidad de Granada, 1996.
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199

200
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encontraron 10 contaminaciones cercanas o superiores al nivel establecido
por la Unién Europea” (0.1 pgL?), siendo la contaminacién mas
importante por su extensién, la debida al captano. También se detectaron
contaminaciones puntuales y esporadicas por el herbicida triazinico
triazina, durante los meses de verano. Por tanto, la ausencia de
contaminaciones por plaguicidas en los trabajos realizados recientemente

hace resaltar el poder de depuracién de la zona no saturada.

Se debe tener en cuenta que la contaminacion del acuifero depende
de factores externos, no controlables, como el aporte hidrico que recibe el
acuifero y de la cantidad de riego aplicado en practicas agricolas. El riesgo
de contaminacion puede ser mayor en estos casos, por lo que los estudios
de prevencién son importantes para conservar la calidad de las aguas de

este acuifero.

W17, Steenhuis, W. Staubitz, M.S. Andreini, J. Surface, T.L. Richard, R. Paulsen, N.B. Pickering, J.R.

Hagerman, L.D. Geohring. Preferencial movement of pesticides and traces in agricultural soils. J.
Irrig. Drain. Eng. 116; 50-66, 1990.
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2. ESTUDIO DE MODELIZACION EN CAMPO

Una vez caracterizadas las matrices involucradas en el estudio del
comportamiento (suelo agricola y agua de pozo), (fase 1) y realizados los
estudios de laboratorio (fase 2) se procedid con los estudios de

modelizacion en campo (fase 3).

Los estudios de campo se realizaron con el objetivo de evaluar el
comportamiento de los tensioactivos en un ambiente real para dichas
matrices, como es el suelo agricola de la Vega de Granada, y relacionarlo

con el comportamiento obtenido mediante los estudios de laboratorio.

Para la realizacién de los estudios de campo, en primer lugar fue
necesaria la ejecucién de algunas experiencias previas concernientes a la
preparacion de la zona de experimentacion dentro de la huerta (parcela
experimental), la puesta a punto de la metodologia experimental (dopado,
toma de muestra, tratamiento de muestra) y la adecuada seleccién de los

materiales necesarios.

2.1. Descripcion de la parcela experimental

Dentro de la Huerta de Santa Maria se delimité una parcela con una
extension de 1000 m?, donde se realizarian los distintos estudios de campo.
En la figura 8.1 se muestra el aspecto general de la parcela experimental.
En el suelo agricola de dicha parcela no se ha utilizado ningun tipo de
pesticida, herbicida o insecticida en los Ultimos 10 afios. Esta condicion es
muy importante, porque no sélo en estos productos pueden estar
presentes los compuestos en estudio, sino que ademads, con su uso, se

podria alterar la microbiota del suelo.
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Figura 8.1. Fotografia de la parcela experimental.
Huerta de Santa Maria (Vega de Granada)

Dentro de la parcela se realizaron distintas subparcelas de 4 m? (2x2
m), y cada una de ellas se utilizé para los ensayos con un tensioactivo
concreto. En la figura 8.2 se muestran con mas detalle las subparcelas
realizadas dentro de la parcela experimental. Al inicio del estudio
correspondiente, en todas las subparcelas realizadas se procedia a la
limpieza a mano de toda la vegetacion superficial existente, pues ésta
podria interferir en los mecanismos de adsorcidon-desorcion, degradacion
de los compuestos bajo estudio e interfiriendo en la influencia de algunas

variables climatolégicas como el indice de evaporacion del agua.

Figura 8.2. Vista de las subparcelas al inicio del estudio
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Durante los estudios se realizé un seguimiento de la temperatura y la
humedad del suelo. Para ello se utilizé un equipo de la casa comercial*®
AquaCheck, compuesto por una sonda de temperatura y humedad y un
registrador de datos inaldmbrico, figura 8.3. La sonda estd provista de seis

termdmetros digitales y seis sensores de humedad distribuidos cada 10 cm.

Figura 8.3. Registrador de datos inaldmbrico AquaCheck Hand-held RF Logger
(izquierda); Sonda AquaCheck Il probe (derecha)

La sonda se instalé en una de las sub-parcelas experimentales, figura
8.4, introduciéndola en el suelo de manera que el primer sensor quedara a
una profundidad de 1 cm aproximadamente (superficie). Esto significa que
el registro del segundo sensor correspondera a una profundidad
aproximada de 10 cm, el tercero a 20 cm, y asi sucesivamente hasta los 50
cm de profundidad. Las medidas de temperatura y humedad se registraron
cada media hora durante cada experiencia, y os datos se descargaron de la
sonda por medio del registrador de datos inaldmbrico. Una vez en el
laboratorio, los datos almacenados en el registrador portatil, se

transfirieron a un ordenador utilizando el software de visualizacidon

202 AquaCheck. Soil Moisture management. Products: probes, data loggers and software. URL:

http://www.aquacheck.co.za (Visitada el 11/7/2012).
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CropGraph 3.5.5, el cual permite una facil representacién y tratamiento de
los datos. Los datos registrados en esta sub-parcela servirian de referencia
para el resto de subparcelas.

Figura 8.4. Vista general de la sonda Aquacheck en la subparcela experimental

La temperatura y humedad del aire, asi como la velocidad y direccién
del viento fueron datos suministrados por la Estacién Meteoroldgica del
Aeropuerto de Granada (84190 - LEGR), situado en el municipio de Santa

Fe, en las cercanias de la Huerta de Santa Maria.
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2.2. Descripcion de la metodologia experimental

A continuacidén, se describe la metodologia experimental empleada

durante el desarrollo de los estudios de campo.
2.2.1. Tratamiento o dopado

En esta etapa, como simulacion de un aporte del tensioactivo
correspondiente en el suelo agricola, se empled el riego por inundacién
con agua de pozo donde previamente se habia disuelto una determinada
cantidad del tensioactivo a estudiar, figura 8.5. La cantidad de agua de
pozo establecida fue de 120 L-m™. Dado que cada subparcela tiene una
superficie de 4 m? se necesitaron 480 L de agua de pozo. Para aportar dicha

cantidad, el tiempo necesario a un flujo de 37.5 L'min™ fue de 12.8 min.

Figura 8.5. Fotografia de la etapa de tratamiento o dopado

El compuesto en estudio se introduce a una concentracion elevada
para establecer su comportamiento en las distintas profundidades.

Ademads, este aporte supone una exposicion del suelo al compuesto por
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encima de los valores habitualmente encontrados en un vehiculo usual
como es el agua residual. Este hecho representa una mayor garantia en
cuanto al comportamiento del compuesto, en el caso de una supuesta y
drastica aportacion en este ambiente. Cabe destacar que antes del dopado

de la subparcela, se realizéd una toma de muestra a modo de blanco.

2.2.2. Toma de muestra y riego sucesivo

Una vez contaminada la parcela experimental, se llevaron a cabo
sucesivamente dos operaciones, una primera de muestreo y a continuacién
otra de riego, durante el tiempo necesario para que la concentracién
encontrada del compuesto en estudio, cayera por debajo de su limite de

cuantificacién segun la metodologia analitica aplicada.

Por medio de ensayos previos se observé que debia haber una mayor
frecuencia de toma de muestra en la primera semana de la aplicacion,
correspondiente al primer tramo del decaimiento de la concentracion ya
gue suministra los datos mas concluyentes del comportamiento del analito
en el campo. Por lo tanto, durante la primera semana se realizaba una
toma de muestra cada dia. Pasada la primera semana, la frecuencia de
toma de muestra iba disminuyendo con el tiempo. La frecuencia de regadio
se establecid, segun estudios previos, en un riego diario, y se mantuvo

constante durante todo el tiempo que durara cada estudio.

En estudios preliminares se comprobd la ausencia de los analitos en
las muestras de agua de pozo empleada en los riegos, asi como en las
muestras de suelo tomadas con anterioridad a la aplicacién de los

tensioactivos.

La toma de muestra se realizd a distintas profundidades (2, 10, 20,

30, 40, 50 y 60 cm) mediante el uso de un muestreador de 2 cm de calado y
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una barrena helicoidal tipo EIJKELKAMP, figuras 8.6 - 8.7. Como convenio
en la presente estudio, al referirse a la toma de muestra a diferentes
profundidades, se procuré seleccionar una muestra representativa de cada
tramo, de tal forma que, por ejemplo, cuando se emplea el término
“profundidad 20 cm”, significa que ésta fue la profundidad maxima
excavada y que se refiere a todo el tramo que abarca desde la profundidad
maxima excavada previamente (en este caso 10 cm) hasta los 20 cm. A la

muestra de 2 cm se le denomind muestra superficial.

Figura 8.7. Toma de muestras de 10, 20, 30, 40, 50 y 60 cm, barrena helicoidal

El agujero resultante de la toma de muestra se rellend con tierra
limpia para evitar la entrada de agua durante el riego posterior y se
sefializd adecuadamente para evitar muestrear de nuevo sobre la misma

zona y asegurar un muestreo representativo del total de la subparcela. Una
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vez tomada cada muestra, se realizé el riego correspondiente con la

cantidad de agua de pozo establecida (120 L:m™).
2.2.3. Pre-tratamiento de muestra

A las distintas muestras de suelo tomadas, se les adiciond
inmediatamente 5 mL de una disolucién de formaldehido 1 % (m/v) para
detener la actividad bioldgica y asi evitar su alteracion. A continuacion, se
les dejo secar a temperatura ambiente, normalmente durante un periodo
de 24 h. Posteriormente, se molturd y uniformizé el tamaiio de particula
pasando cada muestra por un tamiz de 2 mm. Por ultimo, las muestras se
introdujeron en bolsas estériles debidamente etiquetadas, y se llevaron al
laboratorio donde se conservaron a 4 °C hasta su analisis. En la figura 8.8

se muestran imagenes de las etapas del pre-tratamiento de muestra.

Figura 8.8. Fotografias de las etapas del pre-tratamiento de muestra
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2.2.4. Andlisis

Una vez en el laboratorio, las muestras de suelo se analizaron segun
la metodologia desarrollada en la presente Memoria, extraccion mediante
ultrasonidos y analisis mediante LC-MS/MS, estableciendo las funciones de
calibracion en matriz de suelo agricola. Cuando fue necesario se realizd una

dilucion de la muestra hasta entrar dentro del RDL del método.

2.3. Estudio estacional

Una vez puesta a punto la metodologia experimental para el estudio
del comportamiento de un compuesto en el campo, se procedié a la

realizacion de las distintas experiencias para los siguientes compuestos:

= Nitrato potasico (trazador).
=  Mezcla comercial de LAS.

= AS.
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2.3.1. Trazador

Durante la primavera de 2009, se realizd una primera experiencia de
trazado quimico (i6n nitrato) y fisico (humedad del suelo), con el fin de
estudiar el comportamiento hidrodindmico de la ZNS considerada, frente a
las condiciones de ensayo previamente propuestas para los estudios de

campo (principalmente la frecuencia de riego).

La experiencia se realizo durante los Ultimos dias del mes de Mayo de
2009, siendo la dosis de nitrato sddico aplicada en la subparcela
correspondiente de 60 g-m™. Para ello se pesaron 240 g de nitrato sédico
gue se disolvieron inicialmente en una pequefia cantidad de agua de pozo.
A continuacidn, esa disolucion se aportd al total de 480 L de agua de pozo
homogéneamente en el primer riego de la subparcela. Durante este
tratamiento se realizaron 4 tomas de muestra, diariamente durante cuatro
dias. Las muestras se analizaron mediante el uso de un electrodo de ion
selectivo (nitrato). El electrodo se calibré preparando suspensiones de
suelo/agua de concentracion creciente de ion nitrato. Una vez calibrado,
las muestras se analizaron preparandolas en suspensién a la misma

relacidn suelo/agua que los patrones.

A. Evolucién de los parametros ambientales. En las figuras 8.9 - 8.10.
se muestran los datos medidos de temperatura y humedad a diferentes
profundidades (superficial, 10, 20, 30, 40 y 50 cm de profundidad).
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Figura 8.10. Humedades a diferentes profundidades

En la figura 8.10 se observa que el frente de infiltracion en la toma 1
(realizada a las 24 h) alcanza hasta la profundidad de 40 cm. Por lo tanto,

para la primera toma de muestra el frente de infiltracién ain no ha llegado
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a la profundidad méaxima excavada (60 cm), asegurandose una adecuada

captura y seguimiento del mismo.

También, se observa que la variabilidad, tanto de la temperatura
como de la humedad, disminuye al aumentar la profundidad. Esta
observacion fue comun en todos los tratamientos. En |la tabla 8.1, se

muestran los parametros ambientales.

Tabla 8.1. Pardmetros ambientales para el tratamiento con trazador

PARAMETROS AMBIENTALES

Temperatura ambiente (°C) Humedad ambiental
Max. Med. Min. (%)
249 20.9 11.8 49.3
Precipitacion total de lluvia y/o nieve Velocidad media del
derretida (mm) viento (km-h)
No hubo lluvia durante este estudio 8.1

B. Evolucion del nitrato sddico en la subparcela. En la tabla 8.2 se
muestran las concentraciones de nitrato sddico obtenidas en los andlisis de
las diferentes muestras de suelo. Con las concentraciones encontradas a
cada profundidad se calcularon los gramos totales de NaNOsz a cada
tiempo, M, para toda la extension del suelo de la subparcela (superficie -
60 cm) suponiendo en ese tramo una densidad aparente constante (psyelo =
1.223 g-cm’3). Por otra parte, considerando la cantidad inicialmente puesta,

My = 240 g NaNOs, se calcularon las correspondientes fracciones M/M.
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Tabla 8.2. Resultados para el estudio con trazador en la subparcela

Concentracion (mg NaNOs-kg™ suelo)

muestra Toma 0 Tomal Toma2 Toma3 Tomaéd
(blanco) 24 h 48h 72h  96h
2 cm (superficie) 0.20 329.38 22.57 7.00 3.25
10cm 1.12 143.79 26.05 15.23 6.54
20cm 2.50 63.33 67.90 33.54 16.46
30cm 0.66 20.60 79.06 46.35 30.22
40 cm 0.20 9.21 51.64 72.68 56.65
50 cm 2.04 1.90 43.39 56.75 65.05
60 cm 0.32 0.29 10.12 46.86 68.23

M (g de NaNO;)
Parcela total 3.263 135.134 135.737 131.969 118.627
M/M,

Parcela total 0.563 0.566 0.550 0.494

En las figuras 8.11 - 8.12 se representan los resultados obtenidos.
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Figura 8.12. Concentraciones de nitrato en funcién de la profundidad

De la observacion de los resultados, se llega a la conclusiéon de que el
nitrato avanza practicamente igual que lo hace el frente de infiltracion,
alcanzado en la primera toma hasta los 40 cm. La cantidad de nitrato
permanece constante para el total de la subparcela durante las tres
primeras tomas, notandose mas una cierta disminucidn a partir de la toma
4, una vez que el frente de infiltracion comienza a pasar la maxima
profundidad excavada. En cuanto a la pérdida con respecto a la cantidad
inicialmente puesta, puede deberse a fendmenos de difusién a través de

los laterales de la subparcela.

Tanto el trazado fisico como el quimico pusieron de manifiesto el
mismo comportamiento hidrodindmico de la ZNS frente a las condiciones
propuestas. Se obtiene una leve progresion del frente de infiltraciéon que

en 24 h alcanza hasta una profundidad de 40 cm.
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2.3.2. Alcoholes sulfato

Esta experiencia se realizd durante la primavera de 2010. Debido a la
gran diferencia entre las proporciones para cada homologo en las mezclas
comerciales de AS, para tratar de que las cantidades puestas de cada
homodlogo fueran del mismo orden de magnitud, y asi asegurar un correcto
estudio de todos sus homologos, se utilizaron dos mezclas comerciales,
tabla 2.3. Una consistido en AS de Coco con una proporcion mas alta para
los homdlogos de cadena mas corta y otra mas rica en los homodlogos de

cadena mas larga que fue AS EMPICOL.

La cantidad de AS total aplicada en la subparcela correspondiente fue
de5.3 g-m‘z. Para ello, se pesaron 20.0 g de cada mezcla comercial de AS, y
se disolvieron inicialmente en una pequefia cantidad de agua de pozo. A
continuacion, esa disolucion se aporté al total de 480 L de agua de pozo
homogéneamente en el primer riego de la subparcela. Por lo tanto la
concentracién final de AS en el agua de pozo fue de 44.38 mg-L". En este
estudio se realizaron un total de 8 tomas de muestra, teniendo las 4
primeras una frecuencia diaria. Una vez en el laboratorio las muestras de
suelo se analizaron segun la metodologia analitica anteriormente

desarrollada.

A. Evolucion de los parametros ambientales. En las Figuras 8.13 - 8.14,
se muestran los datos de temperatura y humedad a las diferentes
profundidades (superficie, 10, 20, 30, 40 y 50 cm de profundidad).
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Figura 8.14. Humedades a diferentes profundidades

En la tabla 8.3, se muestran los parametros ambientales medidos.
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Tabla 8.3. Pardmetros ambientales durante el tratamiento con AS

PARAMETROS AMBIENTALES

Temperatura ambiente (°C) Humedad ambiental
Max. Med. Min. media (%)
23.0 11.6 0.9 64.0
Precipitacion total de lluvia y/o Velocidad media del
nieve derretida (mm) viento (km-h)
5.84 (Hubo lluvia los dias 22 y 30 79
de marzo de 2010) )

B. Evolucidn del AS en la subparcela. En las tablas 8.4 - 8.8 se muestra
la concentracion de cada homodlogo obtenida en los analisis de las
diferentes muestras de suelo. Se han eliminado las muestras en las que no
se encontrd al analito. Igual que anteriormente, con las concentraciones
encontradas a cada profundidad se calcularon los gramos totales de AS a
cada tiempo, M, para toda la extensidon del suelo de la subparcela
(superficie - 60 cm) suponiendo en ese tramo una densidad aparente
constante (Psuelo = 1.223 g-cm'3). Por otra parte, considerando la cantidad
inicialmente puesta, My = 21.3 g de AS, se calcularon las correspondientes
fracciones M/M,.

Tabla 8.4. Resultados para el AS Total en la subparcela
Concentracion (mg AS Total-kg'1 suelo)
Muestra Tomal Toma2 Toma3 Tomad4 Toma5 Toma6 Toma7 Tomas8
225h 46.5h 705h 945h 1425h 190.5h 2385h 430h
2cm(sup)  75.0 58.0 54.5 40.4 19.4 12.1 5.15 0.62

10cm 14.4 8.29 7.73 4.46 3.79 1.55 0.52 0.24
20cm 3.56 2.04 1.04 0.51 0.26 0.12 0.06 0.03
30cm 0.69 0.46 0.40 0.19 0.12 0.10 0.08 0.02
40cm 0.27 0.13 0.09 0.08 0.06 0.04 0.03 0.01
50cm 0.08 0.07 0.05 0.02 0.01

M (g de AS Total)
Parcela total 15.2 10.2 9.14 6.10 3.61 1.93 0.80 0.18
M/M,
Parcelatotal 0.71 0.48 0.43 0.29 0.17 0.09 0.04 0.01
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Tabla 8.5. Resultados para el AS C;, en la subparcela
Concentracion (mg AS Clz-kg'1 suelo)

Muestra Tomal Toma2 Toma3 Tomad4 Toma5 Toma6 Toma7 Toma8
225h 46.5h 705h 945h 1425h 190.5h 2385h 430h
2 cm (sup) 13.0 6.93 7.04 3.83 3.44 0.71 0.07 0.06

10cm 6.20 3.16 3.38 1.61 1.40 0.18 0.07
20cm 3.04 1.77 0.89 0.40 0.18 0.05 0.01
30cm 0.64 0.37 0.34 0.15 0.08 0.07 0.06
40cm 0.26 0.10 0.04 0.03 0.02 0.01
50cm 0.08 0.07 0.05 0.02 0.01

M (g de AS C;,)
Parcela total 5.63 3.05 2.66 1.31 1.03 0.21 0.07 0.005
M/M,
Parcela total 0.63 0.34 0.30 0.15 0.12 0.02 0.01 0.001

Tabla 8.6. Resultados para el AS C14 en la subparcela
Concentracién (mg AS Cy,-kg ™ suelo)

Muestra Tomal Toma2 Toma3 Tomad4 Toma5 Toma6 Toma7 Toma8
225h 46.5h 70.5h 945h 1425h 190.5h 2385h 430h
2 cm (sup) 6.37 5.88 5.00 2.82 0.64 0.49 0.10 0.03

10cm 1.67 1.02 0.69 0.39 0.16 0.09 0.04 0.01
20cm 0.30 0.11 0.06 0.04 0.04 0.03 0.04 0.02
30cm 0.05 0.09 0.06 0.04 0.04 0.03 0.02 0.02
40cm 0.01 0.03 0.06 0.05 0.04 0.03 0.03 0.01

M (g de AS Cy,)
Parcela total 1.45 1.09 0.85 0.49 0.18 0.13 0.07 0.03
M/M,
Parcela total 0.58 0.43 0.34 0.20 0.07 0.05 0.03 0.01

Tabla 8.7. Resultados para el AS Ci5 en la subparcela
Concentracion (mg AS C15-kg'1 suelo)
Muestra Tomal Toma2 Toma3 Toma4 Toma5 Toma6 Toma7 Toma$8
225h 465h 705h 945h 1425h 190.5h 2385h 430h
2 cm (sup) 17.8 13.2 12.0 8.52 5.04 2.08 1.69 0.20
10cm 3.08 2.02 1.80 1.13 0.94 0.23 0.09 0.09
20cm 0.14 0.10 0.06 0.05 0.03 0.02 0.01 0.01
M (g de AS Cy)
Parcela total 3.02 2.13 1.92 1.30 0.872 0.31 0.21 0.06
M/M,
Parcela total 0.80 0.56 0.51 0.35 0.23 0.08 0.06 0.02
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Tabla 8.8. Resultados para el AS Ci5 en la subparcela
Concentracion (mg AS Cm-kg‘1 suelo)
Muestra Tomal Toma2 Toma3 Toma4 Toma5 Toma6 Toma7 Toma8
225h 46.5h 70.5h 945h 1425h 190.5h 2385h 430h

2 cm (sup) 37.7 32.0 30.5 25.2 10.3 8.83 3.28 0.34
10cm 3.47 2.09 1.85 1.33 1.28 1.05 0.32 0.14
20cm 0.07 0.05 0.03 0.02 0.02 0.01

M (g de AS C,3)
Parcela total  5.08 3.98 3.72 2.99 1.52 1.28 0.45 0.09
M/M,
Parcela total  0.83 0.65 0.61 0.49 0.25 0.21 0.02 0.02

Los analitos eran retenidos en los primeros centimetros del suelo,
alcanzando el homélogo de cadena mas corta hasta una profundidad de 50
cm. En esta franja de la subparcela ocurria su completa degradacion. Las
cantidades totales de tensioactivo, M, en funcién del tiempo, se ajustaron
a un modelo de degradacién de primer orden (monofasico o cinética de un
compartimiento) basado en la ecuacion exponencial de primer orden,

ecuacion 7.36. En la figura 8.15 se representan los ajustes obtenidos.
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Figura 8.15. Variacion de la cantidad de AS con el tiempo
para toda la extension del suelo de la subparcela

En la tabla 8.9 se muestran los pardmetros obtenidos en cada uno de
los ajustes asi como el coeficiente de determinaciéon. Una vez conocida la
constante de degradacién, k, el valor para la vida media, t;,, de cada

compuesto se calculé por medio de la ecuacion 7.38.
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Tabla 8.9. Pardmetros del ajuste para los AS

Compuesto k (h?) t 1/, (h) M, (g) R* (%)
AS Total 1.21-102 57.2 19.6 99.1
AS Cy, 1.78-102 39.0 8.12 97.7
AS Cy, 1.43-10° 48.3 2.06 99.0
AS Cy¢ 1.13-102 61.2 3.86 98.8
AS Cy5 8.90-10° 78.0 6.31 98.2

El tiempo de vida media obtenido se sitlua entre las 39 y 78 horas
aproximadamente (1.6 - 3.2 dias). Se observd que el tiempo de vida media
aumentaba conforme aumentaba la longitud de la cadena del tensioactivo,
de forma que el homdélogo Cy5 presentd el doble de tiempo de vida media
que el homdlogo Ci,. En la figura 8.16 se muestra la variacion de t1, y k

con la longitud de la cadena.

80 - 0,020 -
60 1 0,015
< T ¢
=40 - < 0,010 -
o X
20 - 0,005 -
0 T T r T — 0,000
Total Cl2 Cl4 Cl6 (I8 Total C12 (14 Cl6 (18
Homalogo de AS Homalogo de AS

Figura 8.16. Variacion de t,/, (izquierda) y k (derecha)
con la longitud de cadena

En la figura 8.17 se compara la cantidad inicial de tensioactivo, M,,
obtenida mediante el ajuste de los datos frente a la realmente puesta en el
tratamiento de la subparcela. Se observé que ambos valores fueron similares
para todos los homoélogos, lo que indica la idoneidad del modelo propuesto

para el sistema estudiado.
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Figura 8.17. Comparacion entre M, previstas y reales para los AS
2.3.3. LAS

Esta experiencia se realizé durante la primavera de 2011, siendo la
dosis de LAS aplicada en la subparcela correspondiente de 5.5 g-m'z. Para
ello se pesaron 40.898 g de la mezcla comercial de LAS y se disolvieron
inicialmente en una pequefia cantidad de agua de pozo. A continuacion,
esa disolucidn se aporto al total de 480 L de agua de pozo en el primer
riego de la subparcela. Por lo tanto la concentracion final de LAS en el agua

de pozo fue de 45.83 mg-L™.

En este tratamiento se realizaron un total de 8 tomas de muestra,
teniendo las 4 primeras una frecuencia diaria. Una vez en el laboratorio las
muestras de suelo se analizaron segun la metodologia analitica

anteriormente desarrollada.

A. Evolucidén de los parametros ambientales. Los datos obtenidos para

las medidas de temperatura y humedad a las diferentes profundidades
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(superficie, 10, 20, 30, 40 y 50 cm de profundidad) se muestran en las
Figuras 8.18 - 8.19.
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En la tabla 8.10, se muestran los valores para los pardametros

ambientales durante el estudio.

Tabla 8.10. Paradmetros ambientales durante el tratamiento con LAS

PARAMETROS AMBIENTALES

Temperatura ambiente (°C)

Humedad ambiental media

7 y 8 de mayo de 2011)

Max. Med. Min. (%)
31.1 18.5 7 64.6
Precipitacion total de lluvia y/o Velocidad media del viento
nieve derretida (mm) (km-h?)
48 (Hubo lluvia los dias 2, 3, 4, 5, 57

B. Evolucidn del LAS en la subparcela. Las concentraciones de cada uno

de los homodlogos del LAS obtenidas en los analisis de las diferentes

muestras de suelo se muestran en las tablas 8.11 - 8.15, las muestras en

las que no se encontrd LAS no se muestran. Igual que anteriormente, con

las concentraciones encontradas a cada profundidad se calcularon los

gramos totales de LAS a cada tiempo, M, para toda la extension del suelo

de la subparcela (superficie - 60 cm) suponiendo en ese tramo una

densidad aparente constante (Psyelc = 1.223 g-cm'3). Por otra parte,

considerando la cantidad inicialmente puesta, My = 22 g LAS, se calcularon

las correspondientes fracciones M/M,.
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Tabla 8.11. Resultados para el LAS Total en la subparcela
Concentracion (mg LAS TotaI-kg'1 suelo)

Muestra Tomal Toma2 Toma3 Tomad4 Toma5 Toma6 Toma?7
24 h 48 h 72 h 96 h 144h 168h 240h
2 cm (sup) 10.1 54.6 16.8 27.9 11.5 5.19 3.73
10 cm 4.13 2.86 2.42 2.03 1.84
20cm 3.36 4.46 3.29 3.15 2.41
30cm 2.43 2.93 2.56 2.34 2.05
40 cm 2.57 2.37 2.26 2.06

M (g de LAS Total)
Parcela total 6.691 11.235 6.552 7.214 4.019 0.508 0.365
M/M,
Parcela total 0.304 0.511 0.298 0.328 0.183 0.023 0.017

Tabla 8.12. Resultados para el LAS Cy en la subparcela
Concentracion (mg LAS Cm-kg‘1 suelo)

Muestra Tomal Toma2 Toma3 Tomad4 Toma5 Toma6 Toma?7
24 h 48 h 72 h 96 h 144h 168h 240h
2 cm (sup) 0.75 2.00 0.80 1.02 0.55 0.37 0.38
10 cm 0.61 0.50 0.43 0.36 0.29
20 cm 0.54 0.85 0.71 0.67 0.45
30 cm 0.41 0.53 0.42 0.40 0.38
40 cm 0.42 0.41 0.37 0.36

M (g de LAS Cy)
Parcela total 0.98 1.27 0.99 0.94 0.57 0.04 0.04
M/M,
Parcela total 0.32 0.41 0.32 0.31 0.19 0.01 0.01

Tabla 8.13. Resultados para el LAS C;; en la subparcela
Concentracién (mg LAS Cy;-kg™ suelo)

Muestra Tomal Toma2 Toma3 Tomad4 Toma5 Toma6 Toma?7
24 h 48 h 72 h 96 h 144h 168h 240h
2 cm (sup) 2.45 11.8 3.36 6.25 2.56 0.93 0.93
10 cm 1.33 0.95 0.76 0.67 0.61
20cm 1.06 1.68 1.18 1.11 0.86
30cm 0.71 0.91 0.80 0.74 0.64
40 cm 0.77 0.70 0.67 0.62

M (g de LAS C,,)
Parcela total 2.00 3.13 1.93 2.08 1.22 0.09 0.09
M/M,
Parcela total 0.28 0.44 0.27 0.29 0.17 0.01 0.01
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Tabla 8.14. Resultados para el LAS C;; en la subparcela

Concentracion (mg LAS Cu-kg'1 suelo)

Muestra Tomal Toma2 Toma3 Toma4 Toma5 Toma6 Toma?7
24 h 48 h 72 h 96 h 144h 168h 240h
2 cm (sup) 3.54 20.2 5.77 10.5 4.24 1.74 1.22
10 cm 1.26 0.79 0.59 0.50 0.45
20cm 0.98 1.20 0.78 0.78 0.60
30cm 0.71 0.77 0.68 0.61 0.53
40 cm 0.74 0.66 0.65 0.56

M (g de LAS Cy,)
Parcela total 2.03 3.57 1.82 2.17 1.14 0.17 0.12
M/M,
Parcela total 0.30 0.53 0.27 0.32 0.17 0.03 0.02

Tabla 8.15. Resultados para el LAS Cy3 en la subparcela

Concentracion (mg LAS C13-kg'1 suelo)

Muestra Tomal Toma2 Toma3 Tomad4 Toma5 Toma6 Toma?7
24 h 48 h 72 h 96 h 144h 168h 240h
2 cm (sup) 3.31 20.7 6.84 10.1 4.09 2.15 1.20
10 cm 0.94 0.62 0.63 0.50 0.49
20cm 0.78 0.73 0.62 0.59 0.50
30cm 0.61 0.72 0.66 0.59 0.51
40 cm 0.64 0.59 0.57 0.52

M (g de LAS C;3)
Parcela total 1.682 3.261 1.816 2.018 1.08 0.210 0.117
M/M,
Parcela total 0.332 0.645 0.359 0.399 0.215 0.042 0.023

Los resultados mostraron que el LAS quedaba retenido
principalmente en los primeros centimetros del suelo, alcanzando hasta
una profundidad de 40 cm. En esta franja de la subparcela tenia lugar su
completa degradacion. Las cantidades totales de tensioactivo, M, en
funcion del tiempo, se ajustaron a un modelo cinético de degradacién de
primer orden (monofasico o cinética de un compartimiento) basado en la
ecuacion exponencial de primer orden, ecuacion 7.36. En la figura 8.20 se
representan los ajustes obtenidos. A la hora de realizar el ajuste se

descartaron los resultados para la primera toma al discrepar del resto,
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debido probablemente a un estropeo de la muestra o al muestreo sobre un

punto de la subparcela anormalmente a baja concentracién.
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Figura 8.20. Variacion de la cantidad de LAS con el tiempo
para toda la extension del suelo de la subparcela

En la tabla 8.16 se muestran los parametros obtenidos en cada uno

de los ajustes asi como el coeficiente de determinacién. Una vez conocida
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la constante de degradacion, el valor para la vida media, t;/;, de cada

compuesto se calculd por medio de la ecuacion 7.38.

Tabla 8.16. Parametros del ajuste para el LAS

Compuesto k (h?) ty (h) M, (g) R* (%)
LAS Total 1.38-10° 50.3 21.3 90.8
LAS Cyo 1.21-10° 57.2 2.40 88.7
LAS Cy; 1.34-10 51.9 5.89 89.7
LAS C,, 1.48-10° 46.9 6.94 90.0
LAS C3 1.41-10° 49.1 6.21 91.8

El tiempo de vida media obtenido se sitla entre las 49 y 57 horas
aproximadamente (2 - 2.4 dias). En general se observé que el tiempo de
vida media disminuia conforme aumentaba la longitud de la cadena del
tensioactivo, llegando al valor mas bajo para el homdlogo Ci,. Para el
homoélogo C;3 se observd un ligero aumento con respecto al Cy,. En la

figura 8.21 se muestra la variacion de t;, y k con la longitud de la cadena.
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Figura 8.21. Variacion de t/, (izquierda) y k (derecha)
con la longitud de cadena

En la figura 8.22 se compara la cantidad inicial de tensioactivo, My,
obtenida mediante el ajuste de los datos frente a la realmente puesta en el

tratamiento de la subparcela. Al igual que en el caso de los AS, se observo
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gue ambos valores fueron similares para todos los homologos, lo que indica

la idoneidad del modelo propuesto para el sistema estudiado.

25 4
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Figura 8.22. Comparacion entre M, previstas y reales para el LAS

2.4. Estudio comparado de los resultados

Al comparar los resultados obtenidos, figura 8.23, en primer lugar se
observo que en el caso del LAS total la velocidad de degradacion obtenida
era mas rapida que para el AS total, lo que indica un mejor
comportamiento en el caso del LAS. En los dos casos, se comprueba que la
velocidad de degradacion varia en funcion de la longitud de la cadena del
tensioactivo. Pero la variacién, como puede apreciarse en la figura 8.23,

sigue tendencias contrarias para las dos familias estudiadas.
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Figura 8.23. Comparacion entre LAS y AS para t,, (izquierda) y k (derecha)

La velocidad de degradacion mas rapida, asi como la mas lenta, en los
dos casos correspondi® a un homdlogo de AS, AS C;, y AS Cgg
respectivamente. Por lo tanto, los AS presentaron una variacion mas
amplia en la velocidad de degradacion que los homodlogos del LAS. Este
hecho se relaciond directamente con la variacidon de la longitud de los
homdlogos, que era mas grande en el caso de los AS, abarcando desde 12

hasta 18 atomos de carbono.

Aunque la mezcla comercial de AS tiene el homdélogo con mayor
velocidad de degradacion, al contener también los homodlogos con menor
velocidad, hace que la mezcla comercial de LAS tenga un mejor

comportamiento ambiental.

Al representar t1,, y k en funcion del numero de atomos de carbono
para las dos familias estudiadas, figura 8.24, se observa que la longitud
optima de degradacién tanto para AS como para LAS es de 12 atomos de

carbono.
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para ty, (izquierda) y k (derecha)
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Como resultado de la investigacion realizada durante el desarrollo de

esta Tesis Doctoral, se han obtenido las siguientes conclusiones principales:

Se ha desarrollado un método analitico para la determinacion, a nivel
traza, de los homadlogos y etoximeros mayoritarios de las principales
familias de tensioactivos de interés comercial (LAS, AS, AES y AEO). El
método ha sido validado en sedimentos acuaticos y suelos agricolas,
ofreciendo mejoras importantes e innovaciones en relacién a los ya
existentes en bibliografia cientifica, ya que muy pocos de ellos han
considerado la determinacién a nivel de los numerosos homdélogos vy

etoximeros en un rango tan amplio.

Se ha incidido especialmente en la etapa de tratamiento de muestra
ya que los tensioactivos estudiados, normalmente, se encuentran a

muy bajas concentraciones en las matrices objeto de estudio.

El método propuesto consta de una primera etapa de extraccién
mediante ultrasonidos, empleando una sonda ultrasonica que
permite altas recuperaciones comprendidas entre 62.0 - 98.8 % en el
caso de sedimentos acuaticos y entre 61.5 - 96.2 % en el caso de
suelos agricolas, seguida de una etapa de preconcentracién por
evaporacion a sequedad. A continuacion, el residuo seco se
reconstituye en el disolvente adecuado y se somete a centrifugacion.
Por dltimo, los compuestos estudiados son separados vy
determinados mediante cromatografia de liquidos acoplada a

espectrometria de masas en tandem.
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VI.

VII.

VIII.

Se trata de un método, con buenas caracteristicas analiticas, elevada
exactitud, selectividad, tiempos de analisis cortos y disolventes poco
toéxicos (etanol) con la consiguiente reduccion de costes. Los limites
de cuantificacion obtenidos fueron del orden de 0.07 - 32 ug-kg'1

tanto para sedimentos acuaticos como para suelos agricolas.

El método es muy util para realizacidon de investigacion exhaustiva
sobre la presencia y comportamiento de estos compuestos en las

matrices validadas, sedimentos acuaticos y suelos agricolas.

Se ha estudiado la presencia de los tensioactivos seleccionados en
muestras de sedimentos acuaticos recogidas en distintos puntos
proximos a emisarios de EDAR: en la Costa de Andalucia, el litoral de
la Isla de Tenerife y el Rio Monachil. Los resultados obtenidos
mostraron que estos tensioactivos, aunque a muy bajas
concentraciones (0.02 - 1506 ug-kg’l), se encuentran presentes en las

muestras ensayadas.

Se ha puesto a punto una nueva metodologia experimental para
abordar el estudio del comportamiento y evolucion medioambiental
de estos compuestos en suelo agricola, que consta de las siguientes
etapas: caracterizacion fisicoquimica de las matrices involucradas,

estudios de laboratorio (en batch y en columna) y estudios de campo.

En los estudios de laboratorio en batch se han establecido las
cinéticas e isotermas para los procesos de adsorcién/desorcién de las

familias de tensioactivos LAS y AS.

Con las cinéticas de adsorcion/desorcién realizadas, se ha

comprobado la relativa rapidez con que los homdlogos del LAS y AS
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son retenidos por el suelo. El equilibrio para los procesos
adsorcién/desorcion se alcanza en 24 h para el LAS y en 2 h para los
AS. En el caso de los homdlogos mas pesados de AS, Cigy Cig, la gran
retencidn obtenida para el proceso de adsorcion y la poca liberacion
para el proceso de desorcion, asi como la gran rapidez de ambos
procesos, es indicativo de la contribucion del fendmeno de
precipitacion en el comportamiento de esta familia de tensioactivos.
Tanto para LAS como para AS, ambos procesos de
adsorcion/desorcidn se ajustan al modelo cinético de Lagergren de
pseudo primer orden multiple, con el que se ha caracterizado la

adsorcién en macro-poros y en micro-poros.

Las isotermas de adsorcion/desorcién para el LAS se ajustan al
modelo multi-término Langmuir + Cuadratico (Langmuir a baja
concentracion y Cuadratico a moderada/alta concentracion para los
cuatro homoélogos). Para la familia de AS el modelo que mejor explica
el comportamiento en el equilibrio es el de Langmuir + Precipitacion.
Los homodlogos de AS maias ligeros, AS Ci; y Cy, siguen un
comportamiento Langmuir a baja concentracién, teniendo mas peso
sobre el comportamiento la precipitacion al aumentar la
concentracion. Sin embargo, en los homodlogos mas pesados, AS Cig Yy
Cis, el comportamiento esta regulado por un fendmeno de

precipitacion, para todo en rango de concentraciones.

En el caso del LAS, tanto en las cinéticas como en las isotermas, no se
evidencia contribucion alguna por parte del fendmeno de
precipitacion, estableciéndose siempre un reparto entre ambas fases
(suelo y agua) regido por el fenédmeno de adsorcion, este hecho pone
de manifiesto un mejor comportamiento desde el punto de vista

medioambiental para este tensioactivo.
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En los estudios de laboratorio en columna de suelo, se han
establecido las curvas de rotura para los distintos homodlogos de LAS
y para los homadlogos C1, y C14 de los AS. En el caso de los homdlogos
Cis Yy Cis de los AS, no se pudieron establecer debido a la obturacion
de la columna por la precipitacidon de dichos compuestos. Este hecho
indica nuevamente un mejor comportamiento en columna para el
LAS y predice un mejor comportamiento ambiental en suelo. El
modelo de transporte de equilibrio local con isoterma lineal se ajusta
satisfactoriamente a los resultados experimentales de

adsorcién/desorcion.

Asi mismo, los estudios de laboratorio efectuados han permitido
llevar a cabo simulaciones con las que se ha obtenido la profundidad
a la que cada tensioactivo alcanza su valor PNEC (concentracion
maxima prevista sin efectos). Este tipo de simulaciones, constituyen
una aproximacién del comportamiento de un compuesto, que podria
utilizarse como un modelo de prediccidn para la primera evaluacién
del riesgo, siendo siempre necesario su estudio en campo a la hora
de conocer con certeza su comportamiento. La simulacion realizada
para ambos tensioactivos predice un buen comportaniento

ambiental.

En los estudios de campo realizados para las familias de LAS y AS se
han corroborado los resultados de laboratorio. Los respectivos
homoédlogos quedan retenidos principalmente en los primeros
centimetros del suelo (capa arable) disminuyendo su concentracion
con la profundidad. El LAS alcanza, a baja concentracién, hasta los 40
cm y los AS hasta los 50 cm. En ningun caso son detectables a 60 cm,
por lo que se puede concluir que estos compuestos no lixivian, sino
gue, debido a la retencién experimentada, tiene lugar su completa

degradacion en la zona arable. En todos los casos las curvas de
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degradacion se ajustan a un modelo cinético de primer orden basado
en una ecuacidén exponencial, con el que se ha obtenido los
correspondientes tiempos de vida media, 49 h para LAS total y 57 h
para AS total, lo que indica un mejor comportamiento en el caso del
LAS. En general, la desaparicién de estos tensioactivos del suelo es

bastante rapida en las condiciones experimentales establecidas.

En el caso del LAS, sus cuatro homdlogos tienen la misma capacidad
de penetracién, hasta una profundidad de 40 cm. El tiempo de vida
media disminuye al aumentar la longitud de cadena, excepto para el

Ci3, que aumenta ligeramente con respecto al Cy,.

En el caso de los AS, la capacidad de penetracion en el suelo
disminuye a medida que aumenta la longitud de cadena del
homodlogo, de forma que el Cy, alcanza hasta los 50 cm, el Cy4 hasta
los 40 cm y Cy6 ¥ Cyg hasta los 20 cm. El tiempo de vida media, al
contrario que para el LAS, aumenta al aumentar la longitud de

cadena.

Tanto para LAS como para AS, el homdlogo que presenta la

degradacion mas rapida es el de 12 adtomos de carbono.

Los valores de los diferentes parametros obtenidos en los estudios
realizados en laboratorio y en campo, tanto para el LAS como para
los AS, se puede concluir que predicen y evidencian un mejor
comportamiento del primero. Asi mismo, la propuesta realizada en
los estudios de campo de mantener el suelo hiumedo (mediante un
riego diario) contribuye a poder prevenir el impacto de estos
compuestos al facilitar su biodisponibilidad y por lo tanto a la

bioremediacion de suelos contaminados.
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Xl.

Los estudios realizados en esta Memoria constituyen una
metodologia de trabajo para el estudio y predicciéon del impacto
ambiental de un compuesto, contribuyendo a facilitar su
biorremediacién en el caso de suelos contaminados. La metodologia

propuesta incluye las siguientes etapas:

4) Caracterizacion de las matrices involucradas
5) Estudios de laboratorio

- En discontinuo (cinéticas e isotermas)

- En continuo (curvas de rotura para columnas)
6) Estudios de campo

- Comportamiento en una parcela experimental
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1. Introduction

ABSTRACT

A simple, sensitive and accurate multi-residue method has been developed for simultaneous determination
of the main types of surfactants (linear alkylbenzene sulfonates [LAS], alkyl sulfates [AS], alkyl ethoxysulfates
[AES], and alcohol polyethoxylates [AEO]). Ultrasound-assisted extraction was used for the extraction of surfac-
tants. Liquid chromatography with tandem mass spectrometry with an electrospray interface (LC-ESI-MS/MS)
was used for identification and quantification of the target compounds. The mass spectrometric conditions
in positive and negative ionization mode were individually optimized for each analyte to obtain the maxi-
mum sensitivity. The selection of specific fragmentation reactions for LAS, AS and AES allowed simultaneous
quantification and identification in one run, ensuring the high specificity of the method. For AEO determi-
nation, the triple quadrupole mass spectrometer was operated in the Q1 multiple ion mode (Q1 MI) with
positive ionization due to the absence of fragmentation. The analytes were separated in less than 15 min.
The limits of detection found ranged from 0.02 to 7.00 pg kg~ in marine sediments. Due to the absence
of certified materials, the method was validated using matrix-matched calibration and a recovery assay
with spiked samples. Recovery rates were close to 100% in all cases and ranged from 94.1% to 113.3%.
Precision was also evaluated in terms of %RSD. The values obtained, expressed as inter-day variability, fell
between 2.0% and 8.2% for all the analyzed surfactants. Finally, after validation, the proposed method was
applied for the simultaneous determination of all the target compounds in samples taken from Tenerife
Island, Spain. For each family of analyzed compounds, the homologues or ethoxymers found at the highest
concentration levels were LAS C;3, AS Cq¢, AES C14 EO; and AEO C45 EO14 with values up to 1136, 130, 61 and
9.4 ug kg~ ! respectively.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

products and conditioners, laundry additives, cosmetics, lubricants,
coatings and paints [4]. Surfactants are mainly of two types according

In recent years, research in the field of environmental pollution
has extended beyond the study of classical contaminants - pesticides,
biocides, PAH, PCB or dioxins - to other families of compounds, which
are starting to be considered as “emerging contaminants” when they
are released into the environment. Among these pollutants, surfac-
tants constitute one of the most relevant categories [1]. Surfactants
are widely used for both industrial and domestic purposes, account-
ing for over 3 million tonnes per year in Western Europe [2]. Due to
their surface-active properties, they are used in a wide variety of
applications. Surfactants market is a complex industry with several
producers, numerous product lines and a broad spectrum of end
applications, including household detergents, industrial washing
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0026-265X/$ - see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
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to the charge of the hydrophilic moiety: anionic and non-ionic [5].
Linear alkylbenzene sulfonates (LAS) are the main component of anionic
surfactants, with an estimated annual production of 0.4 million tonnes
in Europe [4], followed by alcohol ethoxysulfates (AES) and alcohol
sulfates (AS). Alcohol polyethoxylates (AEO) have also an important
production worldwide [6, 7].

Surfactants are typically highly water soluble and surface active,
which confer them with partition to suspended particles that become
incorporated into sediments in the environment, where the highest
exposure to these compounds is expected [8]. Biodegradation rates
and pathways of organic compounds, including some detergent
ingredients, are known to depend strongly on the anoxic conditions
occurring in sediments, leading to a potential increase in exposure
secondary to their accumulation in sediments [9, 10]. In addition,
in some situations, the continued input into the environment of
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UNE-EN ISO/IEC 17025:2005-accredited method for the determination of pesticide residues

in fruit and vegetable samples by LC-MS/MS
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A rapid, simple and sensitive multi-residue method was developed and validated for the simultaneous
quantification and confirmation of 69 pesticides in fruit and vegetables using liquid chromatography-tandem
mass spectrometry (LC-MS/MS). The samples were extracted following the quick, easy, cheap, effective, rugged
and safe method known as QUEChERS. Mass spectrometric conditions were individually optimised for each
analyte in order to achieve maximum sensitivity in multiple reaction monitoring (MRM) mode. Using the
developed chromatographic conditions, 69 pesticides can be separated in less than 17 min. Two selected reaction
monitoring (SRM) assays were used for each pesticide to obtain simultaneous quantification and identification
in one run. With this method in SRM mode, more than 150 pesticides can be analysed and quantified, but their
confirmation is not possible in all cases according to the European regulations on pesticide residues.
Nine common representative matrices (zucchini, melon, cucumber, watermelon, tomato, garlic, eggplant,
lettuce and pepper) were selected to investigate the effect of different matrices on recovery and precision.
Mean recoveries ranged from 70% to 120%, with relative standard deviations (RSDs) lower than 20% for all the
pesticides. The proposed method was applied to the analysis of more than 2000 vegetable samples from the
extensive greenhouse cultivation in the province of Almeria, Spain, during one year. The methodology combines
the advantages of both QUEChERS and LC-MS/MS producing a very rapid, sensitive, accurate and reliable
procedure that can be applied in routine analytical laboratories. The method was validated and accredited

according to UNE-EN-ISO/IEC 17025:2005 international standard (accreditation number 278/LE1027).

Keywords: liquid chromatography/mass spectrometry (LC/MS); pesticide residues; fruit; vegetables

Introduction

In the past few years, along with the increasing public
concern for food safety, there has been a need to
develop rapid and accurate analytical methods for the
determination of residual pesticides in agricultural
products. More than 800 pesticides belonging to over
100 different chemical classes are used in agricultural
practice worldwide to control pests and diseases.
Residues of pesticides that persist after treatment
may penetrate plant tissues and appear in the pulp
and juice of fruit and vegetables, although their
concentrations are, in general, lower than those
observed in whole fruit (European Union 1991;
Albero et al. 2005). The presence of pesticide residues
in food is an important concern for consumers due
to their possible long-term adverse health effects,
especially for children as they consume a higher
proportion of fruits and vegetables in relation to
their body weight and are more susceptible to chem-
icals since they are in the early stages of development.

Government agencies and international organiza-
tions limit the amount of pesticides in food and
establish the maximum residue limits (MRLs) in
order to protect consumers’ health. Several European
Union directives have fixed different MRLs for pesti-
cide residues in vegetables and fruits in the low
microgram per kilogram level. In particular, for
vegetables and fruits intended for baby food produc-
tion an MRL of 0.0l mgkg™"' has been established
for all pesticides. MRLs below 0.01 mgkg™" have been
established for some toxic pesticides, and the use of
some very toxic ones is forbidden (Burchat et al. 1998;
European Commission 2002a, 2005, 2006a, 2006b,
2008; Directorate General Health and Consumer
Protection 2007).

Generally, the complex matrix of agricultural
products affects adversely the precision of analysis,
and the determination of pesticides is accomplished by
the use of chromatographic techniques that involve
many preliminary steps such as sampling, extraction
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The main objective of this work is to develop an accurate, sensitive, simple and cost-effective method
for the determination of tributyltin species (as cationic form) in seawater at ultra-trace levels. The
method is based on the use of stir bar sorptive extraction (SBSE) followed by solvent desorption and
liquid chromatography tandem mass spectrometry (SD-LC-MS/MS (QqQ)) analysis, operating in posi-
tive electrospray ionisation (ESI) and in the selected reaction monitoring (SRM) mode. Extraction and
LC-MS/MS parameters were accurately optimised to achieve the highest recoveries and to enhance the

IS?; Vgg:d:;rptive extraction analytical characteristics of the method. The different parameters that affect the extraction procedure,
Tributyltin the chromatographic and spectrometric conditions, and the surrogate selection were evaluated. In con-
LC-MS/MS trast with previously proposed methods, the proposed method involves a simplified sample treatment.

Quality parameters such as linearity, accuracy in terms of trueness and precision, uncertainty and speci-
ficity were examined with good results. The evaluation of two surrogates (tri-n-propyltin chloride and
tripentyltin chloride) was also carried out. The limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ)
obtained were 0.8 and 2.5 ngL~!, respectively. Precision, expressed as relative standard deviation (%RSD),
was lower than 16%, and the determination coefficient (R?) was higher than 0.990 with a residual devi-
ation for each calibration point lower than +25%. Mean recoveries were between 92% and 102%. The
accuracy of the method was also studied by participating in an external proficiency testing scheme. After
validation, the method was applied to the analysis of all tributyltin species found in natural seawater
samples. The method meets the requirements of the United States Environmental Protection Agency
(US-EPA).

Priority substances
Antifouling
Water analysis

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction bactericides and wood preservative, but nowadays they are being
banned by many countries. TBT is a problem in the aquatic envi-
ronment because it is extremely toxic to non-target organisms even

at very low concentrations (1-2ngL-1). Also TBT compounds are

Tributyltin compounds (TBTs) are organotin compounds consist
of three carbon atoms attached to a tin atom via covalent bonds.

The general formula is (n-C4Hg)3Sn-X, where X is an anion or a
group linked covalently through a hetero-atom. The nature of X
influences the physicochemical properties of the different TBT com-
pounds, mainly their solubility in water and in non-polar solvents,
and the vapour pressure. The most common use of TBTs has tra-
ditionally been as marine antifouling paint for ships, however, the
International Maritime Organization (IMO) implemented, in 2008,
a total ban on TBT paints and more than 70 countries have already
signed the agreement. They have also been used as fungicides,
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listed as endocrine disruptors [1]. TBT has been banned by sev-
eral international environmental organisations [2-4]. The EPA has
released an ambient water quality criteria document for TBT [5].
The aim of this document is to protect the aquatic life in both
fresh and saltwater. The criteria to protect freshwater and salt-
water aquatic life from chronic toxic effects are 0.072 pgL~! and
0.0074 pg L1, respectively. The criteria to protect freshwater and
saltwater aquatic life from acute toxic effects are 0.46 ugL~! are
0.42 pgL-1, respectively.

TBT can combine with a counter-ion such as acetate, car-
bonate, chloride, fluoride, hydroxide and sulphide or can form
bis(tributyltin) oxide (TBTO). In seawater, TBT exists mainly as a
mixture of the chloride, the hydroxide, the aquocomplex, and the
carbonate complex [4-8]. In acid media (pH < 2), only the chlorine
complex is present (TBT-CI) and TBTO also breaks down to two
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method is also simple, cost-effective and fully automated. No sol-
vents or toxic reagents were necessary, making the method safe to
the environment.
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Abstract The effect of the injection of pure oxygen
instead of air in a membrane bioreactor for the elimination
of bisphenol A is investigated. A dynamic experiment was
developed in a pilot plant where the aerobic reactor was
continuously spiked with 1 mg L™" of bisphenol A. Air
was injected for 10 days and then pure oxygen was injected
for another 10 days. The bisphenol A concentration was
determined in aqueous phases and activated sludge using
simple and sensitive analytical methods based on different
extraction procedures and liquid chromatography tandem
mass spectrometry analysis. Enzymatic activity was also
determined and toxicity tests were performed to discard
that the spiked bisphenol A concentration could negatively
affect the microorganisms in the bioreactor and, thus, the
membrane bioreactor performance. The effluent bisphenol
A concentration increased up to 0.26 mg L™" after 4 days
in the air injection treatment, and up to 0.48 mg L™" after
only 12 h in the oxygen injection treatment. In both cases,
this was followed by a decrease in concentration despite
the continuous spiking of bisphenol A into the bioreactor.
In presence of pure oxygen, bisphenol A concentration
reached background levels (below the limit of quantifica-
tion) after 5 days. In contrast, when using air a total of
10 days were required to reach background levels. The
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injection of pure oxygen instead of air is an important
innovation in wastewater treatment, allowing permanent
elimination of organic contaminants, avoiding their return
to the environment and ensuring the safety of water.

Keywords Bisphenol A - Liquid chromatography tandem
mass spectrometry - Membrane bioreactor - Sewage sludge -
Wastewater

Introduction

Endocrine disrupting chemicals (EDCs) are known to
mimic natural hormones thus causing adverse effects in
humans and wildlife. Their effects lead to reduced fertility,
congenital malformations of the reproductive tract and
increased incidence of cancer in estrogen-responsive tis-
sues (Bonefeld-Jgrgensen et al. 2007). Recent studies focus
on anthropogenic EDCs, such as synthetic hormones, a
great variety of pharmaceuticals and personal care prod-
ucts, as well as a large amount of industrial chemicals,
especially BPA, PCBs, dioxins, pesticides, phthalates,
alkylphenols and alkylphenol ethoxylates (Smith 2009).
BPA is the EDC causing the greatest concern in the sci-
entific and medical community, because its effects are even
more pernicious than those caused by other EDCs. BPA can
interact with estrogen receptors and is a human androgen
receptor antagonist, even at low doses. It is thought that BPA
can negatively affect the neuroendocrine, behavioural and
cognitive functions of individuals (Takayanagi et al. 2006).
In addition, BPA may also cause feminization of numerous
species, inhibition of male phenotype and spermatogenesis,
stimulate the growth of breast tumour cells, act as teratogenic
and carcinogenic agent, and can affect the thyroid function
(Furuya et al. 2006; Stowell et al. 2006). The presence of

o
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A new procedure of determination of alcohol sulfates and alcohol

ethoxysulfates in agricultural soils
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HIGHLIGHTS

o LC-MS/MS method to identify and quantify AS and AES in agricultural soil.

« AS homologues and AES ethoxymers are separately determined.

« PLE allows the extraction of the analytes with a minimal solvent consumption.
« Environmental behavior of AS/AES in agricultural soils is evaluated with a field study.

« Levels of AS and AES at different times and depths were evaluated.
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The number of analytical methodologies that focus in the determination of alcohol sulfates (AS) and alco-
hol ethoxysulfates (AES) in terrestrial environment is very limited. In the present work, a new method-
ology to improve the extraction and determination of AS and AES in agricultural soil samples has been
developed. Prior to instrumental analysis, an extraction procedure using pressurized liquid extraction
with methanol (PLE) was carried out in order to obtain the highest recoveries and improve sensitivity.
The most influential variables affecting the PLE procedure were optimized. Then, the separation and
quantification of analytes were performed by liquid chromatography coupled to tandem mass spectrom-
etry (LC-MS/MS). The limits of detection (LOD) ranged from 0.03 to 0.08 pg g~' for AS homologues and in
the case of AES ethoxymers from 0.03 to 0.09 pg g~ for AES-C;,E, and from 0.03 to 0.08 pg g~ for AES-
C,4Ex. Matrix-matched calibration was used. Trueness was evaluated by using a spike recovery assay with
spiked blank samples, and the recoveries ranged from 98.3% to 101.0% for AS and from 99.9% to 100.1% for
AES. The method was satisfactorily applied in a field study designed to evaluate the environmental

behavior of these compounds in agricultural soil.

© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Due to the variety of their applications, high volumes of
surfactants are produced and consumed around the world. Fur-
thermore constitute a major ingredient of detergent components.
Surfactants are the active ingredients in household detergents,
industrial cleaning agents and personal care products. Among the
different types of surfactants, anionic are the most widely used
as primary surfactants in personal care products. Surfactants used
in personal care preparations account for an estimated 15-16% of
the total surfactant consumption (Falbe, 1987 and Levine et al.,
2000). In 2011, the total amount of surfactants (not including
soaps) consumed in Europe was 2.95 Mt, of them 1.398 Mt were
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non-ionic, 1.218 Mt were anionic, 0.237 Mt cationic and 0.099 Mt
amphoteric, according to statistics published by the European
Committee of Surfactants and their Organic Intermediates (CESIO,
2011). European production of alcohol ethoxysulfates (AES) and
alcohol sulfates (AS) together reaches 378 million kg per year
(HERA, 2002a,b) so they are placed second in the production vol-
ume ranking after LAS. The AS have an alkyl chain length of be-
tween 12 and 18 carbon units and the AES have an alkyl chain
length of between 12 and 16 carbon units and a chain of 3 or 4 eth-
ylene oxide (EO) units, on average, being the most used ethoxy-
mers with 12 and 14 carbon units.

Detergents are manufactured in large quantities, after use, they
usually are disposed to wastewater treatment plants (WWTPs).
Here, depending on the chemical structure of the surfactant
molecule and on the operating conditions of the WWTP, the com-
pounds are removed by biodegradation processes or adsorption
onto the sludge particles from wastewaters. These compounds

Please cite this article in press as: Fernandez-Ramos, C., et al. A new procedure of determination of alcohol sulfates and alcohol ethoxysulfates in agricul-
tural soils. Chemosphere (2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.chemosphere.2013.04.090
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metabolism of LAS in vitro.
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Alcohol sulfates are one of the most important types of commercial anionic surfactants
and may pose serious environmental problems. The present paper examines the
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