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Objeto de la Tesis

El objeto de la presente Memoria ha sido demostrar las posibilidades que ofrecen
las técnicas luminiscentes y, concretamente, la fosforescencia a temperatura ambiente en
disolucién, para la resolucién de los problemas analiticos planteados por el uso de
productos quimicos que conllevan un impacto negativo en el ambiente y, por tanto, en el

hombre.

La principal restriccién que se plantea al querer hacer uso de esta técnica es que
el contaminante objeto de analisis debe presentar fosforescencia a temperatura ambiente.
Por desgracia, el mimero de sustancias con estas caracteristicas es muy limitada, por lo
que el siguiente objetivb ha sido subsanar dicho problema mediante el trazado de un perfil
de trabajo que comprendiera todas las opciones posibles (soporte solido, complejos de
inclusién, micelas, microemulsiones, etc...) y, especialmente el empleo de micelas y
microemulsiones como sistemas en los cuales la observaciéon de la fosforescencia a
temperatura ambiente en disolucion es sencilla, rapida y capaz de competir en el analisis

de compuestos organicos con otras técnicas luminiscentes.

Ademds, otro objetivo de la presente investigacion ha sido proponer una alternativa
a la aplicacion de las técnicas de separacion previas a la deteccion de estos contaminantes
en las matrices complejas en las cuales inciden. Para ello, se ha desarrollado y se ha
puesto a punto nuevas metodologias de andlisis de mezclas de sustancias fosforescentes en
disolucién, sin separacién previa, basadas en un adecuado proceso de la informacion
espectral suministradas por las medidas fosforimétricas (derivadas, barrido sincrénico,

espectros tridimensionales y barrido de 4ngulo variable).

El contenido de esta Memoria recoge las experiencias realizadas, los resultados
obtenidos y la discusién de las mismas, asi como las conclusiones alcanzadas en la

presente investigacion.
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Introduccion

El tema del anilisis de trazas en medio ambiente no es trivial, es decir, no es una
moda regida por un cddigo arbitrario sino la consecuencia de un reto de nuestros dias
surgido de la tremenda importancia que pueden tener concentraciones muy pequefias de
determinadas especies en distintos sistemas y su proyeccion en Ciencia y Tecnologia
(Vandecasteele, 1993; Winefordner, 1976). Sustancias como semiconductores, materiales
nucleares, productos con actividad farmacolégica o bioquimica, muestras clinicas, aditivos
y contaminantes alimenticios, sustancias empleadas con estidndares, materiales de interés
cultural, pesticidas, etc... son una muestra ilustrativa de productos técnicos en los que el
control y determinacién de bajas concentraciones comparte al quimico analitico con

problemas especiales y nuevos.

Los criterios que se han de tener en cuenta en la seleccién de un método analitico
satisfactorio de andlisis de compuestos a niveles de trazas son muchos pero ciertamente

la sensibilidad y la selectividad son considerados como los més importantes.

Uno de los temas de creciente interés lo constituye la contaminacion ambiental. Es
un tema complejo en el cual la Quimica Analitica cumple una importante funcién derivada,
principalmente, de la necesidad de controlar analiticamente las posibles contaminaciones
del ambiente. Estas fuentes de contaminacién proceden, en gran parte, del dmbito
industrial (refinerias de petréleo, fibricas de fertilizantes, plantas de energia, etc...) que
vierten sus residuos al aire a las aguas superficiales, siendo necesario un sistema de
control que permita adoptar las medidas precisas para evitar, en lo posible, las

consecuencias de estas situaciones.

En las explotaciones agricolas son de uso corriente sustancias denominadas
fitohormonas o reguladores del crecimiento que son utilizadas para influenciar

favorablemente el crecimiento de las propias plantas cultivadas.

Uno de los principales objetivos en el analisis de las fitohormonas es el control de
las mercancias agricolas para consumo humano. La historia del producto suele ser, por
tanto, desconocida, por lo que se requieren métodos analiticos que permitan la
identificacién y determinacion cuantitativa de todos los residuos presentes. La baja

toxicidad de estos productos para el hombre hace que los niveles permitidos en los paises
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en los que estin regulados, sean relativamente altos. Sin embargo, el hecho de que no sean
toxicos no quiere decir que no sean nocivos si se ingieren de forma incontrolada, como

cualquier producto quimico.

Los plaguicidas pueden sufrir alteraciones quimicas, en condiciones naturales, y
los metabolitos formados ser peligrosos, incluso mas que los componentes originales. Por
otra parte, es facil encontrar metabolitos que asociados con el substrato en que descansan
(aire, agua, organismos de la cadena alimentaria, suelo, etc...) muestren un
comportamiento toxico distinto, a veces mas virulento. Todo esto enfrenta al analista con
formidables problemas de dificil solucién, sobre todo si se tiene en cuenta que la cinética
de descomposicidn o. transformacion afecta a las concentraciones relativas de plaguicida-
metabolito. La variabilidad de las cinéticas de transformacion confieren importancia a
pardmetros como la persistencia y acumulacion, en relacion con los metabolitos y su
origen. Por este motivo, tanto la etapa de la aplicacion de la técnica analitica para obtener
resultados fiables como el adecuado proceso de los datos obtenidos, son muy importantes.
Por ello, el estudio de interferencias y su adecuada clasificacion exige aplicar un criterio

basado en conceptos claros.

Desde la introduccion de estas sustancias en la década de 1930, cientos de estos
compuestos se han desarrollado para el control de plagas. La mayor parte de los primeros
plaguicidas que se utilizaron, eran térmicamente estables y sus residuos en productos
alimenticios podian ser ficilmente determinados mediante cromatografia gas-liquido
(GLC). Durante los ultimos 20 afios, ha habido una tendencia al empleo de sustancias que
fueran mas ficilmente degradables y por tanto menos nocivos para el medio ambiente.
Muchos de los nuevos plaguicidas son térmicamente 1abiles y no voldtiles y por tanto, no
pueden ser directamente determinados por GLC. Sin embargo, la cromatografia ha
demostrado ser una excelente técnica para la determinacién de estos pesticidas, como se

pone de manifiesto en el articulo de revision de Lawrence y Turton (1978).

Ademads de estos contaminantes ambientales, existe otro amplio grupo de sustancias
denominadas hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) que se forman por pirdlisis o
combustién incompleta de productos organicos como los combustibles fésiles, carbones,

hollin, bitumen, esquistos, petréleo, ademds de madera, tabaco y otros. Los HAP
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presentes en los humos y gases de combustion llegan a la superficie de la tierra a través
de la lluvia, alcanzando a las aguas superficiales y subterraneas y, por ultimo, a la cadena

alimentaria.

De lo expuesto se deduce que las matrices objeto de andlisis de HAP van a ser muy
variadas y de muy diferente naturaleza, ademads, salvo en los crudos petroliferos y en los
productos de combustion donde las concentraciones de los componentes activos son
normalmente elevadas, en el resto de las matrices en las cuales se pueden encontrar (aire,
aguas, suelos, alimentos, fluidos biolégicos, tejidos animales y vegetales, etc..), el andlisis

de estas sustancias va a ser siempre un analisis de trazas en muestras muy complejas.

Para afrontar los problemas que plantea el andlisis de trazas de este tipo de
sustancias de interés ambiental que se encuentran transformadas en una muestra
extraordinariamente variada y de una composicion muy compleja, el analista debe
desarrollar metodologias completas que comprendan todas las etapas de analisis, para cada
muestra concreta. Es frecuente que el proceso de extraccion y purificacién de la muestra
se convierta en la etapa critica de un método de andlisis, debido a la naturaleza de la

matriz.

Con objeto de estudiar el efecto de concentracion de estos compuestos en el medio
ambiente y para determinar que compuestos muestran efectos residuales mayores en
comparaciéon con los que son biodegradables fotoquimicamente, es esencial la
identificacién y la evaluacién cuantitativa de residuos de contaminantes. Por ello, se ha
hecho necesario el establecimiento de métodos de analisis suficientemente sensibles como
para poder controlar su contenido en las diferentes matrices en las cuales pueden estar

presentes (alimentos, aguas subterraneas, suelo, etc.), asi como en el medio ambiente.

Entre los métodos instrumentales actualmente en uso, los métodos Opticos basados
en la medida de la interaccion de la radiacién electromagnética con la materia, son de
extraordinaria importancia dentro de la Quimica Analitica por su gran campo de aplicacion

y avanzado desarrollo de técnicas e instrumentos (Skoog, 1995).

Dentro de los métodos Opticos, los espectroscopicos basados en la emision
molecular reciben el nombre genérico de Métodos luminiscentes e incluyen la

Fluorimetria, Fosforimetria y Quimioluminiscencia. En todos estos métodos, las moléculas
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de analito son excitadas dando una especie cuyo espectro de emision suministra
informacién tanto para andlisis cualitativo como cuantitativo (Guilbault, 1970; Whery,
1976-1984, Hurtubise, 1990; Baeyens, 1991).

Fluorescencia y Fosforescencia son las dos técnicas analiticas hermanas que se
basan en la absorcion de energia radiante y posterior emisiéon de radiacion
electromagnética de mayor longitud de onda que la incidente pero la diferencia entre
ambas estriba en los estados electrénicos excitados implicados en la emisiéon (Rendell,
1987).

Luego, para entender el fenémeno luminiscente tiene que quedar claro el hecho de
que todos los métodos luminiscentes conllevan la deteccién éptica y el andlisis espectral
de la luz emitida por una sustancia que sufre una transiciéon desde un estado electrénico

excitado a un estado electrénico de energia mas baja.

La mayor parte de las moléculas organicas contienen un nimero par de electrones.
En el estado fundamental, los electrones van llenado los diferentes orbitales por pares,
comenzando con los de mas baja energia. Por el principio de exclusion de Pauli, dos
electrones en un orbital dado deben tener espines opuestos y el espin total S debe ser igual
a cero. Debido a esto, el estado fundamental no tiene un espin electrénico neto y a dicho

estado se le ha denominado estado singlete.

La excitacién de una molécula conlleva normalmente la promocién de un electrén
desde los orbitales ocupados més altos, a un orbital que previamente estd desocupado (al
cual se le denomina, a veces, orbital virtual. Mientras que el estado fundamental es
generalmente un singlete, el estado excitado puede ser tanto un estado singlete como un
estado triplete, dependiendo del estado final del espin del electron que haya sido

promovido al orbital mas alto.

La Figura n° 1 muestra un estado fundamental, y dos configuraciones de estados
excitados. Los espines de los electrones que se encuentran en los orbitales desocupados
ya no estan restringidos por el principio de exclusion de Pauli. El estado singlete posee
dos espines antiparalelos, mientras que el estado triplete tiene dos espines paralelos y un

espin neto S de 1.
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Figura n° 1.- Diagrama esquemdtico de las disposiciones tipicas en orbitales
moleculares para los estados fundamental, singlete y triplete.

El diagrama de Jablonskii (ver Figura n° 2) ilustra los distintos mecanismos de

desactivacion que siguen a la excitaciéon de una molécula a un estado excitado S,.

ﬁ
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Figura n° 2.- Diagrama de Jablonskii en el que se muestran las diferentes
transiciones radiantes y no radiantes en una molécula después
de su excitacion a un estado singlete S, (A, absorcion; F,
fluorescencia; IC, conversion interna; ISC, cruce entre sistemas;
P, fosforescencia; VR, relajacion vibracional).
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Al excitar a una molécula que se encuentra en el estado fundamental S,, la energia
absorbida promueve saltos electrénicos desde S, a algiin nivel vibracional de uno de los
estados singletes excitados S, (10" segundos). La molécula en el estado excitado S, se
desactiva rapidamente (10" a 10" segundos), mediante relajacién vibracional (VR), hasta
los niveles vibracionales mas bajos de los correspondientes estados electrénicos excitados,
liberando el exceso de energia vibracional como energia térmica. A partir de un estado S,
la molécula se desactiva rdpidamente al nivel vibracional isoenergético de un estado
electronico més bajo (S,,.;) mediante un proceso de conversién interna (IC), desactivindose
después al estado vibracional mas bajo del estado S,,, por un proceso VR. Mediante
sucesivos procesos IC y VR, la molécula se desactivaré al primer estado singlete excitado
S,. Asi, una molécula puede ser excitada hasta S, o a estados excitados de mayor energia,
S,, dependiendo de la energia de excitacién que se utilice, pero la emisién solamente tiene
lugar a partir del primer estado electrénico excitado (Regla de Kasha). A partir de un
estado S;, la molécula puede desactivarse a S,, sin emisién de radiacién, mediante
sucesivos procesos IC y VR, o bien, emitir un fot6n sin cambio en la multiplicidad del

espin. Esta transicién S, = S, es conocida como Fluorescencia.

A partir del estado S,, la molécula también puede sufrir una transicién a algin
nivel vibracional del estado triplete por un mecanismo conocido como cruce entre sistemas
(ISC,) que conlleva un cambio en la multiplicidad del espin. Posteriormente, la molécula
se relaja hasta el nivel vibracional més bajo, T,, mediante sucesivos procesos IC y VR.
A partir del estado T,, la molécula puede volver al estado fundamental S,, bien por un
proceso de desactivacion no radiante (ISC,), o por la emision de un fotén. Esta transicién
radiante es conocida como Fosforescencia. El proceso de cruzamiento entre sistemas
inverso va a competir, con frecuencia, con la emision fosforescente y va a determinar el

tiempo de vida de fosforescencia.

El tiempo de vida de fosforescencia (7,) se define como el tiempo requerido por
la emision para decrecer a 1/e de su intensidad original después de un pulso de excitacién
siendo e la base de los logaritmos neperianos. Si I (t) es la intensidad de fosforescencia

en el tiempo t e I,” es la intensidad a t=0, entonces 7, viene dado por:
70 (-tt)
I@®)=Ie "*
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Luego, tanto la fluorescencia como la fosforescencia se basan en la absorcion de
energia radiante y posterior emisién de radiacion electromagnética de mayor longitud de
onda que la incidente pero la diferencia entre ambas estriba en los estados electronicos
implicados en la emisién, singlete en el caso de la fluorescencia y triplete, en la

fosforescencia.

Sin embargo, hay que destacar que las transiciones entre diferentes estados
excitados de la misma multiplicidad (S, = S, o T, = T,,) ocurren con facilidad, mientras

que las transiciones entre estados de diferente multiplicidad estdn prohibidas segin la

Mecdnica Cudéntica, por la regla de seleccion de espin (AS=0).

No obstante, transiciones de espin prohibido, como son las transiciones
singlete-triplete, que dan lugar al fenoémeno fosforescente, ocurren bajo ciertas
condiciones. Esto es posible debido al acoplamiento espin-orbital (S-O) que produce un
cambio en la direcciéon del momento de espin angular del electron (McGlynn y col. 1969)
e introduce un cierto componente de caracter singlete en los estados tripletes y viceversa,

lo que hace que las transiciones entre ambos estados no estén prohibidas.

Para incrementar las posibilidades de emision fosforescente de una molécula, sera
necesario favorecer la velocidad del cruce entre sistemas (ISC) y este proceso esté, a su
vez, relacionado con el acoplamiento espin-orbital. Este acoplamiento S-O se incrementa
al aumentar el nimero atémico, dado que la magnitud del campo magnético nuclear es

directamente proporcional a la carga nuclear y, por tanto, al niimero atémico.

Por ello, la presencia de especies con dtomos pesados en las cercanias de una
molécula, como es el caso de compuestos aromdticos que tienen dtomos pesados como

sustituyentes, incrementan su emisién fosforescente produciendo los siguientes efectos:

1. Disminucién del tiempo de vida de fosforescencia.
2. Disminucién del rendimiento cuéntico de fluorescencia.

3. Incremento, en general, del rendimiento cudntico de fosforescencia.

Este fendmeno se denomina efecto de atomo pesado interno y aunque beneficia
las transiciones singlete-triplete radiantes, también afecta a las no radiantes, por lo que no

siempre se observa fosforescencia en moléculas que contienen este tipo de atomos.
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Sin embargo, fue Kasha (1952) el primero en demostrar la perturbacion de la
emision luminiscente por la presencia de un dtomo pesado externo, estudiando el efecto
de la presencia de ioduro de etilo en la fosforescencia de 1-cloronaftaleno. Este fendmeno
se denomina efecto de atomo pesado externo y se diferencia del anterior en que los
atomos pesados no estan unidos quimicamente al compuesto de interés (McClure, 1949).

Se han propuesto varios mecanismos para explicar este efecto en compuestos aromaticos:

- Un mecanismo de intercambio, en €l cual, el estado triplete perturbado toma
prestada intensidad radiante de una transicién de espin prohibido, que se localiza
normalmente en el d&tomo pesado perturbador. La extension de la mezcla de los
estados tripletes del atomo perturbador depende del grado de interaccién de
intercambio entre el par de electrones del estado triplete de la molécula aromadtica
y los electrones asociados con un estado triplete excitado del dtomo pesado
perturbador (Robinson, 1967).

- Un mecanismo de transferencia de carga (CT), que conlleva la interaccién de los
estados tripletes excitados con los estados singletes excitados de transferencia de
carga, del complejo compuesto aromatico-atomo pesado perturbador (Murrel,
1960; Tsubonura y Mulliken, 1960).

Otro factor importante a tener en cuenta en la observaciéon de la emision
luminiscente es el efecto de 1a molécula de oxigeno. El oxigeno es uno de los atenuadores
del estado triplete mas eficaz (Birks, 1970) tanto que este fendmeno ha sido propuesto
como método para monitorizar la difusién del oxigeno y del aire en varios materiales
(Czarnecki y Kryszewski, 1963; Yi-Ming, 1994).

Los principales efectos del oxigeno en los compuestos aromdaticos son los

siguientes:

1. Disminucién de la intensidad de fluorescencia.

2. Disminucién del tiempo de vida de fosforescencia.

3. Reduccidn del rendimiento cudntico de fluorescencia.
4

. Aparicién de algunas bandas de absorcion debidas a complejos de transferencia
de carga.

5. Incremento en la absorciéon T = S.
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Hay varios modelos tedricos para explicar el efecto del oxigeno en la
fosforescencia. Asi, este efecto ha sido tratado como una interaccién de intercambio
intermolecular (McGlynn y col., 1969) o como un mecanismo por el cual el aumento en
la intensidad de absorcién T, = S, proviene de una transicion de transferencia de carga
del complejo compuesto aromatico-O, (Murrell, 1960). Posteriormente, Kawaoka y col.
(1967) realizaron un estudio tedrico del proceso de atenuacion de un estado triplete T, de
una molécula por el oxigeno y concluyeron que el mecanismo mdas probable es la
desactivacion de la molécula desde el estado T, a su estado singlete fundamental, mientras

que el oxigeno va desde su estado triplete fundamental a un estado singlete excitado.

La atenuacién o fenémeno de quenching por parte del oxigeno se observa tanto
en la emisién fluorescente como fosforescente aunque la disminucion de la intensidad de
emision es mds drastica en la fosforescencia debido a que el tiempo de vida media del
estado triplete es mayor que el del estado singlete. El mecanismo de quenching colisional

puede ser descrito por la siguiente ecuacion de Stern-Volmer:

I 0 =1 +KQT[Q]
donde I e I son las intensidades de luminiscencia en ausencia y presencia del atenuador
Q en una determinada concentracion, respectivamente. La relacidn anterior muestra que
para un proceso de quenching dado, con una velocidad Ky, tanto 7 como [Q] deben ser
grandes, para que la atenuacién afecte a la intensidad de emisién en una extension
significativa. Luego, de todo esto se deduce que el oxigeno es un quencher o atenuador
muy eficaz y puede originar serios problemas en la practica de la fosforescencia, desde

el punto de vista analitico (Hinze, 1984).

Existen distintos métodos para la desoxigenacion de las muestras pero el empleado
durante mas tiempo ha sido la purga con nitrégeno, aunque este procedimiento causa
graves problemas de formacién de espuma y por ello es lento y trabajoso. Hunter y
Szczepanski (1984) describieron recientemente un método para preparar disoluciones en
atmosfera libre de oxigeno que consiste en utilizar un recipiente hermético provisto de
guantes para el trabajo desde el exterior y sometido a un flujo de nitrégeno. Este y otros
métodos de desoxigenacion descritos, como el de congelacion-descongelacion de las

muestras, son todos incémodos y poco practicos.
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Recientemente Diaz Garcia y Sanz-Medel (1986) propusieron un método de
desoxigenacion quimica muy efectivo que consiste en emplear sulfito sédico como

desoxigenante. Dicha desoxigenacion estd basada en la siguiente reaccion:
250; + 0, = 250}
3 2 4

que es rapida a pH neutro o alcalino, permitiendo la observacién de fosforescencia de

distintos compuestos a temperatura ambiente y sin necesidad de precauciones especiales.

Desde un punto de vista analitico, aunque el papel real del oxigeno atn es un tema
de investigacion, su efecto de atenuacién no es critico si se emplean sustratos solidos para
la observacion de la fosforescencia, pudiéndose observar sefiales de fosforescencia muy
intensas en presencia del aire ambiental, siempre que este seco. Sin embargo, como se
verd mas adelante, para la observacién de la fosforescencia en disolucion a temperatura
ambiente se requiere un buen control del proceso de desoxigenacién para mostrar sefiales

de fosforescencia significativas.

De todo lo expuesto hasta el momento se puede deducir que los métodos
luminiscentes presentan una serie de ventajas frente a otros métodos dpticos e, incluso,

frente a otros métodos instrumentales. Entre estas ventajas se pueden destacar:

La sensibilidad inherente, con limites de deteccion que suelen ser tres 6rdenes de
magnitud més pequefios que otros métodos espectroscopicos de absorcion, por lo
que se obtienen limites del orden de ng/ml.

- Su intervalo lineal de concentraciones, también superior a otros métodos
espectroscopicos de absorcion.

- Su selectividad, generalmente superior a otros métodos de absorcién.

La fosforescencia es una técnica complementaria de la fluorescencia y asi, muchos
compuestos organicos que tienen un rendimiento cudntico de fluorescencia bajo por
experimentar una eficaz desactivacion por cruce entre sistemas, pueden ser detectados por

fosforimetria.

Sin embargo, la fosforescencia presenta ciertas ventajas con respecto a la

fluorescencia desde el punto de vista analitico. Intrinsecamente, posee en general, una
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mayor selectividad que la fluorescencia, dado que no todas las moléculas que presentan
fluorescencia son fosforescentes, lo que conlleva una disminucién en el nimero de posibles
interferencias en un determinado método de analisis. Por otra parte, ya se ha mencionado
que la emisién de fosforescencia aparece a longitudes de onda mayores que la
fluorescencia y esto, se traduce, asimismo, en una mayor selectividad de la fosforescencia
con respecto a la fluorescencia, dado que la emision va a aparecer en una region espectral
en la que hay menos posibilidades de que se produzca emisién por parte de posibles
interferencias. Actualmente, el nimero de métodos fluorimétricos es significativamente

mayor que el nimero de aplicaciones de los procedimientos de fosforescencia.

La fosforimetria se ha desarrollado de distintas formas (ver Figura n°® 3). Desde
el desarrollo del primer fosforimetro en 1858 por Becquerel, las sefiales de fosforescencia
habia que obtenerlas de disoluciones enfriadas con liquidos o aire (Dewar, 1894) lo cual
presentaba grandes inconvenientes relacionados con la introduccién del tubo de muestra
dentro del vaso Dewar de cuarzo que contenia nitrégeno liquido, a pesar de que las
sensibilidades y selectividades de esta técnica de fosforescencia a baja temperatura

(LTP) eran excelentes.

Figura n° 3.- Alternativas en el andlisis fosforimétrico.
A pesar de todos estos intentos, el primer trabajo sobre fosforescencia cuantitativa

no aparecié hasta 1957 (Kiers y col.) y la mayoria de las aplicaciones cuantitativas
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aparecieron en la literatura a partir de 1962 (Freed y Vise, 1962; McGlynn y col., 1963;
Winefordner y Latz, 1963). Fue el grupo de trabajo del Prof. Winefordner de la
Universidad de Florida el que estableci6 las bases de la fosforescencia a baja temperatura,
desarrollando multitud de aplicaciones a muestras complejas durante los afios 1965 a 1974.
Luego, en la década de los 60, la mayor parte de las aplicaciones fosforimétricas usaban
disolventes rigidos a baja temperatura (77 K) y la necesidad de utilizar estas condiciones

criogénicas ha sido una de las principales limitaciones de la fosforimetria convencional.

Fue concretamente en 1975 cuando Aaron y Winefordner revisaron la fosforimetria
a baja temperatura en términos de teoria, instrumentacién y aplicaciones indicando Ward
y col. (1981) en una revisién sobre fosforimetria que desde 1975 son muy pocos los
trabajos publicados en este campo.

Un avance significativo en la generacién de fosforescencia fue la introduccién por
Roth en 1967 de la fosforescencia a temperatura ambiente (RTP). Esta técnica se ha
convertido en un método prictico de deteccién de numerosos compuestos organicos y
consiste en adsorber los compuestos sobre materiales s6lidos dando lugar a la llamada
fosforescencia a temperatura ambiente en soporte sélido o RTP en soporte sélido como
el papel de filtro, gel de silice, acetato sédico, polimeros y diversos compuestos
inorgénicos (Hurtubise, 1981; Vo-Dinh, 1984). Este procedimiento consiste en hacer
incidir la fuente de radiacién sobre la matriz s6lida y registrar la fosforescencia de las
moléculas adsorbidas. La radiacién de la fuente y la radiacién luminiscente emitida es
reflejada de la superficie del material s6lido y también puede transmitirse a través de éste
(Wendlandt y Hecht, 1966). La diferencia entre la fosforescencia en superficie sélida y
en disolucion es que las moléculas son adsorbidas sobre pequefias particulas mientras que

en disolucion las moléculas estin disueltas en un disolvente.

Hasta los trabajos de Schulman y Walling (1972, 1973) no se reconoci6 el potencial
de la fosforescencia a temperatura ambiente sobre soporte sélido. Desde entonces, han
aparecido numerosos estudios y el fenémeno de la RTP en soporte sélido ha sido estudiado
en profundidad (Hurtubise, 1981; Vo-Dinh, 1984; Ramis Ramos, 1988).

El papel de filtro es la superficie s6lida més usada para obtener RTP a partir de

compuestos adsorbidos (Garcia Sdnchez y Cruces Blanco, 1988; Pal, 1992; Junior, 1995;
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Ai-Jun, 1996). Este papel de filtro ha sido tratado con diferentes medios para mejorar las
caracteristicas de la emisién fosforescente. Asi, el empleo de ciclodextrinas (CD’s) en la
fosforescencia del antraceno (Vo-Dinh y Alak, 1987), compuestos poliaromaticos y
heterociclicos en presencia de talio o plomo, como itomos pesados (Alak y col. 1988,

1989), el 1-naftol y 2-naftol con a- y B-ciclodextrinas en presencia de NaCl o NaBr
(Hurtubise, 1989).

Luego, a la vista de estas publicaciones se deduce que la obtencion de
fosforescencia a temperatura ambiente en soporte sélido con papel de filtro puede ser
incrementada por el tratamiento de la superficie con mezclas de medios organizados y
atomos pesados como es el caso de mezclas al 80% de o-CD/NaCl (Bello y Hurtubise,
1986a, 1986b, 1987, 1988a, 1988b y 1988c), mezclas al 1% «-CD/NaCl (Richmond y
Hurtubise, 1989a) o mezclas al 30% B-CD/NaCl (Richmond y Hurtubise, 1989Db).

A pesar de las buenas caracteristicas de sensibilidad que se obtienen con los
procedimientos de fosforescencia a temperatura ambiente en soporte solido existe la
limitacién de que no puede usarse en sistemas dinidmicos tales como andlisis por inyeccion
en flujo o cromatografia liquida de alta resolucién. Este problema se ha visto soslayado
con el desarrollo de varios procedimientos para obtener fosforescencia a temperatura
ambiente en disolucién. Dada la importancia y el auge de los métodos de anilisis
dindmicos, la obtencién de fosforescencia en disolucion, a temperatura ambiente, es un

campo de investigacién de gran actualidad (Panadero, 1994).

Hasta hace poco tiempo, la fosforescencia a temperatura ambiente en disolucion
s6lo se podia observar bajo condiciones muy especiales (Parker y Hatchard, 1962) o para
un nimero de moléculas muy pequefio, entre las cuales se puede destacar el biacetilo

(Donkerbroek y col., 1983).

Dokenbroek y col., (1981, 1982, 1983) demostraron el potencial analitico de un
modo de fosforescencia a temperatura ambiente que denominaron fosforescencia
sensibilizada. En ella el analito se detecta indirectamente por la fosforescencia emitida por
un aceptor que debe tener un rendimiento cudntico alto en disoluciones liquidas y un triple
estado de baja energia. Después de la excitacién, el analito actia como un donor de

energia (D) cediendo la energia a un aceptor A. Este hecho tiene lugar debido a que el
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triple estado del aceptor es de menos energia que el del donor, produciéndose una
transferencia de energia triplete-triplete desde el donor (analito de interés) al aceptor,

generalmente biacetilo o 1,4-dibromonaftaleno.

En estas condiciones, la energia transferida en este proceso compite con otras
muchas desactivaciones. Para incrementar la reaccion de transferencia de energia en el
modo de fosforescencia sensibilizada de biacetilo, se ha propuesto el empleo de distintos
medios micelares como dodecilsulfato sédico (SDS) o ciclodextrinas (CD’s) para
incrementar la fosforescencia de especies como los hidrocarburos aromaticos polinucleares
o compuestos heterociclicos nitrogenados (Donkerbroek, 1982; De Luccia y Cline Love,
1984, 1985; Blyshak, 1990).

En los ultimos afios, los 1lamados medios organizados o medios ordenados han
llegado a ser una herramienta particularmente valiosa en la metodologia analitica debido
a su habilidad para organizar los analitos a un nivel molecular. Estos agregados
moleculares son estructuras quimicas microscopicas que bajo condiciones especificas, se
aproximan a las caracteristicas de disoluciones fluidas homogéneas. En una estructura
organizada, generalmente se encuentran dos regiones de distinta polaridad y como
resultado, pueden unirse y/o compartimentar analitos, dependiendo de la polaridad. En
disolucion acuosa, la union se traduce en que el analito estd protegido de aquellos
componentes que se encuentran en el disolvente acuoso. En muchos casos, las
solubilidades acuosas de especies hidrofébicas aumentan debido a este proceso de

complejacion.

El uso de medios organizados ha surgido recientemente como otro modo de
observar la fosforescencia a temperatura ambiente en disolucién mediante la formacion de
complejos de inclusién. Los complejos de inclusién son compuestos moleculares con unas
caracteristicas estructurales en las cuales un compuesto, denominado molécula huésped

engloba espacialmente a otra molécula denominada molécula invitada.

Dentro del tipo de moléculas huésped que forman estos compuestos se pueden
destacar sistemas de polisacdridos como las zeolitas, silice, arcillas, poliazicares como las
ciclodextrinas, almidon y celulosa o unidades de polimeros ciclicos sintéticos como los

éteres corona o calixarenos (Szejtli, 1982; Mclntire, 1990).
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Este tipo de complejos tiene la particularidad de atrapar o acomplejar tanto a
moléculas grandes como pequefias, dependiendo del tamaiio de su cavidad. La formacion
de un complejo de inclusion es similar a la solubilizaciéon dinimica de moléculas en las
micelas. La diferencia entre estos compuestos con respecto a las micelas es que en ellos
existen cavidades de dimensiones determinadas que van a hacer que exista una selectividad
de tamafio y forma de los solutos con respecto a las moléculas que pueden ser incluidas.
La estabilidad de los complejos de inclusién formados con ciclodextrinas depende de

factores como los enlaces de hidrégeno, interacciones hidrofébicas, efectos del disolvente

y tamafio y forma de las moléculas.

Uno de los medios organizados mas utilizados son las ciclodextrinas (CD’s). Estas
son moléculas rigidas que se comportan como anfitriones moleculares en la formacion de
complejos de inclusion (Fendler, 1984). Estas poseen forma de toroide debida a la
conformacién tipo C1 de los residuos individuales de glucosa y sus enlaces en posicion
a-1,4 (Fendler, 1984; Bender y Komiyama, 1978; Szejtli, 1982; Saenger, 1980). Las tres
ciclodextrinas maés utiles analiticamente se componen de 6, 7 y 8 unidades de glucosa y
se denominan «-, 8- y 7y-ciclodextrinas, respectivamente y sus estructuras quimicas se

representan en la Figura n° 4.
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Figura n° 4.- Estructuras de a-, $- y y-ciclodextrinas
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Los didmetros de las cavidades de estos oligosacaridos ciclicos, se retnen en la
Tabla n® 1, y dependen del nimero de unidades de glucosa que componen cada

ciclodextrina. Otros datos fisicos adicionales de las ciclodextrinas se dan igualmente en
la Tabla n° 1.

Tabla n° 1.- Datos fisicos sobre ciclodextrinas

Datos fisicos o B8 0%
Peso molecular 972'8 1135 1297
Didmetro de la cavidad en A 6'0 8'0 10’0
Volumen de la cavidad en A® 176 346 510
Solubilidad en agua en g/100 ml 14’5 1’85 23'2
Nuimero de moléculas de agua incluidas 6 11 17

Los grupos hidroxilicos primarios y secundarios de la ciclodextrina estin
localizados en los extremos opuestos de la cavidad, y los puentes de oxigeno glicosidico
que revisten la cavidad interior dan a la molécula de CD, dos regiones de diferente
polaridad (Bender y Komiyama, 1978; Szejtli, 1982; Saenger, 1980). Los grupos
hidroxilicos aumentan la naturaleza hidrofilica del exterior de la ciclodextrina, en
consecuencia, estas moléculas son bastante solubles en agua. Por el contrario, el interior
de la ciclodextrina es apolar, debido a la alta densidad electronica de los puentes de
oxigeno. La naturaleza no polar de la cavidad, les hace ser un medio atractivo para

especies moleculares hidrofébicas.

La sustitucién del agua de gran energia por un compuesto hidrofébico se favorece
porque la tension del anillo disminuye cuando el "invitado" restituye su normal
configuracion de puentes de hidrégeno intramoleculares. Asi, la complejacién proviene de
varios factores que incluyen la disminucién de la tension del anillo después de la inclusién
de una molécula invitada y la expulsion de las moléculas de agua altamente energéticas,
de la cavidad (Bender y Komiyama, 1978; Szejtli, 1982; Saenger, 1980). Aiin cuando no
se formen enlaces covalentes durante el proceso de complejacién, pueden ocurrir
interacciones de Van der Waals y pueden darse enlaces por puentes de hidrégeno entre la

ciclodextrina y la molécula incluida.
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El grado de complejacion entre la molécula huésped e invitada se corresponde
fuertemente con la compatibilidad del tamafio de la cavidad de la ciclodextrina con el

tamafio y forma del invitado potencial.

La estequiometria es asimismo una consideracién importante cuando se examinan
estos complejos de inclusidon. Se han observado estequiometrias diferentes a la 1:1. Entre
los diferentes casos que se dan en disolucién acuosa, se encuentran los complejos de
estequiometria 1:2, en los cuales dos moléculas de analito residen en una cavidad de la
ciclodextrina, asi como complejos de estequiometria 2:1 en los cuales dos moléculas de
ciclodextrina encapsulan una molécula de analito (Szejtli, 1982 y Armstrong y col., 1986).
También pueden formarse complejos ternarios, en los cuales dos compuestos diferentes

se incluyen en la cavidad de una misma ciclodextrina.

Todo este proceso de formacién de los complejos de inclusion da lugar a la
intensificacién de los procesos luminiscentes debido a que las moléculas que se introducen
en la cavidad interna de las ciclodextrinas se aislan del ambiente que las rodea y sus
estados excitados estdn mdés protegidos de los procesos de quenching de la luminiscencia,
asi como de otros procesos de desactivacion no radiante que ocurren en disoluciéon. La

inclusion causa restriccion en la movilidad molecular y/o alteraciones en la polaridad local.

Fueron Cline Love y col. (Scypinski y Cline Love, 1984a y 1984b; Cline Love y
col., 1985; Femia y Cline Love, 1986) los primeros en obtener RTP de compuestos que
no contenian dtomos pesados en su estructura, al incluirlos en ciclodextrinas, utilizando
1,2-dibromoetano como atomo pesado externo. Las sefiales de fosforescencia de varios
hidrocarburos aromaticos polinucleares, heterociclos nitrogenados y diversas drogas,
fueron atribuidas a la formaciéon de un compuesto ternario entre la ciclodextrina el
bromoalcano y el compuesto de interés. Las disoluciones presentaban una cierta turbidez,

debido a la alta concentracion de 1,2-dibromoetano utilizada (0’58 M).

De una manera similar, se ha observado RTP de acenafteno incluido en
-ciclodextrina, en presencia de bromoalcoholes, como 2-bromoetanol o 2,3-dibromo-1-
propanol previa desoxigenaciéon mediante paso de nitrogeno (Hamai, 1989) o utilizando
sulfito sddico (Muiioz de la Pefa y col., 1991). Tabushi y col. (1977) también usaron una

B-ciclodextrina modificada, con un grupo de benzofenona como sustituyente, y obtuvieron
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asimismo fosforescencia de 1-bromonaftaleno. Mufioz de la Pefia y col. (1993) han
obtenido sefiales de fosforescencia de dos naftalenos sustituidos, acido 1-naftiloxiacético

y acido 1-naftilacético.

Otro modo de obtener fosforescencia a temperatura ambiente en disolucién es
mediante la adicion a la disolucion de la sustancia objeto de andlisis de un agente micelar
o surfactante que si se afiade a concentraciones superiores a un valor caracteristico
denominado concentracién micelar critica (c.m.c.) forma unos agregados anfifilicos
denominados micelas. Los agentes micelares son sustancias anfifilicas que poseen regiones
hidrofilicas e hidrofobicas en su molécula, siendo la combinacién de ambas tendencias la

causa determinante de las propiedades tnicas de estos agentes en disolucién.

El hecho de que se produzca la agregacion de las moléculas de surfactante para
formar las micelas se debe a que poseen una estructura de tipo R-X donde R es una cadena
hidrocarbonada, frecuentemente lineal, de 8 a 18 4&tomos de carbono, siendo X un grupo
polar o iénico denominado cabeza y R la cadena no polar e hidrofébica denominada cola.
La existencia del grupo polar de cabeza unido al grupo de cola no polar hace que la
molécula posea tanto grupos polares como apolares. Estos agregados se encuentran en un
equilibrio dindmico con las moléculas o iones individuales a partir de los que se han

formado.

Dependiendo de la naturaleza del grupo de cabeza polar, los agentes micelares se
pueden clasificar en: catidnicos, anidnicos, no idnicos y anféteros. Ademas, segun el tipo
de surfactante, las micelas se formardn con un nimero diferente de moléculas de agente
micelar y a esto se le denomina nimero de agregacion. En la Tabla n® 2 se recogen
algunos ejemplos de los agentes micelares mas utilizados en Quimica Analitica (Pelizzetti
y Pramauro, 1985). Otro tipo menos comun, de agentes micelares son aquellos en que a
una Unica cabeza polar se unen dos "colas" hidrocarbonadas lo que puede conferirles

propiedades especiales.

La caracteristica principal de los agentes micelares es su capacidad de
autoasociacion, tanto en disolucién acuosa como en medios apolares, formando grandes
agregados de dimensiones coloidales y estructura definida. El tipo de agregado que se

forma depende tanto de la estructura del agente micelar como del medio dispersante. La

46



Tabla n° 2.- Agentes micelares mds utilizados en quimica analitica.

Foérmula Tipo Abreviatura c.m.c (mM) Caracter
CH,(CH,),sN(CH,);*X" Bromuro de cetiltrimetril amonio BrCTA 0'92 Catiénico
CH,(CH,);s M) X Bromuro de cetilpiridinio BrCP 0'9 Cationico

CH,(CH,),;N(CH,),CH, <) CI'  Cloruro de tetradecildimetilbenzil amonio Zefilramina . Catiénico
(CH,(CH,),,),N(CHj3),"CI Cloruro de dioctadecildimetil amonio DODAC - Catidnico
CH,(CH,),;,0SO;Na* Dodecil sulfato sédico SDS 8 Aniénico
(CH,(CH,),CH(C,H;)CH,0CO0),CHSO,Na*  Bis(2-etilhexil)sulfosuccinato sédico Aerosol OT 0'6 Aniénico
(CH;(CH,),50),PO, Dihexadecil fosfato DHP - Aniénico
CH,(CH,),,(0OCH,CH,),;OH Polioxietileno(23)dodecanol Brijj 35 0'06 No i6nico
(CH,;),C(CH,), @ (OCH,CH,),sOH Polioxietileno(9'5)p-teroctil fenol Triton X-100 0'24 No i6nico
CH,(CH,),;N(CH;),* (CH,);COO 4-(Dodecildimetil amonio) butirato - Anfétero

CH,(CH,),;N(CH;),* (CH,);0SO"  3-(dodecildimetil amonio) propano-1-sulfonato  SB-12 - Anfétero §

S

g

]
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formacioén de dichos agregados ocurre al superarse su c.m.c y por debajo de la cual el
agente micelar se encuentra en forma de monémeros. En la Figura n° 5 se ilustran los
tipos de agregados que puede formar un agente micelar en disolucién acuosa, en funcién
de su concentracién: los agentes micelares con uno sola cadena hidrocarbonada, tanto
catiénicos como anidnicos, no iénicos o anféteros, forman "micelas". La estructura de una
micela es aproximadamente esférica a bajas concentraciones de agente micelar y elipsoidal

a altas concentraciones o en presencia de electrolitos (Pelizzetti y Pramauro, 1985).

mon¢meros micela micela

L e WL

N N a,

- R o &L D e e o
s

R

mon¢meros bicapa vesijcula

Figura n° 5.- Formacion de agregados en disolucion acuosa.

En una micela, los grupos polares estan dirigidos hacia la fase acuosa y en contacto
con ella, mientras que la cola del agente micelar esta dirigida hacia el interior de la micela
formando el nicleo no polar o hidrofobo. Los agentes micelares con dos "colas" (Figura
n° 5) cuando se asocian en disolucién acuosa no forman micelas clasicas sino "bicapas"
o vesiculas" (Thomas, 1980). La estructura de una vesicula se asemeja a dos esferas
circunscritas con los grupos no polares formando una especie de doble capa que es no
polar en su interior y polar en las dos caras externas. A este tipo de micelas el las cuales
los agregados poseen el grupo ionico de cabeza hacia fuera y la cola no idnica hacia dentro

se denominan micelas normales.
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En medios diferentes al agua como orgénicos o acuo-organicos, los agentes
micelares pueden formar dos tipos de estructuras, las micelas inversas y las
microemulsiones. Las micelas inversas son agregados de moléculas de surfactante que se
forman en disolventes no polares de una forma invertida, es decir, con los grupos polares
de cabeza estan orientados hacia el interior del agregado y las colas hidrofébicas hacia
fuera en contacto con el disolvente. Este tipo de micelas pueden solubilizar agua en su
interior y la cantidad de agua presente en este centro de la micela va a influir mucho en

el tamafio y caracteristicas de estos agregados (ver Figura n°® 6).

Las microemulsiones son mezclas homogéneas de agua y un compuesto organico
apolar que se forman en presencia de grandes cantidades de un surfactante y un co-
surfactante, normalmente un alcohol de tamafio mediano con un grupo alquilo de 4 a 8
carbonos (ver Figura n°® 6). Es decir, microemulsiones son dispersiones homogéneas de
gotas muy pequefias de agua en compuesto polar (W/O) o de compuesto polar en agua
(O/W). Las primeras contienen un interior o corazén acuoso y son similares a las micelas
inversas. En cambio, las microemulsiones de compuesto polar en agua contienen un

interior o corazén de hidrocarburos muy apolar y son similares a las micelas normales.

La gran ventaja de las microemulsiones con respecto a las micelas normales es que
el carécter altamente hidrof6ébico de su interior es muy adecuado para disolver moléculas
hidrofébicas a altas concentraciones (Ramis Ramos, 1988) e, incluso, moléculas organicas

de gran tamafio con dimensiones que se aproximen a las de las micelas.

Ny A
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Figura n° 6.- Esquema de una micela inversa y una microemulsion.
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Una micela estd formada por un nimero aproximadamente fijo de monémeros del
agente micelar (normalmente entre 60 y 100 monémeros dependiendo del agente micelar)
llamado nimero de agregacién. La concentracion de monémeros del agente micelar en
equilibrio con las micelas es aproximadamente constante e igual a la ¢c.m.c. (Cline Love
y col., 1984) .

Asi, un incremento en la concentracién de agente micelar por encima de la c.m.c.
conduce a un incremento en el nimero de micelas en disolucién sin modificarse
sustancialmente la concentracion de mondémeros libres. La concentracién de micelas en

disolucidén acuosa puede calcularse entonces por la formula:

C, —cme.
N

Micelas =

donde C; es la concentracion total del agente micelar (mondémeros) considerada y N el
numero de agregacion del mismo. La formacion de micelas es el resultado de dos fuerzas
primarias: por un lado las repulsiones entre las cadenas hidrocarbonadas y el medio acuoso

y por otro las atracciones de Van der Waals entre dichas cadenas.

Otros dos tipos de interacciones secundarias que se han de tener en cuenta cuando
se forma una micela son: la repulsion entre los grupos cabeza (cuando éstos son ionicos)
y el efecto positivo de los contraiones del agente micelar disminuyendo dichas repulsiones.
Por tanto, los factores que determinan el valor de la c.m.c. de un agente micelar, su
numero de agregacion, el tamafio de la micela, etc. son la longitud de la cadena
hidrocarbonada, el tamafio y estructura del grupo cabeza, la naturaleza del contraién, la
presencia de electrolitos y de otras sustancias anfifilicas, etc., ademds de la temperatura,
ya que todos estos factores influyen sobre alguna o varias de las interacciones antes

mencionadas.

Durante mucho tiempo las micelas han sido consideradas como un micleo hidréfobo
rodeado de una corteza polar. Hoy en dia hay bastante discrepancia acerca del nivel de
penetracion del agua en la micela (Fendler, 1982). Hay autores que proponen una
penetracion entre 2 y 4 atomos de carbono (Thomas, 1980) aunque ha habido sugerencias

de una penetraciéon mas profunda del agua en el nicleo no polar (Menger, 1979).
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Por medidas de fluorescencia polarizada se ha observado que el nicleo micelar se
asemeja a un hidrocarburo iiquido , con microviscosidades elevadas (entre 10 y 30 cP
(Thomas, 1977)) y, por otro parte, las cadenas hidrocarbonadas presentan un grado de
orden mayor que el alcano del mismo nimero de dtomos de carbono (Kalyanasundaran y
Thomas, 1976).

Segun distintos experimentos llevados a cabo en medios micelares (Resonancia
Magnética Nuclear y Dispersion de Neutrones fundamentalmente), Dill y col. (1984) han
comparado diversos modelos tedricos de estructura micelar demostrando que el micleo
micelar se compone exclusivamente de segmentos de cadena hidrocarbonada distribuidos
al azar con las unicas condiciones de la continuidad de la cadena y los impedimentos
estéricos. Otros modelos deducidos para una distribucion radial méds o menos estética de
las cadenas hidrocarbonadas o una penetracion significativa de agua en el nicleo micelar

no se ajustan a los resultados experimentales referidos (Dill y col., 1984).

En consecuencia, el concepto actual sobre la estructura y caracteristicas de las
micelas estd basado en estas predicciones de la teoria de las interfases y establece tres

postulados o puntos basicos:

1. Existe un nicleo micelar hidr6fobo practicamente seco, pero rodeado de
grupos polares.

2. Los cadenas hidrocarbonadas en la micela muestran una distribucion aleatoria
y desordenada, siendo los condicionanientos estéricos y la simple continuidad
de la cadena los factores que determinarian la estructura micelar.

3. Debido al elevado desorden de las cadenas hidrocarbonadas, se produce una
exposicion o contacto importante entre las partes hidréfobas de la micela y
el agua de la disoluci6n en la interfase niicleo/superficie de la micela.

En resumen, se trata de un concepto de micela densa, desordenada y dindmica con

un nuicleo seco y un considerable contacto de las cadenas hidrocarbonadas moviles con el

agua en la zona superficial (Dill y col., 1984).

En lo que se refiere a la superficie micelar, en el caso de micelas idnicas, un alto
porcentaje de los grupos cabeza estin ionizados (aproximadamente un 20%) (Thomas,

1980) existiendo posibilidades de intercambio idnico con otros contraiones de la
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disolucion. La constante dieléctrica en la superficie micelar se ha medido utilizando solutos
que se fijan en ella y que son muy sensibles al microentorno (pruebas de fluorescencia)
obteniéndose valores de ¢ entre 32 y 35 (Mukerjee, 1979), muy inferiores al valor de 80,
tipico de la fase acuosa, pero superiores a los valores de la constante dieléctrica de los
alcanos correspondientes.

Sin duda alguna, la propiedad més importante es su poder solubilizante sobre
especies poco solubles o insolubles en fase acuosa tales como hidrocarburos, reactivos
neutros, etc. El proceso de solubilizacién micelar es un proceso dindmico donde el soluto
estd en equilibrio entre la micela y la fase acuosa (Pelizzetti y Pramauro, 1985). Para una
buena solubilizacion,. el soluto ha de estar estadisticamente la mayor parte del tiempo en
el interior o en la superficie micelar (Thomas, 1980), pudiendo hablar de "tiempos medios
de residencia" del soluto en la micela. Dependiendo de las posibles interacciones
electrostiticas o hidr6fobas de un soluto con las micelas, pueden existir distintos lugares
"preferentes” de solubilizacién (Hinze y col., 1984). Asi, un soluto poco polar se situard
preferentemente en las proximidades del niicleo micelar en tanto que un soluto anfifilico
estard colocado en las cercanias de la superficie y un soluto iénico, cuya carga sea

contraria a la de los grupos cabeza del agente micelar, se fijar4 preferentemente sobre la
superficie micelar.

Una segunda propiedad importante de los medios micelares es su capacidad para
concentrar o separar reactivos: la solubilizacién selectiva de reactivos en la micela los
acerca respecto a su situacioén en la disolucion acuosa por tanto se favorecen reacciones

que en la fase acuosa eran lentas.

La tercera propiedad de las micelas es el hecho de alterar el microentorno del
soluto solubilizado en las mismas. Propiedades tales como acidez, viscosidad, coeficiente
dieléctrico, polaridad, etc. cambian sustancialmente de la micela a la fase acuosa con la
consecuencia inmediata de cambios en los equilibrios, en las propiedades espectrales y en
la reactividad del soluto solubilizado (Hinze y col., 1984).

El estudio de las propiedades espectrales, de absorcién, fluorescencia y
fosforescencia, de distintas moléculas organicas en medios micelares permite obtener una

informacién muy valiosa sobre las propiedades bdsicas de tales sistemas micelares.
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En general el microentorno micelar suele ofrecer una proteccion especial de los
estados excitados (singulete y triplete) de una molécula frente a procesos de "quenching"
o desactivacion no radiante. El resultado de esta propiedad o caracteristica de tipo general
es que se han observado grandes aumentos en los rendimientos cudnticos luminiscentes
(fluorescencia y fosforescencia) en el seno de un medio micelar (Cline Love y col., 1984;
Hinze y col., 1984). La implicacién practico-analitica de este fenémeno es enorme para

la puesta a punto de nuevos métodos analiticos mas sensibles.

Por otra parte, una gran variedad de reacciones quimicas y fotoquimicas se facilitan
o dificultan en este nuevo medio. Resulta evidente, pues, la necesidad de investigar y
comprender la naturaleza basica de estos cambios espectrales, equilibrios y reacciones que
se producen en el medio micelar si se desean aplicar de forma inteligente estos

conocimientos al desarrollo de nuevos métodos analiticos luminiscentes.

Los cambios observados hasta el momento en las propiedades luminiscentes de
diversas moléculas en presencia de micelas se pueden atribuir, en primer lugar, a la
solubilizacién de dicha molécula luminoférica en la micela con el consiguiente cambio de
microentorno y, en segundo lugar, a la catélisis o inhibicion de reacciones quimicas o

fotoquimicas.

La mayoria de los compuestos luminiscentes presentan distintas propiedades de la
emision radiante para distintos disolventes o en micelas. Al pasar de un disolvente a otro
cambia la polaridad, viscosidad, capacidad de formar enlaces de hidrégeno, etc. lo que

produce cambios en las propiedades luminiscentes del soluto.

Otro efecto importante que influye sobre la luminiscencia observada es la capacidad
del disolvente de formar enlaces por puentes de hidrogeno solvatando de alguna manera,
a la molécula luminiscente. Este nuevo efecto ha de considerarse combinado con el de

cambio de polaridad ya que suelen ir relacionados.

Wolff (1981a) observd que cuando la concentracion de agente micelar se
incrementa por encima de la c.m.c. del mismo se observa una drastica reduccién del
rendimiento cuantico de fluorescencia de la acridina y que tal disminucion de la intensidad
de fluorescencia se puede aplicar a la determinacion de concentraciones micelares criticas

de los distintos agentes micelares (Wolff, 1981b). Esta disminucion de la fluorescencia,
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asi como el desplazamiento hipsocrémico en el méximo (menor polaridad) puede atribuirse
a la solubilizacién de la acridina en la parte apolar de la micela donde se ve dificultada
la formacién de enlaces de hidrégeno (Wolff, 1981a). La disminucidn de la fluorescencia
es menor en agentes micelares aniénicos (por ejemplo SDS) que en los catiénicos o no

i6nicos debido a la mayor hidratacién de las micelas aniénicas de SDS (Wolff, 1981a).

La presencia de agentes micelares tiene un efecto decisivo sobre los equilibrios de
agregacion de los compuestos luminiscentes que ocurren en la fase acuosa. Como regla
general, cuando la concentracion de agente micelar es ligeramente superior a la c.m.c.
(baja concentracion de micelas) y la concentracién de luminéforo relativamente elevada,
se favorece la formacion de agregados (principalmente dimeros) que pueden ser
luminiscentes o no. Sin embargo, cuando la concentracién de agente micelar se encuentra
por debajo de la c.m.c, se forman pares i6nicos y si la concentracién de agente micelar
es muy superior a la c.m.c, el reactivo se "diluye" en las micelas de modo que, a una
concentracion suficientemente elevada de agente micelar, el niimero de micelas doblemente
ocupadas es despreciable.

El primer trabajo que describe la obtencién de RTP en medio micelar data de 1977
(Kalyanasundaram y col., 1977), donde se obtienen sefiales de fosforescencia a
temperatura ambiente de 1-bromonaftaleno y 1-bromopireno en disoluciones desoxigenadas
de dodecilsulfato sédico. Turro y Aikawa (1980), examinaron igualmente los procesos

fotofisicos de 1-cloronaftaleno en medio micelar.

La denominada fosforescencia a temperatura ambiente en disolucién en
presencia de medios micelares (Micelle stabilized room temperature phosphorescence)
(MS-RTP) se esta desarrollando en los tltimos afios como una técnica analitica alternativa
muy prometedora (Miller, 1981; Hurtubise, 1983; Cline Love y col., 1984; Pelizzetti y
Pramauro, 1985; Weijun y Chansong, 1993a y 1993b; Gioia y Campiglia, 1994; Weijun,
1994; Ai-Jun, 1996). En 1979, Hinze (1979) ya apuntaba la posibilidad de utilizar la
fosforescencia a temperatura ambiente en medios micelares para el andlisis de sustancias
orgéanicas basindose en los resultados obtenidos por otros autores en estudios basicos de
fosforescencia en medios micelares (Turro y col., 1978). Cline Love y col. (Cline Love
y col., 1980; Skrilec y Cline Love, 1980) a principios de la década de los 80, fueron los
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primeros en proponer la técnica MS-RTP para la determinacion de compuestos organicos
aromaticos. Dichos autores recomiendan el empleo de micelas anidnicas de SDS en
conjuncién con sales de T1* o Ag* y una desoxigenacion cuidadosa de las disoluciones
(purga de N,) para obtener sefales de fosforescencia analiticamente utiles. Los limites de
deteccion obtenidos por MS-RTP para naftaleno, bifenilo y pireno fueron 6-10° M, 6-10°
My 5-10° M, respectivamente (Skrilec y Cline Love, 1980) siendo la relacién éptima de

contraiones dtomo pesado/sodio de 3/7 en el dodecilsulfato sédico empleado.

La técnica MS-RTP también puede ser muy util en el andlisis de mezclas de
hidrocarburos, ya sea por diferenciacién de vidas medias de fosforescencia (Cline Love
y col., 1981) o por espectroscopia sincrénica (Femia y Cline Love, 1984, 1986).
Asimismo en los tltimos afios se han publicado gran mimero de trabajos sobre el uso de
la MS-RTP como nuevo método de deteccion en cromatografia liquida (Armstrong y col.,
1981; Yarmchuk y col., 1982; Weinberger y col., 1982; Arunyanart y Cline Love, 1984;
Yarmchik y col., 1984). El principal problema de esta nueva metodologia frente a la
fluorimetria convencional es la eliminacién del oxigeno disuelto. Especialmente en
cromotografia liquida, la eliminacién del oxigeno es dificil y costosa, aunque la adicién
de Na,SO; puede resolver de una manera elegante y ficil el problema (Diaz Garcia y Sanz
Medel, 1986). Esta nueva técnica se ha aplicado con éxito a la determinaci6n de naftaleno
obteniéndose un limite de deteccion de 4:10® M (Diaz Garcia y Sanz Medel, 1986) y
puede ser aplicado fécilmente como un nuevo y prometedor sistema de deteccién en

cromatografia liquida de alta resolucion.

Teniendo en cuenta que la solubilidad del oxigeno es mayor en disolventes
organicos que en agua, cabria esperar una mayor eficiencia en la amortiguacién de la
fosforescencia de compuestos orgdnicos solubilizados en medios micelares debido al
oxigeno disuelto. Sin embargo, parece demostrado que los medios micelares protegen al
lumindforo de colisiones con el oxigeno por cuanto las constantes de amortiguacion
observadas son inferiores a las obtenidas en fase acuosa. Las razones apuntadas para tal
comportamiento inesperado son variadas: por un lado se cree que dicho aumento se debe
a la viscosidad del medio micelar frente al acuoso, lo que dificultara el acercamiento por
difusion del oxigeno al luminéforo. En segundo lugar, el oxigeno se mueve libremente

entre la micela y la fase acuosa por lo que experimenta una especie de "mezcla de
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entre la micela y la fase acuosa por lo que experimenta una especie de "mezcla de
disolventes" y la solubilidad del oxigeno en mezclas de disolventes en las que interviene
el agua no es una funcién lineal de la fraccién molar sino que se mantiene baja en un
amplio rango de concentracion de agua (Hautala y col., 1973). Es decir, en un medio
micelar la solubilidad del oxigeno debe ser muy semejante a su solubilidad en agua. En
tal caso, si se considera que una disolucién de SDS 0’1 M da lugar a una concentracion
de micelas de aproximadamente 2-10® M y que la concentracién de oxigeno es 310 M
esto indica que el nimero de moléculas de oxigeno por micela, n, , debe ser mucho menor
que 1 (Thomas, 1980).

Turro y col.. (1978) observaron que en disoluciones micelares de BrCTA, el
1,4-dibromonaftaleno producia una fosforescencia muy débil cuando dichas disoluciones
se encontraban expuestas al aire pero la intensidad aumentaba sensiblemente al purgar las
disoluciones con nitrogeno. Por otro lado, puesto que en ausencia de micelas la
fosforescencia de dicho compuesto no era detectable, dichos autores concluyeron que los
medios micelares ofrecen una inmunidad parcial frente al oxigeno. Sin embargo otros
autores (Cline Love y col., 1980; Skrilec y Cline Love, 1980; Leigh y Scalano, 1983;
Hunter y Szczepanski, 1984) han comprobado la necesidad de eliminar el oxigeno disuelto
para obtener sefiales de fosforescencia suficientemente intensas en disoluciones micelares

a temperatura ambiente.

Turro y col. (1978), obtuvieron RTP de 1,4-dibromonaftaleno en acetonitrilo
purificado y desgasificado al vacio, asi como de naftaleno y trifenileno en
1,2-dibromoetano igualmente purificado. También, encontraron que las ciclodextrinas
podian ser utilizadas de una manera similar a los medios micelares, para la observacion
de fosforescencia en disoluciones acuosas (Turro y col., 1982a, 1982b, 1982c, 1983).
Encontraron que 1-bromo- y l-cloronaftaleno emitian fosforescencia en disoluciones

desoxigenadas de (3-ciclodextrina.

Cline Love y col. (1980, 1981; Skrilec y Cline Love, 1981a, 1980b; Weinberger
y col., 1982; Femia y Cline Love, 1984) fueron los primeros en obtener RTP en medio
micelar (MS-RTP), con compuestos que no poseian dtomos pesados en su estructura.

Obtuvieron MS-RTP de varios hidrocarburos aromaéticos polinucleares, de carbazol y

56



00800 CT0200000200000080300000000800023000000080000000000c020°

Introduccion

derivados y de drogas tales como propranolol y naproxeno. Las sefiales de fosforescencia
se producian en disoluciones micelares desoxigenadas de dodecil sulfato sodico en

presencia de dtomos pesados como talio o plata.

Como se indic6 anteriormente, Diaz Garcia y Sanz-Medel (1986), propusieron la
sustitucion del paso de nitrgeno como sistema de desoxigenacion, por el uso de sulfito
sédico como desoxigenante quimico y empleando este procedimiento, obtuvieron sefiales
de RTP de varios hidrocarburos aromadticos polinucleares con dodecil sulfato sédico en
presencia de talio. La técnica se aplic6 a la determinacion de niobio (Sanz-Medel y col.,
1987) en presencia de bromoformo como atomo pesado y de aluminio (Fernindez de la
Campa y col., 1988; Diaz Garcia y col., 1988), por formacién de sus respectivos
complejos con ferrén en bromuro de cetiltrimetilamonio. La determinacion de aluminio

fue semiautomatizada en un sistema de inyeccién en flujo (Liu y col., 1990).

De todo lo expuesto hasta el momento se puede deducir que los métodos
luminiscentes de andlisis (fluorescencia, fosforescencia y quimioluminiscencia) ofrecen
como ventajas bésicas su gran sensibilidad y selectividad y, concretamente, la
fosforescencia a temperatura ambiente es sensible, practica y un método eficiente para
identificar y cuantificar compuestos organicos no s6lo en mezclas simples sino también en
sistemas complejos reales. Esta técnica ha sido utilizada en muchas 4reas, anlisis clinico,
investigacion biomédica, quimica agricola y farmacéutica, y en control industrial y

ambiental.

Sin embargo el principal inconveniente es que existen relativamente pocas
sustancias que muestren propiedades luminiscentes en disolucion acuosa y muchas de las
que las poseen no son suficientemente sensibles y, por tanto, poco utiles desde el punto

de vista analitico.

Aunque, en general, en cualquier intento de desarrollar un método luminiscente
(fluorimétrico o fosforimétrico) de andlisis para muestras reales se cuenta con la
sensibilidad de la técnica como la caracteristica mds atractiva y util, la selectividad es
frecuentemente inadecuada como consecuencia de la estructura de banda ancha de los
espectros luminiscentes. Tal limitacién impide a los sistemas de medida convencionales

resolver las bandas solapadas que se observan frecuentemente en mezclas de compuestos
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luminiscentes, siendo necesario emplear procedimientos de separacion que incluyen,

principalmente, técnicas cromatograficas.

Las medidas de intensidad de luminiscencia son funcion de tres variables
independientes: longitud de onda de excitacidn, longitud de onda de emision y tiempo de
decaimiento. En consecuencia, las medidas de luminiscencia son potencialmente méas
selectivas que las medidas espectrofotométricas. Esta selectividad tedrica ha sido dificil
de demostrar en la practica debido a que, en la mayoria de los casos, los espectros de
luminiscencia son muy anchos y las medidas requieren aparatos especializados. Asi, Miller
(1981) ya apunté la importancia de mejorar la selectividad espectral si se quiere explicar

el uso potencial de esta técnica.

Los avances mas recientes en tales métodos luminiscentes se han centrado
principalmente en el desarrollo de nuevos instrumentos mejor disefiados y la aplicacion de
microprocesadores y tecnologia informética para mejorar la deteccidon y especificidad
(Wehry, 1982, 1984). Una via moderna para aumentar la sensibilidad analitica de tales
métodos es la utilizacién de los conocimientos existentes sobre la quimica en disolucién
de los sistemas micelares. Es un hecho que con ayuda de sistemas micelares (Cline Love
y col., 1984; Hinze y col., 1984) se pueden poner a punto métodos luminiscentes de

andlisis extremadamente sensibles y selectivos para un gran nimero de sustancias.

Otra alternativa rdpida y de bajo coste que no incluye la manipulacion de la
quimica de la muestra, teniendo como objetivo mejorar la selectividad espectral mediante
el estrechamiento de los espectros a bajas temperaturas (Whery, 1981), la espectroscopia
de derivadas (Green y O’ Haver, 1974), barridos sincronicos (Lloyd, 1971; Lloyd y Evett,
1977; Vo-Dihn, 1978; Vo-Dihn, 1982; Garcia Sanchez y Cruces Blanco, 1984),
sincrénico-derivados (Garcia Sanchez y Cruces Blanco, 1984; Rubio y col., 1986),
adquisicion de matrices complejos de excitacion-emision (EEMs) (Christian y col., 1981),
o barridos de dngulo variable (André, 1977; Cabaniss, 1991), lo cual ha aumentado el

campo de aplicacion y ha mejorado las caracteristicas analiticas de estos métodos.

La técnica de espectroscopia de derivadas se introdujo en los afios 50 e
inicialmente fue aplicada a la espectrofotometria de absorcion UV-Visible (Hammond y
Price, 1953; Morrison, 1953; French y Church, 1954). En 1955, Giese y French (1955)
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publicaron un trabajo discutiendo la ventaja potencial de la primera derivada de una curva
de transmisién con respecto a la longitud de onda para la resolucién de bandas solapadas.
Estos primeros trabajos han sido seguidos por otros muchos debido al interés de la técnica,
tanto para sus aplicaciones analiticas cualitativas como cuantitativas (Levillain, 1986;
Berzas Nevado y col., 1992; Espinosa-Mansilla y col., 1993; Morelli, 1994).

Otra técnica que ofrece una mejora en la selectividad del anélisis luminiscente sin
tener que sacrificar simplicidad es la técnica de barrido sincrémico. Sus principales
atributos son el efecto de estrechamiento de banda y la simplificacién de los perfiles
espectrales. El método consiste en el barrido de los monocromadores de excitacion y
emision simultineamente con una diferencia constante entre ambas longitudes de onda. El
resultado es la obtencién de un espectro sencillo y estrecho caracteristico de la sustancia
en cuestion (Vo-Dihn, 1978).

Los beneficios obtenidos en los espectros de derivadas sugirieron a John y Soutar
(1976) el acoplar ambas técnicas conjuntamente, produciéndose la primera aplicacion de
la técnica sincrénica-derivada para la determinacién de tirosina en presencia de tript6fano
(Miller, 1982). Desde entonces han sido muchas las aplicaciones de esta técnica tanto para
obtener aumentos en la sensibilidad como en la selectividad en el analisis de muestras

complejas.

Asi, han sido frecuentes los anilisis de hidrocarburos policiclicos aromaticos
(Wakeham, 1977; Vo-Dinh, 1978; Gammage, 1978; Vo-Dinh, 1981; Tacibana y
Furosawa, 1992), plaguicidas (Cruces Blanco, 1984a; Cruces Blanco,1986; Garcia
Sanchez y Cruces Blanco, 1986; Garcia Sanchez y Cruces Blanco, 1988a; Garcia Sénchez,
Cruces Blanco y col.,1988b), alcaloides (Ramos Rubio, 1986; Garcia Sanchez y col.,
1990a), productos farmacéuticos (André, 1977; Salinas, 1991) y productos de interés
bioquimico (Miller, 1982; Valcarcel, 1985).

En cuanto a la aplicacién de estas técnicas a la determinacion de trazas de iones
inorgdnicos, también existen numerosos trabajos en la bibliografia. Asi, Cruces Blanco y
Garcia Sanchez (1984b) determinaron trazas de magnesio en aguas mediante fluorescencia
convencional y sincrénica. Posteriormente, otros trabajos tales como los de Rubio y col.
(1985), Salinas y col. (1985), Garcia Sinchez y Herndndez Lopez (1986), Salinas y col.
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(1988), Garcia Campaiia y col. (1992), Cruces Blanco y col. (1993), etc... han demostrado
que la técnica sincrdnica-derivada eleva los niveles de tolerancia de los iones que se
ensayan como interferentes, permitiendo la determinacién de iones metalicos en muestras

complejas.

Aunque las técnicas de derivadas (Levillain y Fompeydie, 1986) por si solas no
producen mas informacion sobre los datos espectroscopicos, si permiten discriminar entre
espectros de diferentes anchuras, debido a que para dos espectros de la misma intensidad,
la derivada del espectro més estrecho tendrd mdas intensidad que la derivada
correspondiente al espectro mds ancho lo cual, en muchos casos, permite una

discriminacidén mas satisfactoria de las sefiales espectrales.

Por tanto, el efecto de estrechamiento de las bandas de luminiscencia que origina
la aplicacion de la técnica sincrénica junto con las ventajas que conlleva la utilizacion de
la técnica de derivadas ha hecho que, desde su primera aplicacién (John y Soutar, 1976)
haya sido ampliamente utilizada para la determinaciéon individual de compuestos
fluorescentes o para la resoluciéon de mezclas de compuestos con o sin fluorescencia

nativa.

Como puede verse por el nimero de datos existentes en la bibliografia, la
combinacion de la fluorescencia sincrénica con la técnica de derivacion sigue siendo la
mas ampliamente utilizada ya que su principal interés radica en la posibilidad de resolver,

de forma facil y rapida, muestras complejas.

Las caracteristicas de la técnica sincrénica y/o derivada han sido ampliamente
discutidas en Memorias de Licenciatura (Cruces Blanco, 1983; Ramos Rubio, 1984;
Muiioz de la Pena, 1985), Tesis Doctorales (Cruces Blanco, 1987; Ortega Labajos, 1988;
Aguilar Gallardo, 1990; Duran Pérez, 1990; Alarcén Molina, 1992) y numerosos articulos
cientificos. Estas referencias y las discusiones realizadas hasta el momento son suficientes
para destacar la importancia que la luminiscencia molecular acoplada a las técnicas

avanzadas ha tenido en el disefio y desarrollo de la presente Memoria.

Para una aplicacion satisfactoria de la técnica sincrénica y posterior derivacién de
los espectros sincronicos obtenidos que permitan aumentar la selectividad de los métodos

fluorimétricos convencionales es de vital importancia una correcta seleccion de los A\ més
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apropiados para la resolucién de la mezcla objeto de estudio.

Los espectros de excitacion y emision convencionales no suponen una descripcion
completa de la distribucién espectral de un compuesto, debido a que el espectro de
excitacion es obtenido a una sola longitud de onda de emisién (A.,) y €l espectro de

emision es obtenido, igualmente, a una longitud de onda fija de excitacion (A.,).

Para adquirir una informacién luminiscente completa de un compuesto es necesario
obtener un gran nimero de espectros de emision a longitudes de onda de excitacion
diferentes y los correspondientes espectros de excitacion a longitudes de onda de emision,
también diferentes. La representacién de estos datos constituye lo que se denomina
espectros tridimensionales o espectros de luminiscencia total. Estos consisten en una
proyeccién isométrica tridimensional donde uno de los ejes representa la longitud de onda
de excitacion, otro la longitud de onda de emision y el tercero, el eje vertical, la

intensidad de luminiscencia.

Estas matrices completas de excitacion-emisiéon (EEMs) pueden representarse,
también, en forma de curvas de nivel de igual intensidad de luminiscencia denominadas
contornos o mapas de contorno. Se trata de una representacion bidimensional donde los
ejes X e Y constituyen las longitudes de onda de excitacién y emision y las intensidades
de luminiscencia como un conjunto de curvas obtenidas al unir puntos que presentan igual
intensidad de luminiscencia. Este método es atin mas informativo que la observacion de
los espectros tridimensionales, ya que la obtencion de las A, y A, que dan lugar a la
méaxima intensidad de luminiscencia (mdxima proximidad de las curvas de nivel) se deduce

facilmente.

La luminiscencia de barrido sincrénico consiste en mantener constante un intervalo
de longitudes de onda (A\) entre la longitud de onda de excitacion y la de emisién. Para
obtener buenos resultados mediante la aplicacién de esta técnica, principalmente para la
resolucién de mezclas de compuestos fluorescentes o fosforescentes, es necesario conocer

previamente el valor optimo de AA.

Una de las ventajas mds importantes que proporciona la adquisicion de los mapas
de contorno por medio de la utilizacién de espectrofluorimetros mas modernos es la

posibilidad de la observaciéon minuciosa de los mismos que permita seleccionar facilmente
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el valor de AN maés apropiado para la obtencién de un espectro sincrénico simple y

estrecho, sin perder sensibilidad y ganando, en la mayoria de los casos, selectividad.

El espectro sincronico convencional corresponde a una seccion recta, a través del
mapa de contorno, de 45°. El AN mds apropiado para la determinacién de un compuesto

serd aquel cuya diferencia de longitudes de onda de lugar a un maximo de luminiscencia.

Recientemente se ha propuesto una modificacion del barrido sincrénico
convencional (secci6n recta a través del mapa de contorno de 45°) que consiste en el uso
de angulos diferentes que permite explorar algunas zonas del mapa de contorno donde
exista més informacion y, por tanto, resolver espectros solapados que no pueden ser

resueltos mediante los barridos sincrénicos convencionales.

A este tipo de modificacién de los barridos sincronicos convencionales se le ha
denominado barrido sincrénico de dngulo variable y su introduccién se debe a Kubic y
col. (1980). Esta técnica consiste en variar el incremento de longitud de onda (A\) de un
forma controlada, siendo la forma mas sencilla mantener la linea recta. El trazado del
barrido sincrénico puede ser de dngulo variable lineal, que es lo mas frecuente o de

dngulo variable no lineal, que ha sido mucho menos utilizado.

Las aplicaciones de esta técnica son, hasta el momento, algo limitadas, debido a
la dificultad en la obtencion de estos barridos en los espectrofluorimetros convencionales
(Kubic, 1983; Kubic y Sheman, 1983; Clark y col. 1985) Sin embargo, recientemente, con
la mejora en la instrumentacién analitica, las ventajas de esta técnica se han puesto de
manifiesto en la resolucién de mezclas complejas de numerosos compuestos (Garcia
Sanchez y col. 1990b; Oms y col. 1990; Sénchez y col., 1990; Yaoqun y col., 1990; Lee
y col., 1991; Garcia Sanchez y col. 1993; Yaoqun, 1993; Garcia Sinchez y col., 1995;
Capitan-Vallvey y col., 1995).

Como se observa hasta el momento, para poner a punto un método basado en la
fosforescencia a temperatura ambiente en disolucién e incrementar las caracteristicas
inherentes de sensibilidad y selectividad de la determinacion mediante la aplicacién de
modificaciones espectrales es necesario una seleccién minuciosa de numerosas variables.
Convencionalmente, cuando se trataba de evaluar el efecto de cada variable, éstas se

variaban secuencialmente. Esta aproximacion univariante consistia en fijar cada uno de las
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otras variables a un valor constante e ir variando la variable de interés, midiendo, en cada

caso, la respuesta del método.

Este método de optimizacion de variables paso a paso, aunque ha sido y sigue
siendo ampliamente usado, requiere un gran nimero de anilisis independientes y puede
ser sustituido por protocolos experimentales estadisticamente disefiados en los cuales se
varian simultineamente varios factores (Cela, 1994; Deming, 1993). Esta aproximacion
multivariante supone una reduccion del nimero de experimentos y de tiempo de anélisis,
permitiendo una evaluacién estadistica que permite conocer la interaccion entre

pardmetros, cosa que no es posible en la optimizacion univariante.

Por todo ello, la aplicacién de disefios experimentales tales como disefios
factoriales, factoriales fraccionados y compuestos en los métodos fosforimétricos a

temperatura ambiente puede ser extremadamente beneficiosa.

A pesar de las dificultades que, como cualquier otra técnica, conlleva la puesta a
punto de un método fosforimétrico a temperatura ambiente en disolucién, la simplificacién
que proporciona la utilizacion de estos disefios experimentales va a permitir que ésta
constituya una excelente herramienta para la determinacion cuantitativa de numerosos

compuestos en el campo del andlisis ambiental.
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Reactivos, instrumentacion y metodologia

1. Reactivos, disolventes y disoluciones.
1.1. Reactivos.

Los reactivos empleados en esta memoria se pueden clasificar, segin su funcion
en los siguientes grupos: agentes micelares, dtomos pesados, agentes desoxigenantes,
hidrocarburos aromaticos policiclicos, fitohormonas e insecticidas. Estos grupos se
muestran, junto con los datos correspondientes a su pureza, casa suministradora y

referencia, en las Tablas n°® R-1, R-2, R-3, R-4 y R-5, respectivamente.

Tabla n°® R-1.- Agentes micelares.

Agente micelar. Casa suministradora Pureza Referencia
SDS Sigma 95 % L-5750
Triton X-100 Merck 98 % 8603
Brij-35 Merck 95 % 801962
BrCTA Sigma 99 % H-5882

Tabla n°® R-2.- Atomos pesados.

Atomos pesados Casa suministradora Pureza Referencia
Pb(Ac0),.3H,0 Merck 99'5 % 7375
KI Panreac 98 % 141542
KBr Merck 98'S % 4905
Pb(NO,), Merck 99'5 % 7398
AgNO, Probus 99 % 0797
ZrCl, Merck 98 % 808913
Th(NO,),.5H,0 Merck 99 % 8162
TINO, Aldrich 99’9 % 30,923-0
CsCl Merck 99’9 % 2039
Sr(NO3), Carlo Erba 99’5 % 485605
Hg,(NO;),.2H,0 Merck 97 % 4437

Tabla n° R-3.- Desoxigenantes.

Desoxigenantes Casa suministradora Pureza Referencia
Na,SO, Merck 98 % 6657
H,SO, Merck 95-97 % 732
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Tabla n® R-4.- Hidrocarburos aromdticos policiclicos.

HAP Casa suministradora Pureza Referencia
Acenafteno Sigma 99 % A 9394
Fluoreno Sigma 99’5 % F 6379
Fluoranteno Aldrich 99 % F 80-7
Naftaleno Sigma 99 % N 2380
Fenantreno Sigma 96 % P 2528
Pireno Sigma 99'5 % P 2146
Benz[a]antraceno Sigma 95'5 % B 2750
Benzo[a]pireno Sigma 98 % B 1760
Benzo[e]pireno Sigma 98 % B 8382
Antraceno Sigma 98 % A 8637

Tabla n°® R-5.- Fitohormonas e insecticidas.
Fitohormonas Casa suministradora  Pureza Referencia
Acido B-naftiloxiacético Sigma 99 % N-6500
a-Naftaleneacetamida Sigma 99 % N-0250
Carbaril Dr. Ehrenstorfer 99'9 % E 109800
Acido p-clorofenoxiacético Sigma 99 % C-0413
a-Naftol Sigma 99 % N-1000
2-(4-Tiazolil)-benzimidazol Aldrich 98 % 28,951-5
Carbendazima Aldrich 98 % 37,867-4
2-Aminofenol Aldrich 99 % A 7,130-1
3-Amino 1,2,4-triazol Sigma 95 % A-8056
Acido 2,4-diclorofenoxiacético Sigma 95 % D-8407

1.2. Disolventes organicos.

Los disolventes orgénicos utilizados para el estudio del medio en las condiciones

de trabajo, asi como para la preparacion de las distintas disoluciones se indican en la Tabla

n° R-6, junto con los datos de pureza, casa suministradora y referencia correspondiente.
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Tabla n® R-6.- Disolventes.

Disolvente Casa suministradora Pureza Referencia
1-Pentanol Carlo Erba P.A. 413783
1-Butanol Panreac P.A. 131884
1-Octanol Probus P.A. 231810
Hexano Merck P.A. 4373
Heptano Merck P.A. 4379
Pentano Carlo Erba P.A. 468156
Diclorometano Panreac P.A. 131254
Cloroformo Merck P.A. 2432
Tetracloruro de carbono  Carlo Erba P.A. 434621

Ciclohexano Panreac P.A. 131250

1.3. Disoluciones.

1.3.1. Agentes micelares.

Se utilizaron cuatro tipos de agentes micelares. Sus disoluciones se prepararon
siguiendo los siguientes procedimientos:
- Disolucién de SDS: Se prepar6 disolviendo 14’41 g de SDS en 100 ml de

agua, obteniendo asi una disolucién madre 0'5 M.

- Disolucién de TX-100: Se prepar6 disolviendo 1’29 g de TX-100 en 100 ml

de agua, obteniendo asi una disoluciéon 0’02 M. De ésta se tomé 1 ml

enrasandola hasta 100 ml, obteniendo una concentracién final de 2-10* M.

- Disolucién de Brij-35: Se prepar6 disolviendo 0'21 g de Brij-35 en 250 ml de

agua, obteniendo asi una disolucién madre 7-10* M.

- Disolucién de BrCTA: Se prepar6 disolviendo 2’92 g de BrCTA en 100 ml de

agua, obteniendo asi una disolucion madre 0’08 M.

En todos los casos se hizo uso de un bafio de ultrasonidos para favorecer la
disolucion de los agentes micelares, siendo ademds necesario mantener la disolucion de
BrCTA en un bafo de agua a una temperatura de 30 °C. Las concentraciones de las
disoluciones formadas fueron del orden de 100 veces la concentracion critica micelar de
cada agente micelar, para que, por sucesivas diluciones, la concentracion final se

aproximara a dicha c.m.c..
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1.3.2. Atomos pesados.

El procedimiento seguido fue el siguiente: En un matraz de 100 ml se afiaden
distintas cantidades de dtomos pesados (9'48 g de Pb(Ac0),.3H,0, 4’15 g de KI, 2’98 g
de KBr, 828 g de Pb(NO,),, 4'25 g de AgNO,, 6’66 g de TINO;, 5'8 g de ZrCl,, 14’25
g de Th(NO,),.5H,0, 4’2 g de CsCl, 524 g de Sr(NO,), y 14’25 g de Hg,(NO,),.2H,0)
y se llevé a volumen final con agua destilada, introduciéndolo durante unos minutos en
un bafio de ultrasonidos 0 mediante agitacion magnética y calentamiento, para favorecer

la disolucién. De esta forma la disolucion obtenida, en todos los casos, fue de 0’25 M.

1.3.3. Sulfito sodico y dcido sulfirico.

En este apartado se han agrupado los dos compuestos implicados en la
desoxigenacion de las muestras:
- Disolucién de Na,SO;: Se prepard una disolucién 0’1 M, introduciendo 0’3 g
de Na,SO; en un matraz de 25 ml. Esta disolucién debe ser preparada

diariamente y mantenerla siempre en un matraz cerrado.

- Disolucion de H,SO,: Se prepar6 una disolucién 0’02 M, por dilucién de 2 ml

de un écido sulfirico 0’5 M hasta 50 ml. Esta disolucion se preparé de igual

forma, por dilucién a partir de una muestra de H,SO, concentrado (95-97 %).

1.3.4. Hidrocarburos aromdticos policiclicos.

Las disoluciones madre de hidrocarburos aromaticos policiclicos se obtuvieron
segin el procedimiento siguiente: Se prepararon unas disoluciones de éstos 2'4:102 M
disolviendo la cantidad necesaria de cada HAP en un hidrocarburo (n-pentano, n-hexano,
n-heptano); las disoluciones madre se prepararon afiadiendo a 100 ul de estas disoluciones,
100 ul de co-surfactante (1-butanol, 1-pentanol, y 1-octanol) y enrasando hasta 10 ml con
SDS 0’5 M. La concentracion final de HAP fue de 2'4-10* M en todos los casos.

1.3.5. Fitohormonas e insecticidas.

Las disoluciones de las fitohormonas e insecticidas estudiadas se prepararon

siguiendo los procedimientos que se indican a continuacion:
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- Disolucién de ANOA: Se prepar6 disolviendo 5 mg en agente micelar (SDS 0’5
M, TX-100 2:10* M o Brij-35 7-10* M) y enrasando a 50 ml. De esta forma
la concentracién de ANOA final fue de 100 ug/ml (4'95:10* M).

- Disolucién de NAD: Se prepar6 disolviendo 5 mg en 50 ml de SDS 0’5 M. De
esta forma la concentracion final de NAD fue de 100 pg/ml (5'49-10* M).

- Disolucién de CBL: Se preparé, en primer lugar, una disolucion 1'98:102 M
disolviendo la cantidad necesaria de CBL en un hidrocarburo (n-pentano, n-
hexano, n-heptano, CH,Cl,, CHCl,, CCl, y ciclohexano); la disolucion madre
se prepard anadiendo a 100 pl de esta disoluciones, 100 ul de co-surfactante (1-
butanol, 1-pentanol, y 1-octanol) y enrasando hasta 10 ml con SDS 0'5 M. De
esta forma la concentracién final de CBL fue de 1'98:10* M en todos los casos

estudiados.

Las disoluciones del resto de fitohormonas e insecticidas estudiadas como

interferentes se prepararon en acetona a distintas concentraciones.

2. Instrumentacion.

2.1. Medidas de intensidad de fluorescencia y fosforescencia.

Las medidas de intensidad de fluorescencia y fosforescencia y el registro de

espectros se han llevado a cabo en:

- Espectrofluorimetro y _espectrofosforimetro AMINCO-Bowman Series 2:
Equipado con dos ldmparas de Xen6n, una continua de 150 W y otra de pulso

de 7 W (duracién de pulso aproximadamente 12 pus). Estd conectado a traveés
de una interfase GPIB (IEEE-488) con un ordenador tipo PC compatible con
microprocesador 386 (33 MHz) bajo sistema operativo OS/2 version 2.0. El
ordenador lleva instalado un programa de gestién de datos AB2 (Aminco-

Bowman) version 1.40.

En todos los casos, las disoluciones a medir se afiadieron sobre:

- Cubetas de cuarzo Hellma modelo Suprasil (10’00 mm), provistas de cierre

hermético con tapén de teflon, con capacidad aproximada de 4 ml.
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El control de la temperatura y su mantenimiento en la realizacion de las medidas

fluorimétricas y fosforimétricas se efectud con:

- Ultratermostato Selecta modelo Frigiterm, capaz de regular la temperatura entre
-10y 99'9 °C, con una precisién de +0'1 °C, provisto de sistema circulatorio.
El equipo fue conectado al soporte de cubetas del espectrofosforimetro,
adecuado para mantener el control de temperatura de las mismas, mediante

circulacién continua de agua.

2.2. Pesada.

Las pesadas se llevaron a cabo mediante la utilizacién de un granatario y una
balanza de precision:
- Granatario Sartorius (sensibilidad 0’1 g).

- Balanza Mettler modelo AE240 (sensibilidad 0’01 mg).

2.3. Material adicional.

Otro material adicional del cual se dispuso para el trabajo experimental fue:
- Lampara UV Atom modelo A/70, provista de un interruptor para seleccionar
254 y 360 nm de longitud de onda.
- Placa calefactora Selecta modelo Agitamatic-n, provista de agitador magnético.

- Estufa de secado Selecta modelo Theroven, provista de termostato y selector
de temperaturas desde 40 a 170 °C.

- Baiio de agua Selecta modelo Precisterm S-387, provisto de termostato y

selector de temperaturas desde 0 a 200 °C.

- Baifio de ultrasonidos Selecta modelo Ultrasons, de 40 KHz de frecuencia.

- Rotavapor Buchi modelo R-110, conectado a una trompa de vacio y provisto
de un bafio termostitico de 30-110 °C, con un regulador de temperatura.

- Sistema de vacio Buchi modelo B-169.

- Frigorifico-congelador Corberé modelo FC 450.

- Micropipetas Transferpette Brand, Typ Digital: Referencia n® 7041 72 (10-50
ul), referencia n® 7041 76 (50-250 pl) y referencia n® 7041 80 (200-1000 ul).
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- Material de vidrio, como pipetas, graduadas y aforadas de diversos volimenes
comprendidos entre 1 y 50 ml, tubos de ensayo, tubos de tapén con rosca,

matraces aforados y vasos diversos.
Los recursos informaticos utilizados en la presente Memoria:
- Ordenador personal tipo PC. ICL modelo DRS M75, Intel-486, 60 MHz.

- Statgraphics, versién 6.0, STSC, Inc., Statistical Graphics Corporation, USA
(1993), Licencia Universidad de Granada.

- Alamin 1.0, J.L. Sierra Fernindez, A.M. Garcia Campaiia, L. Cuadros
Rodriguez, F. Alés Barrero y M. Romén Ceba (Memoria Doctoral A.M.
Garcia Campaiia, 1995).

3. Metodologia.

3.1. Caracteristicas espectroscopicas.

Se procedié al registro de los espectros de excitacion y emision fluorescentes,
siendo importante determinar la longitud de onda de excitacion, ya que coincide
préacticamente con la longitud de onda de excitacion fosforescente. Para el caso de mezclas
de HAP, se registraron los espectros de fluorescencia total restdndoles, en todos los casos,

un blanco preparado en las mismas condiciones.

Se registraron, también, los espectros de excitacién y emision fosforescentes, el
espectro de fosforescencia total y la curva de decaimiento fosforescente a los maximos de
excitacion y emisién. Estos datos experimentales aportan informacion suficiente sobre
todas las caracteristicas espectroscopicas de los compuestos en estudio. Los espectros de
excitacion y emision fosforescentes muestran las longitudes de onda de méxima intensidad.
Una informacion parecida se puede conseguir del espectro de fosforescencia total, el cual
permite conocer, de forma global, la zona espectral donde existe sefial fosforescente asi
como su mapa de contorno. La curva de decaimiento fosforescente ayuda al
establecimiento de dos pardmetros instrumentales: tiempo de decaimiento (t,) y tiempo de
integracion (t,). El primero indica el tiempo a partir del cual se integra la sefal
fosforescente, debe estar comprendido entre el tiempo que dura el pulso de la lampara

(aproximadamente 12 us) y el impuesto por la forma de la curva de decaimiento. El
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tiempo de integracion es el tiempo durante el cual se integra la sefial fosforescente. Ambos
parametros se muestran en la Figura n°® R-1, sobre una curva de decaimiento. A partir de
la curva de decaimiento también se calcula el pardimetro vida media mediante el ajuste a

una exponencial de dicha curva llevado a cabo por el espectrofosforimetro.

/ flash de la lampara\‘

nz

Intensidad de fosforescencia relativa

<
Tiempo >
e t_, —ep———————— t |
d g
‘ m.p.f. (5)——{

Figura n°® R-1.- Esquema general de una curva de decaimiento.

3.2. Seleccion de variables experimentales.

3.2.1. Optimizacion de reactivos.

a) Tipos de sistemas.

Es conocido que un amplio grupo de compuestos aromaticos en disolucién son
capaces de generar sefiales de fosforescencia. Este hecho ocurre s6lo en determinadas

condiciones experimentales entre las que se incluyen la presencia de:

- Un agente micelar que aumente la rigidez estructural del medio que rodea al analito:
Dodecil sulfato sédico (SDS), Polioxietileno(23)dodecanol (Brij-35), Bromuro de
cetiltrimetril amonio (BrCTA) y Polioxietileno(9'5)p-teroctilfenol (TX-100).

- Un agente desactivante del estado singlete que favorezca el cruce intersistemas:
Pb(Ac0),.3H,0, KI, KBr, Pb(NO;),, AgNO;, TINO,, ZrCl,, Th(NO,),.5H,0, CsCl,
Sr(NOs), y Hg,(NO;),.

- Un agente desoxigenante que favorezca la eliminacién del oxigeno del medio que
rodea al analito, puesto que este es un importante desactivador de la fosforescencia:

Na,SO,; en combinacién con H,SO,.
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El primer problema que surge a la hora de desarrollar los distintos métodos
espectrofosforimétricos es la gran posibilidad de combinaciones que pueden generar
fosforescencia, existen un total de 44 posibilidades, de las cuales s6lo algunas seran utiles.
Se probaron todas las combinaciones posibles para varios HAP y fitohormonas, llegando
a las conclusiones mostradas en la Tabla n® R-7; conclusiones que parecen ser
independientes del compuesto del que se trate, y dependientes de los reactivos combinados
en cada caso. Se observa que se producen fenémenos de precipitacién en varios de los
multiples casos probados, Pb?*, Ag*, Th**, precipitan con el SDS, y con el SO,*;
mientras que el I'y el Br lo hacen sélo con el SDS, no obteniéndose resultados
concluyentes para el resto de casos ensayados , exceptuando el caso del T1* donde si se

ha llegado a encontrar sefiales de fosforescencia.

Para el caso de la utilizacién de microemulsiones, se complica aiin mdis esta
amalgama de posibilidades, manteniéndose invariables las conclusiones hasta ahora
obtenidas. Los compuestos totalmente apolares no son solubles en agua, ni siquiera, a
veces, en disoluciones acuosas de agentes micelares, las cuales poseen cierta capacidad
solubilizadora. Este hecho obliga a recurrir a la utilizacién de las microemulsiones,
mezclas homogéneas de agua y un hidrocarburo apolar en la presencia de grandes
cantidades de agente micelar y un co-surfactante. Entre los hidrocarburos apolares que se
estudiaron estin: N-pentano, n-hexano, n-heptano, CH,Cl,, CHCl,, CCl, y ciclohexano;
y entre los co-surfactantes: 1-Butanol, 1-pentanol y 1-octanol. A la mezcla del

hidrocarburo apolar y el co-surfactante se le denominard agente emulsionante.

Las combinaciones entre los hidrocarburos y los co-surfactantes son 21. Sin
embargo, s6lo el agente micelar SDS, es capaz de formar microemulsiones estables y no
todas las combinaciones posibles son estables. Para la comprobacion de este hecho
experimental se prepararon distintas microemulsiones abarcando todas las posibilidades.
La microemulsién se preparé mezclando 100 ul de hidrocarburo con 100 ul de co-
surfactante y enrasando la disolucién hasta 10 ml con el agente micelar (SDS 0’5 M,
BrCTA 0’08 M, Brij-35 7-10* M, TX-100 0’02 M o TX-100 2:10* M). Los resultados
se reflejan en la Tabla n® R-8. De ésta se concluye que s6lo se forman microemulsiones

estables para el caso del SDS y ni siquiera para todos los agentes emulsionantes ensayados.
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Tabla n°® R-7.- Comportamiento de distintas combinaciones de agente micelar y dtomo

pesado.
Agentes micelares
SDS Brij-35 TX-100 BrCTA
Problemas de Problemas de Problemas de Problemas de
A Pb** || precipitacién con precipitacién precipitacion precipitacién
t Ag* el SDS y con el con el SO* con el SO,” con el SO*
0 Th** 507
o Posibilidad de Posibilidad de | Posibilidad de Problemas de
9 desarrollo de desarrollo de desarrollo de precipitacion
8 TI* método método método con el Br[CTA
fosforimétrico fosforimétrico fosforimétrico
p Problemas de No se ha No se ha No se ha
e I precipitacién con conseguido conseguido conseguido
s Br el SDS optimo de optimo de 6ptimo de
a fosforescencia fosforescencia fosforescencia
g Cs* No se ha No se ha No se ha No se ha
Zr** conseguido conseguido conseguido conseguido
8 Sr** optimo de 6ptimo de 6ptimo de 6ptimo de
Hg* fosforescencia fosforescencia fosforescencia fosforescencia
Tabla n°® R-8.- Estabilidad de las microemulsiones.
Agente emulsionante SDS TX-100 Brij-35 BrCTA
N-pentano/1-butanol Estable No estable No estable No estable
N-pentano/1-pentanol Estable No estable No estable No estable
N-pentano/1-octanol No estable No estable No estable No estable
N-hexano/1-butanol Estable No estable No estable No estable
N-hexano/1-pentanol Estable No estable No estable No estable
N-hexano/1-octanol No estable No estable No estable No estable
N-heptano/1-butanol Estable No estable No estable No estable
N-heptano/1-pentanol Estable No estable No estable No estable
N-heptano/1-octanol No estable No estable No estable No estable
CH,Cl,/1-pentanol Estable No estable No estable No estable
CHCl,/1-pentanol No estable No estable No estable No estable
CCl,/1-pentanol No estable No estable No estable No estable
Ciclohexano/1-pentanol No estable No estable No estable No estable
CH,Cl,/1-butanol Estable No estable No estable No estable
CHCI,/1-butanol No estable No estable No estable No estable
CCl,/1-butanol No estable No estable No estable No estable
Ciclohexano/1-butanol Estable No estable No estable No estable
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El esquema de un sistema micelar, para un determinado analito utilizando TINO,

como atomo pesado y Na,SO, como agente micelar, se muestra en al Figura n® R-2.
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Figura n°® R-2.- Esquema general de un sistema micelar.

En el caso de las microemulsiones, el agente emulsionante se situaria en el corazon

micelar, tal y como ya se indicé en la introduccién de la presente memoria.

En el caso del agente micelar SDS, existen ciertos problemas de precipitacion en
presencia del TINO; a determinados rangos de concentracién (Nugara y King, 1989), si
bien éstos disminuyen por efecto de ion comin en presencia del Na,SO;. A las
concentraciones empleadas en los métodos propuestos de esta memoria, no existen
problemas de precipitacién de este tipo, excepto para algunos puntos de los disefios
experimentales o del simplex en los cuales ha sido necesario calentar las muestras a 40 °C

durante 1 minuto. Los equilibrios que tienen lugar se indican en la Figura n°® R-3.
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TING, NO, + Tt NaD$
+
NaDS === Na' + DS
I‘jf + SOy N2,SO;
TIDS =—==TI" + Dg

Figura n° R-3.- Equilibrios presentes en el sistema micelar utilizado.

Al observar la Figura n® R-2, se comprueba que el O, contenido en el corazén de
la micela se elimina al reaccionar en la superficie de ésta con grupos SO,*. Esta reaccién
se favorece por la presencia de H,SO, en el medio (Weijun y col., 1994). Para explicar
este hecho es necesario conocer los equilibrios de desprotonizacion del dcido H,SO; y los
potenciales redox del O, y del SO,>. Los equilibrios de desprotonizacién del H,SO;, serian:

H,SO; - HSO; + H* pK;, = 1'91
HSO; - SO,> + H* pK, = 6’91

Por otro lado, las reacciones redox correspondientes a la reduccién del O, y a la
oxidaci6én del SO, serian, respectivamente:
0, + H,0 + 4e - 40H E°=0401V
SO + H,0 + 2¢ - SO* + 20H" E’=-092V

A la vista de estos equilibrios redox, conforme aumenta la concentracién de OH
se dificulta la reduccién del O,, mientras que se favorece la oxidacion del ion sulfito. Por
otro lado, conforme aumenta la concentracion de H* en el medio, el grupo SO,* tiende

a transformarse en HSO;".

Existe, no obstante, un intervalo de pH comprendido entre 6-7'5 para el cual se
favorece el proceso de desoxigenacion de las muestras, intervalo que es la resultante de
los equilibrios que intervienen en este tipo de sistemas. El pH que genera la adicion de
SO,* es del orden de 9, por ello es necesaria la adicion de pequefias cantidades de H,SO,
para conseguir que el pH se encuentre entorno a 7. Al adicionar H,SO, al medio aparece,
in situ, una disolucién tampé6n formada por SO, y HSO;", que ayuda al mantenimiento

del valor del pH proximo a 7, evitando el problema que el empleo de este pH suponga.
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b) Metodologia de optimizacion.

Las sefiales de fosforescencia se obtienen con un control muy preciso de las
variables experimentales. Ademads, existe una importante interaccion entre la rigidez
estructural generada por el medio micelar, la presencia de dtomo pesado para favorecer
el cruce intersistemas y la necesidad de un agente desoxigenante. Por estas razones es
aconsejable el uso de sistemas de optimizacion multivariante. Estas técnicas ademas de
abordar la optimizacién conjunta de un amplio nimero de variables experimentales,
suponen un ahorro de tiempo y dinero, puesto que necesitan un nimero relativamente
pequefio de experimentos. Existen dos importantes metodologias a la hora de llevar a cabo
la optimizacion conjunta de variables experimentales:

-'Métodos secuenciales

- Disefios experimentales

- Métodos secuenciales.

Los mds conocidos dentro de los métodos secuenciales son los métodos simplex,
y dentro de éstos el simplex geométrico. El simplex geométrico es un algoritmo secuencial
de busqueda directa, que se caracteriza por la no utilizacién de derivadas de la respuesta
y por basarse en un estudio secuencial de observaciones (Spenley, 1962 y Long, 1969).
Cada valor de respuesta se compara, en cada caso, con los obtenidos anteriormente y del

examen de ellos se decide cual es el siguiente punto experimental.

Es un método ciego, no conoce, ni evalia en ningin momento la superficie de
respuesta. Se mueve en una direccion determinada, necesita para una nueva experiencia
de los resultados anteriores, va moviéndose hasta un cierto punto. Su utilizacion no es muy
extendida pues no aporta informacion adicional sobre el sistema y habria que hacer nuevos
puntos experimentales (por ejemplo un disefio experimental). Sin embargo, presenta dos
grandes ventajas: Se mueve bien con un gran numero de variables (n>6) y se hace

indispensable cuando la respuesta esta afectada de grandes errores aleatorios.

El simplex es una figura geométrica caracterizada por un nimero de vértices igual
al nimero de variables mas una, de forma que para dos variables se forma un tridngulo
equildtero, para tres variables un tetraedro y para cuatro o mds variables no se podria

representar; donde de los n vértices posibles, n-1 estidn en el mismo plano o hiperplano.
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Esta propiedad hace que siempre se pueda formar un nuevo simplex sobre cualquier cara

del anterior sin mas que afiadir un nuevo vértice.

Para alcanzar el 6ptimo se calcula el vértice donde la respuesta adquiere su peor
valor, se busca un punto simétrico a ese vértice y se realiza un nuevo experimento. Puede
ocurrir que el simplex se "despiste", localice un 6ptimo relativo, para "enderezarlo" se
cambia el tamafio o se relocaliza el simplex original. Cuando llega al maximo absoluto,
gira entorno a €l hasta formar un hexdgono (para el caso de dos variables). En el caso de
que un valor sea erréneo, si éste es mas bajo, el simplex rebota, se reorienta y, si es mas

alto, lo toma como un maximo y gira alrededor de él.

No siempre las variables presentan un maximo dentro del dominio de respuesta;
en ese caso el simplex indica la direccion, a veces no posible. Cuando un punto
experimental requiere un valor de alguna de las variables fuera del dominio experimental,
no se hace el experimento y se le asigna una respuesta muy mala; asi el simplex rebota,
toma otra direccion y enfila a otro 6ptimo, o bien vuelve originalmente a embestir con el
mismo punto concluyendo de este modo que no hay maximo. Lo correcto seria repetir la

estrategia con un simplex de menor tamaiio.

En un simplex geométrico, las distancias entre los distintos vértices han de ser
iguales, hecho que no se puede cumplir si las magnitudes que se optimizan mediante el
simplex no tienen las mismas unidades o bien teniendo las mismas difieren en varios
ordenes de magnitud. En este caso, las variables se representarin mediante valores
codificados relacionados con los valores reales de las variables a través de factores de

conversion (f).

Para el calculo de cada nuevo vértice en un simplex geométrico se utiliza el
siguiente procedimiento:

1) Se calcula el punto medio correspondiente a los vértices retenidos (M), como
la suma de las coordenadas dividida por el nimero de estos vértices.

2) Se calcula la distancia entre este punto y el vértice rechazado (R). A esta
distancia se le denominara A.

3) El nuevo vértice (N) se obtiene sumando al punto M la distancia calculada
anteriormente.
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Existen modificaciones del método simplex que se basan en procurar que avance
mas rapido cuando esti alejado del 6ptimo y mds lento cuando estéd cerca, reduciendo por
consiguiente el mimero de experimentos. Entre estas modificaciones se pueden destacar
la del Simplex Modificado (Nelder y Mead, 1965), Contraccion Masiva, de Centroide

Compensado (Ryan y col., 1980), las cuales no se van a desarrollar en la presente Tesis.

Se deben de realizar al menos cinco operaciones previas a la optimizacion por
métodos simplex; donde las tres primeras son generales a cualquier método de
optimizacién multivariante y las dos dltimas son especificas de los métodos simplex:

1) Definicién de las magnitudes a optimizar.
2) Seleccion de los factores a optimizar.

3) Identificacion de la region experimental.

4) Seleccion del tamafio del simplex inicial.
5) Localizacién del punto inicial de partida.

- Diseflos experimentales.

Consisten en la realizacion de una serie de pruebas en las que se varian los valores
de una serie de variables experimentales observando como influyen en la variable
respuesta (Box y col., 1978). Se requieren una serie de principios bésicos y trabajar con

técnicas estadisticas (para elegir los factores, sus valores y las conclusiones):

- Aleatorizacién, el orden del conjunto de experimentos y del sistema
experimental debe de elegirse aleatoriamente.

- Replicacion, si se replica el experimento se van a obtener datos para evaluar el
error experimental.

- Homogeneidad de las varianzas, para aumentar la precision de un experimento
se debe mantener en el conjunto de experimentos realizados.
Cuando se plantea un disefio se deben realizar unas operaciones previas a la
optimizacion, parte de las cuales han sido ya mencionadas en los métodos simplex:
1) Evaluar el problema.
2) Eleccidn de los factores y niveles. Factores o tratamientos, variables de las que

depende la respuesta (n). Niveles, posibles valores que puede tomar cada uno
de los factores en el tipo de disefio que se esté utilizando.
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3) Seleccion de la variable respuesta.

4) Seleccion del disefio experimental.

5) Realizacién del experimento.

6) Anilisis estadistico de los datos: Comprobacién del modelo y evaluacién de
los factores que influyen en la variables respuesta.

En el caso que se esta estudiando, evaluado el problema y conocidos los factores
y niveles asi como la variable respuesta, hay que elegir el disefio experimental a utilizar.
Existen distintos tipos de disefios experimentales que se pueden agrupar en tres grupos:

- Completamente aleatorizados: Es un disefio donde los factores no interaccionan

entre si (No se suele utilizar).

- Factoriales: En este caso, existe interaccion entre los factores, se pueden
subdividir a su vez en varios grupos (a dos niveles, a tres niveles, en bloques,
con punto central y fraccionados) presentado una serie de ventajas como son
el hecho de poder estudiar muchos factores con pocas experiencias, requerir
pocos puntos experimentales.

- Compuestos: Es un disefio factorial y puntos adicionales, se suele utilizar
cuando el numero de variables experimentales es elevado; para crearlo se
desarrolla un factorial completo a dos niveles, 2", afiadimos 2n puntos
experimentales que se sitian a una distancia X del centro del disefio y K puntos
centrales.

En la presente memoria se eligié un disefio experimental compuesto ya que
amplia el nimero de niveles de las variables experimentales a cinco, ampliando la
region experimental, ademds, posee puntos centrales replicados lo que permite evaluar
el error puro y por tanto comprobar el modelo. Son disefios ortogonales y esti incluido
en el paquete estadistico STATGRAPHICS.

La matriz del disefio, sin aleatorizar, que se empleara, bisicamente, se muestra en
la Tabla n® R-9. Los valores, -1 y 1, corresponderian a los niveles menor y mayor de
cada variable, analogamente a un disefio factorial, y el valor O al punto medio de estos dos
valores, el cual coincidiria a su vez con el centro del disefio. Los valores, -2'05798 y
2'05798, son los niveles de las variables correspondientes a los puntos experimentales en

forma de estrella de los que se compone el disefio.
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Tabla n® R-9.- Matriz del diserio

Punto Factor A Factor B Factor C Factor D

1 0 0 0 0
2 -1 -1 -1 -1
3 1 -1 -1 -1
4 -1 i -1 -1
5 1 1 -1 -1
6 -1 -1 1 -1
7 1 -1 1 -1
8 -1 1 1 -1
9 1 1 1 -1
10 0 0 0 0
11 -1 -1 -1 1
12 : 1 -1 -1 1
13 -1 1 -1 1
14 1 1 -1 1
15 -1 -1 1 1
16 1 -1 1 1
17 -1 1 1 1
18 1 1 1 1
19 0 0 0 0
20 -2'05798 0 0 0
21 2'05798 0 0 0
22 0 -2'05798 0 0
23 0 2'05798 0 0
24 0 0 0 0
25 0 0 -2'05798 0
26 0 0 2'05798 0
27 0 0 0 -2'05798
28 0 0 0 2'05798
29 0 0 0 0

Generado el disefio experimental por el programa STATGRAPHICS, se introducen
los valores de la variable respuesta para cada punto. Aplicado el disefio experimental se
sigue la metodologia de la superficie de respuesta: Anélisis de la varianza, comprobacion
del modelo, estimacion de los coeficientes del modelo de segundo orden y estudio de la
superficie de respuesta estimada obteniendo los valores optimos. Se eligié segundo orden
por su sencillez, porque se pueden representar muchos tipos de superficies de respuesta,
es generado por STATGRAPHICS vy si la region experimental es amplia, el ajuste genera
resultados aceptables.
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El anélisis de la varianza (ANOVA) ofrece la posibilidad de conocer los niveles
de significacion, P, para cada uno de los coeficientes de regresion del modelo de segundo
orden. La tabla general del andlisis de la varianza para el disefio anterior seria de la
siguiente forma:

Tabla n° R-10.- ANOVA

Coeficiente de regresion  SC g.l MC Fei P
a, SCa 1 MC, Fa Py
a, SC,, 1 MC,, F, P,
a, SCy; 1 MC, F,; P,
a, SC.4 1 MC,, F. P,
ap ‘ SCar2 1 MC,,, Fin P,
a3 SCas 1 MC,;; Fas Pus
a4 SCais 1 MC.. Fas P
a3 SCons 1 MCp; Fos Py
A SCa4 1 MC,, Fou |
a4 SCa4 1 MCy, Fa |
ap SCant 1 MC,;, Fau P
a2 SCan 1 MCp, Fa Py,
a3 SCoss 1 MCp; Fus |
W SCou 1 MC,., Fou P
Fallo de ajuste SCra 10 MCg, Fea Pea
Error Puro SCpp 4 MCgp
Total SCr

A cada coeficiente del polinomio al cual se ajusta el modelo de segundo orden, el
programa STATGRAPHICS Ile calcula su correspondiente suma de cuadrados (SC) y su
media de cuadrados (MC) dividiendo la primera por los grados de libertad (g.1.)
correspondientes a cada coeficiente de regresion. Un célculo similar se lleva a cabo para
las dos componentes del error que existen en estos modelos, el fallo de ajuste y el error

aleatorio o error puro.

Dividiendo las MC de cada coeficiente de la regresién por la MC del error puro
se obtiene la F de Snedecor para cada término. Comparando la F calculada con una F

tabulada para estos grados de libertad y un nivel de significacion del 5%, se tiene que:
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F..<F, La variabilidad del coeficiente de regresién es menor que la
generada por el error puro y por tanto que no es significativo.

PP La variabilidad del coeficiente de regresion es mayor que la
generada por el error puro y por tanto que es significativo.

A esta misma conclusién se puede llegar observando los niveles de significacion.
De este modo, si P es menor de un 5% se dird que el coeficiente de regresion es
significativo; si por el contrario P es mayor que un 5%, dicho coeficiente no sera
significativo. El valor de P representaria la probabilidad de que el efecto del coeficiente

de regresion sea debido Unicamente al error aleatorio.

Si un coeficiente de regresion es significativo significaria que la variable respuesta
varia con la concentracién de esa variable experimental en el orden que implica el

coeficiente.

La comprobacién del modelo puede ser de forma grifica y mediante el test de
hipétesis o fallo de ajuste y el coeficiente de determinacion (r?). La comprobacion de
forma gréfica se puede llevar a cabo representando los residuales frente a cada una de las
variables experimentales o bien mediante la grafica de probabilidad normal. En esta

memoria s6lo se ha utilizado el test de fallo de ajuste y el coeficiente de determinacion.

Para el test de hipdtesis o fallo de ajuste se compara la media de cuadrados del
fallo de ajuste (MCg,) con la del error puro (MCygp). Al dividir estas dos medias se obtiene
un valor de F_, y al comparar éste con una F,, para estos grados de libertad y un nivel

de significacion del 5%, se tiene que:

| A La variabilidad del fallo de ajuste es menor que la generada por el
error puro y por tanto no es significativa, el modelo se ajusta.

F.>Fg La variabilidad del fallo de ajuste es mayor que la generada por el

error puro y por tanto es significativa, el modelo no se ajusta.
El coeficiente de determinacién se calcula como la diferencia de la suma de
cuadrados total (SC;) y la suma de cuadrados de los residuales (SCg.) dividida por la
suma de cuadrados de total. Por otro lado la suma de cuadrados de los residuales se

obtiene como la suma de SCg, y SCgp. De esta forma, cuanto més cerca esté el coeficiente
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de determinacion de 1, el modelo se ajustard mejor.
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Estimados los coeficientes de regresién del modelo de segundo orden, el ajuste se
va a regir por la siguiente ecuacién polinémica: I, = a + a, [Agente micelar] + a,
[TINOs] + a; [Na,SO,] + a, [H,SO,] + a;, [Agente micelar][TINO;] + a,; [Agente
micelar][Na,SO;] + a,, [Agente micelar][H,SO,] + a, [TINO,][Na,SO;] + ay,
[TINO;][H,SO,] + a4 [Na,SO,][H,SO,] + a;, [Agente micelar]* + a,, [TINO,]* + a,;
[Na,SO,J* + a, [H,SO,J% las coordenadas del 6ptimo se pueden calcular igualando las
primeras derivadas parciales con respecto a las cuatro variables a cero y resolviendo el
sistema de cuatro ecuaciones con cuatro incgnitas que aparece. El hecho de que alguno
de los coeficientes no sea significativo, al valorar el ANOVA, no significa que haya que
eliminarlo en el célculo del 6ptimo; no significativo significa que no se sabe si su efecto
es debido al error aleatorio o a €l mismo y, en cualquier caso, no tenerlo en cuenta

implicaria hacerlo cero variando el valor de los otros coeficientes.

Conocidas las coordenadas de un extremo de la funcién, para saber si es un
maximo o un minimo se debe recurrir a alguno de los distintos criterios que existen para
la clasificacion de las funciones cuadriticas. Uno de ellos se basa en el estudio del
determinante hessiano correspondiente, asi de este modo si:

x = det (D; F(a)) donde 1<i<Ky 1<j<K

donde F es la forma cuadritica asociada al hessiano de la funcién, se podra decir:

i) F definida:

positiva "+", sii A,>0 K=1...n
0 sea que para cualquier (x,, -, x,) de R"
&FF FF_ &FF
3 x12 dx, dx, ox, 0x, ‘3
(5 x,) * : : x| >0
FF__FF  FF | I,
dx,0x, OJx, 0x, gy B
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negativa "-", sii (-1)* A, <0 K=1...n

0 sea que para cualquier (x,y,z) de %>

FF _FF  _FF
ox*  0x 0x, dx, dx, x,
(e, ax,) * ; : x|:] <0
FF¥F  FF | I,
dx,0x, 0Jx,0x, ax "

siendo esta condicion necesaria y suficiente. Estas condiciones, son a su vez, necesarias
y suficientes para garantizar la presencia de un minimo o un maximo relativo

respectivamente para dicha funcion cuadritica en un punto.

ii) F semidefinida:
positiva "+", entonces A, =0 K=1...n
negativa "-", entonces (-1)* A, =0 K=1...n

siendo esta condicion necesaria pero no suficiente y algin A, K=1...n distinto de cero.

Para sistemas de dos, tres o cuatro variables hay que comprobar el signo de los A,
de 6rdenes 1,2, 3 y/o 4 en el hessiano, y sus signos correspondientes deberian ser -,+, -
y/o +, alterndndose de esta forma para que se cumpla la condicion de maximo impuesta
por el criterio; ya que como se puede comprobar, la condicién de maximo es que el
producto (-1)* A, sea positivo para lo cual A, debe ser negativo puesto que (-1)* para K=1
es negativo, A, debe ser positivo puesto que (-1) es positivo, A, debe ser negativo puesto
que (-1)* es también negativo y A, debe ser positivo puesto que (-1)* es también positivo.
Estas conclusiones se pueden extender facilmente a cinco o mds variables, ya que sélo
seria ir comprobando el signo de los distintos A, del hessiano creado a partir de las

segundas derivadas parciales de dicha funcién con respecto a las distintas variables.

De igual forma, a partir de esta funcion polindmica de segundo orden se pueden
conocer las distintas funciones que relacionan, la intensidad de fosforescencia con las
variables de forma univariante, bivariante o trivariante, manteniendo constantes las otras

variables experimentales a las condiciones Optimas o a otras condiciones cualesquiera.
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Durante la presente Memoria, se ha desarrollado un pequefio programa en BASIC
(véase Anexo I) para calcular, a partir de los coeficientes de regresién del polinomio de
segundo orden, los valores extremos de dicha funcién, correspondientes al valor 6ptimo
de las variables experimentales, los hessianos (para su clasificacién) y se pueden obtener
las funciones que pasando por las coordenadas del Optimo relacionan la variable respuesta

con cada una de las variables experimentales de forma univariante, bivariante o trivariante.

3.2.2. Optimizacion del volumen de muestra.

En todos los métodos espectrofosforimétricos que utilizan Na,SO, como agente
desoxigenante, existe una cinética en la reaccién de eliminacién del oxigeno presente en
las disoluciones. La Velocidad de esta reaccion estd afectada por la cantidad de luz que
llega a la cubeta de medida, esta energia en forma de luz debe repartirse por toda la
muestra contenida en la cubeta, por lo que es l6gico pensar en que el tiempo de
estabilizacion de la sefial dependa de dicho pariametro. Este estudio fue llevado a cabo
introduciendo distintos volimenes de muestra en la cubeta de medida y registrando la

variacion de la intensidad de fosforescencia con el tiempo.

3.2.3. Influencia del orden de adicion.

Se comprobaron, en todos los casos, distintos 6rdenes de adicién de los analitos
y los reactivos experimentales (agente micelar, TINO,, Na,SO, y H,SO,), para establecer
su posible influencia en los métodos establecidos Para ello se prepararon varias muestras
siguiendo distintos 6rdenes de adicion de los reactivos y registrando la intensidad de

fosforescencia emitida.

3.2.4. Influencia de la temperatura.

Aunque los métodos propuestos se caracterizan por desarrollarse a temperatura
ambiente, es necesario conocer la influencia de la temperatura para una mejor comprensién
de los sistemas en estudio. Dicho estudio fue llevado a cabo mediante la termostatizacién
de la célula de medida con un bafio de agua, registrando la intensidad de fosforescencia

de las muestras a distintas temperaturas que oscilaban entre 10 y 50 °C.
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3.2.5. Estabilidad con el tiempo.

Existe una cierta cinética en la reaccién de desoxigenacion de las disoluciones, pero
una vez transcurrida, la sefial permanece estable. Es necesario conocer durante cuanto
tiempo la sefial es estable o al menos, si permanece estable durante un tiempo adecuado
para poder realizar las medidas analiticas. Para ello, se registr6 la intensidad de

fosforescencia emitida por las muestras durante un tiempo de una o dos horas.

3.2.6. Influencia de la concentracion de analito.

La sefial fosforescente no varia linealmente con la concentracion de analito en todo
el rango posible de concentraciones, ya que, a una cierta concentracion se produce una
reabsorcion de la intensidad emitida, es la zona de saturaciéon. Los métodos analiticos se
desarrollan en el rango dindmico lineal, por ello es necesaria su determinacién de una
forma precisa. Para esto, se estudia la influencia de la concentraciéon de analito, se
preparan distintas muestras con diferente cantidad de analito registrando la emisién

fosforescente, hasta que la respuesta deja de tener una relacion lineal con la concentracion.

3.3. Seleccion de parametros instrumentales.
3.3.1. Optimizacion del minimo periodo de flash.

Este parametro es el tiempo entre pulsos, es decir, el tiempo transcurrido entre un
flash y el siguiente. La duracién del flash es del orden de 12 us, pudiendo variar este
periodo de flash entre 5 y 10000 ms. Su optimizacion es necesaria ya que influye en el
tiempo de estabilizacion de la sefial y en la reproducibilidad de las medidas. La cantidad
de luz que llega a la cubeta depende del m.p.f., por lo que la cinética de estabilizacion que
depende, a su vez, de la cantidad de luz que llegue a la cubeta, dependerd de este
parametro. Las medidas de emision fosforescente directa son una media durante un cierto
tiempo que va de 0 a 10 s, de las sefales que llegan al detector, el m.p.f. estd
directamente relacionado con ese nimero de medidas, por tanto, influye en la
reproducibilidad de las mismas. Un hecho andlogo ocurre en el registro de los espectros,
la reproducibilidad de los mismos esté relacionada con este pardmetro y con la velocidad

de barrido. La relacion entre m.p.f. y frecuencia se muestra en la Tabla n® R-11.
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Tabla n°® R-11.- Relacion m.p.f./frecuencia de los flash.

m.p.f. (ms) Frecuencia Flash (Hz)

5 200

10 100

20 50

50 20

100 10
500 2
10000 0’1

3.3.2. Optimizacion de las longitudes de onda de excitacion.

Otra posibilidad de disminuir los tiempos de estabilizacién de la sefial consisti6 en
la utilizaciéon de otras longitudes de onda de excitacion distintas a la del maximo de
excitacion del compuesto. Al irradiar las muestras con otras longitudes de onda de
excitacion se aportan distintas cantidades de energia que pueden influir en el tiempo de
estabilizacién. Sin embargo, la gama de longitudes de onda a utilizar depende de la
anchura del espectro de excitacion, ya que utilizar un valor fuera de este intervalo supone
no poder registrar sefiales de emision fosforescente; esto hace que sblo se observen
influencias notables en el caso de disponer de un amplio espectro de excitacion, no siendo

importante su optimizacién en caso contrario.

3.3.3. Optimizacion del incremento de longitud de onda.

La optimizacion del incremento de longitud de onda (AM) es necesaria en los casos
en los que se desarrollen métodos sincrénicos y sincrénicos-derivados. Dicha optimizacion
se llevo a cabo registrando a una muestra los espectros sincronicos a distintos incrementos
de longitud de onda, y eligiendo como 6ptimo aquel incremento que genere el espectro

sincrénico de mayor intensidad y mas estrecho (mayor simplificacion espectral).

3.3.4. Optimizacion de la ruta de trabajo.

En el caso de resolucién de mezclas de compuestos por espectrofosforimetria de
angulo variable, es necesario el establecimiento de la ruta de trabajo. Elegidas las

condiciones instrumentales Optimas para cada uno de los componentes de la mezcla de
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forma independiente, se eligié la ruta mis adecuada por el método de ensayo y error,
buscando siempre una resolucién méxima de todos los analitos asi como la mayor
sensibilidad posible. Esta ruta estd formada por varios tramos consistentes en espectros
asincrénicos, en la mayoria de los casos, que transcurren por las coordenadas Optimas de
excitacién y emisién de cada analito de la mezcla. Los valores de intensidad de
fosforescencia se registraron variando conjuntamente los monocromadores de excitacion
y emision a las condiciones instrumentales establecidas para cada tramo. En ningun caso

se llevé a cabo la utilizacién de espectros derivados de dichos espectros asincronicos.

3.3.5. Caracteristicas espectroscapicas.

Dentro de estas caracteristicas espectroscopicas se incluyen, los distintos espectros
de excitacién y emisién directa, el espectro sincrénico y sincronico-derivados,
registrandolos en todos los casos junto a sus blancos, preparados siguiendo el mismo
procedimiento operatorio que en las muestras pero sin contener el analito, e indicando

sobre dichos espectros las longitudes de onda de medida.

3.3.6. Pardmetros instrumentales establecidos.

Como resumen de las optimizaciones instrumentales, se esquematizan todos los
pardmetros instrumentales establecidos a lo largo de todo el método. Entre estos
pardmetros se pueden destacar: Longitudes de onda de excitacién/emision de fluorescencia,
y fosforescencia, longitudes de onda espectros sincrénicos y derivados, rendijas de
excitacién/emisién, minimo periodo de pulso de la lampara, velocidad de barrido de los
espectros, incremento de longitud de onda de los espectros sincromicos, tiempo de

decaimiento e integracién y sensibilidad del detector.

3.4. Establecimiento del método analitico.

3.4.1. Procedimiento operatorio.

Optimizados todos los pardmetros experimentales e instrumentales se procede al
establecimiento del procedimiento operatorio a seguir en el desarrollo de los métodos

propuestos, indicando las condiciones a las cuales se han de llevar a cabo las medidas.
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3.4.2. Rectas de calibrado.

Se registraron las distintas rectas de calibrado de los métodos establecidos para
cada compuesto estudiado, variando la concentracién de dicho compuesto dentro del rango
lineal y registrando los distintos espectros a las condiciones expuestas en su procedimiento
operatorio correspondiente. A las muestras preparadas se les registraron los espectros de
emision directa, sincrénicos y sincrénico-derivados obteniendo de esta forma distintos
métodos espectrofosforimétricos, excepto para el caso de mezclas de compuestos donde
se ha desarrollado el método sincrénico de dngulo variable.

3.4.3. Pardmetros de fiabilidad.

El tratamiento estadistico de los datos se llevé a cabo por dos procedimientos
distintos. En un primer lugar, se llevé a cabo el tratamiento propuesto por la IUPAC y
en segundo lugar, y de forma comparativa se realizé un método estadistico para el calculo

de estos mismos pardmetros basado en la experiencia de calibrado.

a) Segun la IUPAC.

El tratamiento estadistico se lleva a cabo mediante los calculos descritos por la
IUPAC (IUPAC, 1978) que indican que es posible establecer unos limites alrededor del
valor medio estimado, dentro de los cuales se puede esperar hallar la media de la
poblacién con cierto grado de probabilidad. Estos limites se denominan limites de
confianza o probabilidad de que sea cierto que la media de la poblacién est4 comprendida
entre ellos. El intervalo definido por los limites alrededor de la media estimada se
denomina intervalo de confianza. Se usard, durante todos los calculos, un nivel de
confianza del 95 %.

El intervalo dentro del cual se puede afirmar que se encuentra la media de la

probabilidad o nivel de confianza, se puede escribir

t

i it
Jn

donde X es la concentraciéon media obtenida a partir de las muestras analizadas, t es el

valor de Student y s es la desviacion estindar de estos valores.
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Ademads de estos intervalos, se obtiene el valor del error relativo sobre el valor
medio (E, onc)), que evalia conjuntamente la precision y exactitud, y el valor de la
desviacion estindar relativa (DER), que evalia la precisién de la determinacidn, y cuyas

expresiones son:

DER _ 100 s

conc. ‘x_ ﬁ

_ 100 ¢s
r (conc.) 5 \/-ﬁ

donde s es la desviacion estindar obtenida en los ensayos de repetitividad, expresados en

unidades de "seial analitica".

La sensibilidad de un método analitico se define como la capacidad de dicho
método para distinguir entre dos concentraciones de analito. Este pardmetro viene

expresado por la pendiente de la curva de calibrado y se expresa por:

S, = 4 . m
d
donde dA/dC es la variacién de sefial que produce una determinada variacion de la

concentracion del analito.

Los limites de deteccion y cuantificacion (¢, y €y) se han calculado en base a los
criterios establecidos por la IUPAC, que define dicho limite de deteccion como la minima
cantidad de analito, expresada en unidades de concentracion, distinguible de la

correspondiente sefial del blanco con un cierto nivel de confianza, y viene expresado por:

_Ks-

senal
£

c

m

donde m es la pendiente de la curva de calibrado y k es un valor numérico elegido, segun
el nivel de confianza que se desee. Se ha utilizado un valor de k=3 correspondiente a un
nivel de confianza del 99'86 %.
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El limite de cuantificacion (ACS Committee on Environmental Improvement, 1980)
se establece como el limite inferior del rango dinidmico lineal, es decir, como limite
inferior de concentraciones por debajo del cual las medidas no ofrecen un determinado

nivel de confianza. Viene dado por la expresion:

= Ksseﬁal

c
e m

utilizando un valor de k = 10.

El término precision se refiere a la repetitividad o reproducibilidad de un conjunto
de medidas repetidas, o el grado de dispersién de las medidas individuales, en torno a su
media. El pardmetro mds ttil para establecer la precision del método de andlisis es la
desviacion estdndar. Por otra parte, el término exactitud, se refiere a la diferencia o error
entre la media del conjunto de resultados y un valor que se acepta como verdadero o

correcto.

El rango dindmico lineal se define como el rango de concentracion en el que la
curva de la sefial analitica es lineal, o la zona donde la pendiente de dicha curva de

calibracién permanece constante.

Recientemente se define, en la zona maés baja, por el limite de determinacién, y en
la zona mads alta por una concentracién de analito en la que la sefial sufre una desviacién
especifica en términos relativos (por ejemplo un 5%) de la porcién de la curva
extrapolada, o en la que la pendiente se desvia una determinada cantidad relativa de la

pendiente en la porcién lineal.

b) Segiin el método de regresion lineal.

Ademas del método propuesto por la IUPAC se ha llevado a cabo la estimacién de
los parametros de calidad del método analitico instrumental propuesto, a partir de los datos

de la experiencia de calibrado, segtin proponen Cuadros y col. (1993).

Este procedimiento propone estimar los parametros de calidad del método a partir
de una serie de réplicas de distintos patrones; para ello es necesario obtener la recta de

calibrado, se recomiendan 3 réplicas para 5 valores de concentraciéon, (ACS Committee
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on Environmental Improvement, 1980). Estos patrones deben incluir al "blanco" como
otro valor més, ya que su sefial instrumental estd sujeta al mismo tipo de errores que las
demas medidas. Miller (1988) recomienda no restar su valor de los obtenidos para el resto
de los patrones antes de calcular la ecuacién de la recta de regresion, ya que esta
operacion afectaria a la imprecision asociada a la determinacion de cada valor de
concentracién. La ecuacion de la recta seria:

R=a+bc

donde R indica la sefial del instrumento, ¢ la concentracion, a la ordenada en el origen y
b la pendiente; el cédlculo de la ecuacién de la recta de calibrado se hace aplicando el
modelo estadistico de la regresion lineal, que permite, no s6lo encontrar dicha ecuacion
con el menor error a pértir de las medidas experimentales, sino que también suministra

una medida de la imprecision de este célculo.

Con los datos obtenidos, se calculan los valores de la pendiente y de la ordenada
en el origen, a partir de las ecuaciones correspondientes. Hay que destacar que deben
tomarse todas las parejas de valores de forma individual y no calcular la media de las

sefiales para cada patrén de concentracion.

Asimismo, se calcula la desviacion estindar de regresion de R sobre ¢, sg,,

mediante la ecuacion:

1 2
s - it R.-R.
Re J n_2 E ( i ‘)

donde R; representa el valor de la sefial del instrumento, R es el valor de la senal
calculado sobre la recta de regresion correspondiente a la concentracién ¢; y n es el

nimero total de parejas de puntos utilizados para calcular la recta de regresion.

A partir del valor de la desviacién estdndar de regresion sg ., se calculan las
desviaciones estindar de la pendiente s,, y de la ordenada en el origen , s,, a través de las

ecuaciones:
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Y Ciz
Sa = sR,c 2
nY (¢

La determinaci6n de las concentraciones de analito de una disolucién problema se
puede obtener aplicando la ecuacién de la recta de regresién. Sin embargo la estimacién
de la imprecision asociada a dicha determinacion es més compleja, ya que depende tanto
del error en la medida de la sefial, como de los errores que implica el uso de la pendiente

y de la ordenada en el origen.

La expresion general que calcula la desviacion estindar de la concentracién sobre
los valores obtenidos en una serie de analisis repetitivos (Martin 1990), es:

_SRe |1 1 (RR)

s, = ==
b\m n p2 Y (c,.—E)z

donde los distintos términos representan:

b: pendiente de la recta de regresion.
Sg.. desviacion estidndar de regresién de R en c.
m: namero de repeticiones del analisis.

n: namero total de parejas de valores utilizados para calcular la recta de
regresion.

R: media aritmética de los valores de sefial obtenidos a partir de los m anilisis.

R: media aritmética de todos los valores de sefial utilizados en el cilculo de la
recta de regresion.
¢;: cada uno de los valores de concentracion determinados en el anélisis.

¢: media aritmética de todos los valores de concentracién utilizados en el
calibrado.

Se utiliza un valor de la t de Student para un nivel de confianza de 1-o
(generalmente a=0.05) con n-2 grados de libertad. El valor de s, depender4 del nimero
de puntos de calibracion y del mimero de determinaciones realizadas, pudiéndose

minimizar la desviaci6n estdndar de la concentracién haciendo que m sea igual a n.

Operando de esta forma se puede establecer los distintos pardametros de calidad del

método basdndose en los distintos valores obtenidos:
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- Linealidad: En este método se propone a la desviacion estdndar de la pendiente, D.S.R.
(b) como medida matemdtica de la linealidad, que se calcula por el cociente del valor de
s, entre b. De esta forma la linealidad vendra determinada por la diferencia 1-D.S.R. (b)

(expresada en forma de porcentaje).

- Sensibilidad: En este método se propone una expresién derivada del andlisis de
regresion, cuyo valor es caracteristico del calibrado del método instrumental e
independiente del instrumento y de las transformaciones matematicas llevadas a cabo para

la lectura de la sefial, siendo asi este un buen criterio de comparacion:

S
sens. = X«

- Precisién: Matemaéticamente, la precision se puede expresar por la desviacién estindar
relativa (o coeficiente de variacién). Esta se calcula dividiendo la desviacién estindar, s,
entre el valor medio de concentracién determinada, ¢, (generalmente se expresa en forma
de porcentaje). De esta forma la desviacin estindar relativa de la concentracion D.S.R.
(c), quedaria como se indica a continuacion:

S
DSR (c) = =< 100
G

Este célculo solo se puede realizar para las concentraciones utilizadas en la recta de
calibrado. Sin embargo, el modelo utilizado permite representar los datos obtenidos para
cada valor de concentracion y, por interpolacion, estimar la precision para cualquier valor

del intervalo de concentraciones del calibrado.

- Limites de deteccién y determinacién: Hay diversas maneras de calcular el limite de
deteccion, aunque para métodos instrumentales la IUPAC recomienda tres veces el valor
de la desviaci6n estindar de la sefial analitica correspondiente al "blanco", obtenida para,
al menos, siete determinaciones, dividida por la pendiente de la recta de calibrado (en
realidad se esta calculando la desviacion estindar de la concentracion correspondiente al

blanco y no se toma la imprecisién del valor de la pendiente).

En este método se propone la utilizacién de s, utilizando los valores de la seifial del
"blanco" medidos para establecer la recta de calibrado. De esta forma, el limite de

deteccion se calcularia, utilizando la aproximacion de la IUPAC, como indica la ecuacion:
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LD:3sO

El limite de determinacidén (Analytical Methods Committee, 1987), vendria dado

Unicamente sustituyendo en la misma ecuacién el valor 3 por el de 10.

3.4.4. Estudio de interferencias.

Por ultimo, se estudiardn una serie de interferencias que se puedan encontrar
habitualmente con el analito. Una interferencia es una sustancia presente en la muestra
analitica y que afecta a la magnitud de la sefial espectral procedente del analito. La
selectividad de un método estd relacionada, por tanto, con la ausencia relativa de

interferencias.

El criterio de tolerancia para interferencias, segin la IUPAC, se basa en el criterio
establecido por Sommer (1978), que indica que la concentracion limitante del agente
interferente debe ser aquella que produce una desviacion del valor de la sefial analitica
mayor que un determinado multiplo de la desviacion estindar de una serie de medidas de
la disolucion de referencia. Asi se ha utilizado como error tolerable el valor de 2sg, 6sg
0 t,Sg (sg desviacion estindar de la sefial calculada a partir de un estudio de la
repetitividad de la sefial para la concentracién de analito deseada utilizando [Z(R-R)*/n-

1]"2 y t,, t de Student al nivel de significacién o).

El método basado en la recta de calibrado propone calcular el valor de la
desviacion estindar de la sefial, sg, utilizando el conjunto de datos obtenidos para
establecer la recta de calibrado, valor que es caracteristico del procedimiento analitico
utilizado. A partir de €l y aplicando el criterio anterior, se puede establecer el nivel
minimo de interferente que produce un error sistemitico igual o superior al error

accidental de la determinacion de analito a una concentracién dada.

Para decidir si una sustancia produce interferencia en la determinacién de un
analito, se mide la sefal analitica correspondiente a la concentracién de analito
seleccionada en presencia del posible interferente. Si el valor obtenido de la sefial no estd
incluido en el intervalo de confianza deducido a partir del calibrado, se supone que se ha

producido un error sistematico superior al error aleatorio del método analitico y por tanto,
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concluimos que es interferente, mientras que, si la sefial estd incluida en el intervalo de

confianza calculado, se concluye que no hay interferencia.

Para estimar el nivel de tolerancia de una sustancia extrafia se mide la sefial
instrumental para una determinada disolucion patrén de analito, R,, con diferentes
concentraciones decrecientes de interferente, c,, hasta lograr que, al menos, dos medidas
consecutivas estén incluidas en el intervalo de confianza de la sefial. Con los datos
obtenidos y utilizando un método grifico propuesto por Sommer y col. (1978) se
representa la sefal, R,, frente a la concentracion, c,. El resultado puede ser una linea recta
0, mis frecuentemente, una curva que se extrapola para hallar el punto de corte con la
linea horizontal superior o inferior (segiin el caso), que indica la banda de confianza sobre
la prediccién de la sefial. La abcisa de ese punto evaluard el nivel de tolerancia de

interferente, expresado en concentracion, ;.

3.5. Aplicaciones.

Optimizadas todas y cada una de las variables experimentales e instrumentales y
establecidas las rectas de calibrado y sus parametros de fiabilidad, asi como los niveles de
interferentes que toleran los métodos propuestos se procedié a su aplicacion en distintas

matrices de interés ambiental.
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Anexo I

CLEAR : COLOR 15, 1, 1: SCREEN 12: CLS

PRINT "Dado un polinomio de segundo grado con tres variables"

PRINT "P(x) = a + a, [Agente micelar] + a, [TINO;] + a; [Na,SO;] + a,
[H,SO,] + a,, [Agente micelar][TINO;] + a,; [Agente micelar][Na,SO;] + aj,
[Agente micelar][H,SO,] + a, [TINO;][Na,SO;] + a,, [TINO;][H,SO,] + ay
[Na,SO;][H,SO,] + a,; [Agente micelar]* + aj [TINO;]?> + aj; [Na,SO;)* + ay
[H,SO,)*"

PRINT "Donde:"

INPUT "a ="; a

INPUT "a; ="; a,

INPUT "a, ="; a,

INPUT "a; ="; a3
INPUT "a, ="; a,
INPUT "a;, ="; aj,
INPUT "a;; ="; a3
INPUT "a,, ="; ay4
INPUT "a,; ="; a3

INPUT "a,, ="; ay,
INPUT "a;, ="; ay,
INPUT "a,,
INPUT "a,, ; Ay

INPUT "a;; ="; ay

INPUT "a, ="; ay

0= (2, *ap) -(2*a *ay)

p=a,” " 2-@*a; *ay)

q = (ay *ap) - (2 *a; *ay)

= (ay *ap) -2 *ay, *ay)

s = (ap * ay) - (3, * ay)

t = (a, *a;) -2 *a; *ay)

u = (2*ay *ap) - (a3 * ay)

vV = (ay * ap) - (a4 * ay)

w = (a, ¥ a;) - (ay * a)

X = (ay *ap) - (2 *ay; *ay)

y = (a3 * ap) - (a4 * 2y3)

z=(2%ay, *ap) - (a, *ay)

[Na,SO;] = ((t*1) -(v*p) *(W*p) - (0 *x) + ((p*s)-(0* 1)) *((z*p)
xED) /(P -E* ) X (P -@q*x) +H(z*p)-E*D))*Q*FY
- (u *p))

[H,S0,] = (((q *t) - (u * p)) * [Na,SO;] + (0 * ) - (p *98))) / (v *p) - (t * 1))
[Agente micelar] = ((-q * [Na,SO;]) - (r * [H,SO,)) - 0)/p

[TINO;] = (-a, - (a; * [Na,SO;]) - (a4 * [H,SO,]) - 2 * a;, * [Agente micelar]))
/ ay,

PRINT "[Agente micelar]= "; [Agente micelar]

.« we
=5
—
—
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PRINT "[TINO;] = "; [TINO;]

PRINT "[Na,SO;]= "; [Na,SOs]

PRINT "[H,SO,]= "; [H,SO,]

PRINT "F([Agente micelar])= "; a,;; "[Agente micelar]*2 +"; (a, + (a;, *
[TINO;]) + (a3 * [Na,SOs]) + (ay, * [HSO,])); "[Agente micelar] +"; ((a, *
[TINO;]) + (a; * [Na,SO;]) + (a, * [H,SO,]) + (ay * [TINO;] * [Na,SO;]) + (ay
* [TINO;] * [H,SO,]) + (a3 * [Na,SO;] * [H,SO,]) + (ay, * [TINO;] * [TINO;])
+ (a3; * [Na,SO;] * [Na,SO;]) + (ay * [H,SO,] * [H,SO,]) + a)

PRINT "F([TINO;] )= "; ay,; "[TINO,]*2 +"; (a, + (a;, * [Agente micelar]) +
(ay; * [Na,SO;]) + (ay, * [H,SO,D)); "[TINOs] +"; ((a, * [Agente micelar]) + (a,
* [Na,SO,]) + (a, * [H,SO,]) + (a;; * [Agente micelar] * [Na,SO,]) + (a4 *
[Agente micelar] * [H,SO,]) + (a3, * [Na,SO,] * [H,SO,]) + (a;; * [Agente
micelar] * [Agente micelar]) + (a;; * [Na,SO;] * [Na,SO;]) + (a, * [H,SO,] *
[H,SO,]) + a)

PRINT "F([Na,SO;])= "; a;3; "[Na,SO,]"2 +"; (a; + (a,; * [Agente micelar]) +
(a3 * [TINO;]) + (a3, * [H,S0,])); "[Na,SO;] +"; ((a; * [Agente micelar]) + (a,
* [TINOs]) + (a, * [H,SO,]) + (a;, * [Agente micelar] * [TINO;]) + (a,, *
[Agente micelar] * [H,SO,]) + (a,, * [TINO,] * [H,SO,]) + (a;; * [Agente
micelar] * [Agente micelar]) + (ay, * [TINO,] * [TINO,]) + (ay * [H,SO,] *
[H,SO,]) + a)

PRINT "F([H,SO,])= "; a,,; "[H,SO,]*2 +"; (a, + (a,, * [Agente micelar]) + (ay,
* [TINOs]) + (a;4 * [Na,SO;,])); "[H,SO,] +"; ((a; * [Agente micelar]) + (a, *
[TINO,]) + (a; * [Na,SO,]) + (a;, * [Agente micelar] * [TINO,]) + (a;; * [Agente
micelar] * [Na,SO;]) + (a,; * [TINO,] * [Na,SO,]) + (a,, * [Agente micelar] *
[Agente micelar]) + (a,, * [TINO,] * [TINO,]) + (a;; * [Na,SO,] * [Na,SO,]) +
a)

PRINT "F([Agente micelar],[TINO;])= "; a;;; "[Agente micelar]™2 +"; a,;
"[TINO;]*2+"; (a,; + (a;; * [Na,SO;]) + (a,, * [H,SO,])); "[Agente micelar]+";
(a, + (ay * [Na,SO;]) + (ay * [H,SO,]); "[TINO;] +"; aj,; "[Agente
micelar]*[TINO;] +"; ((a; * [Na,SO,]) + (a, * [H,SO,]) + (a5, * [Na,SO,] *
[H,SO,]) + (as; * [Na,SO;] * [Na,SO;]) + (2, * [H,SO,] * [H,SO,)) + a)
PRINT "F([Agente micelar],[Na,SO;])= "; a,;;; "[Agente micelar]™2 +"; aj;;
"[Na,SO,]*2+"; (a; + (aj, * [TINO,]) + (a,, * [H,SO,])); "[Agente micelar] +";
(a; + (ay * [TINO;]) + (a;, * [H,SO,D)); "[Na,SO,] +"; a,;; "[Agente
micelar]*[Na,SO;]+"; ((a, * [TINO;]) + (a, * [H,SO,]) + (ay * [TINO,;] *
[H,SO,]) + (a * [TINO;] * [TINO;]) + (as * [H,SO,] * [HSO,]) + a)
PRINT "F([Agente micelar],[H,SO,])= "; a,;; "[Agente micelar]*2 +"; a,;
"[H,S0,]"2+"; (a; + (aj, * [TINO,]) + (a;; * [Na,SO;])); "[Agente micelar]+";
(@, + (a, * [TINO;]) + (a;4 * [Na,SO,])); "[H,SO,] +"; a,; "[Agente
micelar]*[H,SO,] +"; ((a, * [TINOs]) + (a; * [Na,SO;]) + (ay; * [TINO;] *
[Na,SO;s]) + (ap * [TINO;] * [TINO;]) + (a3; * [Na,SO;] * [Na,SO;]) + a)
PRINT "F([TINO,],[Na,SO,])= "; a,,; "[TINO;]"2 +"; a,;; "[Na,SO;]"2+"; (a,
+ (a;, * [Agente micelar]) + (ay * [H,SO,])); "[TINO;]+"; (a; + (a;; * [Agente
micelar]) + (a;, * [HSO,])); "[Na,SO;] +"; ay; "[TINO;]*[Na,SOs]+"; ((a;, *
[Agente micelar]) + (a, * [H,SO,]) + (a4 * [Agente micelar] * [H,SO,]) + (a;,
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* [Agente micelar] * [Agente micelar]) + (a,, * [H,SO,] * [H,SO,]) + a)
PRINT "F([TINO,],[H,SO,])= "; ay; "[TINO,;]*2 +"; ay; "[H,SO,0"2+"; (a, +
(a;, * [Agente micelar]) + (ay; * [Na,SO;])); "[TINO;]+"; (a, + (a, * [Agente
micelar]) + (as * [Na,S0s))); "[H,SO,] +"; ay; "[TINO;J*[H,SO,]+"; ((a, *
[Agente micelar]) + (a; * [Na,SO;]) + (a;; * [Agente micelar] * [Na,SO;]) + (ay;
* [Agente micelar] * [Agente micelar]) + (as; * [Na,SO;] * [Na,SO;]) + a)
PRINT "F([Na,S0;],[H,SO,])= "; a55; "[Na,SO05]"2 +"; ay; "[H,SO,]"2+"; (a3
+ (ay; * [TINO,]) + (aj; * [Agente micelar])); "[Na,SO,]+"; (a, + (a;, * [Agente
micelar]) + (ay * [TINO;])); "[H;SO,] +"; ay; "[Na,SO5]*[H,SO)+"; ((a; *
[Agente micelar]) + (a, * [TINO,]) + (a,, * [Agente micelar] * [TINO;]) + (a,
* [Agente micelar] * [Agente micelar]) + (a,, * [TINO,] * [TINO;]) + a)

A =2%*a,

A, = (2*a,; *2*ay)-(@,"2)

Ay = (2%ay *2%ay *2 *ay) + (ap *ay *a) + (ay *a, *ap) - ((ag ~2)
*2*%ay) - (" 2) *2*ay,) - ((a " 2) *2 *ay)

Ay = (2% ay*2%a; %2 *ay,) + (ay * ay * ay) + (a3 *ag * ay) - ((ay ~2)
*2*ag)- (a3 " 2) %2 *ay) - ((ay " 2) *2 *ay,)

Ap = (@p*2*au*2*ay) + (ay *ag *a) + (2 * 2y *a3,) - (4 ¥y, *2
*a3) - (a3 72 ¥ ap) - (a3 *ay *2 *ay)

Ay = (ap *ay *2*ay,) + (ay *ay *a) + (ay *a, *2 *ay) - (ay *ay*
) - (g * a3 ¥ap) - (a3 2 *ay *2*ay,)

Ay = (@, *ay*ay) + (@, *2%a, *2*ay) + (ay *a3 ™ ay) - ((ay Sy
a,) - (@ ¥ ap ¥ 2 *ay) - (a3 *ay *2*ay)

Ay =Q*ay) *Ay-ap*Ay tag*Ag-a,*Ay

PRINT "A, ="; A,

PRINT "A, ="; A,

PRINT "A; ="; A,

PRINT "A, ="; A,
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Parte A

Los hidrocarburos aromdticos policiclicos (HAP) son compuestos organicos
constituidos por tres o mas anillos arométicos que pueden estar unidos linealmente,
angularmente o bien condensados. En la bibliografia existente acerca de este tipo de
compuestos se utilizan otras denominaciones como la de compuestos aromdticos
polinucleares, compuestos aromdticos policiclicos, materias orgdnicas policiclicas o
compuestos orgdnicos policiclicos. En la presente Memoria se ha optado por emplear el

nombre de hidrocarburos aromadticos policiclicos y su abreviatura de HAP.

En la Tabla n°® A-1 se presentan los HAP ordenados por orden creciente de su peso
molecular entre los considerados prioritarios por la Environmental Protection Agency
(EPA) de E.E.U.U. En dicha tabla se resumen datos sobre su nombre, abreviatura,

estructura y puntos de fusion.

Los HAP mas simples son los homociclicos que sélo contienen carbono e
hidrégeno, aunque existen cientos de HAP con uno o varios grupos sustituyentes tales
como alquilo, amino, cloro, ciano, hidroxi, oxi o tio. En otro subgrupo se sitian los
derivados heterociclicos de los HAP que contienen uno o varios heteroatomos en su

estructura aromatica, tales como nitrégeno, oxigeno o azufre.

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos se forman por pirélisis 0 combustion
incompleta de combustibles fésiles (petréleos y derivados) y también por combustién de
basuras y maderas, por condensacion de los radicales etilénicos generados en fase gaseosa,
dando lugar a la sintesis de grandes moléculas de HAP (Badger y Kimber, 1960; Badger
y Novotny, 1963), estando presentes, por tanto, en los humos y gases de combustién. Esta
es la principal fuente de contaminacién por parte de estos compuestos (Fourth annual
report on carcenogens, 1985) aunque existen otras como los derrames de crudos
petroliferos o refinados que contienen, de forma natural estos compuestos, por
transformacién de petréleo y carbon en sus industrias (Funk, 1991) o en los alimentos
cocinados a la parrila, fritos, asados o ahumados, asi como el humo del tabaco. Los
alimentos que presentan los mayores niveles de HAP (del orden de 10 pug/Kg) son las
carnes asadas a la parrilla de carbon y las ahumadas, las verduras de hoja, los granos, las

grasas y los aceites (Menzei y col., 1992).
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Tabla n® A-1.- Hidrocarburos aromdticos policiclicos mds habituales.

Nombre Abreviatura Estructura Peso molecular (g/mol)
Naftaleno Naf 1282
. . W '
Acenaftileno Aci @@ 152'2
Acenafteno Ace @'@ 1542
Fluoreno Flu OO 1662
Fenantreno Fen 178’2
Antraceno Ant 1782
Fluoranteno Flt ©.©© 202’3
Pireno Pir QO 2023
QO
Criseno Cri @©© 228'3
Benz[a]antraceno BaA @@@© 228'3
Benzo[k]fluoranteno  BKF (%'©© 252'3
O
Benzo[b]fluoranteno BbF OO 10 2523
@@
Benzo[a]pireno BaP 252’3
. O :
Benzo[e]pireno BeP @@@ 252’3
Q
Indeno[1,2,3-cd]-pireno IcdP ©©@()®.© 276'3
Benzo[g,h,ilperileno  BghiPe @()@%] 276'3
QO
Dibenzo[a,h]antraceno DahA ©©©© 278’4
QO
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También se ha detectado la presencia de HAP en el medio interestelar a través del
estudio de la emision infrarroja, en concreto de la llamada fraccion no identificada (UIR)
y de las bandas interestelares difusas (DIB) (Latter, 1991). Un estudio de este espectro
infrarrojo (Siebenmorgen y Kriigel, 1992) sefiala la presencia de tres componentes, entre
otros, en el medio interestelar: particulas de carbon de radio >100 A, pequerios granos
de grafito de tamafio comprendido entre 4 y 100 A e HAP.

En el medio laboral la fuente mas importante de HAP es el alquitran de hulla que
se forma por pir6lisis de la hulla en fabricas de gas y coquerias, donde se producen
emisiones de humos procedentes de la brea caliente. Los operarios que trabajan en las
proximidades de los hornos estin muy expuestos a estos productos y de forma general, los
trabajadores de las indﬁstrias del gas y del coque, incluso en instalaciones modernas. En
la industria del aluminio también hay una gran exposicion a estos HAP debido al proceso
electrolitico a alta temperatura, sobre todo cuando se utiliza el electrodo Sdderberg que
esta formado por una mezcla de coque y alquitran de hulla, y en general en todas aquellas

industrias donde se utilizen electrodos de grafito, formados también por coque y alquitran.

Otras fuentes profesionales de exposicién son los procesos siderometalirgicos
donde el alquitrdn entra en contacto con el metal fundido. Otra importante fuente es el
asfalto que se utiliza para pavimentar calles y carreteras que procede de residuos de

destilacion de petréleo.

Por la amplia incidencia de estos compuestos y el hecho de que actiien a muy bajas
concentraciones, junto con los estudios realizados sobre la posible incidencia de los
mismos en la aparicién de cancer en el ser humano, estd haciendo que su distribucion en
los més variados ambientes y productos sea objeto de notable atencion por parte tanto de
investigadores de diverso tipo, autoridades sanitarias y, cada vez con mas fuerza,

ciudadanos, asociaciones y partidos politicos.

De lo expuesto hasta el momento se deduce que estos compuestos que estdn
presentes en los gases y humos de combustion llegarédn a la superficie de la Tierra a través
de la lluvia, alcanzando a las aguas superficiales y subterraneas y, por ultimo, a la cadena
alimenticia, es decir, podran encontrarse en casi todas partes, tanto procedentes de fuentes

naturales como antropogénicas. La contribucién de las fuentes naturales es minima si la
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se compara con las emisiones causadas por el hombre. Entre las mas relevantes se pueden
citar las que se originan en los volcanes, durante los incendios forestales, en el proceso
de carbonizacion a temperaturas moderadamente altas durante largos periodos de tiempo
a través de sintesis vegetales y bacterianas. Los valores de HAP en aguas superficiales se
encuentran entre 0’1 y 830 ng/l, la concentracién en este tipo de agua es mayor que en
agua subterranea ya que estas son filtradas de forma natural al pasar por diversos terrenos
quedando alli retenidos. La atmoésfera es un importante camino para el transporte de
diversos compuestos incluyendo los HAP. Segin los datos obtenidos por el Proyecto
National Particulate Network de la EPA (1986-1989), el contenido de HAP en aire
ambiente varia entre 1 y cientos de ng/m?, con un valor medio de 2’6 ng/m?, siendo el

72% de los resultados menores de 10 ng/m?>.

Los HAP se encuentran en todo tipo de suelos, en suelos de bosque el intervalo de
concentraciones encontradas oscila entre 5 y 100 ug/Kg, valores que indican tanto
contribucion natural como antropogénica. Los suelos de las dreas metropolitanas tienen los
mayores niveles de HAP, entre 600 y 3000 ug/Kg debido a las fuentes de combustién de

combustibles fosiles.

A la vista de esto se deduce que los HAPs son ubicuos, por lo que cualquier
persona se encontrara expuesta a alguno de estos compuestos a lo largo de su vida diaria
(Tabla n°® A-2).

Tabla n® A-2.- Concentraciones de HAP en el ambiente.

Medio Concentracién media Rango
Agua ng/l ng/l
Superficial 8'0 0'1-830
Manantial 12 0'2-6'9
Potable 2'8 0'1-62
Aire ng/m> ng/m>
Exterior 57 0'2-65
Interior
Oficinas 1’5 0'6-29
Viviendas 8 1'0-80
Viviendas fumador 13 7-29
Suelo mg/kg mg/kg
Bosque 0’05 0'01-1'3
Agricola 0'07 0'01-1'01
Urbano 1'10 0'06-5'8
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Respecto a la dosis potencial que un individuo medio puede recibir diariamente de
HAP, debido a que existen muchas fuentes de contaminacion (alimentos, aire, agua, suelo,
humo de tabaco, etc...) dependera de la exposicion de cada individuo a los mismos. Los
valores para cada fuente de contaminacién han sido establecidos por Menzie y col. (1992).
Los alimentos son la principal fuente de HAP para individuos no fumadores; para el caso
de zonas urbanas altamente contaminadas el aire es el principal factor. El humo del tabaco
es una importante fuente de HAP, por ello los fumadores de cigarrillo sin filtro tienen una

dosis potencial doble que los no fumadores.

Dentro de las propiedades quimicas de los HAP se deben destacar, por su continuo
comentario dentro de la presente Memoria, su solubilidad. Son muy solubles en
disolventes apolares dacia su naturaleza apolar y muy poco solubles en agua, tanto menos
cuanto mayor sea su peso molecular. La solubilidad es una caracteristica que sefiala la
extension y velocidad de la disolucion de los HAP en agua y su persistencia en el ambiente
acuatico y la extensién en que la biota acuatica estd expuesta a la accién de los diferentes

HAP esté controlada, en gran extension, por su solubilidad.

La solubilidad en agua de los HAP ha sido estudiada por numerosos investigadores
(Hill, 1922; Vermillion, 1939; Booth y Everson, 1948; Bohon y Claussen, 1951; Hayashi
y Sasaki, 1956; Arnold y col., 1958; McAulliffe, 1966; Franks y col., 1973; Brown y
Wasik, 1974; Stears y col., 1974; Mackay y Shiu, 1975; Sutton y Clader, 1975; May y
col., 1978; Davis y col., 1942) utilizando diversas técnicas. Entre ellas se puede destacar
la equilibracién con el HAP seguida de filtracién, extraccién y determinacién por
espectrofotometria UV o cromatografia de gases. También se han usado la nefelometria
(Davis y col., 1942 y la cromatografia liquida de columna dinidmica acoplada (May y col.,
1978).

Un aspecto que no hay que olvidar es que los detergentes y los compuestos capaces
de producir emulsiones en agua pueden incrementar el contenido en HAP de aguas

residuales o naturales, asi como la adsorcién en particulas sdlidas de diversa naturaleza.

Como se observa por amplia incidencia de estos compuestos, las matrices objeto
de andlisis van a ser muy variadas, por lo que la eleccion de la técnica de analisis va a

depender, basicamente, de las propiedades de los HAP y de la matriz donde se encuentran.
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Generalmente se necesitan etapas de extraccion y separacion previas que eliminan posibles
interferencias y, en el caso del andlisis de trazas, suele ser necesaria una etapa de
preconcentracion que permita situar la concentracion del analito dentro del intervalo

dindmico del método elegido.

Generalmente, debido a la complejidad de las muestras a analizar, es necesaria una
separacion previa a la deteccion en la que, las técnicas mds empleadas son la
cromatografia de gases, cromatografia liquida y cromatografia de fluidos supercriticos,
aunque se estan desarrollando mucho ultimamente la separacién mediante electroforesis
capilar. Los sistemas de deteccion méds cominmente empleados son los métodos

fotométricos, fluorimétricos o fosforimétricos.

Concretamente, la cromatografia de gases permite la determinacion de sustancias
que sean suficientemente volatiles y estables térmicamente. Los HAP son moléculas
térmicamente estables pero su volatilidad va a depender tanto del nimero de 4tomos de
carbono como del grado de condensacién entre ellos. Se puede situar el limite de
aplicacion de la técnica en HAP planares con estructuras muy condensadas en un maximo
de 24 atomos de carbono (Lesage, 1991; Robbat y col., 1992; Trevelin y col., 1992). La
sensibilidad, selectividad y poder de resolucién van a depender del tipo de columna y
detector empleado. El detector mds comiin empleado es el de ionizacién de llama, debido
tanto a su precio como a su respuesta universal pero su uso es limitado en mezclas
complejas, mientras que el empleo del detector de masas practicamente resuelve toda la

problematica de estos compuestos.

La aplicacion de la cromatografia liquida al analisis de HAP data de 1976 en que
Boden (1976) la aplicaron a la determinacién de residuos en muestras de interés ambiental.
El requerimiento béasico para que un analito pueda ser determinado por esta técnica es que
sea suficientemente soluble en la fase mévil, propiedad que, en el caso de los HAP, esta
relacionada con el nimero total de 4tomos de carbono presentes asi como su grado de
aromaticidad. Asi por CLAR se pueden determinar desde derivados alquilbencénicos hasta
HAP con 38 atomos de carbono (13 anillos). En cuanto al grado de aromaticidad, al
aumentar éste disminuye su solubilidad en disolventes como diclorometano o
clorobenceno. Desde la primera aplicacion de esta técnica, son numerosos los articulos

publicados empleando como sistema de deteccién, métodos fotométricos o fluorimétricos
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(Gétze y col., 1991; Velasco y col., 1991; Muiioz de la Pefia y col., 1991; Marengo y
col., 1992; Lépez y col., 1992; Mori y col., 1993).

Las propiedades fisicas de los fluidos supercriticos determinan la mayor eficiencia
cromatografica de la cromatografia que emplea dichos disolventes respecto a la CLAR y
CG, observindose un futuro prometedor en el analisis de HAP, principalmente en mezclas
complejas ampliando considerablemente las limitaciones impuestas (volatilidad y
solubilidad) por la CG y CLAR en cuanto al nimero de dtomos de carbono se refiere. Las
propiedades fisicas de los fluidos supercriticos permiten el empleo de detectores de
ionizacién de llama, espectrofotométricos, de fluorescencia y proporcionan también
posibilidades de acoplar con facilidad detectores de masas aumentando considerablemente

la potencialidad de la técnica.

Esta técnica ha permitido la resolucién mezclas del naftaleno y coroneno empleando
una columna capilar de 20 m y pentano como fase mévil (Smith y col., 1982). Los limites
de deteccién se mejoran sensiblemente al emplear ionizacion quimica en lugar de impacto
electronico, situdndose en el intervalo 0'1-10 pg. La cromatografia de fluidos supercriticos
también se ha aplicado a muestras reales que contenian HAP tales como alquitranes (Sie
y Rijnders, 1967) y humos de los tubos de escape de automéviles (Jentoft y Gouw, 1970,
1976).

Debido a que los HAP poseen estructuras altamente condensadas, presentan
espectros de absorcion UV-Vis muy caracteristicos, con bandas estrechas y generalmente
muy bien definidas, propiedad que ha permitido la deteccién de los mismos por
espectrofotometria de UV/Visible. Para mejorar la selectividad de la técnica sin necesidad
de una separacion previa por los métodos anteriormente citados, se han propuesto métodos
de anélisis multicomponente empleando para ello tanto la espectrofotometria convencional
(Rossi y col., 1984; Rossi y Pardue, 1985) como de derivadas (Ares, 1992), aunque
cuando aumenta la complejidad de las muestras y dadas las pequeiias diferencias entre las

longitudes de onda de los distintos HAP, estas determinaciones presentan sus limitaciones.

Ademads de métodos selectivos de andlisis, por la incidencia de estos compuestos
en matrices complejas, para llevar a cabo la determinacion de pequefias cantidades de los

mismos se requerirdan metodologias muy sensibles. Las técnicas luminiscentes presentan
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como caracteristica inherente la sensibilidad, por lo que constituyen, desde hace varias

décadas, procedimiento de rutina en los laboratorio de analisis.

Todos los HAP poseen fluorescencia intrinseca por lo que existen numerosos
métodos espectrofluorimétricos directos para su determinacion individual (Velapoldiy col.,
1983) poniéndose de manifiesto la gran sensibilidad de la técnica, que permite alcanzar
limites de deteccion 100 veces inferiores a los conseguidos por espectrometria de
absorcion molecular. Sin embargo, existe un gran solapamiento de las bandas fluorescentes
de los distintos HAP lo que limita la aplicacion de la técnica a muestras muy complejas

por falta de selectividad.

La limitacion de la selectividad de esta técnica para el andlisis de muestras
complejas puede ser soslayada de distintas formas, bien aplicando una técnica de
separacion previa a la deteccién como la cromatografia liquida o la cromatografia de
fluidos supercriticos o bien mediante los procedimientos desarrollados en los ultimos afios

como son el uso de medios micelares o la manipulacion instrumental.

La utilizacion de sistemas organizados ha supuesto un gran avance en este tipo de
analisis, pues no s6lo se consigue un gran aumento en la selectividad, sino que los analitos
al ordenarse en este tipo de medios experimentan una auténtica preconcentracion
aumentando la sensibilidad y disminuyendo los limites de deteccion. Su aplicacion a la
resolucion de mezclas de HAP por espectrofluorimetria sincronica data de hace unos afnos.
Como medios organizados se han utilizado: a-ciclodextrina (Bello y Hurtubise, 1987), (-
ciclodextrina (Rubio y col., 1991; Schuette y Warner, 1994; Tachibana y Furusawa,
1994), y-ciclodextrina (Imasaka y col., 1991; Schuette y Warner, 1994), TX-100 (Santana
y col., 1991), cloruro de bencil-dimetil-hexadecilamonio (Rubio Barroso y col., 1991),
Pluronic-F 68 (159), Brij-96 (Santana y col., 1992) y polioxietileno 10 lauril éter (Santana
y col., 1992) entre otros. Se han propuesto también métodos para la resolucion de
diferentes mezclas binarias, terciarias (benzo[a]pireno, perileno y criseno (Santana y col.,
1992) y cuaternarias, asi Yao Qun Li y col. (1992) determinan fluoreno, carbazol,
antraceno y perileno en mezclas sintéticas por fluorescencia sincrénica derivada de energia

constante con limites de deteccion de 0’75, 1'2, 0’32 y 0’16 ug/l respectivamente.

En cuanto a la manipulacién que se puede llevar a cabo a nivel instrumental para
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el aumento de selectividad en la deteccion fluorimétrica se puede destacar la aplicacion de
la espectrofluorimetria de tiempo resuelto, la obtencién de espectros de luminiscencia total
(Giering y Horning, 1988), espectros sincrénicos (Lloyd, 1971; Vilchez y col., 1994;
Tachibana y Furusawa, 1995), espectros sincrénicos de dngulo variable (Clark y col.,
1985; Garcia y Ramos, 1990; Yao Qun y col. 1991b; Cabaniss, 1991; Capitin-Vallvey y
col., 1995) o la posibilidad de manipular la sefal analitica (Jonh y Soutar, 1976; Lloyd
y Evett, 1977; Vo-Dinh, 1978; Vo-Dinh y col., 1978; Vo-Dinh y Martinez, 1981; Rubio
y col., 1986; Yao Qun y col., 1992).

El desarrollo de la instrumentaciéon con fuentes de excitacion moduladas ha
permitido el desarrollo de la Espectrofluorimetria a tiempo resuelto. Excitada la muestra
se mide la intensidad de fluorescencia a un tiempo determinado, 1o que supone un aumento
de selectividad de estas técnicas, pues con frecuencia sistemas que poseen espectros de
fluorescencia practicamente idénticos se diferencian en los tiempos de vida media del
proceso de relajacién. De esta forma midiendo la intensidad de fluorescencia a tiempos
adecuados se puede resolver la mutua interferencia. Como fuentes de excitacion moduladas
se han propuesto la ldmpara de xenon y el laser disminyendo en un orden de magnitud los

limites de deteccién (Yamada, 1992; Panne y col., 1992).

La espectrofluorimetria sincrénica fue introducida por Lloyd (1971) en 1971 quien
la aplicé a la resolucién de una mezcla de benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno y perileno.
Sus principales ventajas en la elucidacién de mezclas, respecto a la espectrofluorimetria
convencional, radica en el estrechamiento de bandas espectrales y en la simplificacion del
espectro al desaparecer algunas de ellas. Desde que Lloyd publicase el primer articulo,
mediante esta técnica se han resuelto algunas mezclas de HAP (Lloyd, 1971; Jonh y
Soutar, 1976; Lloyd y Evett, 1977; Vo-Dinh, 1978; Vo-Dinh y col., 1978; Vo-Dinh y
Martinez, 1981; Rubio y col., 1986; Yao Qun y col., 1992; Santana Rodriguez y col.,
1993).

Otra técnica de deteccién muy empleada para la determinacion de HAP en
numerosas muestras es la fosforescencia a baja temperatura y a temperatura ambiente
(Zander, 1968; Vo-Dinh y col., 1981; Vo-Dinh y Martinez, 1981; Scypinski y Cline
Love, 1984; Femia y Cline Love, 1985; Ramis y col., 1988; Alak y Vo-Dinh, 1988; Bello
y Hurtubise, 1988; Ramis Ramos y col., 1988; Jones y col., 1989; Ramasay y Hurtubise,
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1989; Muiioz de la Pefia y col., 1991; Weijun y Changsong, 1993a y 1993b; Weijun y
col., 1994). Esta técnica supone un considerable aumento de la selectividad al existir la
posibilidad de modificar tiempos de vida de luminiscencia mediante la adicién de dtomos
pesados, formacion de medios micelares e incluso de adsorcion de los HAP sobre soportes
como papel, gel de silice, etc. Ramis y col. (1988) establecieron las longitudes de onda
fosforescentes de varios HAP a 77 K (medio N, liquido) y a temperatura ambiente

empleando heptano como disolvente y papel como soporte.

Luego, dependiendo del tipo de hidrocarburo policiclico aromatico y la complejidad
de la matriz en la que se encuentre presente, la seleccion de un método u otro de andlisis
serd diferente y requerird una mayor sensibilidad o selectividad para obtener unos buenos

resultados.

A continuacion se proponen una serie de métodos de determinacion de distintos
HAP empleando la técnica de fosforescencia a temperatura ambiente en disolucién cuya
selectividad es mejorada mediante la manipulacién instrumental por medio de la obtencién
de espectros de fosforescencia sincrénicos, sincronico-derivados y de dngulo variable,

permitiendo el andlisis de los mismos en diversas matrices de interés ambiental.
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Capitulo 1

1. Caracteristicas espectroscopicas.
1.1. Caracteristicas fluorescentes.

Con objeto de conocer las caracteristicas fluorescentes del acenafteno, se procedié
a llevar a cabo un barrido de excitacién y emision en el modo de fluorescencia. Para ello
se preparé una disolucién madre afiadiendo a 100 ul de una disolucion 2'4-10% M de Ace
en n-heptano, 100 ul de 1-butanol y enrasando hasta 10 ml con SDS 0’5 M. A una
alicuota de 50 pl de esta disolucion se le afiadio 600 ul de SDS 0'5 My se enraso con
agua destilada hasta 10 ml. Se sigui6 la técnica operatoria que se describe a continuacion:
Se fijo el monocromador de excitacion a 295 nm, con rendijas de excitacion y emision de
4 nm, la sensibilidad en 520 V y la velocidad de barrido de los monocromadores en 8
nm/s. Se registro el espectro de emision observando dos mdximos a 323 y 340 nm, siendo
el primero mds intenso. Fijada la longitud de onda de este mdximo en el monocromador
de emision, se registro el espectro de excitacion, trabajando con las mismas condiciones
instrumentales, obteniéndose un mdximo de excitacion a 294 nm, eligiendo, por tanto, 294
y 323 como longitudes de excitacion y emision fluorescentes del Ace. Dichos espectros se

encuentran en la Figura n° I-1.

1.2. Espectros de fosforescencia.

Conocidas las caracteristicas fluorescentes del Ace, se llevé a cabo un estudio
minucioso sobre las posibilidades de determinacion fosforescente a temperatura ambiente
y en disolucién. El procedimiento utilizado fue el siguiente: Se preparé una disolucion
madre afiadiendo a 100 pl de una disolucion 2'4-10% M de Ace en n-heptano, 100 pl de
I-butanol y enrasando hasta 10 ml con SDS 0'5 M. A una alicuota de 50 pl de disolucion
madre se le afiadié 600 ul de SDS 0'5 M, 1000 pul de TINO; 0'25 M, 500 pl de Na,SO;
0'1 My 800 ul de H,SO, 0'02 M y se enrasa hasta 10 ml con agua destilada. Se
registraron los espectros de excitacion y emision fosforescente; para ello, se fijo la
longitud de onda de excitacion en 294 nm y se registré el espectro de emision con una
velocidad de barrido de 4 nm/s, m.p.f. 5 ms, la sensibilidad del detector en 750V,
rendijas,,,,, 16/16 nm, un tiempo de decaimiento de 500 ps y un tiempo de integracion
de 2000 us, obteniendo dos mdximos a 488 y 524 nm, siendo el primero mds intenso.

Fijando este mdximo de emision en el monocromador respectivo, siempre en las mismas
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condiciones instrumentales, se registro el espectro de excitacion obteniendo un mdximo a
294 nm, considerando que 294 y 488 son los mdximos de excitacion y emision

fosforescente del Ace. El espectro de fosforescencia se muestra en la Figura n° I-2.

Para una mejor visualizaciéon de la emisién fosforescente se ha registrado el
espectro de luminiscencia total del Acenafteno. A una disolucion preparada de la forma
anteriormente descrita se le ha registrado el espectro en las siguientes condiciones
instrumentales: Emision entre 425 y 700 nm, excitacion entre 250 y 350 nm, con una
velocidad de barrido de 4 nm/s y un paso de monocromador de 2 nm'y 4 nm para el de
emision y excitacion respectivamente, sensibilidad 750 V, tiempo de decaimiento 500 ps
y tiempo de integracion 2000 us. El espectro fosforescente de luminiscencia total obtenido
en estas condiciones junto con su respectivo mapa de contorno se encuentra representado

en la Figura n° I-3.

Luego, las longitudes de onda fosforescentes de medida para el resto del trabajo

experimental son:

Ayl 294 nm y A, 488 nm

1.2.1. Curva de decaimiento.

Otra caracteristica interesante de los compuestos fosforescentes es la vida media.
Para su cilculo se registrd la curva de decaimiento de la intensidad de fosforescencia con
el tiempo de una muestra preparadas siguiendo la misma metodologia que en el apartado
anterior, registrando dicha curva a las siguientes condiciones instrumentales: A,
294/488 nm, rendijas,,.,, 16/16, resolucion 50 us, 100 repeticiones, m.p.f. 5ms y

sensibilidad 750 V. La curva de decaimiento obtenida se presenta en la Figura n°® 1-4.

El ajuste de dicha curva de decaimiento a una funcién exponencial utilizando el
mismo programa del espectrofosforimetro conduce al célculo del parametro vida media
para el acenafteno. Se concluye que, en estas condiciones experimentales la vida media

del acenafteno es:

Vida media: 1000 us
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Intensidad de fluorescencia relativa
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Figura n° I-1.- Espectros de excitacion y emision de fluorescencia. [Ace] 185
ng/ml, [SDS] 3'00-10° M, 0'005 % 1-butanol y n-heptano.
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Figura n° I-2.- Espectros de excitacion y emision de fosforescencia. [Ace] 185
ng/ml, [SDS] 3'00-10° M, 0'005 % 1-butanol y n-heptano,
[TINO,] 2'50-10° M, [Na,SO,] 5'00-10° M y [H,SOJ 1'60-10*
M.
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Intensidad de fosforescencia relative
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Figura n° I-3.- Espectro de fosforescencia total (a) y mapa de contorno (b). [Ace] 185
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Intensidad de fosforescencia relativa
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Figura n° I-4.- Curva de decaimiento. [Ace] 185 ng/ml, [SDS] 3'00-10° M,
0'005 % 1-butanol y n-heptano, [TINO,] 2'50-10° M, [Na,SO;]
5'00-10° M y [H,S0,] 1'60-10° M.

2. Seleccion de variables experimentales.
2.1. Optimizacion conjunta de agente micelar, TINO,, Na,SO,y H,SO,.

Aunque existe bibliografia sobre este tipo de sistemas, la optimizacién comenz con
la localizacion de la region experimental Optima. Suponiendo que los Optimos de
concentracioén para SDS, TINO,, Na,SO, y H,SO, van a permanecer inalterables para los
diferentes tipos de agentes emulsionantes, se optimizaron dichas concentraciones fijando

el tipo de agente emulsionante (n-heptano/1-butanol).

La optimizacién de las concentraciones de estos cuatro reactivos se llevo a cabo,
en un primer momento, mediante métodos simplex. Se comenz6 por la localizacion de los
6ptimos de SDS y TINO,, a unas concentraciones constantes de Na,SO; y H,SO,. Para
ello, a 50 ul de disolucion madre de Ace 2'4-10% M en microemulsion heptano/l-
butanol/SDS, se le afiaden cantidades variables de SDS 0'5 M 'y TINO, 0'25 M, tal y como
requiere el simplex, asi como 500 ul de Na,SO; 0'1 My 800 ul de H,SO, 0'02 M,
enrasando hasta 10 ml con agua destilada. A esta disolucion se le midio la intensidad de

fosforescencia a las siguientes condiciones instrumentales: N, 294/488 nm, rendijas,, .,

123



Acenafteno

16/16 nm, tiempo de decaimiento 500 us, tiempo de integracion 2000 ps, m.p.f. de 5 ms

y sensibilidad de 750 V. El desarrollo del simplex se muestra en la Tabla n°® I-1, y su

representaciéon grafica correspondiente en la Figura n° I-5.

Tabla n® I-1.- Desarrollo del simplex para el sistema Ace - SDS - TINO;.

Punto

Coord. x

Coord. y [SDS]

[TINOEI] IFosf i :

fx=1'0-10"

fy=5'0-10"

o'W

m

0'400
1'107
1'366

0141

0'848

1'813

1'558

0'606

1'313

2270

2'030

1'067

0'350

1’000 4'00-10°
1707 1'11-10?
0'741 137-102
Primer tridngulo abc
Desecho c: a, b.
1'966 1'41-10°
Nuevo tridngulo abd
Desecho a: b, d.
2'673 8'48:10°
Nuevo tridngulo bde
Desecho d: b, e.
2'410 1'81-10*
Nuevo tridngulo bef
Desecho b: e, f.
3'377 1'56-10
Nuevo tridngulo efg
Desecho f: e, g.
3'640 6'06:10°
Nuevo tridngulo egh
Desecho e: g, h.
4'346 1'31-10°
Nuevo tridngulo ghi
Desecho h: g, i.
4'074 22710
Nuevo tridngulo gij
Desecho g: i, j.
5'043 2'03-10
Nuevo tridngulo ijk
Desecho j: 1, k.
5315 1'07-10
Nuevo tridngulo ikl
Desecho k: i, 1.
4'610 3'50:103

5'00-10° 0’50
8'54-10° 0'65
3'71-10° 0’45

9'83:103 0'60

1'34-10 080

1'21-107 070

1'69-102 1'00

1'82:102 0’85

2'17-10 1'40

2'04-107 1'05

2'52:10? 120

2'67-10 1'32

2'31-107 1'20

' Nexciem 294/488 nm, rendijas,em 16/16 nm, ty, 500/2000 ps, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 750 V
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Figura n° I-5.- Simplex bidimensional del sistema: Ace - SDS - TINO;.

El simplex conduce hasta valores de SDS y de TINO, del orden de 1'30-10> M y
2'20-102 M, respectivamente. Conocidos los 6ptimos de concentraci6n para los reactivos,
SDS y TINO,, se procedi6 a la localizacién de los rangos para las concentraciones de
Na,SO; y H,SO,. Para ello se procedi6é de forma andloga al caso anterior, a 50 ul de
disolucion madre de Ace 2'4-10* M en microemulsion heptano/l-butanol/SDS, se le
afiaden cantidades variables de Na,SO, 0'1 M'y H,SO, 0'02 M, tal y como requiere el
simplex, asi como 300 pl de SDS 0'5 M y 900 pl de TINO, 0'25 M, enrasando hasta 10
ml con agua destilada. El desarrollo del simplex se muestra en la Tabla n°® I-2, y su

representacion grafica correspondiente en la Figura n° I-6.
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Tabla n® 1-2.- Desarrollo del simplex bidimensional para el sistema
Ace - N02S03 - HzSO4-

Punto Coord. x

Coord. y  [Na,SOs]

[H,SO,]

fx=1'0-10"

fy=3'010"

1
IFosf.

126

a 0'500
b 1'500
c 1'000
d 2'000
€ 1'500
1 2'500
g 2'000
h 3'000
i 2'500
j 3’500
k 3'000
1 4'000
m 3'500
n 2'500
il 2'000

1'000 5'00-10*
1’000 1’50107
1'866 1'00-10°
Primer tridngulo abc
Desecho a: b, c.
1'866 2'00-10°
Nuevo tridngulo bcd
Desecho b: c, d.
2'732 1’5010
Nuevo tridngulo cde
Desecho c: d, e.
2'732 2'50-10°
Nuevo tridngulo def
Desecho d: e, f.
3’600 2'00-10°
Nuevo tridngulo dfg
Desecho e: f, g.
3'600 3'00-10°
Nuevo tridngulo fgh
Desecho f: g, h.
4'466 2’50107
Nuevo tridngulo ghi
Desecho g: h, i.
4'466 3'00-10°
Nuevo tridngulo hij
Desecho h: i, j.
5'330 4'00-10°
Nuevo tridngulo ijk
Desecho i: j, k.
5330 3'50-10°
Nuevo tridngulo jkl
Desecho 1: k, 1.
6'196 2'50-10°
Nuevo tridngulo klm
Desecho I: k, m.
6'196 2'00-10°
Nuevo tridngulo kmn
Desecho m: k, n.
5'330 3'50-10°

3'00-10*
3'00-10*
5'60-10"

5'60-10*

8'20-10*

8'20-10*

1'08-10°

1'08:10°

1'34-10°

1'34:10°

1'60-10°

1'60-10°

1'86:107

1'86-10°

1'60-10°

040
0'50
060

0'92

1'02

1'16

1'30

1'40

1'42

1'45

1'50

1'40

1'38

1'38

1'30

" Axcion 294/488 nm, rendijas,sem 16/16 nm, t,, 500/2000 us, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 750 V
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Figura n® 1-6- Simplex bidimensional del sistema: Ace - Na,SO; - H,SO,.

El simplex conduce hasta valores de Na,SO; y H,SO, del orden de 3'00-10° M y
1'60-10> M, respectivamente. Conocidos los rangos de concentracion 6ptimos para las
cuatro variables experimentales se llevé a cabo un disefio experimental compuesto hiper-
ctibico estrellado. Para ello, a 50 ul de disolucion madre de Ace 2'410* M en
microemulsion heptano/1-butanol/SDS, se le afiaden cantidades variables de SDS 0'5 M,
TINO, 0'25 M, Na,SO, 0'1 M 'y H,S0, 0'02 M, tal y como lo requiere el disefio. A esta
disolucion se le midié la intensidad de fosforescencia a las siguientes condiciones
instrumentales: N, 294/488 nm, rendijas,,,,, 16/16 nm, tiempo de decaimiento 500 ps,

tiempo de integracion 2000 ps, m.p.f. de 5 ms'y sensibilidad de 750 V.
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La matriz del disefio empleado junto con los valores de pH y de intensidad de
fosforescencia se muestran en la Tabla n® I-3. Mediante la observacion de la tabla del
andlisis de la varianza (Tabla n° I-4), se puede conocer el tipo de influencia que ejercen
cada una de las variables experimentales sobre la intensidad de fosforescencia. Tanto los
coeficientes tanto lineales como cuadriticos correspondientes a las concentraciones de SDS
y TINO;, son significativos, mientras que la relacion de la intensidad de fosforescencia con
las concentraciones de Na,SO,; y H,SO, es s6lo cuadratica. Los dos tnicos términos
cruzados significativos son los que relacionan las concentraciones de SDS y Na,SO; y
Na,SO; con H,SO,. El modelo de segundo orden propuesto se ajusta a los datos
experimentales tal y como se deduce al observar el valor de significacion del fallo de
ajuste en la tabla del' ANOVA vy del valor del coeficiente de determinacién 0'9347.

La valoracion del disefio permite la localizacion del dptimo del sistema y establecer
de forma gréfica la dependencia de la intensidad de fosforescencia con las concentraciones
de SDS, TINO,, Na,S0O, y H,SO,, en el rango de concentraciones que comprende el disefio
(véase Figura n° I-7). Los coeficientes de regresién asi como el 6ptimo calculado con su
correspondiente verificacion se presentan en la Tabla n® I-5. De igual forma, se puede
conocer la variacién de la intensidad de fosforescencia para cada dos variables; este
estudio se refleja en la Figura n® I-8, donde se muestran las superficies de respuesta de
la intensidad de fosforescencia frente a las concentraciones de SDS y TINO; o SDS y
Na,SO; o SDS y H,SO, o TINO; y Na,SO, o TINO; y H,SO, o Na,SO; y H,SO,,
manteniendo constantes, en cada caso, las otras variables a las concentraciones Optimas
calculadas a partir del disefio. Las curvas de respuesta estdn representadas mediante lineas
isofosforescentes que localizan, de una forma grafica, la posicion del 6ptimo para cada dos

variables.

Para el resto del trabajo experimental, se han seleccionado las siguientes

concentraciones de trabajo:

[SDS] = 1'92:102 M

[TINO;] = 2'42:102 M
[Na,SO;] = 4'34-10% M
[H,S0,] = 1'37-10° M
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Tabla n® I-3.- Disefio experimental: Ace - SDS - TINO; - Na,SO; - H,SO,.

Variables experimentales

Punto [SDS] [TINO,]  [Na,SO;] [H,SO,] pH Lpoe !
(107 (-10?) (-10%) (10%)
1 3'00(0) 2'50(0) 5'00(0) 1'60(0) 6'64 1’50
2 2'00(-1) 2'00(-1) 4'50(-1) 1'80(1) 6'44 1’27
3 2’00 3'00(1) 4’50 1’80 6’27 1’28
4 2'00 2'00 4'50 1'40(-1) 6'67 1'47
5 4'00(1) 3'00 4'50 140 6'70 1'37
6 2'00 2'00 5'50(1) 1'40 6'88 1'16
Y 4'00 2'00 5'50 1'40 6'93 1'14
8 4'00 3’00 4'50 1’80 6'51 1’10
9 4'00 2'00 4'50 1’40 6'75 1’39
10 3’00 2'50 5'00 1’60 6'64 1'54
11 4'00 2'00 5'50 1’80 6'93 150
12 2'00 3'00 5'50 1’40 6'84 1’06
13 4'00 3'00 5'50 1'40 6'90 1’19
14 4'00 2'00 4'50 1’80 6'57 1'09
15 2'00 3'00 4'50 1'40 6'62 1’47
16 2’00 3'00 5'50 1'80 6'59 1'43
17 4'00 3'00 5'50 1’80 6'68 1’42
18 2'00 2'00 5'50 1’80 6’70 1'34
19 3’00 2'50 5'00 1'60 6'64 1'57
20 0'94(-2'058) 2'50 5'00 1’60 6'60 1'50
21 3'00 3'52(2'058) 5’00 1'60 6'61 1'20
22 5'06(2'058) 2'50 5'00 1’60 6'66 1'24
23 3’00 1'47(-2'058) 5'00 1’60 6'75 1'40
24 3’00 2'50 5'00 1’60 6'64 1'55
25 3’00 2'50 5'00 1'19(-2'058)6'90 1'26
26 3'00 2'50 5'00 2'01(2'058) 6'40 1'23
27 300 2'50 3'97(-2'058) 1'60 6'44 1'21
28 3'00 2'50 6'03(2'058) 1'60 6'84 1'20
29 3'00 2'50 5'00 1’60 6'64 1'58

" [Ace] 185 ng/ml, N, 294/488 nm, rendijas o, 16/16 nm, t,, 500/2000 ps, m.p.f. 5 ms'y sensibilidad 750 V.
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Tabla n°® I-4.- Anadlisis de la varianza.
Coeficiente de regresion  SC g.l. MC F., P
a, 0'0264868 1 0'0264868 27'31 0’0064
a, 0'0087072 1 0'0087072 8'98 0’0401
a, 0'0018121 1 0'0018121 1'87 02435
a, 0'0006723 1 0'0006723 0'69 0’4603
a, 0'0001562 1 0'0001562 0'16 0'7127
a3 0'0410062 1 0'0410062 42'27 0’0029
Biy 0'0010563 1 0'0010563 1’09 0’3556
Ay 0'0001562 1 0'0001562 0’16 0’7121
Ay, 0'0005063 1 0'0005063 0'52 0’5173
ay, 0'2782562 1 02782562 286'86 0’0001
a; 0'0505433 1 0'0505433 52'11 0’0020
ay, 0'0977793 1 0'0977793 100’80 0’0006
s, 0'1865897 1 0'1865897 192'36 0’0002
Ay 0'1457285 1 0'1457285 15024 0’0003
Fallo de ajuste 0'0428457 10 0'0042846 4'42 0’0826
Error Puro 0'0038800 4 00009700
Total 0'7152552 28

Tabla n° I-5.- Valoracién del diserio: Ace - SDS - TINO; - Na,SO; - H,SO,.

Coeficientes ||

a; =

-20'4828

= 112'974

= 849’937

= -842'554

= -62'5

10125

~Coordenadas del optimo

|| Naturaleza del optimo

= -4062'2

[SDS] = 205102 M

A, <0

-1250

[TINO;] = 2'42:10° M

A, >0

5625

[Na,SO;] = 446:10° M

A, <0

1'31875-10°

[H,S0,] = 1'42.10° M

A, >0

a; =

-422'829

ay =

= -2352'43

a3 =

-324965

a,, = -1'79492-10°

a = -0'889
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Figura n° I-8.- Variacion de la intensidad de fosforescencia con [SDS] y [TINO,] (a), [SDS] y [Na,SO,] (b), [SDS] y
[H,S0] (c), [TINO,] y [Na,SO,] (d), [TINO,] y [H,SO,] () y [Na,SOy] y [H,SO] (f). [Ace] 185 ng/ml,
0'005 % n-heptano y 1-butanol, M\, 294/488 nm, rendijas,,,,., 16/16 nm, t,, 500/2000 ps, m.p.f. 5
ms y sensibilidad 750 V.
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Capitulo 1

Como se comentd en la parte de "Reactivos, instrumentacién y metodologia”, la
eliminacién del O, contenido en el corazén micelar se produce al reaccionar éste en la
superficie de la micela con grupos SO.*>. Esta reaccion estd favorecida por la presencia

de H,SO, en el medio, tal y como se deducia de los equilibrios presentados.

Existe un intervalo de pH comprendido entre 6-7'5 para el cual se favorece el
proceso de desoxigenacion de las muestras, intervalo que es la resultante de los equilibrios
que intervienen en este tipo de sistemas (Weijun y col., 1994). Al adicionar Na,SO; y
H,SO, al medio aparece, in situ, una disolucién tampén formada por SO, y HSO;, que
ayuda al mantenimiento del valor del pH préximo a 7. El pH de esta disolucién tamp6n
viene definido por la expresion:

N

pH =pK +log ————
[HSO, ]

La dependencia entre la intensidad de fosforescencia y el pH se puede corroborar
al observar el mapa de contorno de la superficie de respuesta de la intensidad de
fosforescencia frente a las concentraciones de Na,SO, y H,SO, de la figura anterior. Dicho

mapa de contorno se muestra en la Figura n° I-9.

0.0040 0.0045 0.0050 0.0055

0.0020

0.0018

0.0016

0.0014

Acido sulfurico

1
0.0050 0.0055 0.006C

Sulfito sodico

;
. 02.0040 0.0045

Figura n° I-9.- Mapa de contorno de la intensidad de fosforescencia frente a
las concentraciones de Na,SO; y H,SO,.

Se comprueba al observar esta figura que el pH, y por tanto la intensidad de
fosforescencia depende de la relacién entre la concentracién de Na,SO; y H,SO,, tal y

como se deduce del parelelismo existente entre las curvas de nivel.
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2.2. Seleccion del tipo de microemulsion.

Los HAP son muy solubles en disolventes apolares y muy poco solubles en agua.
Los agentes micelares, como el SDS, aumentan la solubilidad de dichos compuestos en
agua, sin embargo, este aumento es relativo, por lo que se recurre a la utilizacién de
microemulsiones para mejorar la solubilidad y desarrollar métodos de trabajo maés
comodos y rdpidos. Conocidas las concentraciones Optimas de SDS, TINO,;, Na,SO; y
H,SO,, y admitiendo que éstas permanecen inalterables para cualquier tipo de agente

emulsionante, se procedié a la seleccion de éste.

Para llevar a cabo esta experiencia se utiliz el siguiente procedimiento: Se
prepararon una serie de disoluciones mezclando 100 pl de una disolucion 2'4-10* M de
Ace en hidrocarburo (n-pentano, n-hexano o n-heptano) con 100 pul de co-surfactante (I-
butanol o 1-pentanol) y enrasando hasta 10 ml con SDS 0'5 M. A una alicuota de 50 ul
de estas disoluciones se le afiadieron 410 pl de SDS 0'5 M, 968 ul de TINO, 0'25 M, 446
ul de Na,SO,; 0'1 My 710 ul de H,SO, 0'02 M, enrasando con agua destilada hasta 10

ml, registrando la emision fosforescente. Los resultados se reflejan en la Tabla n° I-6.

Tabla n° I-6.- Seleccion del tipo de microemulsion.

Agente emulsionante |
N-pentano/1-butanol 1'23
N-pentano/1-pentanol 1'40
N-hexano/1-butanol 1'29
N-hexano/1-pentanol 1’39
N-heptano/1-butanol 1’55
N-heptano/1-pentanol 1'45

' [Ace] 185 ng/ml, A, 294/488 nm, rendijas,..,, 16/16 nm,
tyg 500/2000 ps, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 750 V.

Se observa que los mejores resultados se obtienen empleando n-heptano como
hidrocarburo y 1-butanol como co-surfactante. Por ello, el agente emulsionante

seleccionado para el resto del trabajo experimental fue:

Agente emulsionante: n-heptano/1-butanol
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Capitulo 1

Elegida esta mezcla se procedié a determinar la proporcién Optima de ambos
constituyentes. Para ello, se prepararon disoluciones madre de Ace 2'4-1 0* M con distinto
contenido en n-heptano y I-butanol; se tomaron 50 pl de cada una de ellas, y se les
afiadié 410 pl de SDS 0'5 M, 968 ul de TINO, 0'25 M, 446 pl de Na,SO; 0'1 M'y 710 pl
de H,SO, 0'02 M, enrasando con agua destilada hasta 10 ml. Se midi6 la intensidad de
fosforescencia en las mismas condiciones que la Tabla n° I-6 y los resultados obtenidos
se reflejan en la Tabla n° I-7, indicando las proporciones de n-heptano y 1-butanol que

forman parte de las disoluciones madre estudiadas.

Tabla n° I-7.- Proporcion de n-heptano y 1-butanol.

Microemulsiéon % N-heptano % 1-butanol
1 1 0 No estable
2 1 1 1'36
3 2 0 No estable
4 2 1 No estable
5 2 2 1'40
6 3 3 1'47
7 4 4 No estable
8 5 5 No estable
9 0 1 1'29
10 0 2 1'36
11 1 1 1'36
12 1 2 1'38
13 1 3 1'44
14 1 4 1'48
15 1 5 1'44
16 1 6 1'40

No existen diferencias significativas entre las distintas proporciones estudiadas,
siendo inestables las microemulsiones en las cuales la proporcion de n-heptano es mayor
que la de 1-butanol y las que no contienen 1-butanol. Las microemulsiones formadas
tinicamente por 1-butanol presentan una intensidad de fosforescencia menor. La mayor
intensidad se obtiene en Jas microemulsiones donde es mayor la proporcion de 1-butanol
que de n-heptano, produciéndose este aumento hasta proporciones de 1-butanol del 4%;

a partir de este porcentaje la intensidad de fosforescencia comienza a disminuir.
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Esta tultima conclusién obligaria a trabajar con microemulsiones cuya proporcién
de 1-butanol fuera del 4%. Sin embargo, la existencia de una cinética de desoxigenacion,
obliga a adquirir un compromiso entre conseguir mayores intensidades de fosforescencia
o menores tiempos de estabilizacién. En la Figura n° I-10, se representan la intensidad de
fosforescencia y los tiempos de desoxigenacién de varias de las microemulsiones
estudiadas.
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Tipo de microemulsi¢n

Figura n°® 1-10.- Intensidad de fosforescencia y tiempo de medida para
distintas microemulsiones. [Ace] 185 ng/ml, [SDS] 2'05-10*
M, [TINO,] 2'42-10° M, [Na,SO,] 4'46'10° M y [H,SO]
1'42-10° M.

El hecho de que la intensidad de fosforescencia aumente a medida que lo hace el
porcentaje de 1-butanol, puede deberse a la rigidez estructural que confiere al sistema los
posibles enlaces de hidrogeno que se forman entre las moléculas de 1-butanol, que a su
vez, produce un aumento del volumen del corazén micelar aumentando las desactivaciones
no radiativas. El aumento de los tiempos de estabilizacion puede deberse al aumento de
la rigidez del sistema que impide una facil desoxigenacién del corazén micelar. Por lo

tanto, para el resto del trabajo experimental se eligieron las siguientes proporciones:

n-heptano/1-butanol: 1%/1%
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2.3. Optimizacion del volumen de muestra.

El volumen de muestra fue la primera variable experimental que se estudi6 para
disminuir el tiempo de estabilizacién de las sefiales fosforescentes. Este tiempo depende
de la cantidad de luz que llegue a la disolucién por unidad de volumen, por tanto, para
una cierta fuente de luz, existe una relacion entre el volumen de muestra y el tiempo de
medida. Para llevar a cabo esta experiencia, se procedi6 de la siguiente forma: Se
prepararon una serie de disoluciones adicionando a 50 pl de una disolucion madre de Ace
2'4-10* M en n-heptano/1-butanol/SDS, 410 ul de SDS 0'5 M, 968 ul de TINO,; 0'25 M,
446 ul de Na,SO, 0'1 My 710 ul de H,SO, 0'02 M, enrasando con agua destilada hasta
10 ml. De estas disoluciones se colocaron distintos voliimenes entre 1y 4 ml en la cubeta
de medida, registrando la variacion de la intensidad de fosforescencia con el tiempo a las
condiciones instrumentales: N, 294/488 nm, rendijas,,,, 16/16 nm, t,, 500/2000 ps,
m.p.f. 5 msy sensibilidad 750 V. Este estudio se refleja en la Figura n° I-11.

et
1,5 ++ W e e SENPNPS itr.:..;:.:;‘. > = ; ;"g"-".":: ’:‘: :
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Intensidad de fosforescencia relativa

- 1ml+1,5ml>k2 ml ®3ml><4ml

o] —ﬁk- T T T T T T

I
(o] 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5
Tiempo (min)

Figura n°® I-11.- Optimizacion del volumen de muestra. [Ace] 185 ng/ml,
[SDS] 2'05-10° M, 0'005 % 1-butanol y n-heptano, [TINO,]
2'42:10% M, [Na,SO,] 4'46:10° M y [H,SO,] 1'42:10° M.

A medida que se disminuye el volumen de muestra desde 4 ml (volumen miximo

de las cubetas de cuarzo de 1x1 cm) hasta 1’5 ml (volumen minimo al cual incide el haz
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de la lampara con la disolucion), el tiempo de medida va disminuyendo, permaneciendo
constante la intensidad de fosforescencia. Por tanto, para el resto del trabajo experimental,

se consideré 6ptimo el siguiente volumen de muestra:

Volumen muestra: 1’5 ml

2.4. Influencia del orden de adicién.

Se han estudiado distintos 6rdenes de adicion no observidndose diferencias
significativas entre ellos. Para llevar a cabo esta experiencia se prepararon una serie de
disoluciones mezclando disolucion Ace 2'4-10% M en n-heptano/1-butanol/SDS, SDS,
TINO,, Na,SO,y H,SO, en distintos érdenes, de forma que las concentraciones finales
fueran: [Ace] 185 ng/ml, [SDS] 1'92-10% M, 0'005 % I-butanol y n-heptano, [TINO;]
2'42:10° M, [Na,SO,] 4'34-10° M y [H,S0,] 1'37-10° M. De estas disoluciones asi
preparadas se introdujeron 1'5 ml en la cubeta de medida y se midio la intensidad de

fosforescencia. Los resultados se reflejan en la Tabla n° I-8.

Tabla n° I-8.- Influencia del orden de adicion.

Orden de adicién Toes”
Ace + SDS + TINO, + Na,SO, + H,SO, + H,0 1'55
Ace + TINO, + H,SO, + SDS + Na,SO, + H,0 1'53
Ace + H,S0, + TINO, + Na,SO, + SDS + H,0 1'51
Ace + TINO, + SDS + H,SO, + Na,SO, + H,0 1'50
Ace + SDS + TINO, + H,SO, + Na,SO, + H,0 1'49
TINO, + H,SO, + SDS + Na,SO, + Ace + H,0 1'47
SDS + H,S0, + Na,S0, + Ace + TINO, + H,0 1'53
TINO, + Ace + Na,SO, + SDS + H,SO, + H,0 1'52
Na,SO, + SDS + Ace + H,SO, + TINO, + H,0 1'49

Nexwem 294/488 nm, rendijas,em 16/16 nm, tyy 500/2000 ps, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 750 V.

No se observaron diferencias significativas entre los distintos 6rdenes de adicion

probados, por lo que se mantuvo el orden de adicién hasta ahora utilizado y que fue:

Acenafteno + SDS + TINO, + Na,SO, + H,SO, + H,0

138



Capitulo 1

2.5. Influencia de la temperatura.

El método espectrofosforimétrico propuesto se puede llevar a cabo a temperatura
ambiente pero ésta puede sufrir variaciones, por lo que se procedié a observar el efecto
de la influencia de la temperatura en la intensidad de fosforescencia del Ace. Para ello,
se utiliz6 el siguiente procedimiento: Se prepara una disolucion conteniendo 50 pl de una
disolucién madre de Ace 2'4-10* M en n-heptano/1-butanol/SDS, 410 ul de SDS 0'5 M,
968 ul de TINO, 0'25 M, 446 ul de Na,SO; 0'1 M'y 710 pl de H,SO, 0'02 M enrasando
con agua destilada hasta 10 ml, se introducen 1'5 ml de la misma en una cubeta de
medida y se mide la intensidad de fosforescencia a las siguientes condiciones
instrumentales: )\ac,m294/488 nm, rendijas ., 16/16 nm, t,, 500/2000 ps, m.p.f. 5 msy
sensibilidad 750 V. La temperatura del bafio que termostatiza la célula de medida se vario
entre 10y 45 °C a intervalos de 5 °C. La variaci6n de la intensidad de fosforescencia con

la temperatura se refleja en la Figura n°® I-12.
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Figura n° 1-12.- Influencia de la temperatura. [Ace] 185 ng/ml, [SDS]
2'05-10* M, 0’005 % 1I1-butanol y n-heptano, [TINO,]
2'42-10° M, [Na,SO,] 4'46:10° M y [H,SO] 1'42:10° M.

Se observa que la intensidad de fosforescencia aumenta conforme va disminuyendo
la temperatura. Esto se debe a que la energia interna de las moléculas disminuye, y por

tanto, las desactivaciones por choques intermoleculares son menores. A la vista de estos
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resultados, para el resto del trabajo experimental se termostatizaran las muestras a:

Temperatura: 25 °C

2.6. Estabilidad con el tiempo.

Como se ha visto anteriormente, existe una cierta cinética en la reaccion de
desoxigenacién de las disoluciones, pero una vez transcurrida, se debe conocer durante
cuanto tiempo la sefial permanece estable. Para llevar a cabo esta experiencia se sigui6 el
procedimiento operatorio del apartado anterior manteniendo constante la temperatura del

bafio a 25 °C. Este estudio es el que se muestra en la Figura n° I-13.

o
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Figura n° 1-13.- Estabilidad con el tiempo. [Ace] 185 ng/ml, [SDS] 2'05-10?
M, 0'005 % 1-butanol y n-heptano, [TINO,] 2'42-10° M,
[Na,S0,] 4'46'10° M y [H,SO] 1'42-10° M.

Se observa que la sefial analitica, tras un pequeiio tiempo de 2 minutos, permanece
estable al menos durante una hora, por lo que, para el resto del trabajo experimental las

muestras se medirdn, después de prepararlas, a un tiempo de 2 minutos.

2.7. Influencia de la concentracion de analito.

El estudio de la influencia de la concentracién de analito ayuda a determinar, de
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forma precisa, el rango dinidmico lineal donde se puede desarrollar el método, asi como
se obtiene informacién adicional sobre el comportamiento de este sistema en esas
condiciones de trabajo. A distintas alicuotas de una disolucion madre de Ace 2'41 0*M
en n-heptano/1-butanol/SDS se le adicionan 410 pl de SDS 0'5 M, 968 ul de TINO; 0'25
M, 446 ul de Na,SO,; 0'1 My 710 pl de H,SO, 0'02 M enrasando con agua destilada
hasta 10 ml de forma que la concentracion de Ace variara entre 0 a 400 ng/ml. De estas
muestras, asi preparadas, se introducen 1'5 ml en la cubeta de medida, y se mide la
intensidad de fosforescencia a las siguientes condiciones instrumentales: N, ,,,294/488 nm,
rendijas ., 16/16 nm, t,, 500/2000 ps, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 750 V. La

representacion grafica de este estudio se refleja en la Figura n°® I-14.
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Figura n°® I-14.- Influencia de la concentracién. [SDS] 2'05:10° M, [TINO;]
2'42:10° M, [Na,SO,] 4'46'10° M y [H,SO ] 1'42-10° M.

Observando esta figura se comprueba que existe un amplio rango de linealidad para
la sefial analitica desde una concentracion de 0 a 275 ng/ml; a partir de esta concentracion
se produce una ligera desviacién de la linealidad, por lo que el rango de linealidad se

considera comprendido entre:

Rango dindmico lineal: 0-275 ng/ml
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3. Seleccion de pardmetros instrumentales.

Optimizadas las distintas variables experimentales se procedid, siguiendo la misma
metodologia, a optimizar las variables instrumentales. Entre ellas destacan: minimo
periodo de flash de la ldmpara de pulso, longitud de onda de excitacion, incremento de

longitud de onda de los espectros sincrénicos y las caracteristicas espectroscopicas.

3.1. Optimizacion del minimo periodo de flash.

Siempre que exista dependencia entre el tiempo de medida y la cantidad de luz que
llegue a la cubeta es conveniente optimizar la velocidad de la 1dmpara de pulso. Para ello,
se prepararon unas muestras adicionando a 50 u! de una disolucion madre de Ace 2'4-10%
M en n-heptano/1-butanol/SDS, 410 ul de SDS 0'5 M, 968 ul de TINO; 0'25 M, 446 ul
de Na,SO,0'1 My 710 pl de H,SO, 0'02 M y enrasando con agua destilada hasta 10 ml.
De estas disoluciones se introdujeron 1’5 ml en la cubeta de medida, y se registré la
evolucion de la sefal de fosforescencia con el tiempo a \,,.,,,294/488 nm, rendijas,,,,
16/16 nm, t,, 500/2000 ps y sensibilidad 750 V, manteniendo la cubeta irradiada a

distintos m.p.f.. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura n° I-15.
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Figura n° I-15.- Optimizacion del m.p.f.. [Ace] 185 ng/ml, [SDS] 2'05-10° M,
0'005 % 1-butanol y n-heptano, [TINO,] 2'42:10° M,
[Na,S0,] 4'46'10° M y [H,SO,] 1'42:10° M.
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De esta figura se deduce que a medida que aumenta el m.p.f., el tiempo de medida
pasa de ser 0’5 min con un m.p.f. de 5 ms a 2’5 min con un m.p.f. de 100 ms, por lo que
convendra utilizar la ldmpara de pulso a la mayor velocidad posible, puesto que las
medidas son mds reproducibles y se obtiene la maxima intensidad en el menor tiempo
posible. Luego el valor de este parametro seleccionado para el resto del trabajo

experimental es:

m.p.f.: 5 ms

3.2. Optimizacion de la longitud de onda de excitacion.

Otra posibilidad de disminuir los tiempos de medida consiste en la utilizacién de
otras longitudes de onda distintas a la del miximo de excitacion del acenafteno. Sin
embargo, este estudio presenta un primer inconveniente, y es que al utilizar longitudes de
onda en las cuales no absorbe este analito, no se puede seguir el desarrollo de la cinética
de la reaccién de desoxigenacién. Por este motivo, el campo de longitudes de onda

estudiadas se reduce a la anchura del espectro de excitacion.

La experiencia desarrollada es muy similar a la anterior, se prepararon una serie
de muestras al igual que en el apartado anterior, y se introducen 1'5 ml en la cubeta de
medida, irradidndola con la ldmpara de pulso a un m.p.f. de 5 ms y a distintas longitudes

de onda de excitacion. Los resultados se reflejan en la Figura n° I-16.

A longitudes de onda menores o iguales a la de excitacion, el tiempo de espera
para realizar las medidas se minimiza, no siendo las diferencias muy significativas. Sin
embargo, el uso de longitudes de onda menos energéticas provoca un retraso cada vez mas
importante en el tiempo de estabilizacién de la sefial. Es importante destacar, que las
intensidades relativas de fosforescencia en este caso no poseen importancia, puesto que las
sefiales de fosforescencia son inherentes a cada pareja de longitudes de onda de excitacién
y emision. Por tanto, la longitud de onda de excitacidn elegida para el resto del trabajo

experimental es:

Longitud de onda de excitacion: 294 nm
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Figura n® 1-16.- Influencia de la longitud de onda de excitacion en el tiempo
de medida. [Ace] 185 ng/ml, [SDS] 2'05-10° M, 0'005 % 1-
butanol y n-heptano, [TINO,] 2'42-10° M, [Na,SO,] 4'46-10°
My [H,SO] 1'42-10° M.

3.3. Optimizacion del incremento de longitud de onda.

La optimizacion del incremento de longitud de onda (AMN) es necesario para el
posterior desarrollo de métodos sincronicos y sincrénico-derivados. Para llevar a cabo esta
optimizacién se siguié el siguiente procedimiento operatorio: a 50 ul de una disolucion
madre de Acenafteno 2'4-10* M en n-heptano/l-butanol se le afiaden 410 ul de SDS 0'5
M, 968 ul de TINO, 0'25 M, 446 pul de Na,SO; 0'1 My 710 pl de H,SO, 0'02 M
enrasando con agua destilada hasta 10 ml. De estas disoluciones asi preparadas se
introducen 1'5 ml dentro de la cubeta de medida, ilumindndola con una ldmpara de pulso
a las siguientes condiciones instrumentales: rendijas,,,,, 16/16 nm, t,, 500/2000 ps, m.p.f.
5 ms y sensibilidad 750 V. Se registraron los espectros sincronicos utilizando distintos AN,

entre 170 a 250 nm a intervalos de 10 nm, obteniendo los resultados de la Figura n°® I-17.

Se observa que para valores de incremento de longitud de onda menores a 190 nm,
el espectro sincrénico es ancho y de poca intensidad, mientras que para valores superiores

vuelve a ser mds ancho y aparecen dos maximos, ademés de disminuir la intensidad de
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fosforescencia. Por ello, para obtener un espectro sincrénico centrado, simétrico y con la
méxima intensidad de fosforescencia, el incremento de longitud de onda seleccionado, para

el resto del trabajo experimental fue:

AN: 190 nm
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Figura n° I-17.- Optimizacién del incremento de longitud de onda . (1) 170,
(2) 180, (3) 190, (4) 200, (5) 210, (6) 220, (7) 230, (8) 240y
(9) 250 nm. [Ace] 185 ng/ml, [SDS] 2'05-10° M, 0’005 % 1-
butanol y n-heptano, [TINO,] 2'42-10° M, [Na,S0O,] 4'46-10°
My [H,SO] 1'42-10° M.

3.4. Caracteristicas espectroscopicas.

Se registraron los distintos espectros de emision, sincrénicos y sincronico-derivados
de una muestra de Ace junto a su blanco para un total conocimiento de sus caracteristicas
espectroscopicas. En la Figura n° I-18, se presentan dichos espectros indicando la longitud
de onda de sus maximos. El procedimiento operatorio seguido fue: a 50 ul de una
disolucién madre de Ace 2'4-10* M en n-heptano/I-butanol se le afiaden 410 ul de SDS
0'5 M, 968 ul de TINO, 0'25 M, 446 pl de Na,SO; 0'1 My 710 pul de H,SO, 0'02 M

enrasando con agua destilada hasta 10 ml. De estas disoluciones se introdujeron 1'5 ml
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dentro de la cubeta de medida, registrando la intensidad de fosforescencia a las siguientes
condiciones instrumentales: rendijas,, 16/16 nm, t,, 500/2000 ps, m.p.f. 5 ms 'y

sensibilidad 750 V. El procedimiento seguido para el blanco es igual pero sin afiadir Ace.

3.5. Pardmetros instrumentales establecidos.

Todos los pardmetros instrumentales que han sido establecidos a lo largo de la
optimizacion se resumen en la Tabla n® I-9. Algunos pardmetros que no han sido
recogidos de forma especifica en algin apartado de los tratados (t,, t,, sensibilidad del
detector, velocidad de barrido, rendijas), se deducen del trabajo experimental por las

caracteristicas espectroscopicas del acenafteno en este tipo de sistemas.

Tabla n® I-9.- Pardmetros instrumentales establecidos.

Longitudes de onda de excitacién/emision

FlOOTESeeneiad - . - « « s s s s nwws w564 o5 294/323 nm
Fosforeseemeda . -« s ssnsnnsamma » s 294/488 nm
Sincrémico . . .. ... 488 nm
12 derivada (1*D'y 12D%) . ........ 480 y 494 nm
22 derivada 22D) . ... ... .. ... 486 nm
Rendijas de excitacién/emisiéon . . ... ........... 16/16 nm
Minimo periodo de pulso de la ldampara . . . ... ... ... .. 5 ms
Velocidad de barrido de los espectros . . . ........... 2 nm/s
Incremento de longituddeonda . . . ... ........... 190 nm
Tiempo de decaimiento . . . . .. ................. 500 ps
Tiempo de integraciéon . . . ... .. ... ........... 2000 ps
Sensibilidad del deteetor . . « « s v c s v s s wm s 65 5 5 55 750 V

4. Establecimiento del método analitico.

Optimizadas las variables experimentales e instrumentales que intervienen en el
sistema en estudio, se procedié al establecimiento del método analitico. En este apartado
se establecen el procedimiento operatorio, las rectas de calibrado y los pardmetros de
fiabilidad de los diferentes métodos. El estudio de los pardmetros de fiabilidad de los

métodos analiticos propuestos se llevard a cabo mediante el protocolo de la IUPAC y el
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Modelo de Regresion Lineal (Cuadros y col. 1993), comparando los resultados obtenidos.
Para el resto de métodos propuestos en esta Memoria, el cilculo de los parametros de

fiabilidad se llevara a cabo utilizando esta dltima metodologia.

4.1. Procedimiento operatorio.

En un matraz de 10 ml se colocan alicuotas de una disolucion 2'4-10* M de Ace,
tal que la concentracion variara entre 0y 276 ng/ml, se adicionan 410 pl de SDS 0'5 M,
968 ul de TINO; 0'25 M, 446 pl de Na,SO, 0'1 My 710 ul de H,SO,0'02 M y se enrasa
con agua destilada. De esta disolucion se adicionan 1'5 ml dentro de la cubeta de medida
y se irradia la disolugién con una ldmpara de pulso con un periodo de 5 ms a la longitud
de onda de 294 nm y rendijas de excitacién y emision de 16/16 nm. La fosforescencia se
mide a los 2 minutos después de empezar a irradiar con una \,,. de 294 nm a 488 nm de
longitud de onda de emision con un m.p.f. de 5ms, rendijas 16/16 nm, t, 500 s, t, 2000
us y un voltaje en el detector de 750 V.

4.2. Rectas de calibrado y cdlculo de los pardmetros de fiabilidad.

Establecidos los pardmetros experimentales e instrumentales se procedié al
establecimiento de las distintas rectas de calibrado. En conjunto se propusieron cinco
métodos espectrofosforimétricos: un método de emisién directa, otro sincrénico, dos
métodos utilizando los dos posibles valores extremos que posee la primera derivada del
espectro sincronico y otro mediante la segunda derivada de dicho espectro sincrénico. Para
ello, se prepararon, siguiendo el procedimiento operatorio, distintas de muestras con
concentraciones dentro del rango dindmico lineal y de un blanco, registrando los espectros.
Los espectros correspondientes a cada una de estos calibrados, se reflejan en conjunto en

la Figura n° I-19.

4.2.1. Segin la IUPAC.

En primer lugar, se obtuvieron las rectas de calibrado correspondientes a los cinco
métodos propuestos, cuyos datos se exponen en la Tabla n° I-10 y como resumen de este
estudio de las rectas de calibrado para cada uno de los métodos propuestos, los parametros

mds caracteristicos de cada una de estas rectas se presentan en la Tabla n° I-11.
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Tabla n® I-10.- Datos de las rectas de calibrado.
ng/ml Directo Sincrénico 12D’ 12D? 22D
0 7'32:10° 4'67-10° 2'65-10* 8'72:10* 2'32:10*
46 0'444 0’405 3'70:10% 2'62:10% 9'49-10*
92 0'841 0'821 7'13-10% 5'11:10% 1'85-10%
138 1'299 1'223 0'107 8'07-10% 2'57-10?
185 1'692 1'641 0'148 0'104 3'51-10
230 2'108 2'020 0'177 0'128 4'35:10?
276 2'540 2'412 0216 0'154 5'40-102
Tabla n° I-11.- Caracteristicas de las rectas de calibrado.
Parametro Directo Sincrénico 12 D! 12D? 23D
a 1'407-10? 1'407-102 1'407-10? 1'407-10? 1'407-10?
b 9'094:1073 8'700-103 775110 5'516:10* 1'894:10*
) g 0'999 0'999 0'999 0’999 0'998
. 0'999 0'999 0'998 0’999 0'996

Para llevar a cabo el célculo de los limites de deteccién y determinacién y de la

precision, segun la metodologia de la IUPAC, se requieren ensayos de repetitividad del

blanco y de una concentracion intermedia de la recta de calibrado, 185 ng/ml. En las

Tablas n® I-12 y n° I-13 se reflejan los correspondientes resultados obtenidos en estos dos

estudios.
Tabla n° I-12.- Réplicas del blanco.
Réplica  Directo  Sincrénico 12 D! 180 22D
1 8'85-107 6'41-10? 4'43-10* -8'69-10* 22810
2 7'93-102  4'58-102  4'58-10* -10'68-10* -2'94-10*
3 8'24-102 1'83-102 1'53-10*  -12'21-10* -4'69-10*
4 9'77-102  4'58-10 4'12-10* -5'34:10* -153-10*
5 4'27-10%  4'27-10? 3'05-10*  -10'70-10* -3'05-10"
6 7'32-10%  3'05-10%  1'9810* -12'66-10*  -3'71-10*
7 7'63-102  5'80-10? 2'44-10* -6'87-10* -1'42:10*
8 6'10-102  6'71-107 1'98-10* -5'34-10* -2'72-10*
9 5'80-102  4'88-10 3'66:10™ -5'95-10* -2'94-10*
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Tabla n® I-13.- Réplicas para una concentracion de Ace de 185 ng/ml.

Réplica  Directo  Sincrénico  1* D' 1*D? 22D
1 1'652 1'534 0'138 -9'640-10 3'365:102
2 1'622 1'595 0'146 -1'040-10! 3'533-10
3 1'769 1'731 0'157 -1'072-10" 3'657-10
4 1'689 1'654 0’148 -1'006-10™! 3'576:10
5 1'772 1'742 0’157 -1'126-10"! 3'383-102
6 1'655 1'593 0'148 -1'028-10! 3'911-102
7 1'630 1'555 0’140 -9'853-10 3'424-10?
8 1'742 17725 0’150 -1'110-10" 3'717-10
9 1'692 1'641 0’148 -1'039-10" 3'515-102

Los célculos conducentes a la obtencion de los pardmetros de fiabilidad, a partir
de estos datos de repetitividad del blanco y de la concentracién 185 ng/ml, siguiendo el

protocolo de la IUPAC, se muestran en la Tabla n° I-14.

Tabla n°® 1I-14.- Pardmetros de fiabilidad de los métodos propuestos.

Parametro Directo Sincrénico  12D! 12D? 22D
Linealidad (r) 0'999 0'999 0'998 0'999 0'998
Sensibilidad analitica (ng/ml) 9'1-10°  8'7-10°  7'8:10*  5'5-10* 1'9-10*
Limite de deteccién (ng/ml) 5'6 5'4 0’5 1'6 1'6
Limite de cuantificacion (ng/ml) 18'7 180 1'5 5'3 5'3
Rango dinamico lineal (ng/ml) <276 <276 <276 <276 <276
Precision (DER%) a 185 ng/ml 3’4 4'9 4'5 5'3 5'0

4.2.2. Segiin el método de regresion lineal.

Para el establecimiento de los pardmetros de fiabilidad siguiendo esta metodologia,
es necesario obtener la recta de calibrado a partir de una serie de réplicas de distintos
patrones (se recomiendan tres réplicas para 5 valores de concentracion, que deben
encontrarse homogéneamente distribuidos a lo largo del rango establecido). Estos patrones
deben incluir al blanco como otro valor mdis, ya que su sefial instrumental esta sujeta al
mismo tipo de errores que las deméds medidas. Los datos de las rectas de calibrado de los

cinco métodos en estudio se reflejan en las Tablas n°® I-15, 16, 17, 18 y 19.
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Tabla n® I-15.- Réplicas del calibrado del método directo.

l'lg/ ml IFosf. IFosf. IFosf k
0 7'32:10° 8'85-10° 6'10-10°
46 0'444 0’421 0'487
92 0'841 0'873 0'800
138 1'229 1'177 1'254
185 1'692 1'652 1772
230 2'108 2'154 2'074
276 2'542 2'641 2'478

Tabla n® 1-16.- Réplicas del calibrado del método sincronico.

ng/ ml IFosf. IFosf. IFosf.

0 4'67-10° 5'80-10° 6'10-10°3
46 0405 0'387 0'457
92 0821 0'773 0'870
138 1'223 1'177 1'254
185 1'641 1'585 1'734
230 2'021 2'104 2'014
276 2'412 2/521 2'379

Tabla n® I-17- Réplicas del calibrado del método 1°D".

l'lg/ ml IFosf. IFosf. IFosf,

0 4'43-10* 1'98-10 3105107
46 0'037 0'042 0'035
92 0'071 0'073 0'067
138 0'107 0'112 0'104
185 0148 0'157 0'138
230 0'177 0'187 0'162
276 0216 0'224 0207

Tabla n° I-18.- Réplicas del calibrado del método 1°D’.

l’lg/ ml IFosf. IFosf. IFosf.

0 5'34-10 8'69-10 6'87-10*
46 0026 0'024 0'032
92 0'051 0'047 0'057
138 0'081 0'077 0095
185 0'104 0'107 0'097
230 0'128 0'135 0'122
276 0'154 0'159 0'147
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Tabla n°® I-19- Réplicas del calibrado del método 2°D.

l'lg/ ml IFosf. IFosf. IFosf.

0 3'05-10* 1'53-10* 2'28-10*
46 9'50-10° 8'75:10° 9'79-103
92 1'85-10? 1'94-10? 1'74-10?
138 2'57-102 2'35:10? 2'67-107
185 3'58:10 3'91-10° 3'36'107

230 4'34-10? 4'45-10* 4'1510*
276 5'40-10™ 5'13-10° 5'67-10?

Los datos estadisticos obtenidos para las cinco rectas en estudio, se resumen en la

Tabla n° I-20.

Tabla n° 1-20.- Datos estadisticos de las rectas de calibrado.

Dato estadistico D 5 12D! 1*DF 22D
Ordenada en el origen (a) 0’0022 00082 0'0009 0'0013 00002
Desviacién estandar (s,) 0’0188 0’0179 0'0026 0'0022 0’0007
Pendiente (b) 0’0092 0’0088 0'0008 0'0006 00002
Desviacion estandar (sy) 0’0001 0’0001 0’00001 0’00001 000001
Desv. estandar relativa (DER(b)) (%) 1'23 1'22 2'03 2'44 2'15
Desv. estindar de regresion (Sg.) 0'0477 0'0456 0'0066 0'0057 00017
Coeficiente de correlacion (r) 0'9986 0'9986 09961 0'9944 0'9956
Coef. de determinacién (%) (%) 99'71 99'72 9922 98'89 99’13

0’0007 0’0007 0'0018 0’0026 0'0020

g

Los pardmetros de fiabilidad del método: linealidad, sensibilidad, precision y

limites de deteccién y determinacién han sido determinados mediante el modelo de

regresion lineal a partir del conjunto de datos de la experiencia del calibrado. La

sensibilidad analitica, asi como la linealidad son establecidas mediante el uso de los datos

derivados del calibrado, reflejados en las Tablas n° I-12, I-13, I-14, I-15 y I-16.

Para la obtencién de los limites de deteccion y cuantificacion, y de la precision del

método, son necesarios los datos relativos a la desviacion estdndar tanto de los blancos,

como de los patrones usados para el establecimiento de las rectas de calibrado respectivas.

Los datos de las desviaciones estindar se muestran en la Tabla n® I-21.
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Tabla n° 1-21.- Desviaciones estdandar en funcion del calibrado.

ng/ml D S 15D 1*D? 2*D

0 3'62 3’61 5'99 7'19 6'33

46 3'39 3'38 5'59 6'72 5'92

92 3'26 3'23 5'37 6'46 5'66

138 3121 3'18 5'28 6'34 5'59

185 3'26 3'24 5'38 6'42 5'69

230 3'40 3’38 5'57 6'71 5'89

276 3'64 3'60 5'99 7'15 6'38

La estimacion de todos los pardmetros caracteristicos del método, calculados a

partir del modelo de -analisis de la regresion se reflejan en la Tabla n°® 1-22.

Tabla n® 1-22.- Pardametros de fiabilidad.

Pardmetro D S 13D! 12D 22D
Linealidad (1-DER(b) %) 98'77 98'78 97'97 97'56 97'85
Sensibilidad analitica (ng/ml) 520 5'16 8'56 10'26 9'06
Limite de deteccién (ng/ml) 10’88 10'82 17'96 21'55 18'99
Limite de cuantificacién (ng/ml) 36'30 36’06 59’85 71'85 63'31
Rango dindmico lineal (ng/ml) <276 <276 <276 <276 <276
Precisiéon (DER %) 46 ng/ml 6'95 731 11'68 14'32 12'44
92 ng/ml 3'58 3'52 6'00 7'63 5'96

138 ng/ml 2'42 2'33 3'83 4'24 4'27

185 ng/ml 1'76 1'74 2'84 3'52 3'03

230 ng/ml 1'48 1'47 2'47 2'93 2'63

276 ng/ml 1'31 1731 2'16 2'61 2'27

Mediante la representacién grafica de los valores de precision para cada uno de los
valores de concentracion del calibrado, es posible por interpolacién, estimar la DER (%)

para cualquier valor de concentracién dentro del rango lineal.

4.2.3. Estudio comparativo de ambas metodologias .

Como se ha podido comprobar, los pardmetros de calidad del método calculados
segun las expresiones recomendadas por la IUPAC no son coincidentes con los obtenidos

utilizando los datos del calibrado mediante el modelo de regresion lineal.
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En primer lugar, cabe destacar que la sensibilidad de calibrado no es un parametro
que pueda ser usado para la comparacién de dos metodologias de medida, ya que, depende
de las condiciones instrumentales usadas y no proporciona informacién acerca de la mejora
de una metodologia con respecto a otra. En el caso de la sensibilidad analitica calculada
utilizando la desviacion estindar de regresion (s /b), si es posible su uso como parametro
comparativo ya que indica la menor concentracién que el método es capaz de discernir en
todo el rango lineal, independientemente del instrumento utilizado y de las
transformaciones mateméticas realizadas para obtener la sefial analitica, como puede ser
la diferenciacién numérica. Asi, se concluye que en la determinacién de acenafteno en

medio micelar, la sensibilidad analitica se empeora al aumentar el orden de derivacion.

Los limites de deteccién y determinacién muestran valores mds elevados al
obtenerlos utilizando la desviacion estdndar del blanco a partir de los datos del calibrado,
calculada como se indicé en la parte de "Reactivos, instrumentacién y metodologia", que
mediante la aproximacién de la IUPAC. Esto es consecuencia de que en esta aproximacion
se asume que la pendiente es un parametro constante en el calibrado mientras que al
utilizar las expresiones para los limites de deteccién y cuantificacion que propone el
modelo de regresion lineal, la imprecision de este valor es tenida en cuenta mediante la
desviacion estdndar de regresion, sg ., afectando considerablemente el resultado en el caso

de técnicas de derivadas, donde la dispersion aumenta al aumentar el orden de derivacion.

En el cilculo de la precision utilizando los datos del calibrado, no sdlo se tiene en
cuenta la imprecisién asociada a un valor de concentracién replicado (como en la
metodologia ITUPAC), sino que se consideran los errores asociados a la pendiente y a la
ordenada en el origen, obteniéndose asi una estimacion mas real de la precision, a lo largo

de todo el rango de aplicacion del método

La utilizacion de las expresiones derivadas de la aplicacion del Modelo de
Regresion Lineal para el establecimiento de los pardmetros de fiabilidad de un método
analitico, conducen a una estimacién mds correcta de dichos pardmetros, aunque el valor
numérico se empeora, en ocasiones, respecto a los obtenidos utilizando las expresiones de
la IUPAC. Esto es 16gico si se tiene en cuenta que mediante las réplicas para cada nivel

de concentracién utilizado, se consigue evaluar la variabilidad real de los datos
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experimentales en todo el intervalo lineal, considerando ademads, los errores asociados a

la pendiente y a la ordenada en el origen.

Por todo ello, para el cilculo de los pardmetros de fiabilidad de los sistemas
analiticos de la presente memoria, se utilizaran las expresiones derivadas de la aplicacion

del Modelo de Regresion Lineal.

4.3. Estudio de interferencias.

Con el fin de comprobar la aplicabilidad del método propuesto para la
determinacion de acenafteno en agua de mar, donde es interesante su cuantificacion, se ha
estudiado el efecto que la presencia de hidrocarburos policiclicos extrafios, cominmente

encontrados en esta matriz, ejercen en su determinacion espectrofosforimétrica.

Para llevar a cabo este estudio se ha preparado una muestra para cada interferente
que contenia 185 ng/ml de Ace, 1'92-10° M en SDS, 0'005 % en 1-butanol y n-heptano,
2'42-10° M en TINO,, 4'34-10° M en Na,SO,y 1'37-10° M en H,SO,. De esta disolucion
se adicionan 1'5 ml dentro de la cubeta de medida y se irradia la disolucion con una
lampara de pulso con un periodo de 5 ms a la longitud de onda de 294 nm y rendijas de
excitacion y emision de 16/16 nm. La fosforescencia se mide a los 2 minutos después de
empezar a irradiar con una A, de 294 nm a 488 nm de longitud de onda de emision,
m.p.f. Sms, t,de 500 ps, t, 2000 us'y un voltaje en el detector de 750 V. La tolerancia de
las distintas sustancias ensayadas se resumen en la Tabla n°® I-23, cuyo nivel se ha
calculado aplicando el procedimiento explicado en la parte de "Reactivos, instrumentacioén

y metodologia".

Tabla n° 1I-23.- Nivel de tolerancia de sustancias extrarias.

Interferente Nivel de tolerancia (ng/ml)

D S 1*p 12D? 22D
Fluoreno 500 500 400 400 600
Pireno 800 800 600 600 1000
Naftaleno 400 400 350 300 500

Benzo[a]pireno 1000 1000 800 800 1000
Benzo[e]pireno 1000 1000 950 800 1100
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El método que ofrece los mejores niveles de tolerancia es la segunda derivada del
espectro sincrénico. Los niveles de tolerancia para el método directo y el sincrénico son
muy semejantes, mientras que la primera derivada sincrénica no mejora los resultados

obtenidos.

5. Aplicaciones.

El método propuesto se ha aplicado a la determinacion de acenafteno en agua de
mar.

a) Método analitico y resultados.

Como método analitico se ha empleado el de la curva de calibrado con adicion de
patron. Para ello, a una muestra de agua de mar de la zona de Almufiecar (Granada), es
filtrada para eliminar todas las impurezas que posee en suspension siendo ésta la
disolucion de muestra. Para la obtencion de las curvas de calibrado, se preparo una serie
de 5 muestras en matraces de 10 ml, para ello a 200 pul de disolucion problema se le
adicionan la cantidad suficiente de una disolucion patrén de Ace 2'4-10* M para que los
valores de la concentracion de analito se situen dentro del rango lineal del método
propuesto. Las condiciones instrumentales a las cuales se efectiian las medidas son las
indicadas en el procedimiento operatorio. El contenido de las cinco muestras preparadas
se detalla en la Tabla n° 1-24.

Tabla n° 1-24.- Curva de adicion de patron

wl muestra pl patron ng/ml de Ace
200 13'5 50
200 27'0 100
200 40'5 150
200 64'8 200
200 81'0 250

Una vez seguido el procedimiento anteriormente descrito, de la medida de las
intensidades de fosforescencia correspondientes se obtuvieron las rectas de calibrado que
se muestran en la Tabla n® I-25. Los resultados obtenidos indican que las concentraciones
de los analitos en la muestra problema estan por debajo del limite de deteccion del método

propuesto, asi como la ausencia de efecto matriz.
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Tabla n°® 1-25.- Funciones de calibrado para los métodos propuestos

Método a b R
Directo 0’0018 0’0089 0’999
Sincrénico 0’0071 0’0086 0’999
12D! 0’0007 0’0009 0’996
12D? 0’0010 0’0005 0'994
2*D 00002 0’0007 0996

b) Estudio de recuperacion.

Para comprobar la exactitud del método propuesto se ha realizado un estudio de
recuperacion. El estudio de recuperacion se llevd a cabo para cuatro niveles de
concentracion, 50, 100, 150 y 200 ng/ml. Para ello, a una muestra de 10 ml de agua de
mar previamente filtrada se le adicionan distintas cantidades de Ace de forma que su
concentracion entre dentro del rango lineal del método propuesto. A la muestra de esta
forma preparada se le adicionan 10 ml de n-heptano agitando durante 10 minutos. Se
separa la fase orgdnicay a 200 ul de esta disolucion se le evapora el n-heptano mediante
el paso de N,, después se le afiaden 50 ul de microemulsion n-heptano/I1-butanol/SDS, 410
pl de SDS 0'5 M, 968 ul de TINO; 0'25 M, 446 ul de Na,SO; 0'1 My 710 ul de H,SO,
0'02 M, enrasando hasta 10 ml con agua destilada. Las condiciones instrumentales a las
cuales se han llevado a cabo las medidas de fosforescencia son las indicadas en el
Procedimiento operatorio. Los valores correspondientes a la intensidad de fosforescencia
se interpolan en las correspondientes funciones de calibrado obteniendo los resultados que

se muestran en la Tabla n° 1-26.

Tabla n° 1-26.- Estudio de recuperacion en muestras de agua de mar.

Directo Sincrénico 12D! 12D? 25D
P E %R E %R E %R E %R E %R
50 48 96’0 47 94'0 45 90’0 46 92'0 46 92’0
100 96 96'0 97 97'0 93 93'0 94 94'0 96 96’0
150 142 94'7 144 96'0 135 90’0 136 91'7 141 94'0
200 190 950 189 94'5 168 890 174 92'0 173 91'5

P, concentracion de Ace puesta
E, concentracién de Ace encontrada
%R, porcentaje de recuperacion
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Para los cinco métodos propuestos y a los cuatro niveles de concentracion probados
los porcentajes de recuperacion obtenidos estidn entre 90-100 %. Los mejores resultados
se obtienen para el método directo y sincrénico, no mejorando los porcentajes de

recuperacion la utilizaciéon de derivadas.

Basiandose en los resultados obtenidos hasta este momento, el método mads
aconsejable para la determinacion de acenafteno en agua de mar es el método directo, ya
que presenta unas buenas caracteristicas analiticas, altos niveles de tolerancia y

recuperaciones aceptables.
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1. Caracteristicas espectroscopicas.

Se seleccionaron tres hidrocarburos aromadticos policiclicos, Fenantreno (Fen),
Fluoranteno (Flt) y Benz[a]antraceno (BaA), sobre los cuales se ha propuesto un método
conjunto de andlisis fosforimétrico empleando, como técnica resolutiva, el barrido

sincrénico de angulo variable.

1.1. Caracteristicas fluorescentes.

En primer lugar, se registraron los espectros de fluorescencia total de los tres HAP
indicados anteriormente. Para ello, se prepararon una serie de muestras conteniendo
distintas cantidades de HAP, de forma que fueran isofluorescentes, siguiendo el siguiente
procedimiento: Se prepararon disoluciones madre afiadiendo a 100 pl de una disolucion
2'4-10° M de cada uno de los HAP estudiados en n-heptano, 100 ul de 1-butanol y
enrasando hasta 10 ml con SDS 0'5 M. A distintas alicuotas de disolucion madre de HAP
2'4-10% M (200 pl de Fen, 100 ul de Flit y 80 ul de BaA) se les afiadié 600 ul de SDS 0'5
M enrasando hasta 10 ml con agua destilada. De esta forma la concentracion final para
cada HAP era 855 ng/ml para Fen, 485 ng/ml para Flt y 438 ng/ml para BaA. A dichas
muestras se les registro el espectro en las siguientes condiciones instrumentales: Excitacion
250-325 nm para Fen, 250-400 nm para Flt y BaA, emision 300-450, 400-600 y 350-500
nm para Fen, Flt y BaA respectivamente, velocidad de barrido 6 nm/s, paso de
monocromador 2y 5 nm para el de emision y excitacion, rendijas de excitacion y emision
4/4 nm y sensibilidad 525 V. Los maximos espectrales fluorescentes para Fen, Flt y BaA
se sitian, respectivamente, a 295/348, 360/455 y 290/390 nm.

1.2. Caracteristicas fosforescentes.

Se procedi6 al registro de los espectros de fosforescencia total de los tres
compuestos de forma que las muestra finales fuesen isofosforescentes. Para llevar a cabo
este estudio se siguio el siguiente procedimiento: A distintas alicuotas de disolucion madre
de Fen, Flt y BaA 2'4-10* M (60 ul de Fen, 100 pl de Fit y 48 pul de BaA) se les anadié
600 ul de SDS 0'5 M, 1000 ul de TINO, 0'25 M, 500 pl de Na,SO; 0'1 My 800 pl de
H,S0, 0'02 M enrasando hasta 10 ml con agua destilada. De esta forma la concentracién
final para cada HAP era 257 ng/ml para Fen, 485 ng/ml para Flt y 263 ng/ml para BaA.
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A las muestras preparadas se les registrd el espectro en las siguientes condiciones
instrumentales. Excitacién 260-320, 250-425 y 250-400 nm, emision 400-700, 500-700 y
500-800 nm para Fen, Flt y BaA respectivamente, velocidad de barrido 6 nm/s, paso de
monocromador 2'y 5 nm, para el de emision y excitacion respectivamente, rendijas de
excitacion y emision 16/16 nm, sensibilidad de 1000 V, tiempo de decaimiento de 200 pus
y tiempo de integracioén de 2000 ps. Los méaximos espectrales fosforescentes para Fen, Flt
y BaA se sitdan, respectivamente, a 296/478, 358/552 y 292/610 nm.

1.2.1. Curvas de decaimiento.

Se llevé a cabo el registro de las curvas de decaimiento de los tres HAP en estudio,
procediendo experiniéntalmente de forma similar a la parte anteriormente descrita. A estas
muestras se les registr la curva de decaimiento fosforescente a las siguientes condiciones
instrumentales: Longitud de onda madxima de cada HAP (296/478 nm para Fen, 358/552
nm para Flt y 292/610 nm para BaA), barrido desde 0 ms hasta 5 ms para el Fen y Flt
y hasta 15 ms para el BaA, resolucién 50 us, repeticiones 100, rendijas de excitacion y
emision 16/16 nm y sensibilidad 1000 V. A partir de las curvas de decaimiento se
calcularon los parametros vida media mediante el ajuste a una exponencial de dichas
curvas. Los pardmetros vida media calculados para los tres HAP en estas condiciones

experimentales han sido: 585 us para Fen, 1097 us para Flt y 3017 us para BaA.

Estas tres caracteristicas luminiscentes: Espectro de fluorescencia total, espectro
de fosforescencia total y curva de decaimiento fosforescente se muestran para el Fen, Flt
y BaA en las Figuras n° II-1, II-2 y II-3 respectivamente. De estos espectros se deducen

la longitudes de onda de fluorescencia y fosforescencia y el pardmetro vida media.

De igual forma, se procedio al registro del espectro de fosforescencia total, en las
mismas condiciones instrumentales, de una muestra conteniendo a los tres compuestos en
estudio. Para ello, a una alicuota de 40 pl de disolucion madre 2'4-10°* M en Fen y BaA
y 3'6:10* M en Flt en n-heptano/1-butanol/SDS, se le ariaden 600 ul de SDS 0'5 M, 1000
ul de TINO, 0'25 M, 500 pl de Na,SO,; 0'1 M y 800 ul de H,SO, 0'02 M, enrasando hasta
10 ml con agua destilada. El espectro de fosforescencia total junto con el correspondiente

mapa de contorno se muestra en la Figura n° II-4.
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Figura n® II-1.- Espectros de fluorescencia total (a), fosforescencia total (b) y curva de
decaimiento fosforescente (c) del Fen. (a) [Fen] 855 ng/ml, [SDS]
3'00-10° M; (b) y (c) [Fen] 257 ng/ml, [SDS] 3'00-10° M, [TINO,]
2'50-10° M, [Na,SO,] 5'00-10° M y [H,SO ] 1'60-10° M.
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Figura n° II-2.- Espectros de fluorescencia total (a), fosforescencia total (b) y curva de
decaimiento fosforescente (c) del Flt. (a) [Fit] 485 ng/ml, [SDS]
3'00-10% M; (b) y (c) [Flt] 485 ng/ml, [SDS] 3'00-10° M, [TINO,]
2'50-10° M, [Na,SO,] 5'00-10° M y [H,SO, 1'60-10° M.
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Figura n° II-3.- Espectros de fluorescencia total (a), fosforescencia total (b) y curva de
decaimiento fosforescente (c) del BaA. (a) [BaA] 438 ng/ml, [SDS]
3'00-10% M; (b) y (c) [BaA] 263 ng/ml, [SDS] 3'00-10° M, [TINO,]

2'50-10% M, [Na,SO,] 5'00-10° M y [H,SOJ 1'60-10° M.
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Figura n° II-4.- Espectro de luminiscencia total (a) y mapa de contorno (b) de la
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mezcla de Fen, Fit y BaA. [Fen] 170 ng/ml, [Flt] 290 ng/ml, [BaA]
220 ng/ml, [SDS] 3'00-10° M, [TINO,] 2'50-10° M, [Na,SO,]
5'00-10° M y [H,SO] 1'60-10° M. t,, 200/2000 ps, m.p.f. 5 ms,
rendijas,,.,,,, 16/16 nm y sensibilidad 1000 V.
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1.3. Comparacion entre fluorescencia y fosforescencia.
1.3.1. Contornos fluorescentes.

Se llevé a cabo la representacién bidimensional en mapas de contorno de los
espectros de fluorescencia total de los tres hidrocarburos aromadticos policiclicos (véase
Figura n°® II-5). De dichos mapas se observa que no es posible la identificacion y
cuantificaciéon de estos compuestos, a través de medidas de fluorescencia, debido al gran
solapamiento espectral que existe entre ellos. Se comprueba que es posible la identificacion
y cuantificacién del Fenantreno midiendo la intensidad de fluorescencia a su méximo
espectral de 295/348 nm; igual ocurre con el Fluoranteno cuyo méximo espectral esta
situado a 360/455 nm; sin embargo la cuantificacion e identificacion del Benz[a]antraceno
no es posible puesto que existe un gran solapamiento espectral entre su espectro y el del
Fenantreno y Fluoranteno, por lo que la determinacién por espectrofluorimetria directa no

seria posible.

1.3.2. Contornos fosforescentes.

Se llevé a cabo la representacion bidimensional en mapas de contorno de los
espectros de fosforescencia total de los tres HAP (véase Figura n° II-6). Comparando
dichos espectros y los valores de vida media anteriormente descritos se comprueba que es
posible la identificacion y cuantificacion del Fenantreno midiendo la intensidad de
fosforescencia a su maximo espectral de 296/478 nm, con un tiempo de decaimiento de
200 us y un tiempo de integracion de 2000 us; del mismo modo, el Fluoranteno se puede
cuantificar en su maximo espectral situado a 358/552 nm, midiendo a un tiempo de
decaimiento de 200 us y un tiempo de integracién de 2000 us. Sin embargo, la
cuantificacién e identificaciéon del Benz[a]antraceno no es posible a estos tiempos de
decaimiento e integracién ya que existe un gran solapamiento espectral con el Fluoranteno.
No obstante, al existir diferencias significativas entre las vidas medias de ambos analitos
(1097 us para el Fluoranteno y 3017 us para el Benz[a]antraceno), es posible su
determinacion  espectrofosforimétrica midiendo en el maximo espectral del
Benz[a]antraceno, 292/610 nm, a un tiempo de decaimiento del orden de 3000 us con un

tiempo de integracion de 2000 us.
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Figura n° II-5.- Contornos de los espectros de fluorescencia del Fen (—), Flt (—) y
BaA (—). [Fen] 855 ng/ml, [Fit] 485 ng/ml, [BaA] 438 ng/mly [SDS]
3'00-10* M.
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Figura n° I1-6.- Contornos de los espectros de fosforescencia del Fen (—), Fit (—) y
BaA (—). [Fen] 257 ng/ml, [Fit] 485 ng/ml, [BaA] 263 ng/ml, [SDS]
3'00-10° M, [TINO,] 2'50-10° M, [Na,SO,] 5'00-10° M y [H,SO]
1'60-10° M.
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2. Seleccion de las condiciones de la medida y de la ruta.

Para llevar a cabo la optimizacion de los distintos parimetros instrumentales se
prepararon cuatro muestras siguiendo los siguientes procedimientos operatorios:

- Muestra de Fen: A una alicuota de 40 ul de disolucion madre de
Fenantreno 2'4-10* M en n-heptano/I-butanol/SDS, se le afiaden 600 ul de SDS 0'5
M, 1000 pl! de TINO, 0'25 M, 500 pl de Na,SO, 0'1 M y 800 ul de H,SO, 0'02 M,
enrasando hasta 10 ml con agua destilada. La concentracion final de Fen es de 170

ng/mil.

- Muestra de Flt: A una alicuota de 60 pl de disolucion madre de
Fluoranteno 2'4-10* M en n-heptano/I-butanol/SDS, se le afiaden 600 ul de SDS
0'5 M, 1000 pl de TINO, 0'25 M, 500 pl de Na,SO; 0'1 My 800 ul de H,SO, 0'02
M, enrasando hasta 10 ml con agua destilada. La concentracion final de Flt es de
290 ng/ml.

- Muestra de BaA: A una alicuota de 40 pl de disolucion madre de
Benz[a]antraceno 2'4-10* M en n-heptano/I1-butanol/SDS, se le afiaden 600 ul de
SDS 0’5 M, 1000 pl de TINO; 0'25 M, 500 pl de Na,SO; 0'1 My 800 ul de H,SO,
0'02 M, enrasando hasta 10 ml con agua destilada. La concentracién final de BaA
es de 220 ng/ml.

- Muestra Mezcla: A una alicuota de 40 pl de disolucion madre 2'4-10* M
en Fenantreno y Benz[aJantraceno y 3'6:10* M en Fluoranteno en n-heptano/I-
butanol/SDS, se le aniaden 600 pl de SDS 0'5 M, 1000 ul de TINO, 0'25 M, 500 ul
de Na,SO; 0'1 My 800 ul de H,SO, 0'02 M, enrasando hasta 10 ml con agua
destilada. La concentracion final de Fen, Fit y BaA es de 170, 290 y 220 ng/ml

respectivamente.

2.1. Optimizacion individualizada de los pardametros instrumentales.

En primer lugar, se va a proceder a la optimizacion de las condiciones
instrumentales para cada uno de los tres analitos en estudio de forma individualizada, para

tratar de conseguir las condiciones Optimas en cada caso.
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a) Fenantreno.

Al observar los espectros de fosforescencia total presentados en la Figura n° II-6,
se comprueba que existe un solapamiento parcial del espectro del Fen con el del Flt. Para
resolver dicho solapamiento y dado que ambos presentan vidas medias parecidas, sera
necesario medir lo més alejado posible de éste. Fijando la longitud de onda de excitacion
en 296 nm, se registra la intensidad de fosforescencia a distintas longitudes de onda de
emision de las cuatro muestras preparadas anteriormente, a las condiciones instrumentales
del Fen: ty, 200/2000 ps, rendijasecen 16/16 nm, m.p.f. 5msy sensibilidad 1000 V. Los

resultados se presentan en la Tabla n° II-1.

Tabla n® II-1.- Optimizacion de la \,, para el Fenantreno.

Aem (D) Tost P | P Tst 22 | S
478 1'23 0’05 0'02 1'21
470 1'10 0’03 0'02 1'08
464 0'68 0'02 0’01 0'66
460 0’50 0'01 0'01 0’50
455 0'24 0’01 0’01 023

Se observa que, al variar la longitud de onda de emisién hacia valores maés bajos,
disminuyen las intensidades de fosforescencia de las cuatro muestras, pero aumenta la
relacién entre la intensidad emitida por el Fen con respecto a la del Flt, principal

interferente espectral, hasta longitudes de emisién de 464 nm.

b) Fluoranteno.

En el caso del Flt no existe solapamiento espectral con los otros dos compuestos
a su maximo fosforescente (358/552 nm) en estas condiciones experimentales, por lo que
las medidas se llevardn a cabo a ese méximo espectral. La intensidad de emision registrada
para esas cuatro muestras a las condiciones instrumentales del Flt, se muestra en la Tabla

n° II-2.
Tabla n°® II-2.- I, a las condiciones de medida del Flt.

F Flt BaA M
IFosf. “ IFosf. IFosf. IFosf.
0'01 0’49 0'01 0'50
Nexcrem 358/552 nm, ty,, 200/2000 ps, rendijas,e, 16/16 nm, m.p.f. 5 msy sensibilidad 1000 V
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¢) Benz/a]antraceno.

El solapamiento espectral del Benz[a]antraceno con el Fluoranteno es practicamente

total, por lo que las medidas fosforescentes en el maximo espectral serian inviables sin

algin parametro discriminatorio entre ambos analitos. El pardmetro vida media es

suficientemente diferente como para utilizarlo a la hora de resolver mezclas de ambos

analitos (1097 us para el Flt y 3017 us para el BaA). Para elegir el tiempo de decaimiento

mas adecuado (t,) se procedid a registrar la intensidad de fosforescencia de las muestras

anteriormente preparadas a las siguientes condiciones instrumentales: A, 296/610 nm,

t; 2000 ps, rendijase,qe, 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 1000 V, variando el t, entre

200 y 5000 ps. Los resultados se resumen en la Tabla n° II-3.

Tabla n° II-3.- Optimizacion del t, para el Benz[a]antraceno.

ty (us) Trost ™" Trost " Lgsr 24 Tose ™

200 0'10 0’09 1'06 1'17
1000 0'04 0'04 0’90 090
2000 0'02 0'02 0'70 0'71
3000 0'01 0'01 0’55 0'53
4000 0'01 001 0’40 0'37
5000 0'01 0’01 023 021

Se observa que a medida que se aumenta el tiempo de decaimiento las sefiales van

disminuyendo significativamente, pero la proporcion entre la sefial generada por el BaA

frente a cualquiera de los otros dos analitos va aumentando hasta t, de 4000 us.

Las condiciones instrumentales finales para los tres analitos se resumen en la Tabla

n° I14.
Tabla n° II-4.- Condiciones instrumentales finales.
Parametros instrumentales Fen Flt BaA
Aexc/em (M) 296/464  358/552 292/610
tye (us) 200/2000 200/2000 3000/2000
m.p.f. (ms) 5 3 5
Rendijas (nm) 16 16 16
Sensibilidad (V) 1000 1000 1000
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En la Figura n° II-7, se muestran las coordenadas de excitacion y emision para
cada uno de los analitos, asi como el tiempo de decaimiento y el tiempo de integracion

durante el cual se van a registrar las medidas en sus respectivas curvas de decaimiento.

2.2. Optimizacion de la ruta.

Para la seleccién de la ruta a seguir en la determinacién simultdnea de los tres HAP
mediante técnica fosforescente, se procedid a la observaciéon minuciosa de sus topogramas,
buscando siempre una resolucién méxima asi como la mayor sensibilidad posible. De entre

las rutas ensayadas, se selecciond la determinada por los siguientes pares de Aexejem'

250/440 nm, 400/535 nm, 230/604 nm y 400/620 nm

Dicha ruta representada sobre el topograma correspondiente a la mezcla de los tres

analitos se muestra en la Figura n° II-8.

2.3. Representacion de los espectros asincronicos de dngulo variable.

Existen dos tipos distintos de representacion de los espectros asincronicos de dngulo

variable: representacion tridimensional y representacion bidimensional.

a) Representacion tridimensional.
En la Figura n° II-9 se muestra el espectro en tres dimensiones correspondiente a
la mezcla de los tres HAP, ilustrindose asi la utilidad potencial de esta técnica para el

analisis de mezclas.

b) Representacion bidimensional.

En este tipo de representacion espectral se ha eliminado el eje correspondiente a
la \,; la linea vertical indica el cambio de direccién en la ruta. La Figura n° II-10
muestra el espectro bidimensional correspondiente a la mezcla de los tres HAP. Los
valores maximos de intensidad de fosforescencia de cada uno de los HAP corresponden
a los valores de ..., €n €l espectro asincronico: 296/464 nm, 358/552 nm y 292/610 nm

para el Fen, Flt y BaA, respectivamente.
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Figura n° II-7.- Coordenadas de excitacion y emision y curvas de decaimiento del Fen,
Flty BaA. [Fen] 170 ng/ml, [Flt] 290 ng/ml, [BaA] 220 ng/ml, [SDS]
3'00-10° M, [TINO,] 2'50-10° M, [Na,SO,] 5'00-10° M y [H,SO,]
1'60-10° M.
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Figura n° II-8.- Ruta de trabajo representada sobre el topograma de la mezcla de Fen,

Flty BaA. [Fen] 170 ng/ml, [Fit] 290 ng/ml, [BaA] 220 ng/ml, [SDS]
3'00-10° M, [TINO,] 2'50-10° M, [Na,SO;] 5'00-10° M y [H,SO]
1'60-10° M. t,, 200/2000 ps, m.p.f. 5 ms, rendijas,,,/,, 16/16 nm y
sensibilidad 1000 V.
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us para el tercero, m.p.f. 5 ms, rendijas,,,,,, 16/16 nm y sensibilidad 1000 V.
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3. Seleccion de variables experimentales.
3.1. Optimizacion conjunta de agente micelar, TINO,, Na,SO,y H,SO,.

Conocidos los 6ptimos experimentales de los reactivos SDS, TINO,, Na,SO; y
H,SO,, para el acenafteno y suponiendo que no serdn muy distintos para otros HAP, se
procedié a la optimizacion de las concentraciones de estos cuatro reactivos para el Fen,

Flt y BaA en el caso en los que los tres se encuentren juntos en una misma matriz.

Para ello se utiliz6 un disefio hipercubico estrellado, desarrollando el siguiente
procedimiento: se preparé una disolucion madre adicionando a 100 ul de una disolucion
de n-heptano 2'4-10° M en Fen y BaA y 3'6'10° M en Flt, 100 ul de I-butanol, y
enrasando hasta 10 ml con SDS 0'5 M. A 40 pl de esta disolucion madre se le afiaden
cantidades variables de SDS 0'5 M, de TINO, 0'25 M, de Na,SO; 0'1 M y de H,SO,0'02
M, tal 'y como indica el disefio experimental, enrasando hasta 10 ml con agua destilada.
A estas muestras asi preparadas se le midi6 la intensidad de fosforescencia a las

condiciones instrumentales establecidas.

Los resultados de este estudio se recogen en las Tablas n® II-5 y II-6. Aunque en
un principio la idea era utilizar un solo disefio para los tres analitos, la concentracion
optima de Na,SO,; para BaA, se situaba fuera de la regién experimental del disefio
presentado en la Tabla n°® II-5, por lo que fue necesario desarrollar un nuevo disefio

analogo al primero, pero en otro intervalo de concentraciones de Na,SO;.

Las resultados del andlisis de la varianza para Fen, Fit y BaA se muestran en las
Tablas n° II-7, II-8 y II-9, respectivamente. Los coeficientes de regresion, junto con los
datos del optimo calculado y los correspondientes signos del hessiano se muestran para
Fen, Flt y BaA en las Tablas n° II-10, II-11 y II-12, respectivamente.

A partir del analisis de la varianza se puede conocer, para cada analito, la relacion
de las concentraciones de los reactivos optimizados con la intensidad de fosforescencia.
Tanto para Fen, Flt y BaA, la intensidad de fosforescencia emitida se relacionan de forma
cuadratica con las concentraciones de SDS, TINO,, Na,SO; y H,SO,, siendo todos los

coeficientes lineales no significativos, excepto el que relaciona la concentracién de TINO,
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con la intensidad de fosforescencia del Fen. El unico término cruzado que es significativo
para los tres analitos es el que relaciona las concentraciones de Na,SO; y H,SO,; otro
término significativo es el que relaciona las concentraciones de TINO, y Na,SO; aunque

s6lo para el Fen.

Para los tres analitos estudiados se ajusta bien el modelo de segundo orden
propuesto. El nivel de significacion del fallo de ajuste, para Fen, Flt y BaA, vale 1217,
11’50 y 9'30 %, respectivamente, mientras que los coeficientes de determinacion que
corresponden son 0’8871, 0’8899 y 0'8591.

A partir de la funcién polinémica de segundo orden se puede conocer la relacion
grafica de la intensidad de fosforescencia con cualquiera de los reactivos optimizados a las
concentraciones optimas de los otros tres. La variacion de la intensidad de fosforescencia
con cada una de las variables optimizadas mediante el disefio experimental para cada uno

de los analitos en estudio se representa en la Figura n° II-11.

De igual modo se puede conocer la variacién de forma grafica de la intensidad de
fosforescencia con cada dos variables experimentales para cada uno de los analitos en
estudio, a los ptimos de los otros dos variables. Esta experiencia se refleja en las Figuras
n°® II-12, II-13 y II-14, para el Fenantreno, Fluoranteno y Benz[a]antraceno,
respectivamente. En dichas figuras se muestran superficies de respuesta de la intensidad
de fosforescencia de cada uno de los analitos en estudio a sus condiciones instrumentales
optimas frente a las concentraciones de SDS y TINO; o SDS y Na,SO, o SDS y H,SO, o
TINO; y Na,SO, o TINO, y H,SO, o Na,S0O; y H,SO,.

Para el resto del trabajo experimental, se ha elegido el resultado del calculo de la
media aritmética de los valores Optimos conseguidos de estos cuatro reactivos

experimentales para los tres analitos en estudio, como concentracion de trabajo.

[SDS] = 3'35:10* M

[TINO,] = 2’50102 M
[Na,S0;] = 5'27:10° M
[H,S0,] = 1'61:10° M
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Tabla n° II-5.- Disefio experimental para los sistemas: (a) Fen - SDS - TINO; -
Na2503 = stod (b) Ht - SDS - HNO3 'Na2503 - H2S04.

Variables experimentales
Punto [SDS] [TINO,] [Na,SO,] [H,SO,] pH Trost ™™ Tpost™

(-10?) (-10?) (1107 (110%)
1 3'00(0) 2'50(0) 5'00(0) 1'60(0) 6'64 0'66 0’49
2 2'00(-1) 2'00(-1) 4'50(-1) 1'80(1) 6'44 0’55 0'40
3 2'00 3'00(1) 4'50 1'80 6'27 0'52 0'38
4 2'00 2'00 4'50 1'40(-1) 6'67 0'65 0'45
5 4'00(1) 3'00 4'50 1'40 6’70 0'64 0’44
6 2'00 2'00 5'50(1) 1'40 6'88 0'53 0'39
¥ 4'00 - 2'00 5'50 1'40 6'93 0'48 0'37
8 4'00 3'00 4'50 1'80 6'51 0'55 0'40
9 4'00 2'00 4'50 1'40 6'75 0'66 0'49
10 3'00 2'50 5'00 1'60 6'64 0’70 0’50
11 4'00 2'00 5'50 1'80 6'93 0'62 0'48
12 2'00 3'00 5'50 1'40 6'84 0'59 0'42
13 4'00 3'00 5'50 1'40 6'90 0’61 0'44
14 4'00 2'00 4'50 1'80 6'57 0'54 0'40
15 2'00 3'00 4'50 1'40 6'62 0’61 0'48
16 2'00 3'00 5'50 1'80 6'59 0’61 0’45
17 4'00 3'00 5'50 1'80 6'68 0'67 0'45
18 2'00 2'00 5'50 1'80 6'70 0'64 0'42
19 3'00 2'50 5'00 1'60 6'64 0'69 0’51
20 0'94(-2'058)2'50 5'00 1'60 6'60 0'65 0'45
21 3'00(2'058) 3'52(2'058) 5'00 1'60 6'61 0'63 0'43
22 5'06 2'50 5'00 1'60 6'66 0'58 0'42
23 3'00 1'47(-2'058) 5’00 1'60 6'75 0'54 0'42
24 3'00 2'50 5'00 1'60 6'64 0'68 0'50
25 3'00 2'50 5'00 1'19(-2'058) 6'90 0'50 0'37
26 3'00 2'50 5'00 2'01(2'058) 6'40 0'52 0'39
27 3'00 2'50 3'97(-2'058) 1'60 6'44 0’53 0’39
28 3'00 2'50 6'03(2'058) 1'60 6'84 0'56 0’40
29 3'00 2'50 5'00 1'60 6'64 0'66 0'52
Fen Nexciem 296/464 nm, t,, 200/2000 ps, rendijase, e, 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 1000 V.

FI Nexcrem 358/552 nm, t,;, 200/2000 ps, rendijas,,, 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 1000 V.
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Tabla n® II-6.- Disefio experimental para el sistema: BaA - SDS - TINO, - Na,SO; -

H,SO0,.
Variables experimentales
Punto [SDS] [TINO;] [Na,SOs] [H,SO,] pH )
(110?%) (110?) (-10”) (1107
1 3'00(0) 2'50(0) 5'50(0) 1'60(0) 6'95 0'57
2 4'00(1) 3'00(1) 6'00(1) 1'80(1) 6'65 0'50
3 2'00(-1) 2'00(-1) 5'00(-1) 180 5'90 039
4 4'00 3'00 5'00 1'40(-1) 6'95 0’40
5 200 3'00 5'00 180 5'90 0'38
6 400 3'00 6'00 1'40 6'50 037
7 2'00 *3'00 6'00 180 6'57 0'45
8 400 2'00 5'00 180 6'20 041
9 400 2'00 6'00 1'80 6'35 0'53
10 3’00 2'50 5'50 1'60 6'95 0'54
11  4'00 2'00 6'00 1'40 725 0'47
12 400 300 5'00 180 6'05 039
13 400 2'00 5'00 1'40 6'55 0'52
14 2'00 3'00 6'00 1'40 6'87 0'38
15 200 2'00 6'00 1'40 7'05 0'39
16 2'00 2'00 500 140 6'60 0'50
17 2'00 2'00 6'00 1'80 6'42 049
18 2'00 3'00 5'00 1'40 6'45 0'47
19 300 2'50 5'50 1’60 6'95 0'56
20 0'94(-2'058) 2'50 5'50 1'60 6'25 0'50
21  5'06(2'058) 2'50 5'50 1'60 6'27 0’52
22 3'00 2'50 5’50 2'01(2'058) 600 0'39
23 3'00 3'53(2'058) 5'50 1'60 6'00 0’53
24 3'00 2'50 e 1’60 6'45 0’55
25 300 2'50 5'50 1'19(-2'058) 6'79 0’39
26 3'00 2'50 4'47(-2'058) 1'60 5'85 0’45
27 3'00 2'50 6'53(2'058) 1'60 6'70 0’40
28 3'00 1'47(-2'058) 5'50 1’60 6'40 0'47
29 3'00 2'50 5'50 1'60 6'95 0'52

BaA Nexcrem 290/610 nm, t, 3000/2000 ps, rendijase,cem 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 1000 V.
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Tabla n® II-7.- Anadlisis de la varianza del Fen.

Coeficiente de regresion  SC g.l MC Fai P
a, 00002063 1 00002063 0'64 0'4750
a, 00042428 1 00042428 1326 00219
a, 00002934 1 00002934 0'92 04021
a, 0'0000195 1 00000195 0'06 0'8197
a, 00026781 1 00026781 8'37 0'0444
a; 00001381 1 00001381 0'43 05538
a, 0'0001381 1 00001381 0'43 05538
ay; 00047956 1 00047956 14'99 0’0180
Ay, 00008556 1 00008556 2'67 0'1774
a3, 0'0321306 1 0'0321306 10041 00006
a 00038095 1 0'0038095 11'90 00260
a,, 0'0098770 1 00098770 30'87 0’0051
as 00223800 1 00223800 69'94 0’0011
ay, 0'0374572 1 00374572 117'05 00004
Fallo de ajuste 0'0110580 10 0'0011058 3'46 01217
Error Puro 0'0012800 4 00003200
Total 01093290 28

Tabla n® II-8.- Andlisis de la varianza del Flt.

Coeficiente de regresion  SC gl MC P P
a, 00000136 1 0'0000136 0'08 07940
a, 0'0002653 1 00002653 1'56 02797
a, 00000000 1 00000000 0'00 09933
a, 0'0001415 1 0'0001415 0'83 0'4274
a, 00004000 1 00004000 2'35 0’1998
a; 0'0001000 1 00001000 0'59 0’4936
a4 00004000 1 00004000 2'35 0'1998
a,; 0'0012250 1 0'0012250 721 0’0550
ay, 00006250 1 0'0006250 3'68 0'1277
ay, 0'0132250 1 0'0132250 77"79 0'0009
a;, 0'0073443 1 0'0073443 43'20 0’0028
ay, 0'0096536 1 0'0096536 56'79 0’0017
a;; 0'0184729 1 0'0184729 108’66 0’0005
ay 0'0239464 1 0'0239464 140'86 0’0003
Fallo de ajuste 0'0060947 10 00006095 3'59 0’1150
Error Puro 0'0006800 4 0'0001700
Total 0'06153103 28
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Tabla n® II-9.- Andlisis de la varianza del BaA

Coeficiente de regresion  SC g.1 MC F.. P
a, 0'0013412 1 0'0013412 3'62 0'1297
a, 0'0022861 1 0'0022861 6'18 0'0678
a3 0'0000120 i 00000120 0'03 0'8679
a, 0'0000654 1 00000654 0'18 07000
a, 00020250 1 00020250 5'47 0'0794
a; 00020250 1 00020250 5'47 0'0794
a4 0'0006250 1 00006250 1'69 0'2635
ay 00000000 1 00000000 0'00 00000
ay, 0'0016000 1 0'0016000 4'32 0'1061
ay, 00289000 1 00289000 78'11 0'0009
a 0'0041112 1 0'0041112 11'11 00290
a,, 0'0058788 1 0'0058788 15'89 0'0163
as; 0'0291824 1 0'0291824 78'87 0'0009
;T 0'0461251 1 0'0461251 124'66 0'0004
Fallo de ajuste 0'0151805 10 0'0015180 4'10 0’0930
Error Puro 0'0014800 4 0'0003700
Total 0'11822069 28

Tabla n° I1I-10.- Valoracién del disefio experimental para el sistema Fen - SDS - TINO,

[ Coeficientes
a, = 0'793312
a, = 9'32017
a, = 259'867
a, = 805655
a, = 258'75 ;
a;; = -587'5 [ Coordenadas del 6ptimo Naturaleza del 6pamo |
a,, = 1468'75 [SDS] = 3’15107 M
ay; = 6925 [TINO,] = 2'76-10° M
a, = -7312'5 [Na,50,] = 5'17-10° M
a;, = 448125 [H,SO,] = 1'63-10° M
a; = -116'082 Es un maximo
2y, = 147663
ay, = -112544
a, = -909998
a = -0'786
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Tabla n° II-11.- Valoracién del diseiio experimental para el sistema Flt - SDS - TINO,; -
N02S03 = H2S04.

T Coeficientes |
a, = 5'74534
a, = 33'1165
a, = 46004
a, = 960'046
a;, = -100
a; = 500 [ Coordenadas del 6ptimo
a,, = 2500 [SDS] = 3'01:107 M
2, = 3500 [TINO,] = 2'55-102 M
2y, = -6250 [Na,S0,] = 4'99-10° M A, <0
a,, = 287500 [4,S0] = 1'5910° M A, >0
a,, = -161'179 ) Es un maximo
2, = -739'159
a;, = -102249
a,, = -727600
a = -1'905

Tabla n° II-12.- Valoracién del diserio experimental para el sistema BaA - SDS - TINO,
- Na,SO, - H,S0,.

— Coeficientes |
a, = -3'77415
a, = 176576
a; = 667'559
a, = 558/327
a, = 225
a;; = 2250 | Coordenadas del optimo I Naturaleza del 6pamo |
a, = 3125 “[SDS] = 3'86:10° M A, <0
ay; = -8'5682-10° [TINO,] = 2'19-10° M A, >0
2y, = 10000 [N2,50,] = 5'66:10° M A, <0
a5, = 425000 [HS0] = 1'6210° M A, >0
a; = -120'592 Es un maximo
a, = -576'813
a,, = -128515
2 = -1'009810°
a = -1'897
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Capitulo 11

3.2. Seleccion del tipo de microemulsion.

Para la seleccién del tipo de microemulsion se siguié el siguiente procedimiento:
Se prepararon disoluciones madre afiadiendo a 100 pl de una disolucion 2'4-10° M de
cada uno de los HAP estudiados en n-pentano o n-hexano o n-heptano, 100 pl de I-
butanol o 1-pentanol enrasando hasta 10 ml con SDS 0'5 M. A distintas alicuotas de
disolucién madre de HAP 2'4-10% M (40 pl de Fen, 60 pl de Fit'y 40 pl de BaA) se les
afiadié 670 ul de SDS 0'5 M, 1000 ul de TINO, 0'25 M, 526 pl de Na,SO; 0'1 M'y 806
ul de H,SO, 0'02 M enrasando hasta 10 ml con agua destilada. Las concentraciones
finales de Fen, Flt y BaA son 170, 290 y 220 ng/ml. Los resultados de este estudio se

muestran en la Tabla nf’ II-13.

Tabla n° II-13.- Seleccion del agente emulsionante.

Agente emulsionante | P

Fen Flt BaA
N-pentano/1-butanol 0'66 0'47 0'54
N-pentano/1-pentanol 0'68 0'46 0'52
N-hexano/1-butanol 0'68 0'47 0’55
N-hexano/1-pentanol 0'67 0'48 0'56
N-heptano/1-butanol 0'69 0'49 0’56
N-heptano/1-pentanol 0'68 0’47 0’55

P Nexcrem 296/464 nm, ty, 200/2000 ps, rendijas.em 16/16 nm, m.p.f. 5 msy sensibilidad 1000 V.
FU N excrem 358/552 nm, ty, 200/2000 ps, rendijaseem 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 1000 V.
BAR 292/610 nm, ty, 3000/2000 ps, rendijas,e, 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 1000 V.

exc/em

En esta Tabla se observa que no existen diferencias significativas entre los distintos
agentes emulsionantes estudiados, debido a la escasa diferencia estructural que existe entre
ellos, pudiendo considerar que el agente emulsionante actiia como agente solubilizador no
afectando excesivamente la intensidad de fosforescencia. Se eligié el n-heptano/1-butanol

como agente emulsionante para el resto del trabajo experimental.

Seleccionado el agente emulsionante, se procedi6 a establecer la proporcién 6ptima
de 1-butanol y n-heptano. Los proporciones estudiadas se exponen en la Tabla n° II-14.
Se observa que no existen diferencias significativas en la intensidad de fosforescencia de

los tres compuestos cuando se modifican las proporciones de n-heptano y 1-butanol, pero
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debido a que, como se indica en el Capitulo I, en la seleccion del tipo de microemulsion
hay que tener en cuenta el tiempo de medida, se optd por emplear para el resto del trabajo

experimental las siguientes proporciones:

1 % N-heptano y 1 % 1-butanol

Tabla n° II-14.- Estudio de la proporcién de n-heptano/I-butanol.

Microemulsiéon % N-heptano % 1-butanol |
- Fen Flt BaA

1 1 1 0'68 049 0'56
2 2 2 0'65 045 0'54
3 3 3 0'66 046  0'53
4 0 1 0'64 046 0'53
5 0 2 0'66 048 054
8 1 2 0'69 049 0'55
9 1 3 0’70 0’50 0'56
10 1 4 0’70 0'50 057
11 1 5 069 049 0’58
12 1 6 0'68 047 057

Fen Nexcrem 296/464 nm, ty, 200/2000 ps, rendijas,yen 16/16 nm, m.p.f. 5 msy sensibilidad 1000 V.
FU Nexciem 358/552 nm, ty, 200/2000 ps, rendijaseem 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 1000 V.

BaA N esem 292/610 nm, ty, 3000/2000 ps, rendijase e, 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 1000 V.

3.3. Optimizacion del volumen de muestra.

Una variable experimental que influye sobre el tiempo de medida es el volumen
introducido en la cubeta debido a la existencia de una cinética en la reaccion de
desoxigenacién de la disolucién que contiene al analito. Para llevar a cabo esta
experiencia, se procedi6 de la siguiente forma: Se prepararon una serie de disoluciones
adicionando a 40 pl de una disolucion madre 2'410° M en Fenantreno Yy
Benz[aJantraceno y 3'6-10* M en Fluoranteno en n-heptano/1-butanol/SDS, 670 pl de SDS
0'5 M, 1000 pl de TINO, 0'25 M, 526 pl de Na,SO, 0'1 M y 806 pl de H,SO, 0'02 M,
enrasando con agua destilada hasta 10 ml. De estas disoluciones se tomaron distintos
voliimenes, comprendidos entre 1'5'y 4 mi, en la cubeta de medida, registrando la

variacion de la intensidad de fosforescencia con el tiempo a los mdximos de emision de
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cada uno de los analitos (Fen, 296/464 nm; Flt, 358/552 nm; BaA, 292/610 nm) y a las
condiciones instrumentales propias de cada analito e indicadas en la Tabla n° II-14. La
representacion grafica del tiempo de estabilizacién de las medidas frente al volumen

introducido en la cubeta y el tipo de analito se refleja en la Figura n° II-15.

Tiempo de medida (min)

Volumen de muestra (ml)

Figura n® II-15.- Influencia del volumen de muestra en el tiempo de medida.

Se observa que los tiempos de estabilizacion de la sefial dependen del volumen
introducido en la cubeta, aumentando conforme aumenta éste, siendo una tendencia general
para los tres analitos. Se observa que los mayores tiempos de desoxigenacion se obtienen
para el Flt debido a que se excita a una longitud de onda menos energética que en los
otros dos casos. Por tanto, para el resto del trabajo experimental, se eligié 1’5 ml como

volumen 6ptimo para introducir en la cubeta de medida.

Volumen de muestra 1’5 ml

3.4. Influencia del orden de adicion.

Se han estudiado distintos 6rdenes de adicion para la preparacion de las muestras,
no observandose diferencias significativas entre ellos. Para llevar a cabo esta experiencia

se prepararon una serie de disoluciones mezclando 50 pl de una disolucion madre 2'4-10*
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M en Fenantreno y Benz[aJantraceno y 3'6:10° M en Fluoranteno en n-heptano/l-
butanol/SDS, 670 pl de SDS 0'5 M, 1000 pl de TINO,; 0'25 M, 526 ul de Na,SO, 0'1 M
y 806 pul de H,SO, 0'02 M en distintos ordenes enrasando con agua hasta 10 ml. De estas
disoluciones, asi preparadas, se introdujeron 1'5 ml en la cubeta de medida y se registré
la intensidad de fosforescencia a los mdximos de emision fosforescente de los tres analitos.

Los resultados se reflejan en la Tabla n° II-15.

Tabla n° II-15.- Influencia del orden de adicion.

Orden de adicién Lgost.
Fen Flt BaA

M + SDS + TINO, + Na,SO, + H,SO, + H,0 069 049 0'56
M + TINO; + H,SO, + SDS + Na,SO, + H,0 0'67 048 0'54
M + H,S0, + TINO, + Na,SO, + SDS + H,O  0'70 049 0'55
M + TINO, + SDS + H,SO, + Na,SO, + H,O 068 049 0'54
M + H,SO, + SDS + TINO, + Na,SO, + H,0  0'69 0'50 053
TINO; + SDS + Na,SO, + M + H,S0, + H,O 068 0'51 0'57
SDS + Na,SO, + M + TINO, + H,SO, + H,O 068 0’50 0'S5
TINO, + M + H,SO, + Na,SO, + SDS + H,0O 069 049 055
Na,S0, + H,SO, + SDS + M + TINO, + H,O 067 048 0'56

FeN Nexcrem 296/464 nm, tye 200/2000 ps, rendijas,, ., 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 1000 V.

P Nexcrem 358/552 nm, ty, 200/2000 ps, rendijas,e, 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 1000 V.
BaA Nexcrem 292/610 nm, tyg 3000/2000 ps, rendijase,en 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 1000 V.

No se observaron diferencias significativas entre los distintos 6rdenes de adicion

probados, por lo que se mantuvo el orden de adicion hasta ahora utilizado y que fue:

M + SDS + TINO; + Na,SO; + H,SO, + H,0

3.5. Influencia de la temperatura.

Se estudif el efecto de la temperatura sobre la intensidad de fosforescencia emitida
por los tres analitos; la experiencia desarrollada se refleja en la Figura n° II-16. Para ello,
se llevd a cabo el siguiente procedimiento operatorio: Se prepara una disolucion
conteniendo 40 ul de una disolucion madre 2'4-10* M en Fenantreno y Benz[a]antraceno
y 3'6:10* M en Fluoranteno en n-heptano/1-butanol/SDS, 670 ul de SDS 0'5 M, 1000 pl
de TINO; 0’25 M, 526 pl de Na,SO;0'I M'y 806 ul de H,SO,0'02 M enrasando con agua
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destilada hasta 10 mi; se introducen 1'5 ml de la misma en una cubeta de medida,
variando la temperatura del bafio termostdtico desde 10 a 45 °C a intervalos de 5 °C
midiendo la intensidad de fosforescencia a las siguientes condiciones instrumentales: N ,./en
296/464 nm y t,,, 200/2000 ps para el Fen, N, ., 358/552 nm y t,,, 200/2000 ps para el
Flt, N pe/em 292/610 nm y t,,, 3000/2000 ps para el BaA con rendijas ./, 16/1 6 nm, m.p.f.
5 ms y sensibilidad 1000 V en los tres casos.

| —
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Figura n°® I1-16.- Influencia de la temperatura. [Fen] 170 ng/ml, [Flt] 290
ng/ml y [BaA] 220 ng/ml, [SDS] 3'35:10° M, [TINO,]
2'50-10° M, [Na,SO,] 5'27-10° M y [H,SO] 1'61-10° M.

Para los tres analitos se observa una disminucién en la intensidad de fosforescencia
al aumentar la temperatura, ya que se incrementa la energia interna de las moléculas
favoreciendo las desactivaciones por choques intermoleculares. Siendo conveniente la
termostatizacion de la célula de medida. Se opt6 por termostatizar a una temperatura

cercana a la temperatura ambiente (25 °C).

Temperatura 25 °C
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3.6. Estabilidad con el tiempo.

Para llevar a cabo esta experiencia se siguié el procedimiento operatorio del
apartado anterior fijando la temperatura a 25°C. Este estudio es el que se muestra en la
Figura n° II-17, donde se observa que, tras un pequefio tiempo de aproximadamente 2
minutos para el caso del Fen y del BaA y de 6 minutos para el Flt, la sefial permanece

estable al menos durante una hora, tiempo suficiente para realizar la medidas analiticas.

0,8

et D A —

0,4 —

0,3 —

0,2 —

Intensidad de fosforescencia relativa

—Fen  Fit -- BaA

o=l i

0 - T T T T T T T T T

T T
o 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Tiempo (min)

Figura n° II-17.- Estabilidad con el tiempo. [Fen] 170 ng/ml, [Flt] 290 ng/ml
y [BaA] 220 ng/ml, [SDS] 3'35-10° M, [TINO,] 2'50-10° M,
[Na,S0,] 5'27-10° M y [H,SO,] 1'61-10° M.

3.7. Influencia de la concentracion de analito.

Para determinar de una forma precisa cual es el rango dindmico lineal donde se
puede desarrollar el método es necesario el estudio de la influencia de la concentracién de

analito sobre el sistema en esas condiciones de trabajo.

Se llevé a cabo la siguiente metodologia: a distintas alicuotas de una disolucion
madre de Fen, Fit o BaA 2'4-10* M en n-heptano/l-butanol/SDS, se les ariaden 670 ul
de SDS 0'5 M, 1000 pl de TINO, 0'25 M, 526 pl de Na,SO; 0'1 My 806 pl de H,SO,

0'02 M, enrasando con agua destilada hasta 10 ml de forma que la concentracion de
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analito variara entre 0 a 510 ng/ml para el Fen, entre 0 a 870 ng/ml para el Flt y entre
0 a 660 ng/ml para el BaA. De estas muestras se introducen 1'5 ml en la cubeta de
medida, y se mide la intensidad de fosforescencia a las condiciones instrumentales propias
de cada analito: N, 296/464 nm 'y t,, 200/2000 us para el Fen, N, /., 358/552 nm 'y
1y, 200/2000 ps para el Flt, Nem 292/610 nm y t,, 3000/2000 ps para el BaA con
rendijas,,,,,, 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 1000 V en los tres casos.

La representacion grafica de este estudio se refleja en la Figura II-18. Existen, para
los tres analitos, un amplio rango de concentracién donde la respuesta varia linealmente
con la concentracion, este rango comprende de 0 a 340 ng/ml para el Fen, entre 0 a 680
ng/ml para el Flt y entre 0 a 440 ng/ml para el BaA, observindose la mayor variacion de

la intensidad de fosforescencia con la concentracion para el Fen y la menor para el Flt.

Rango dindmico lineal

Fen: 0-340 ng/ml
Flt: 0-680 ng/ml
BaA: 0-440 ng/ml
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Figura n° I1-18.- Estudio de la influencia de la concentracién de Fen (—), Flt
(---) y BaA (). [SDS] 3'35:10° M, [TINO,] 2'50-10° M,
[Na,S0,] 5'27-10° M y [H,SO ] 1'61-10° M.

197



Fluoranteno, Fenantreno y Benz[aJantraceno

4. Seleccion de otros parametros instrumentales.
4.1. Optimizacion del minimo periodo de flash.

La existencia de una cinética en la obtencién de sefial fosforescente, influenciada
por la luz, convierte al pulso de la lampara en una variable instrumental a optimizar. Se
siguid el siguiente procedimiento: Se prepararon tres disoluciones adicionando a 50 ul de
una disolucion madre 2'410* M en Fen 'y BaA y 3'6:10* M en Flit en n-heptano/I-
butanol/SDS, 670 ul de SDS 0'5 M, 1000 pul de TINO, 0'25 M, 526 ul de Na,SO, 0'1 M
y 806 pl de H,SO, 0'02 M enrasando con agua destilada hasta 10 ml. A estas muestras
se les registraron las curvas de desarrollo de la fosforescencia en funcion del tiempo
variando el pulso de la ldmpara entre 5 ms (velocidad mdxima de pulso) y 30 ms,

estableciendo el tiempo al cual se producia la estabilizacion de la sefial.

Los resultados se muestran en la Tabla n° II-16, en la cual se ofrecen los tiempos
de estabilizacion de la sefial para cada uno de los tres analitos, en funcién de la velocidad

del pulso de la lampara.

Tabla n° II-16.- Optimizacion del m.p.f..

m.p.f. Tiempo de estabilizacién (min)
(ms) Fen Flt BaA
5 1 3 1
10 2 5 2
20 3 s 4
30 4 9 5

" Nexciem 296/464 nm, ty, 200/2000 ps, rendijas,e, 16/16 nm y sensibilidad 1000 V.
F Nexciem 358/552 nm, ty, 200/2000 ps, rendijas,,., 16/16 nm y sensibilidad 1000 V.
BaA X 292/610 nm, ty, 3000/2000 ps, rendijas, 16/16 nm y sensibilidad 1000 V.

exc/em exc/em

El tiempo de estabilizacion de las medidas aumenta conforme disminuye la
velocidad de pulso (es decir, cuando el m.p.f. aumenta) manteniéndose constante la
intensidad de fosforescencia. Se puede concluir que la velocidad de pulso 6ptima sera, por

tanto, la mas rapida posible.

m.p.f. 5 ms
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4.2. Optimizacion de la longitud de onda de excitacion.

La longitud de onda de excitacién influye sobre el tiempo de estabilizacion de las
medidas. Tres muestras de los HAP en estudio preparadas siguiendo el procedimiento
descrito en el apartado anterior, permiten registrar la variacién de la intensidad de
fosforescencia con el tiempo, y comparar los tiempos de estabilizacion para distintas
longitudes de onda de excitacion. Los resultados obtenidos de tiempo de estabilizacion en

funcion de la longitud de excitacién empleada, se resumen en la Tabla n° II-17.

El Fluoranteno posee dos maximos de excitacion a 290 y 352 nm, absorbiendo en
una amplia zona del espectro, lo que permite el estudio de la influencia de la A, desde
280 nm hasta 360 nm. Para los otros dos analitos (Fenantreno y Benz[a]antraceno) la zona

de estudio es mucho mas reducida.

Tabla n° II-17.- Optimizacion de la \,,..

Nexc Tiempo de estabilizacion (min)

(nm) Fen Flt BaA

280 1’S 1’5 1’5

290 2'0 2'0 2'0

300 3'0 3'0 3'0

310 50 4'5 4'0

320 - 5'0 -

330 - 6'0 -

340 - 7'0 -

350 - 8'0 -

360 - 9'0 -
P Nexcrem 296/464 nm, tyg 200/2000 ps, rendijas,,., 16/16 nm y sensibilidad 1000 V.
P Nexcrem 358/552 nm, ty, 200/2000 ps, rendijase e, 16/16 nm y sensibilidad 1000 V.

BaA Nexcrem 292/610 nm, ty, 3000/2000 us, rendijas...n 16/16 nm y sensibilidad 1000 V.

De esta tabla se deduce que a medida que aumenta la longitud de onda de
excitacion, y por tanto, se trata de longitudes de onda menos energéticas, se requiere un
tiempo mayor para llevar a cabo la cinética de desoxigenacion, por lo que conviene

emplear longitudes de onda mas cortas.

Aexe 290 nm

(244
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5. Estudio de los parémetros analiticos.

Antes de establecer las distintas rectas de calibrado para los tres analitos en estudio,
es necesario determinar la interdependencia de las sefiales analiticas generadas por los tres
compuestos independientemente y como composicion de una mezcla. A partir de este
estudio se determina la posibilidad de realizar una cuantificaciéon directa de los analitos,
a partir de su espectro asincrénico, o bien, la necesidad de derivar para conseguir sefiales

analiticas independientes, si la influencia de uno en otro es significativa.

5.1. Estudio de la interdependencia de las sefiales analiticas.

En primer lugar, se prepararon cuatro muestras conteniendo la primera 170 ng/ml
de Fen, la segunda 290 ng/ml de Flt, la tercera 220 ng/ml de BaA y la cuarta la suma de
las tres; a las cuales se les afiadié 670 ul de SDS 0'5 M, 1000 ul de TINO, 0'25 M, 526
pl de Na,SO,; 0'1 My 806 ul de H,SO, 0'02 M enrasando hasta 10 ml con agua destilada.
Posteriormente se registraron los espectros correspondientes siguiendo la ruta ya
optimizada anteriormente y cuyas coordenadas son: 250/440 nm, 400/535 nm, 230/604
nm y 400/620 nm, con rendijas de excitacion y emision de 16/16 nm, m.p.f. de 5 ms,
sensibilidad 1000 V y ty, 200/2000 us para los dos primeros tramos de la ruta y
3000/2000 us para el tercer tramo de la ruta.

En la Figura II-19 se muestran dichos espectros en los que puede observarse el

maximo de emisién de cada uno de los analitos a los siguientes valores:

A : 294/464 nm para Fen, 358/552 nm para Flt y 292/610 nm para BaA

exc/em*

asi como el espectro de la mezcla, comprobando que éste es practicamente la suma de los

espectros individuales.

La ruta utilizada permite la determinacion directa de cada uno de los analitos sin
necesidad de derivar. En la Tabla n° II-18 se muestran las medidas de intensidad de
fosforescencia correspondientes a cada uno de los analitos, tanto en sus espectros
individuales como en el correspondiente a la mezcla, asi como los errores relativos de

unas medidas respecto a otras.
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Tabla n® II-18.- Interdependencia de las seriales analiticas.

Fenantreno Fluoranteno Benz[a]antraceno
I individual 0'680 0’482 0’561
Iz,s mezcla 0'672 0'464 0'586
% de error relativo -12 -1'8 2'5

Los errores obtenidos son admisibles por lo que no se intenté la mejora de los
resultados por derivacion. Para derivar se debe registrar el espectro en cada caso, lo que
dificulta el método, por lo que se optd por el registro de la intensidad de fosforescencia

a las longitudes de onda de medida.

5.2. Procedimiento operatorio.

En un matraz de 10 ml se colocan alicuotas de una disolucion 2'4-10% M en
Fenantreno, Fluoranteno o Benz[a]antraceno en n-heptano/1-butanol/SDS de forma que
la concentracion de éstos variase entre 0y 255 ng/ml, entre 0y 580 ng/mly entre 0y 440
ng/ml, respectivamente para cada analito. Se adicionan 670 ul de SDS 0'5 M, 1000 pl de
TINO; 0'25 M, 526 pl de Na,SO; 0'1 My 806 ul de H,SO,0'02 M y se enrasa con agua
destilada. De esta disolucion asi preparada se adicionan 1'5 ml dentro de la cubeta de
medida y se irradia la disolucion con una ldmpara de pulso con un periodo de 5 ms a la
longitud de onda de excitacion 296 nm, 358 nm 'y 292 nm para cada uno de los analitos
respectivamente y rendijas de excitacion y emision de 16/16 nm. La fosforescencia se mide
a los 2 minutos (6 minutos para el Fluoranteno) después de empezar a irradiar a una
longitud de onda de emision de 464 nm, 552 nm y 610 nm para el Fen, Fit y BaA
respectivamente con un m.p.f. de 5 ms, t, de 200 us (excepto para el BaA que es de 3000
us),t, de 2000 ps 'y un voltaje en el detector de 1000 V.

5.3. Rectas de calibrado.

Se han establecido dos rectas de calibrado para cada analito, con objeto de
comprobar la independencia entre las sefiales analiticas de los tres HAP, de muestras que
contenian cantidades crecientes de uno de los HAP, en ausencia y presencia de

concentraciones intermedias de los otros dos.

202

oGt acsSootcecscacsiotosssstcscancscacccsscsscnassascsaassasccscnsacaasane



0800600000000 0C0 Q200002200000 OCCRIOOECRIRICGOITSCOCGEOOICGOIOOITORTONTRPOPNCOIONECOROOOYYTS

Capitulo 11

a) Rectas de calibrado individuales.

Se prepararon tres series de cinco disoluciones cada una de ellas, en cada una de
los cuales se introdujeron voliimenes crecientes de disolucion de Fen, Fit y BaA 2'4-10*
M en n-heptano/I1-butanol/SDS de forma que las concentraciones variaran entre 0y 255
ng/ml, entre 0'y 580 ng/ml 'y entre 0y 440 ng/ml, respectivamente para cada analito.
Seguidamente, se les afiadié 670 pl de SDS 0'5 M, 1000 pl de TINO; 0'25 M, 526 pl de
Na,SO; 0'1 My 806 ul de H,SO, 0'02 M enrasando con agua destilada hasta 10 ml.

Las condiciones operatorias fueron: Coordenadas de la ruta 250/440 nm, 400/535
nm, 230/604 nm y 400/620 nm, rendijas de excitacion y emisién 16/16 nm, m.p.f. 5 ms,
sensibilidad 1000 V y-t,, 200/2000 ps para los dos primeros tramos de la ruta y
3000/2000 ps para el tercer tramo de la ruta. En las Figuras n° II-20, II-21 y II-22, se

recogen los espectros obtenidos.

Se comprueba observando las figuras correspondientes a los calibrados de los tres
analitos en estudio, que a las condiciones instrumentales elegidas, ninguno posee
interferencia espectral sobre los otros dos, por lo que se concluye que es posible la

resolucion de esta mezcla a concentraciones dentro de los rangos lineales establecidos.
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Figura n° I1-20.- Calibrado correspondiente al Fen. (1) 0, (2) 85, (3) 170, (4) 255
y (5) 340 ng/ml.

203



Fluoranteno, Fenantreno y Benz[aJantraceno

204

Excitacien (nm)
250 400 230 400

142

0,8 —

0,6 —

0,4 —

9,2~

Intensidad de fosforescencia relativa

= —— o T T oS
440 460 480 500 520 540 560 580 600 620
Emisien (nm)

Figura n° II-21.- Calibrado correspondiente al Flt. (1) 0, (2) 145, (3) 290, (4)
435y (5) 580 ng/mi.
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Figura n° II-22.- Calibrado correspondiente al BaA. (1) 0, (2) 110, (3) 220, (4)
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Las medidas de intensidad de fosforescencia obtenidas para cada punto de las rectas
de calibrado correspondientes a cada uno de los analitos se recogen en las Tablas n° II-19,
I1-20 y II-21.

Tabla n° I1-19.- Réplicas correspondientes al calibrado del Fen.

ng/ml Trost. Trost. Trost.
0 0'038 0'045 0'039
85 0'360 0’380 0’383
170 0'678 0'686 0’681
255 1'012 1'032 1'001
340 1'324 1'331 1'353

Tabla n° I1-20.- Réplicas correspondientes al calibrado del Flt.

ng/ml Trost. Tpost. Yrosr
0 0'027 0'034 0'031
145 0'279 0'262 0'255
290 0’485 0'489 0495
435 0720 0695 0’730
680 0'935 0'960 0'950

Tabla n® II-21.- Réplicas correspondientes al calibrado del BaA.

ng/ml Trost. Trost. Tpost.
0 0'034 0’030 0'031
110 0295 0’310 0'287
220 0'555 0'560 0’550
330 0'790 0'800 0’810
440 1'040 1'051 1'070

Los datos estadisticos obtenidos para las tres rectas en estudio, se resumen en la
Tabla n° II-22.
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Tabla n® II-22.- Datos estadisticos de las rectas de calibrado.

Dato estadistico Fen Flt BaA
Ordenada en el origen (a) 0'043 0’033 0'038
Desviacion estandar (s,) 0'0052 0’0047 0'0046
Desviacion estandar relativa (DER(a)) (%) 11'95 14'39 12"12
Pendiente (b) 0’0038 0’0016 0’0023
Desviacion estandar (s,) 0’00001 0’00001 0’00001
Desviacion estandar relativa (DER(b)) (%) 065 0'84 0'74
Desviacion estdndar de regresion (Sg ) 0’0116 0'0106 0'0103
Coeficiente de correlacion (r) 0'9997 0’9995 0'9996
Coeficiente de determinacién (%) (%) 99'94 9991 99'93
g ‘ 0’0002 0'0003 0’0003

b) Rectas de calibrado en mezclas.

La concentracion constante fijada para cada uno de los tres analitos ha sido de 170
ng/ml para el Fenantreno, 290 ng/ml para el Fluoranteno y 220 ng/ml para el
Benz[a]antraceno. Se han construido asi tres rectas de calibrado, variando la concentracion
de uno de los analitos dentro del rango dindmico lineal de cada uno de ellos y manteniendo
constantes las concentraciones correspondientes a los otros dos. Las condiciones
instrumentales a las cuales se han llevado a cabo son las indicadas en el procedimiento
operatorio. En la Tabla n° II-23 se muestran las funciones de calibrado obtenidas para

cada caso.

Tabla n° II-23.- Funciones de calibrado para las mezclas.

Analito a b r

Fenantreno 0’042 0’0037 0’999
Fluoranteno 0’033 0’0015 0999
Benz[a]antraceno 0’037 00022 0999

En esta Tabla se observa que tanto la ordenada en el origen como la pendiente
permanecen practicamente inalterables dentro del error experimental, manteniendo una

buena linealidad.
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5.4. Pardmetros de fiabilidad.

Los parametros de fiabilidad del método: linealidad, sensibilidad, precision y

desviaciones estindar se muestran en la Tabla n° II-24.

Tabla n° II-24- Desviaciones estdndar en funcion del calibrado.

ng/ml de analito S,

Fen Fit BaA Fen Fit BaA
0 0 0 2223 4'898 3215
85 145 110 1'998 4'404 2'939
170 290 220 1'923 4237 2'827

255 435 330 2'003 4'405 2'941
340 580 440 2'221 4'897 3260

limites de deteccién y determinacién han sido establecidos mediante el modelo de
regresién lineal a partir del conjunto de datos de la experiencia del calibrado. La
sensibilidad analitica, asi como la linealidad son establecidas mediante €l uso de los datos
derivados del calibrado, reflejados en las Tablas n° II-19, II-20 y II-21. Para la obtencion
de los limites de deteccién y cuantificacién y de la precisién del método, son necesarios
los datos relativos a la desviacién estindar tanto de los blancos como de los patrones

usados para establecer las rectas de calibrado, respectivamente. Los datos de dichas

La estimacién de todos los parametros caracteristicos del método, calculados a

Tabla n° II-25.- Pardmetros de fiabilidad.

partir del modelo de analisis de la regresion se reflejan en la Tabla n°® II-25.

Parametro Fen Flt BaA
Linealidad (1-DER(b) %) 99’35 99'16 9926
Sensibilidad analitica (ng/ml) 3'04 6'70 4'47
Limite de detecciéon (ng/ml) 6'67 14’70 9'83
Limite de cuantificacién (ng/ml) 22'23 48'98 32773
Rango dinidmico lineal (ng/ml) 22'23-340 48'98-580 32'75-440

Precision (DER %) 85 ng/ml 2'29
170 ng/ml 1'15
255 ng/ml 0'78
340 ng/ml 0’65

145 ng/ml 2'98
290 ng/ml 1'46
435 ng/ml 1'02
580 ng/ml 084

110 ng/ml 2'63
220 ng/ml 1'27
330 ng/ml 0’89
440 ng/ml 0'74
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Mediante la representacion gréfica de los valores de precision para cada uno de los
valores de concentracién del calibrado, es posible por interpolacién, estimar la DER (%)

para cualquier valor de concentracién dentro del rango lineal.

5.5. Estudio de interferencias.

Se llevo a cabo el analisis de la influencia ejercida por la presencia de otros HAP

sobre la determinacién de los analitos de interés mediante el método propuesto.

Para llevar a cabo dicho estudio se ha preparado una muestra para cada
interferente que contenia 170 ng/ml de Fenantreno, 290 ng/ml de Fluoranteno y 220 ng/ml
de Benz[a]antraceno junto con una cierta cantidad de interferente, y a la cual se le afiaden
670 ul de SDS 0'5 M, 1000 pl de TINO; 0'25 M, 526 ul de Na,SO, 0'1 My 806 ul de
H,50,0'02 M enrasando con agua hasta 10 ml. Se registré la intensidad de fosforescencia
a las condiciones instrumentales indicadas al pie de la correspondiente Tabla, estableciendo
el nivel de tolerancia para cada especie. En la Tabla n°® II-26 se resumen los datos de

tolerancia para las distintas especies ensayadas.

Tabla n° 1I-26.- Nivel de tolerancia de especies extranias.

Interferente Nivel de tolerancia (ng/ml)

Fen Flt BaA
Fluoreno 500 500 330
Pireno 2000 2000 400
Naftaleno 400 30000 30000
Acenafteno 600 740 37000
Antraceno 1000 800 350

" Nexcrem 296/464 nm, ty, 200/2000 ps, rendijas,em 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sens. 1000 V.
™ Nexcrem 358/552 nm, ty, 200/2000 ps, rendijaseem 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sens. 1000 V.
B2A Nexcrem 292/610 nm, ty, 3000/2000 ps, rendijas,,c/em 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sens. 1000 V.

De esta tabla se deduce que en todos los casos hay una buena tolerancia de las
especies ensayadas con relaciones, en algunos casos, del orden de 100 veces. El nivel de
tolerancia para cada compuesto depende de la localizacion espectral y del valor de la vida

media del interferente frente a dicho compuesto.

208



0008000900000 00030000000000OCGOCGROONONCGOINGCGOTOSOOONOOOOOTONONONTONOSOINCGEOYOYS

Capitulo 11

6. Aplicaciones.

El método propuesto se ha aplicado a la determinacion simultinea de Fenantreno,

Fluoranteno y Benz[a]antraceno en mezclas sintéticas y muestras naturales.

6.1. Resolucion de muestras sintéticas.

Se llevd a cabo la determinacién conjunta de los tres HAP para distintas
proporciones en mezclas de ellos, al objeto de comprobar la validez del método propuesto.
Para todas ellas se ha seguido el mismo procedimiento: en un matraz de 10 ml se afiaden
los voliimenes necesarios de microemulsion de Fen, Flt y BaA para que la concentracion
final de los mismos entre dentro del rango lineal, a continuacion se le afiaden 670 pl de
SDS 0'5 M, 1000 pl de TINO; 0’25 M, 526 ul de Na,SO; 0'1 My 806 pl de H,SO, 0’02
M enrasando con agua. Se mide la intensidad de fosforescencia a las \,,,,,, de 296/464
nm, 358/552 nmy 292/610 nm, correspondientes a Fen, Flt y BaA respectivamente en el
espectro asincrénico de dngulo variable, calculandose la concentracion encontrada, para
cada una de las especies en estudio, mediante interpolacion en la correspondiente funcion
de calibrado y el error en cada determinaciéon. En la Tabla n° II-27, se resumen los

resultados obtenidos.

Tabla n° I1-27.- Estudio de recuperacion en muestras sintéticas.

Concentracion adicionada Concentracion encontrada Recuperacion
(ng/ml) (ng/ml) (%)

Fen Fit BaA Fen Fit BaA Fen Flt BaA
85 580 110 82 565 108 9'5 97'4 982
85 290 220 80 275 212 94'1l 94’8 964
170 145 330 164 142 314 9'5 98'0 952
170 435 440 163 420 424 9'3 96'6 964
255 145 110 246 137 104 96’5 94'S 94'5
255 290 220 239 269 211 93'8 92'8 959
340 580 330 329 562 312 9'8 96'9 94'5
340 435 440 324 424 418 95'3 97'5 950

PN Nexcrem 296/464 nm, ty,, 200/2000 ps, rendijase,em 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sens. 1000 V.
' Nexcrem 358/552 nm, ty, 200/2000 ps, rendijaseciem 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sens. 1000 V.
BaA N exerem 292/610 nm, ty, 3000/2000 ps, rendijase.em 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sens. 1000 V.
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En todos los casos estudiados las recuperaciones obtenidas varian entre 90-100 %;
el hecho de que éstas no superen el 100 % se debe a la desactivaciéon fosforescente
originada por la elevada concentracion de moléculas en el corazén micelar. Los resultados
obtenidos van a permitir la aplicacién del método analitico a la determinacion de Fen, Flt
y BaA en matrices complejas, en las que pueden llegar a encontrarse a los niveles de

concentracion que abarca el método, como son muestras de café tostado.

6.2. Muestras de café.

a) Método analitico y resultados.

Como método analitico se ha empleado el de la curva de calibrado con adicién de
patrén. A una muestra de 5 g de café Nescafé descafeinado se le adicionan 15 ml de
ciclohexano y se introduce en un bario de ultrasonidos durante 30 minutos. La muestra se
filtra y se lava con 5 ml de ciclohexano, recogiendo el extracto, siendo éste la disolucion
de muestra. Para la obtencion de las curvas de calibrado, se preparo una serie de 5
muestras en matraces de 10 ml, para ello se adicionan 200 ul de disolucién problema
evaporando el ciclohexano mediante el paso de N,, posteriormente se adiciona la cantidad
suficiente de una disolucion patron (2'4-10° M en Fenantreno y Benz[a]antraceno y
3'6:'10* M en Fluoranteno) para que los valores de la concentracion de analito estén
dentro del rango lineal del método propuesto. Las condiciones instrumentales a las cuales
se efectiian las medidas son las indicadas en el procedimiento operatorio. El contenido de

las cinco muestras preparadas se detalla en la Tabla n° II-28.

Tabla n° II-28.- Curvas de adicion de patrén.

pl patrén ul muestra ng/ml de HAP
Fen Flt BaA
20 200 85 145 110
40 200 170 290 220
60 200 255 435 330
80 200 340 580 440

Una vez seguido el procedimiento anteriormente descrito, de la medida de las
intensidades de fosforescencia correspondientes se obtuvieron la siguientes rectas de

calibrado que se muestran en la Tabla n° II-29.
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Tabla n° I1-29.- Funciones de calibrado para las mezclas.

Analito a b r
Fenantreno 0’050 0’0035 0’998
Fluoranteno 0’038 0’0017 0’997

Benz[a]antraceno 0’040 0’0024 0998

El hecho de que los valores de ordenada en el origen y pendiente no se hayan
modificado significativamente indican que las concentraciones de los analitos en la muestra
problema estin por debajo del limite de deteccion del método propuesto, asi como que

existe ausencia de efecto matriz.

b) Estudio de recuperacion.

Para comprobar la exactitud del método propuesto se ha realizado un estudio de
recuperacion. Para ello, a una muestra de 5 g de café Nescafé descafeinado se le
adicionan distintas cantidades de los analitos en estudio de forma que su concentracion
entre dentro del rango lineal del método propuesto en cada caso. A la muestra de esta
forma preparada se le adicionan 15 ml de ciclohexano y se introduce en un bafio de
ultrasonidos durante 30 minutos. La muestra se filtra y se lava con 5 ml de ciclohexano,
recogiendo el extracto. A 200 pl de esta disolucion se le evapora el ciclohexano mediante
el paso de N,, después se le ariaden 40 ul de microemulsion n-heptano/1-butanol/SDS, 670
pl de SDS 0'5 M, 1000 pl de TINO, 0'25 M, 526 pl de Na,SO; 0'1 My 806 pl de H,SO,
0'02 M enrasando hasta 10 ml con agua destilada. Las condiciones instrumentales a las
cuales son llevadas a cabo las medidas de fosforescencia son las indicadas en el

Procedimiento operatorio.

Los valores correspondientes a la intensidad de fosforescencia se interpolan en las
funciones de calibrado de la experiencia anterior obteniéndose los resultados que se

muestran en la Tabla n° II-30.

En todos los casos ensayados se obtienen porcentajes de recuperacion comprendidos
entre 90-100 % no superando en ninglin caso este valor y no existiendo diferencias

significativas entre los tres compuestos analizados.
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Tabla n° II-30.- Estudio de recuperacion en muestras de café.

Concentracion adicionada Concentracién encontrada Recuperacion
(ng/ml) (ng/ml) (%)

Fen Flt BaA Fen Flt BaA Fen FIlt BaA

85 580 110 78 555 101 91'8 95'7 91’8

85 290 220 79 270 207 92'9 93’8 93'l
170 145 330 162 139 310 95'3 95'9 93’9
170 435 440 160 415 414 94'1 95'4 93'1
253 145 110 242 134 104 94'9 92'4 93’6
255 290 220 238 270 207 92'3 93’3 93'1
340 580 330 329 560 310 9%'8 96’6 93'9
340 435" 440 321 414 408 94'4 93’8 954

0 Nexcrem 296/464 nm, ty, 200/2000 ps, rendijas,,ee, 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sens. 1000 V.
™ Nexcrem 358/552 nm, 1y, 200/2000 ps, rendijas, /e 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sens. 1000 V.
B4 Nexcrem 292/610 nm, tyy 3000/2000 ps, rendijas. e, 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sens. 1000 V.

Por ello, se puede deducir que la determinacion espectrofosforimétrica conjunta de
Fen, Flt y BaA mediante barrido asincrénico es viable en muestras de café tostado,

siguiendo la metodologia propuesta.
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1. Caracteristicas espectroscopicas.

Se procedi6 a la seleccion de cinco hidrocarburos arométicos policiclicos,
Acenafteno (Ace), Fluoranteno (FlIt), Pireno (Pir), Benz[a]antraceno (BaA) vy
Benzo[a]pireno (BaP), sobre los cuales se ha propuesto un método conjunto de analisis

fosforimétrico empleando el barrido sincrénico de 4ngulo variable como técnica resolutiva.

1.1. Caracteristicas fluorescentes.

En primer lugar, se registraron los espectros de fluorescencia total de los cinco
HAP indicados anteriormente. Para ello, se prepararon una serie de muestras, conteniendo
distintas cantidades de HAP de forma que fueran isofluorescentes, siguiendo el siguiente
procedimiento: Se preparé una disolucion madre afiadiendo a 100 pl de una disolucion
2'4-10* M de cada uno de los HAP estudiados en n-heptano, 100 ul de 1-butanol y
enrasando hasta 10 ml con SDS 0'5 M. A distintas alicuotas de disolucion madre de HAP
2'4-10° M (100 ul de Ace, 100 pl de Fit, 50 ul de Pir, 80 ul de BaA 'y 40 pl de BaP) se
les ariadié 600 pl de SDS 0'5 M enrasando hasta 10 ml con agua destilada. De esta
forma, la concentracion final de cada HAP fue: 370 ng/ml para Ace, 485 ng/ml para Flt,
243 ng/ml para Pir, 438 ng/ml para BaA y 242 ng/ml para BaP. A las muestras asi
preparadas, se les registr6 el espectro en las siguientes condiciones instrumentales:
Excitacion 250-325 nm para Ace, 250-400 nm para Flt, Pir y BaA y 250-450 nm para
BaP, emision 300-400 nm para Ace, 400-600 nm para Flt y 350-500 nm para Pir, BaA 'y
BaP, velocidad de barrido de 6 nm/s, paso de monocromador 2y 5 nm para el de emision
y excitacion respectivamente, rendijas de excitacion y emision 4/4 nm 'y sensibilidad 525
V. Los méaximos espectrales fluorescentes para Ace, Flt, Pir, BaA y BaP se situan, a
300/322, 360/455, 335/394, 290/390 y 390/406 nm, respectivamente.

1.2. Caracteristicas fosforescentes.

Se procedié al registro de los espectros de fosforescencia total de los cinco HAP
en estudio. Para ello se prepararon una serie de muestras, de forma que fuesen
isofosforescentes, siguiendo el siguiente procedimiento: A4 distintas alicuotas de disolucion
madre de HAP 2'4-10* M (42 ul de Ace, 100 pl de Flt, 75 ul de Pir, 48 pl de BaA'y 300
ul de BaP) se les ariadié 600 ul de SDS 0'5 M, 1000 pl de TINO; 0'25 M, 500 pl de
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Na,S0O; 0'1 My 800 pul de H,SO, 0'02 M enrasando hasta 10 ml con agua destilada. La
concentracion final para cada HAP fue 155 ng/ml para Ace, 485 ng/ml para Flt, 365
ng/ml para Pir, 263 ng/ml para BaA y 1815 ng/ml para BaP. A estas muestras asi
preparadas, se les registr6 el espectro en las siguientes condiciones instrumentales:
Excitacion 250-350 nm para Ace, 250-425 nm para Fit y BaP y 250-400 nm para Pir y
BaA, emision 400-700 nm para Ace, 500-700 nm para Flt, 500-800 nm para Pir y BaA y
450-800 nm para BaP, velocidad de barrido 6 nm/s, paso de monocromador 2y 5 nm
para emision y excitacion respectivamente, rendijas de excitacion y emision 16/16 nm,
sensibilidad de 1000 V, t, 200 ps y t, 2000 ps. Los maximos espectrales fosforescentes
para Ace, Flt, Pir, BaA y BaP se sitiian, a 294/594, 358/552, 336/596, 292/610 y 385/695

nm, respectivamente ‘

1.2.1. Curvas de decaimiento.

Se llevd a cabo el registro de las curvas de decaimiento de los cinco HAP en
estudio, procediendo de forma similar a la antes mencionada: A distintas alicuotas de
disolucion madre de HAP 2'4-10* M (42 pl de Ace, 100 ul de Flt, 75 pl de Pir, 48 ul de
BaA y 300 ul de BaP) se les ariadié 600 ul de SDS 0'5 M, 1000 pl de TINO, 0'25 M, 500
pl de Na,SO, 0'1 My 800 ul de H,SO, 0'02 M enrasando hasta 10 ml con agua destilada.
A las muestras preparadas de la forma anteriormente descrita se les registré la curva de
decaimiento fosforescente a las siguientes condiciones instrumentales: Longitud de onda
mdxima para cada HAP (298/524 nm para Ace, 358/552 nm para Flt, 336/596 nm para
Pir, 292/610 nm para BaA y 385/695 nm para BaP), barrido desde 0 ms hasta 5 ms para
Ace y Flt, hasta 15 ms para BaA y BaP y hasta 30 ms para Pir, resolucion 50 us,
repeticiones 100, rendijas de excitacion y emision 16/16 nm y sensibilidad de 1000 V.
Registradas las curvas de decaimiento, se calculan mediante ajuste a una curva
exponencial, los pardmetros vida media, que para los cinco HAP tienen un valor de: 1015

us para Ace, 1097 us para Flt, 6825 us para Pir, 3017 us para BaA y 2628 us para BaP.

Estas tres caracteristicas luminiscentes, espectro de fluorescencia total, espectro de
fosforescencia total y curva de decaimiento fosforescente se muestran para el Acenafteno,
Fluoranteno, Pireno, Benz[a]antraceno y Benzo[a]pireno en las Figuras n° III-1, III-2, III-

3, III-4 y III-5, respectivamente.
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Figura n° III-1.- Espectros de fluorescencia total (a), fosforescencia total (b) y curva
de decaimiento fosforescente (c) del Ace. (a) [Ace] 370 ng/ml, [SDS]
3'00-10° M; (b) y (c) [Ace] 155 ng/ml, [SDS] 3'00-10° M, [TINO,]

2'50-10* M, [Na,SO,] 5'00-10° M y [H,SO,] 1'60-10° M
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de decaimiento fosforescente (c) del BaA. (a) [BaA] 438 ng/ml, [SDS]
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De igual forma, se procedio al registro del espectro de fosforescencia total, en las
mismas condiciones instrumentales, de una muestra conteniendo a los cinco compuestos
en estudio. Para ello, a una alicuota de 100 pl de disoluciéon madre de Ace, Flt, Pir, BaA
y BaP 2'4-10* M en n-heptano/I-butanol/SDS, se le afiaden 600 pl de SDS 0'5 M, 1000
ul de TINO, 0'25 M, 500 pl de Na,SO,; 0'1 M y 800 pl de H,SO,0'02 M, enrasando hasta
10 ml con agua destilada. El espectro de fosforescencia total junto con el correspondiente

mapa de contorno se muestra en la Figura n° III-6.

1.3. Comparacion entre la fluorescencia y la fosforescencia.
1.3.1. Contornos fluorescentes.

Se procedié a la comparacion de los mapas de contorno de los espectros de
fluorescencia total de los cinco HAP (véase Figura n° III-7). Se observa que no es posible
la identificacion y cuantificacion de su mezcla a través de medidas de fluorescencia debido
al gran solapamiento espectral que existe entre estos compuestos. Ademds comparando
dichos contornos de dos en dos, se comprueba que:

- Acenafteno: Es posible la determinacién en su méaximo espectral (300/322

nm), ya que no existe solapamiento espectral con los otros compuestos estudiados.

- Fluoranteno: No seria posible la identificacién y cuantificacién en su
maximo espectral, ya que existe solapamiento parcial con Pir, BaA y, sobre todo,

con BaP, debiendo medir a longitudes de onda alejadas del maximo (360/455 nm).

- Pireno: No seria posible su identificacién en su maximo (335/394 nm),

debido al solapamiento espectral con BaA. También le interfieren Fit y BaP.

- Benz[a]antraceno: Seria posible su determinacion en su maximo espectral

(290/390 nm), aunque le interfieren Flt y, sobre todo, BaP.

- Benzo[a]pireno: Se puede determinar en su maximo espectral (390/406 nm)

aunque le interfieren BaA, Pir y Flt.

La gran densidad espectral existente en la region entre 375 y 450 nm para la
longitud de onda de emisidn, da cuenta de la imposibilidad de desarrollo de un método
fluorimétrico para la resolucion de esta mezcla de HAP. Como se indica en la Figura n°

III-7, s6lo Ace no presentaria solapamiento con ninguno de los otros cuatro; Flt y BaP se
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Figura n° III-6.- Espectro de fosforescencia total (a) y mapa de contorno (b) la mezcla

de Ace, Flt, Pir, BaA y BaP. [Ace] 370 ng/ml, [Flt] 485 ng/ml, [Pir]
485 ng/ml, [BaA] 548 ng/ml, [BaP] 606 ng/ml, [SDS] 3'00-10° M,
[TINO,] 2'50-10° M, [Na,SO;] 5'00-10° M y [H,SO] 1'60-10° M.
Ly, 200/2000 ps, m.p.f. 5 ms, rendijas,, ., 16/16 nm y sens. 1000 V.
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ng/ml, [BaA] 438 ng/ml, [BaP] 242 ng/ml y [SDS] 3'00-1 0’ M.



Capitulo 111

podrian determinar en su méximo espectral aunque existe un gran solapamiento espectral
entre ambos y con Pir y BaA; mientras que la determinaci6n de Pir y BaA no seria posible

por el gran solapamiento espectral entre ellos, y especialmente, con Fit y BaP.

1.3.2. Contornos fosforescentes.

Comparando los mapas de contorno de los espectros de fosforescencia total (véase
Figura n° III-8) asi como los valores de vida media anteriormente descritos de los cinco
HAP en estudio, se comprueba que es posible la determinacién de la mezcla mediante
medidas de fosforescencia. Comparando dichos contornos de dos en dos, se comprueba
que: ‘
- Acenafteno: Es posible la identificacién y cuantificacién a uno de sus
méximos espectrales fosforescentes (294/488 nm), puesto que no existe solapamiento

espectral con ningin otro compuesto de la mezcla en dicho maximo.

- Fluoranteno: Se puede determinar a su méaximo de excitacién y emision

fosforescente (358/552 nm), aunque exista solapamiento con Ace, Pir y BaA.

- Pireno: Se puede determinar a su maximo espectral (336/596 nm), ya que
aunque Flt y BaA le interfieren en su méximo de emision fosforescente, la vida
media del Pir (6825 ps) es muy superior a la de los otros dos (1097 us para Flt y
3017 ps para BaA), por lo que su determinacion es posible modificando el parametro

tiempo de decaimiento (ty).

- Benz[a]antraceno: Se podria determinar a su méximo espectral (290/615
nm), ya que al igual que para el Pir, aunque Ace y Flt le interfieren en su maximo
de emision, la vida media del BaA (3017 us) es superior a la de los otros dos (1015
ps para Ace y 1097 us para Flt), por lo que su determinacion es posible modificando
el tiempo de decaimiento. La interferencia de més dificil solucion es la del Pireno,
ya que, aunque es una interferencia parcial, la vida media de éste es mucho mayor

que la del BaA, por lo que se tiene que modificar la longitud de onda de medida.

- Benzo[alpireno: Es posible su determinacién en su maximo espectral
(385/695 nm), puesto que ninguno de los otros cuatro componentes de la mezcla le

interfieren en dicho maximo.
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[TINO,] 2'50-10° M, [Na,SO,] 5'00-10° M y [H,SO] 1'60-10° M.
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Observando la Figura n° III-8, se comprueba, que es posible la determinacién en
su méaximo espectral del Acenafteno, Fluoranteno y Benzo[a]pireno, existiendo un gran
solapamiento espectral por parte de los dos primeros en la region de medida del
Benz[a]antraceno y del Pireno, pero que, debido a las diferencias de vida media existentes
entre estos tultimos y el Acenafteno y el Fluoranteno, es perfectamente viable la
determinacion.

Aunque se intenta demostrar que la fosforescencia es una técnica mas selectiva que
la fluorescencia, es importante no olvidar que ambas son técnicas complementarias que se
podrian aplicar simultineamente a una misma mezcla de analitos. A las condiciones de
fosforescencia establecidas para esta u otra mezcla de HAP, se pueden registrar sefales
de fluorescencia midiendo en el mismo instante del pulso de la ldmpara, obteniendo asi
mayor informacion sobre el sistema que puede servir para la resolucién de ciertas mezclas

complejas.

2. Seleccion de las condiciones de medida y de la ruta.

Para llevar a cabo la optimizacién de los distintos pardmetros instrumentales se van
a preparar seis muestras utilizando los siguientes procedimientos operatorios:

- Muestra Ace: A una alicuota de 100 pl de disolucion madre de Acenafteno
2'4-10* M en n-heptano/1-butanol/SDS, se le afiaden 600 pl de SDS 0'5 M, 1000
ul de TINO, 0'25 M, 500 ul de Na,SO, 0'1 My 800 ul de H,SO,0'02 M, enrasando
hasta 10 ml con agua destilada. La concentracion final de Ace fue de 370 ng/ml.

- Muestra Flt: A una alicuota de 100 ul de disolucion madre de Fluoranteno
2'4-10% M en n-heptano/1-butanol/SDS, se le afiaden 600 ul de SDS 0'5 M, 1000
ul de TINO, 0'25 M, 500 pl de Na,SO, 0'1 M 'y 800 ul de H,SO,0'02 M, enrasando
hasta 10 ml con agua destilada. La concentracion final de Flt fue de 485 ng/mi.

- Muestra Pir: A una alicuota de 100 ul de disolucion madre de Pireno
2'4-10% M en n-heptano/1-butanol/SDS, se le afiaden 600 pl de SDS 0'5 M, 1000
ul de TINO, 0'25 M, 500 pl de Na,SO,0'1 My 800 ul de H,50,0'02 M, enrasando
hasta 10 ml con agua destilada. La concentracion final de Pir fue de 485 ng/ml.

- Muestra BaA: A una alicuota de 100 pl de disolucion madre de
Benz[aJantraceno 2'4-10* M en n-heptano/I-butanol/SDS, se le afiaden 600 pl de
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SDS 0'5 M, 1000 pl de TINO; 0'25 M, 500 pl de Na,SO; 0']1 My 800 ul de H,SO,
0'02 M, enrasando hasta 10 ml con agua destilada. La concentracion final de BaA
Jue de 548 ng/ml.

- Muestra BaP: A una alicuota de 100 pl de disolucion madre de
Benzo[a]pireno 2'4-10* M en n-heptano/1-butanol/SDS, se le afiaden 600 ul de SDS
0'5 M, 1000 pl de TINO; 0'25 M, 500 ul de Na,SO, 0'1 My 800 ul de H,SO, 0'02
M, enrasando hasta 10 ml con agua destilada. La concentracion final de BaP fue de
606 ng/mi.

- Muestra M: A una alicuota de 100 ul de disolucion madre de Acenafteno,
Fluoranteno, Pireno, Benz[a]antracenoy Benzo[a]pireno 2'4-10* M en n-heptano/I-
butanol/SDS, se le afiaden 600 ul de SDS 0'5 M, 1000 ul de TINO, 0'25 M, 500 pl
de Na,SO; 0'1 My 800 pl de H,SO, 0'02 M, enrasando hasta 10 ml con agua
destilada. Las concentraciones finales de Ace, Flt, Pir, BaA y BaP fueron de 370,
485, 485, 548 y 606 ng/ml, respectivamente.

2.1. Optimizacion individualizada de los pardmetros instrumentales.

En primer lugar, se procedi6 a la optimizacién de las condiciones instrumentales
de cada uno de los cinco analitos en estudio de forma individualizada, para tratar de

conseguir las condiciones 6ptimas en cada caso.

a) Acenafteno.

Observando los espectros de fosforescencia total de los cinco analitos presentados
en la Figura n°® III-8, se indic6 que seria posible determinar dicho compuesto a las
longitudes de onda de su maximo de emisién fosforescente (296/488 nm) y considerando
que la vida media del Ace es 1015 pus, los pardmetros t, y t, deben ser del orden de 200
y 2000 us, respectivamente. Sin embargo, es necesario optimizar las condiciones de
medida en dos aspectos:

- Sensibilidad del detector: A las condiciones de registro de la Figura n° III-8, no
se observan solapamientos espectrales, a las nuevas condiciones experimentales e
instrumentales los otros compuestos generan una sefial fosforescente relativamente elevada
en el maximo del Ace. Este es un compuesto altamente fosforescente, para no disminuir

concentraciones relativas y obtener sefiales del mismo orden de magnitud, se puede
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disminuir la sensibilidad del detector, consiguiendo entonces resultados aceptables. La
intensidad fosforescente obtenida a estas condiciones instrumentales: A, e, 296/488 nm,
rendijas 16/16 nm, m.p.f. 5 ms, ty, 200/2000 us y sensibilidad 900 V, se presenta en la
Tabla n° III-1.

Tabla n°® III-1.- Iy, a las condiciones instrumentales del Ace.
A Fl Pi BaA BaP M
IFosf. « IFosf. ' IFosf. " IFosf. IFosf. IFosf.

1°52 0'08 0'06 0'05 0'02 3'00

- Tiempos de decaimiento e integracion: Existe una marcada desactivacion de la
intensidad de fosforescencia del Ace en presencia de los otros compuestos (véase la Figura
n° II1-9); solamente existe una zona donde la intensidad de fosforescencia de ambas
muestras es del mismo orden de magnitud, la cual se puede elegir como zona de registro
de la intensidad de fosforescencia.

— Acenafteno —— Mezcla

Intensidad de fosforescencia relativa

2— \
\
\\
\
o T T T T T ‘-“l_‘——l____._l————-l-_—_-
(0] 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1

Tiempo (ms)

Figura n° III-9.- Comparacion de las curvas del Ace, por separado y en la mezcla.

Las nuevas condiciones instrumentales serian: A .n, 296/488 nm, rendijas 16/16
nm, m.p.f. 5 ms, ty, 75/150 us y sensibilidad 775 V. Las intensidades de fosforescencia

registradas se presentan en la Tabla n° III-2.
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Tabla n® III-2.- I, a las condiciones instrumentales finales del Ace.

Ace Flt Pir BaA BaP M
IFosf. IFosf. IFosf. IFosf. IFosf. IFosf.

086 0'05 0'03 0'03 0'01 0'92

b) Fluoranteno.

Se comprueba que no existe solapamiento espectral en su maximo (358/552 nm)
a esas condiciones experimentales por lo que las medidas se llevarin a cabo en dicho
méximo. La intensidad de emisiOn registrada para, las seis muestras, a las siguientes
condiciones instrumentales: Ayem 358/552 nm, ty, 200/2000 s, rendijas,,e, 16/16 nm,
m.p.f. 5 ms y sensibilidad 1000 V, se muestran en la Tabla n° III-3.

Tabla n°® III-3.- I, a las condiciones instrumentales del Flt.

IFosf . — IFosf_Fl[ IFosf 4 - IFosf A o IFosf.BaP IFosf .M
0’01 1'15 0'02 0’01 0'02 1'10
¢) Pireno.

En su maximo de emision fosforescente (336/596 nm), interfieren Flt y BaA, sin
embargo, la vida media del Pireno (6825 us) es muy superior a la de los otros dos (1097
ps para el Flt y 3017 us para el BaA), por lo que su determinacién es posible modificando
el tiempo de decaimiento. Para la optimizacién de este parametro, se registraron las
intensidades de fosforescencia a las siguientes condiciones instrumentales: A, e, 336/596
nm, t, 2000 us, rendijase,ce, 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 1000 V, variando t, de
200 a 14000 ps. Los resultados de esta optimizacion se muestran en la Tabla n° I1I-4.

Tabla n° III-4.- Optimizacion del t, para el Pireno.

ty (us) | Tgost ™ be” Dol L™ Ipost ™
200 0’02 0'53 2'95 0'30 0'04 3'60
2000 0'02 022 2'37 0'22 0'03 2"15
4000 0’01 0'10 1'55 0'14 0’02 1'65
6000 0’01 0'04 1'02 0’09 002 099
8000 0’01 002 0’73 0’05 0’01 0’70
10000 0'01 0'01 0’49 0'04 0’01 0’46
12000 0’01 0'01 0’40 0'03 0’01 0'34
14000 0’01 001 0'28 0'02 0’01 023
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Se comprueba que los mejores resultados se obtienen empleando un t; de 8000 us,

eligiendo este valor para el resto del trabajo experimental.

d) Benz/a]Jantraceno.

Al maximo de emision fosforescente del BaA (292/615 nm) le interfieren Ace, Flt
y Pir. El solapamiento espectral con Ace y el Flt es practicamente total, por lo que las
medidas fosforescentes en el maximo espectral serian inviables sin algin parametro
discriminatorio entre ellos. El parimetro vida media de ambos compuestos frente al del
BaA es lo suficientemente diferente como para utilizarlo como pardmetro de selectividad
a la hora de resolver mezclas de éstos. Para optimizar el tiempo de decaimiento se
procedié a registrar la intensidad de fosforescencia de las muestras anteriores a las
siguientes condiciones instrumentales: N, ./em 296/610 nm, t, 2000 us, rendijas, ., 16/16

nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 1000 V. Los resultados se resumen en la Tabla n III-5.

Tabla n® III-5.- Optimizacion del t, para el Benz[aJantraceno.

ty (us) Irosi ™ oo™ Teose™  Trose®™  Troee®™  Tpoee™

200 0'32 0’30 0'32 2'60 0'04 3'04
1000 0'12 021 028 2'23 0'04 2'60
2000 0'04 0'13 0'14 1'84 0'03 2'04
3000 0'02 0’09 0'12 140 0'02 1'44
4000 0’01 0’06 0’09 1'07 0'01 1'06
5000 0'01 0'04 0'07 0'81 0'01 0'78
6000 0'01 0'03 0'06 0'61 0'01 0'57

Se observa que, conforme aumenta el tiempo de decaimiento las sefiales disminuyen
significativamente, pero la relacin entre la sefial del BaA y la de los otros cuatro analitos
aumenta hasta tiempos de decaimiento de 5000 us, excepto para el caso del Pireno, donde
la relacion entre ambas intensidades pricticamente permanece constante. En este caso, la
eliminacion de la interferencia viene impuesta por una mejor seleccion de la longitud de

onda de medida.

Esta optimizacion se llevé a cabo mediante el uso de un método simplex de dos

variables, en donde A, Y A., son variadas conjuntamente hasta alcanzar los mejores
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resultados (mejor relacion posible entre la intensidad del BaA y Pir). Para ello se registr6
la intensidad de fosforescencia a las siguientes condiciones instrumentales: t,, 5000/2000
ps, rendijas., ., 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 1000 V. El desarrollo del simplex

se muestra en la Tabla n° III-6 y su representacion grifica en la Figura n° III-10.

Tabla n° III-6.- Optimizacion del par \

exc/em®

Punto )\exc >‘em IFosfpir IFoszaA Il-‘osf.BaA / IFos.Pir
a 290 610 0’09 1’13 13°0
b 300 610 0’14 0’43 3’0
e 295 620 0’07 0’54 7’6
Desecho b
\ Nuevo tridngulo a,c,d
d 285 620 0’05 0’71 14°0
Desecho ¢
Nuevo tridngulo a,d,e
e 280 610 0’09 0’81 9’5

El par de longitudes de onda 6ptimo donde llevar a cabo las medidas vendria dado
por el punto del simplex, 287/615 nm, baricentro del tridngulo a partir del cual el simplex

se vuelve sobre si mismo.
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S 615
(]
©
©
2 610 P X —a
g’ e a b
(s}
-
605 —
600 T T T T s T T
270 275 280 285 290 295 300 305 310
Longitud de onda de excitaci¢n

Figura n° III-10.- Optimizacion del para A,,,,,,,.
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e) Benzo[a]pireno.

Para el caso del Benzo[a]pireno, se comprueba que no existe solapamiento espectral
en el maximo fosforescente (385/695 nm) a esas condiciones experimentales, por ello, las
medidas se llevaron a cabo sobre dicho maximo. La intensidad de emision registrada para
estas seis muestras a las siguientes condiciones instrumentales: A e, 385/695 nm, ty,
200/2000 us, rendijas,, ., 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 1000 V, se muestran en
la Tabla n° III-7.

Tabla n°® IlI-7.- Iy, a las condiciones instrumentales del BaP.

Ace Flt Pir BaA BaP M
IFosf 4 IFosf 1 IFosf J IFosf A IFosf 9 IFosf o

001 .0'02 0’01 0'02 0’43 0’41

Las condiciones instrumentales finales para los cinco analitos en estudio se resumen
en la Tabla n° III-8.

Tabla n® III-8.- Condiciones instrumentales finales.

Parametros instrumentales Ace Flt Pir BaA BaP
Nexcrem (M) 296/488 358/552 336/596 292/610 385/695
tyg (uS) 75/150  200/2000 8000/2000 5000/2000 200/2000
m.p.f. (ms) 5 5 3 3 3
Rendijas (nm) 16 16 16 16 16
Sensibilidad (V) 775 1000 1000 1000 1000

En la Figura n° III-11, se muestran graficamente las coordenadas de excitacion y
emision para la medida de cada uno de los compuestos en un mapa de contorno tedrico,
asi como el tiempo de decaimiento e integracién durante el cual se van a registrar las

medidas indicado en las curvas de decaimiento correspondientes.

2.2. Optimizacion de la ruta.

Estudiando los topogramas correspondientes a los cinco HAP en estudio, se

plantearon una serie de posibles rutas, por el método de ensayo y error, buscando siempre
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una resoluciéon maxima de los cinco analitos asi como la mayor sensibilidad posible. De
todas las rutas ensayadas, se seleccion6 como Optima la determinada por los siguientes
pares de A 256/440, 320/514, 400/594, 310/597, 250/640 y 430/710 nm. Dicha ruta
esta representada sobre el topograma correspondiente a la mezcla de los cinco analitos, el

cual se muestra en la Figura n° III-12.

2.3. Representacion de los espectros asincronicos de dangulo variable.

Existen dos formas diferentes de representacion de los espectros asincrénicos de

angulo variable: representacion tridimensional y representacion bidimensional.

a) Representacion tridimensional.

En la Figura n° III-13 se muestra el espectro en tres dimensiones correspondiente
a la mezcla de los cinco hidrocarburos aromaticos policiclicos, es decir, intensidad de
fosforescencia frente a las longitudes de onda de excitacion y emisiéon simultineamente,
ilustrdndose asi la utilidad potencial de esta técnica para el anilisis de mezclas. Las
condiciones a las cuales se han llevado a cabo se indican al pie de la correspondiente

figura.

b) Representacion bidimensional.

La Figura n° III-14 muestra el espectro bidimensional correspondiente a la mezcla
de los cinco HAP. En este tipo de representacion espectral se ha eliminado el eje
correspondiente a la longitud de onda de excitacion, la intensidad de fosforescencia se
representa frente a la longitud de onda de emisién; la linea vertical indica el cambio de
direccion en la ruta. La manipulacién de estos espectros se ha llevado a cabo mediante la
utilizacion de los programas del propio espectrofosforimetro y un programa de

modelizacion de graficos.

Los valores maximos de intensidad de fosforescencia de cada uno de los HAP
corresponden a los valores de longitud de onda de excitacion y emisién en el espectro
asincronico de: 296/488 nm, 358/552 nm, 336/596 nm, 292/610 nm y 385/695 nm para

el acenafteno, fluoranteno, pireno, benz[a]antraceno y benzo[a]pireno, respectivamente.
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Figura n° IlI-11.- Coordenadas de excitacién y emisién y curvas de decaimiento del
Ace, Flt, Pir, BaA y BaP. [Ace] 370 ng/ml, [Flt] 485 ng/ml, [Pir]
485 ng/ml, [BaA] 548 ng/ml, [BaP] 606 ng/ml, [SDS] 3'00-1 0’ M,
[TINO,] 2'50-10° M, [Na,SO;] 5'00-10° M y [H,SO] 1'60-10° M.
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Figura n° III-12.- Ruta de trabajo representada sobre el topograma de la mezcla de
Ace, Flt, Pir, BaA y BaP. [Ace] 370 ng/ml, [Flt] 485 ng/ml, [Pir]
485 ng/ml, [BaA] 548 ng/ml, [BaP] 606 ng/ml, [SDS] 3'00-10° M,
[TINO,] 2'50-10° M, [Na,SO;] 5'00-10° M y [H,SO] 1 '60-10° M.
ty, 200/2000 ps, m.p.f. 5 ms, rendijas,,.,,, 16/16 nm y sensibilidad
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Figura n° IlI-13.- Representacion tridimensional de la ruta seleccionada para la resolucién de la mezcla Ace, Flt, Pir, BaA

Y BaP. [Ace] 370 ng/ml, [Fit] 485 ng/ml, [Pir] 485 ng/ml, [BaA] 548 ng/ml, [BaP] 606 ng/ml, [SDS]
3'00-10° M, [TINO,] 2'50-10° M, [Na,SO,] 5'00-10° M y [H,S0,] 1'60-10° M. ty, 200/2000 ps, m.p.f.
5 ms, rendijas,,,,, 16/16 nm y sensibilidad 1000 V.
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Figura n° III-14.- Representacion bidimensional del espectro de dngulo variable de la mezcla de Ace, Flt, Pir, BaA y BaP.
[Ace] 370 ng/ml, [Flt] 485 ng/ml, [Pir] 485 ng/ml, [BaA] 548 ng/ml, [BaP] 606 ng/ml, [SDS] 3'00-10*
M, [TINO,] 2'50-10° M, [Na,SO;] 5'00-10° M y [H,SO,] 1'60-10° M. t,, 200/2000 ps, m.p.f. 5 ms,
rendijas,,,,,, 16/16 nm y sensibilidad 1000 V.
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Capitulo 111

3. Seleccion de variables experimentales.
3.1. Optimizacién conjunta de agente micelar, TINO,, Na,SO,;y H,SO,.

Conocidos los optimos experimentales de los reactivos SDS, TINO;, Na,SO; y
H,SO, para los analitos Fen, Flt y BaA estudiados en el Capitulo II, se procedio a la
optimizacién de las concentraciones de estos reactivos en €l caso de una muestra que
contenga los cinco compuestos en estudio. Los resultados se resumen en las Tablas n° III-
9 y III-10. Para ello: Se preparé una disolucion madre adicionando a 100 pl de una
disolucion de n-heptano 2'4-10> M en Ace, Fit, Pir BaA y BaP, 100 ul de 1-butanol, y
enrasando hasta 10 ml con SDS 0'5 M. A 100 ul de esta disolucion madre se le ariaden
cantidades variables de SDS 0'5 M, de TINO, 0'25 M, de Na,SO, 0'1 M y de H,SO, 0'02
M, tal y como indican los disefios experimentales, enrasando hasta 10 ml con agua
destilada. A las muestras, de esta forma preparadas, se les midié la intensidad de

fosforescencia a las condiciones instrumentales seleccionadas.

La necesidad de desarrollar dos disefios de debe a la imposibilidad que suponia
encontrar el 6ptimo del Pir y BaA en la zona experimental que abarca el disefio hasta
ahora utilizado. El 6ptimo del Na,SO, para estos dos analitos se encontraba fuera de la
zona experimental, por lo que el disefio original se desplazé a valores de concentracion
mas elevados para este reactivo. De esta forma, se abarca al dptimo y se mantiene el

mismo rango de concentraciones.

El andlisis de la varianza de los disefios experimentales, desarrollados para cada
uno de los cinco analitos estudiados de forma conjunta, se presentan en las Tablas n° III-
11, III-12, III-13, III-14 y I1I-15. La mayor variacién de la intensidad de fosforescencia
con las concentraciones de SDS, TINO,, Na,SO, y H,SO,, se da para Ace y BaA, donde
practicamente todos los coeficientes lineales y cuadraticos son significativos, ademas del
término cruzado que relaciona las concentraciones de SDS y Na,SO;, Na,SO; y H,SO,
para Ace y BaA, y los términos que relacionan SDS y TINO; y TINO, y H,SO, para BaA.
Para los otros tres analitos, Flt, Pir y BaP, la intensidad de fosforescencia se relaciona de
forma cuadritica con las concentraciones de los cuatro reactivos, siendo los coeficientes
de regresion lineales no significativos, excepto para Pir que es significativo el coeficiente

que relaciona a la intensidad con la concentracién de H,SO,. El tunico término cruzado
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significativo, para estos tres compuestos, relaciona las concentraciones de Na,SO; y H,SO,
y el que relaciona SDS y TINO;, TINO, y Na,SO,, y TINO, y H,SO, para Pir.

El modelo cuadratico propuesto para los cinco analitos se ajusta aceptablemente a
los datos experimentales. Observando en las tablas del andlisis de la varianza los términos
correspondientes al fallo de ajuste, se comprueba que en todos los casos éste no es
significativo, obteniendo el mejor resultado para el BaP. El valor del coeficiente de
determinacion para Ace, Flt, Pir, BaA y BaP, tiene un valor de 0’9605, 0’893, 0’9394,
0’8763 y 0’9479, respectivamente.

A partir de la valoracidn de los disefios experimentales (véase Tablas n° III-16, III-
17, 1II-18, III-19 y III-20) se puede conocer la variacion, de forma gréfica, de la
intensidad de fosforescencia con la concentracién de SDS, TINO,, Na,SO, y de H,SO, de

forma univariante. Los resultados obtenidos se representan en la Figura n° III-15.

La variacion en forma grafica de la intensidad de fosforescencia con cada dos
variables experimentales para cada uno de los analitos en estudio se refleja en las Figuras
n° III-16, III-17, III-18, III-19 y III-20, para el acenafteno, fluoranteno, pireno,
benz[a]antraceno y benzo[a]pireno respectivamente. En dichas figuras se muestran las
superficies de respuesta de la intensidad de fosforescencia de cada uno de los analitos en
estudio a sus condiciones instrumentales Optimas frente a las concentraciones de SDS y
TINO, o SDS y Na,SO, o SDS y H,SO, o TINO, y Na,SO; o TINO; y H,SO, o Na,SO,

y H,SO,, y a los 6ptimos correspondientes de las otras dos variables.

Como resultado del célculo de la media aritmética de los valores Optimos
conseguidos de estos cuatro reactivos experimentales para los cinco analitos en estudio,

para el resto del trabajo experimental, se han elegido las siguientes concentraciones de

trabajo:
[SDS] = 3'11:10? M
[TINO,] = 2'39:102 M
[Na,SO,] = 5'25:10° M
[H,SO,] = 1'62:10° M
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Tabla n° III-9.- Disefio experimental para los sistemas: (a) Ace - SDS - TINO; -
Na2S03 - stod (b) Ht = SDS = HNO_; 'Na2503 = H2S04; (C) BaP =
SDS = HN03 - Nast3 - H2S04.

Variables experimentales

Punto [SDS] [TINO;] [Na,SO;] [H,SO,] PH  Ieo®® Troe™ Trosr™
(-10?) (-10?) (103 (103
1 3'00(0) 2'50(0) 5'00(0) 1'60(0) 6'64 08 103 043
2 2'00(-1) 2'00(-1) 4'50(-1) 1'80(1) 6'44 074 08 030
3 2'00 3'00(1) 4'50 1'80 627 075 0'82 0’31
4 2'00 2'00 4'50 1'40(-1) 6'67 084 095 038
5 4'00(1) 3'00 4'50 140 6’70 0'80 097 036
6 2'00 2'00 5'50(1) 1'40 6'88 065 0'85 031
7 4'00 2'00 5'50 1'40 6'93 067 082 032
8 400 3'00 4'50 1'80 6'51 065 0'8 031
9 4'00 2'00 4'50 1'40 6’75 080 1'00 038
10 3’00 2'50 5'00 1'60 6'64 092 1'02 041
11 4’00 2'00 5'50 1'80 6'93 087 1'00 039
12 2'00 3'00 5'50 140 6’84 062 0'85 033
13 400 3’00 5'50 1'40 690 064 089 032
14 4'00 2'00 4'50 1'80 6’57 064 08 0'34
15 2'00 3'00 4'50 140 6'62 084 1'00 039
16 2'00 3'00 5'50 1'80 6'59 084 099 039
17  4'00 300 5'50 1'80 6'68 0'82 096 0'38
18 2'00 2'00 5'50 1'80 6'70 080 092 0’37
19 3'00 2'50 5'00 1'60 6'64 091 099 042
20 0'94(-2'058)2'50 5'00 1'60 6'60 08 090 035
21 3'00 3'52(2'058) 5’00 1'60 6'61 075 08 0'37
22 5'06(2'058) 2'50 5'00 1'60 6'66 070 088 0'38
23 3'00 1'47(-2'058) 5'00 1'60 6’75 0'82 092 0'39
24 300 2'50 5'00 1'60 6'64 090 1'02 040
25 3’00 2'50 5'00 1'19(-2'058)6'90 0’70 0’85 032
26 3'00 2'50 5'00 2'01(2'058) 6’40 0'72 0’85 033
27 300 2'50 3'97(-2'058) 1'60 6'44 0'71 0'84 034
28 300 2'50 6'03(2'058) 1'60 6'8 0’70 08 030
29 300 2'50 5'00 1'60 6'64 090 098 040

A N 296/488 1, 1, 75/150 ps, 1endijasqgen 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 775 V.
FU Nexorem 358/552 nm, ty, 200/2000 ps, rendijas.cen 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 1000 V.
BaP )\, ciem 385/695 nm, ty, 200/2000 ps, rendijase,ern 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 1000 V.
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Tabla n° III-10.- Diserio experimental para los sistemas: a) Pir - SDS - TINO; - Na,SO0,
= H2S04; b) BaA = SDS - HNO3 ‘Na2s03 - H2S04.

Variables experimentales
Punto [SDS] [TINO,] [Na,SO;] [H,SO,] pH IPARSLE L

(110?) (110?%) (1107) (110°)
1 3'00(0) 2'50(0) 5'50(0) 1'60(0) 6'95 0'67 0'87
2 4'00(1) 3'00(1) 6'00(1) 1'80(1) 6'65 0'60 0'76
3 2'00(-1)  2'00(-1) 5'00(-1) 1'80 5'90 045 0'58
4 4'00 3'00 5'00 1'40(-1) 6'95 0'37 0'58
5 2'00 3'00 5'00 1'80 5'90 0'43 0'57
6 4'00 3'00 6'00 1'40 6'50 0'42 0'56
7 2'00 - 3'00 6'00 1'80 6'57 0'62 0'69
8 4'00 2'00 5'00 1'80 6'20 046 0'57
9 4'00 2'00 6'00 1'80 6'35 0'57 0'85
10 300 2'50 5'50 1'60 6'95 0'64 086
11 4'00 2'00 6'00 1'40 723 045 0'70
12 400 3'00 5'00 1'80 6'05 046 0’61
13 400 2'00 5'00 1'40 6'55 0'59 0'79
14 2'00 3'00 6'00 1'40 6'87 0'43 0'57
15  2'00 2'00 6'00 1'40 7'05 039 0'57
16 200 2'00 5'00 1'40 6'60 0'53 0'75
17 2'00 2'00 6'00 1'80 6'42 0'57 0'74
18  2'00 3'00 5'00 1'40 6'45 0'53 0'70
19 3’00 2'50 5'50 1'60 6'95 0'62 085
20  0'94(-2'058)2'50 5'50 1'60 625 0'55 0'76
21 5'06(2'058) 2'50 5'50 1'60 627 0’50 0'75
22 300 2'50 5'50 2'01(2'058) 6'00 041 0'55
23 3'00 3'53(2'058) 5'50 1'60 6'00 049 0'76
24 3’00 2'50 5'50 1'60 6'45 0’61 0'84
25 3'00 2'50 5'50 1'19(-2'058) 6'79 0'44 0'54
26  3'00 2'50 4'47(-2'058) 1'60 5'85 047 0'58
27 300 2'50 6'53(2'058) 1'60 6'70 0'43 0'57
28  3'00 1'47(-2'058) 5'50 1'60 6'40 0'51 0'79
29 300 2'50 5'50 1'60 6'95 0'63 082

P Nexcrem 336/596 nm, t, 8000/2000 ps, rendijas,e, 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 1000 V.
B4 Nexcrem 287/615 nm, t,,, 5000/2000 ps, rendijas,, ., 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 1000 V.
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Capitulo 11
Tabla n° III-11.- Anadlisis de la varianza del Ace.
Coeficiente de regresion SC g.l MC . P
a, 0'0110193 1 0'0110193 50'09 00021
a, 0'0015389 1 0'0015389 7'00 0'0573
a, 0'0011891 1 0'0011891 5'40 00807
a, 0'0034643 1 0'0034643 15"75 0'0166
a, 0'0005062 1 00005062 2'30 02039
a; 0'0085562 1 00085562 38'89 0'0034
a, 0'0007563 1 0'0007563 3'44 0’1373
ay; 0'0005062 1 00005062 2'30 02039
Ay, 0'0003062 1 00003062 1'39 0’3034
ay, 0'0976562 1 0'0976562 443'89 00000
a, 0'0247946 1 00247946 112'70 0'0004
ay, 0'0228572 1 0'0228572 103’90 0'0005
as; 0'0633119 1 0'0633119 287'78 00001
R 0'0601924 1 0'0601924 273'60 0’0001
Fallo de ajuste 00088240 10 0'0008824 4'01 0’0964
Error Puro 0'0008800 4 00002200
Total 02456827 28
Tabla n® III-12.- Andlisis de la varianza del Flt
Coeficiente de regresion  SC g.l MC Fea P
a, 0'0001937 1 0'0001937 0'41 05623
a, 00000326 1 00000326 0'07 0'8078
a, 00000046 1 00000046 0'01 0'9272
a, 0'0003310 1 00003310 0’70 0'4570
a, 00005062 1 00005062 1'08 03580
a3 00000063 1 00000063 0'01 09149
a, 0'0001563 1 0'0001563 033 0’6009
Ay, 0'0007563 1 0'0007563 1'61 02734
Ay, 00005063 1 00005063 1'08 03580
Ay, 0'0637562 1 0'0637562 135'65 00003
a, 0'0155282 1 0'0155282 33'04 0'0045
ay, 0'0111896 1 0'0111896 23'81 0’0082
as; 0'0327991 1 00327991 69'79 00011
Ay, 00305649 1 00305649 65'03 0'0013
Fallo de ajuste 0'0129058 10 00012906 2'75 0'1713
Error Puro 0'0018800 4 0'0004700
Total 01388207 28
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Tabla n® III-13.- Anadlisis de la varianza del Pir

Coeficiente de regresion  SC L MC Fai P
a 0'0007218 | 0'0007218 1'36 03080
a, 0'0014933 1 0'0014933 2'82 0'1685
a, 0'0008913 1 0'0008913 1'68 02645
a, 0'0061603 1 0'0061603 11'62 0’0270
a, 00052562 1 00052562 9'92 00345
a; 00005063 1 00005063 0'96 03939
a4 0'0003062 1 00003062 0’58 0'4971
Ay, 0'0068063 1 00068063 12'84 0'0231
A, 0'0045563 1 00045563 8'60 0'0427
as, 0'0495062 1 00495062 93’41 0’0006
A 0'0170710 1 0'0170710 3221 0'0048
a,, 0'0262573 1 00262573 49'54 00021
as; 0'0505402 1 00505402 95'36 0’0006
A 0'0656367 1 00656367 123’84 0'0004
Fallo de ajuste 00233100 10 0'0023310 4'40 0'0832
Error Puro 0'0021200 4 0'0005300
Total 02056138 28

Tabla n® III-14.- Anadlisis de la varianza del BaA.

Coeficiente de regresion  SC g.l MC Fai P
a, 0'0021509 1 00021509 5'81 0'0735
a, 0'0133583 1 00133583 36'10 00039
a, 00029663 1 00029663 8'02 0'0473
a, 0'0011891 1 0'0011891 3'21 0'1475
a5 0'0052562 1 00052562 1421 0'0196
a, 0'0076563 1 0'0076563 20'69 0'0104
a, 0'0018063 1 0'0018063 4'88 0'0917
2y 0'0001562 1 0'0001562 0'42 05578
3y, 00052563 1 0'0052563 1421 0’0196
ay, 0'0798062 1 00798062 215’69 0’0001
. 0'0156643 1 00156643 42'34 0'0029
ay, 0'0100098 1 0'0100098 27'05 0'0065
s, 01232923 1 01232923 333'22 0’0001
A4 01511594 1 0'1511594 408'54 0’0000
Fallo de ajuste 0'0209259 10 00020926 5'66 0'0547
Error Puro 0'0014800 4 0'0003700
Total 0'3697034 28
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Capitulo 111

Tabla n® III-15.- Anadlisis de la varianza del BaP

Coeficiente de regresion  SC g.l MC F. r
a 00002730 1 00002730 1'61 02738
a, 00000692 1 00000692 0'41 0'5645
a3 0'0000732 1 0'0000732 0'43 0'5542
a, 0'0000173 1 0'0000173 0'10 0’7688
a, 00009000 1 00009000 5'29 0'0829
a; 00000000 1 00000000 0'00 1'0000
a4 00004000 1 00004000 2'35 0'1998
dyy 00002250 1 00002250 1'32 0'3141
Ay 00000250 1 00000250 0'15 0'7247
ay, 0'0156250 1 0'0156250 91'91 0’0007
a 0'0036964 1 0'0036964 21'74 00096
a,, 0'0017612 1 0'0017612 10'36 00323
as; 0'0135573 1 0'0135573 8093 0’0008
ay 0'0123242 1 0'0123242 72'50 0’0010
Fallo de ajuste 0'0014984 10 00001498 0'88 0'6057
Error Puro 0'0006800 4 0'0001700
Total 0'0417862 28

Tabla n° III-16.- Valoracion del disefio experimental para el sistema Ace - SDS - TINO;

= Na2503 = H2S04.

l[ Coeficientes ||

a, = 0'834432

a, = 62'9078

a, = 546'495

a, = -161'589

a,, = -112'5

a;; = 4625 Coordenadas del optimo Naturaleza del 6ptimo
a,, = -3437'5 [SDS] = 2'59-102 M A, <0

ay; = -2250 [TINO;] = 2'46:10* M A, >0

ay, = 4375 [Na,S0,] = 4'93-10° M A, <0

a,, = 781250 [H,S0,] = 1'61-10° M A, >0

a,;, = -296'15 Es un maximo
ay = -1137'38

a;; = -189293

a, = -1'1536-10°

a=-1'095
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Tabla n® III-17.- Valoracién del disefio experimental para el sistema Fit - SDS - TINO,
= Na2303 - HzSO4-

a, = 14’0307

a, = 38'6456

a; = 280’824

a, = -450'415

a,, = -112'5

a, = 125 | Coordemades Oel tpumo | Namuraleza del 6ptimo_]
a,, = 1562’5 [SDS] = 3'02:10* M A, <0

a,; = 2750 [TINO;] = 2’5110 M A, >0

a, = -5625 [Na,SO;] = 4'80-10° M A; <0

a,, = 631250 [H,S0,] = 1'5110° M A, >0

a;; = -234'365 Es un maximo
a,, = -795'793

ay;; = -136246

a, = -822023

a = -0'020

Tabla n° III-18.- Valoracién del diseiio experimental para el sistema Pir - SDS - TINO,
= Na2SO3 - HzSO4.

a, = 13'5758 |
a, = -2'11038
a, = 742'458
a, = 387203
a, = -362'5
s = 1125 “Coordenadas del 6ptimo I Naturaleza del ptimo |
a, = 2187'5 [SDS] = 2'92-10Z M A, <0
a,, = 8250 [TINO,] = 2'56'10Z M A, >0
a,, = 16875 [Na,SO,] = 5'69-10° M A, <0
a;, = 556250 [H,S0,] = 1'6810° M A, >0
a, = 245732 ) Es un maximo
a,, = -1219'04
a,, = -169126
2, = -1'20461-10°
a = -1'963
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Tabla n° III-19.- Valoracion del diseiio experimental para el sistema BaA - SDS -
TINO_; = Nast3 = HzSO,,-

[ Coeficientes
a, = -8'43907
a, = 217107
a, = 1679'74
a, = 138776
a, = -362'5
i3 = 4375 [T Coordenadas del optimo || Naturaleza del optimo |
a,, = 5312’5 [SDS] = 3'78:102 M A, <0
2y = -1250 [TINO,] = 203102 M A, >0
a,, — 18125 [N2,50;] = 5'80-10° M A, <0
a5, = 706250 [HSO] = 1'7010° M A, >0
a;; = -235'39 Es un maximo
2, = -152'671
a5, = 264156
a,, = -1'82806-10°
a=-5121

Tabla n° III-20.- Valoracion del diseiio experimental para el sistema BaP - SDS -
TIN03 - Na2503 = H2S04.

[___Coeficientes ]
a, = 6'94482
a, = 14'44969
a, = 341'427
2, = 63282
a,, = -150
a,; = -1'071-10* Coordenadas del Optimo I Naturaleza del 6ptimo
a,, = 2500 [SDS] = 3'22:107 M A, <0
2, = 1500 [TINO,] = 2'39-10° M A, >0
a,, = -1250 [Na,SO;] = 4'9810° M A, <0
a;, = 312500 [H,SO,] = 1'60-10° M A, >0
a, = -114'346 B Es un maximo
a, = 315719
a,, = -882238'6
2, = -521977
a = -0'777
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Acenafteno, Fluoranteno, Pireno, Benz[aJantraceno y Benzo[a]pireno

3.2. Seleccion del tipo de microemulsion.

Para llevar a cabo la seleccién del agente emulsionante, se procedié de forma
similar a la realizada en el Capitulo II. Para ello, se sigui6 el siguiente procedimiento: Se
prepararon distintas disoluciones madre ariadiendo a 100 ul de una disolucion 2'4-10° M
de cada uno de los HAP estudiados en n-pentano o n-hexano o n-heptano, 100 pl de I-
butanol o 1-pentanol enrasando hasta 10 ml con SDS 0'5 M. A 100 ul de disolucion madre
de HAP 2'4-10* M se les afiadié 622 ul de SDS 0'5 M, 955 pl de TINO, 0'25 M, 524 ul
de Na,SO; 0']1 My 810 pul de H,SO, 0'02 M enrasando hasta 10 ml con agua destilada.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla n° III-21.

Tabla n® III-21.- Seleccién del agente emulsionante.

Agente emulsionante | P

Ace Flt Pir BaA BaP
N-pentano/1-butanol 0’86 1'10 0’64 093 0'44
N-pentano/1-pentanol 0’88 1'16 062 092 043
N-hexano/1-butanol 0'88 1'17 066 090 043
N-hexano/1-pentanol 0’87 1'18 066 093 044
N-heptano/1-butanol 0’89 1'19 0'66 094 044
N-heptano/1-pentanol 0'88 1'17 065 094 045

A% Nexciem 296/488 nm, ty, 75/150 ps, rendijas, e, 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sens. 775 V.

U Nexcrem 358/552 nm, ty, 200/2000 ps, rendijasem 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sens. 1000 V.
It Nexerem 336/596 nm, ty, 8000/2000 ps, rendijas,, ., 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sens. 1000 V.
A Nexcrem 287/615 nm, ty, 5000/2000 ps, rendijas,, 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sens. 1000 V.
B Nexcrem 385/695 nm, ty, 200/2000 ps, rendijas, e, 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sens. 1000 V.

Se comprobd que no existen diferencias significativas entre los distintos agentes
emulsionantes probados para estos cinco analitos, presentando, los cinco, anilogo
comportamiento en todos los casos estudiados, eligiendo el n-heptano/1-butanol como

agente emulsionante para el resto del trabajo experimental.

También se llevaron a cabo estudios sobre la proporcién del agente emulsionante,
comprobando que no existen diferencias significativas entre las distintas proporciones
estudiadas. Si bien, se eligi0 en este caso un 2% para el n-heptano y el 1-butanol, para

favorecer la formacion de la disolucion madre que contenga los cinco HAP.

2 % N-heptano y 2 % 1-butanol
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Capitulo 11

3.3. Optimizacion del volumen de muestra.

Para llevar a cabo esta experiencia, se procedi6 al desarrollé de la siguiente
metodologia: Se prepararon una serie de disoluciones adicionando a 100 pl de una
disolucién madre 2'4-10% M en los cinco HAP en n-heptano/1-butanol/SDS, 622 ul de
SDS 0'5 M, 955 pl de TINO; 0'25 M, 524 pl de Na,SO; 0'1 M y 810 pl de H,SO, 0'02
M, enrasando con agua destilada hasta 10 ml. De estas disoluciones se colocaron distintos
voliimenes, entre 1'5 y 4 ml, en la cubeta de medida, registrando la variacion de la
intensidad de fosforescencia con el tiempo a los mdximos de emision de cada uno de los
analitos (Ace, 296/488 nm; Flt, 358/552 nm; Pir, 336/596 nm; BaA, 292/610 nm'y BaP,
385/695 nm) y a las condiciones instrumentales propias de cada analito e indicadas en la
Tabla n° III-21. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla n°® III-22.

Tabla n® III-22.- Influencia del volumen de muestra.

Volumen muestra Tiempo de medida (min)
(ml) Ace Flt Pir BaA BaP
1'5 1'5 4'0 30 0's5 4'0
2'0 175 50 3'0 1'0 50
3'0 2'0 6'0 4'0 1'5 6'0
4'0 2'5 7'0 5'5 2'0 7'0

La tendencia observada concuerda con los resultados obtenidos en los dos Capitulos
anteriores, es decir, a medida que se disminuya el volumen de muestra introducido en la
cubeta, el tiempo de medida va disminuyendo, permaneciendo constante la intensidad de
fosforescencia en todos los casos. Por ello, para el resto del trabajo experimental se

selecciond un volumen de:

Volumen de muestra: 1’5 ml

3.4. Influencia del orden de adicion.

Para ver la influencia en la intensidad de fosforescencia se estudiaron distintos
6rdenes de adicién no observandose diferencias significativas entre ellos. Para llevar a

cabo esta experiencia se prepararon una serie de disoluciones mezclando 100 pl de una
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disolucion madre 2'4-10% M en Ace, Flt, Pir, BaA y BaP en n-heptano/I-butanol/SDS, 622
ul de SDS 0'5 M, 955 pl de TINO, 0'25 M, 524 pl de Na,SO,; 0'1 My 810 ul de H,SO,
0'02 M en distintos Ordenes, y enrasando con agua destilada hasta 10 ml. De estas
disoluciones, asi preparadas, se introdujeron 1’5 ml en la cubeta de medida y se registré
la intensidad de fosforescencia a los maximos de emisién fosforescente de cada uno de los

analitos. Los resultados se reflejan en la Tabla n° III-23.

Tabla n° III-23.- Influencia del orden de adicion.

Orden de adicién Lgost.
Ace Flt Pir BaA BaP

M + SDS + TINO,; + Na,SO; + H,SO, + H,O 0’89 1’10 0'66 090 0'44
M + TINO; + H,SO, + SDS + Na,SO; + H,O 087 108 0'64 092 0'43
M + H,SO, + TINO, + Na,SO; + SDS + H,0 086 1'12 065 0'94 0'42
TINO, + SDS + Na,SO, + M + H,SO, + H,0 088 1'07 0'67 0'88 0'40
SDS + Na,SO; + M + TINO; + H,SO, + H,O 088 1'l1 065 0'88 0'41
TINO, + M + H,SO, + Na,SO; + SDS + H,0 089 1'14 0'65 0'90 0'40
Na,SO; + H,SO, + SDS + M + TINO; + H,O 087 1'10 066 0'92 0'44
A Nexcrem 296/488 nm, tyy 75/150 ps, rendijas,, ., 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 775 V.

P Nexcrem 358/552 nm, ty, 200/2000 ps, rendijas,, 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 1000 V.
P Nexciem 336/596 nm, ty, 8000/2000 ps, rendijase,.en 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 1000 V.

BA Nexciem 287/615 nm, ty, 5000/2000 ps, rendijase,e, 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 1000 V.
B2 Nexciem 385/695 nm, tys 200/2000 ps, rendijase,yen 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 1000 V.

Al no observar diferencias significativas entre los distintos 6rdenes de adicion, se

mantuvo el orden de adicién hasta ahora utilizado, es decir:

M + SDS + TINO, + Na,SO, + H,SO, + H,0

3.5. Influencia de la temperatura.

Se estudi6 la influencia de la temperatura sobre la intensidad de fosforescencia
emitida por una disolucion que contenia 370 ng/ml de Ace, 485 ng/ml de Flt y Pir, 548
ng/ml de BaA, 606 ng/ml de BaP, 3'11:102 M de SDS, 2'39-10% M de TINO,, 5'25:10°
M de Na,SO, y 1'62:10° M de H,SO,. Se colocaron 1'5 ml de esta disolucién en la
cubeta de medida registrando la intensidad de fosforescencia a distintas temperaturas,
desde 15 a 40 °C. Los resultados se muestran en la Tabla n° III-24.
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Tabla n°® III-24.- Influencia de la temperatura.
Temperatura (°C) | P

Ace Flt Pir BaA BaP
15 1'44 1'78 124 143 0'73
20 1'18 1'46 0'82 123 0’60
25 0'88 1'17 066 093 045
30 0'64 1'00 0’50 0’80 0’36
35 0'55 0’89 044 064 034
40 0'43 0'67 035 0'52 028

A Nexcrem 296/488 nm, ty, 75/150 ps, rendijas,ern 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sens. 775 V.

P Nexcrem 358/552 nm, ty, 200/2000 ps, rendijas,, /e, 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sens. 1000 V.
P Nexciem 336/596 nm, t, 8000/2000 ps, rendijase,er 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sens. 1000 V.
BA Nexciem 287/615 nm, ty, 5000/2000 ps, rendijase,em 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sens. 1000 V.
B2 Nexcrem 385/695 nm, t, 200/2000 ps, rendijase,.em 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sens. 1000 V.

Se comprueba que un aumento de temperatura conlleva, en todos los casos, una

disminucion de la intensidad de fosforescencia; por lo tanto, es aconsejable el uso de un

bafio termostitico para llevar a cabo las medidas de fosforescencia en estas condiciones

de trabajo. Se optd por termostatizar a una temperatura de:

3.6. Estabilidad con el tiempo.

Temperatura: 25 °C

Para llevar a cabo esta experiencia se sigui6 el siguiente procedimiento operatorio:
A 100 pl de una disolucion madre 2'4-10* M en Ace, Flt, Pir, BaA 'y BaP en n-heptano/I-
butanol/SDS se le afiaden 622 ul de SDS 0'5 M, 955 ul de TINO; 0'25 M, 524 pl de
Na,SO, 0'1 My 810 pl de H,SO, 0'02 M, enrasando con agua destilada hasta 10 ml. De

estas disoluciones se introdujeron 1'5 ml en la cubeta de medida termostatizada a 25 °C

y se midié la intensidad de fosforescencia a los mdximos de emision fosforescente de cada

uno de los analitos.

Este estudio es el que se muestra en la Figura n° III-21, donde se observa que, tras

un pequeiio tiempo, de aproximadamente 2 minutos para el caso del Ace y del BaA y de

6 minutos para el Flt, Pir y el BaP, la sefial permanece estable al menos durante una hora,

tiempo suficiente para realizar la medidas analiticas oportunas.

257



Acenafteno, Fluoranteno, Pireno, Benz[aJantraceno y Benzo[a]pireno

1,2

0,8 —

~ —_

0,6 —

04— :

Intensidad de fosforescencia relativa

0.2

N e omviin,
T e

o T T T T T T T T T T T
o 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Tiempo (min)

Figura n° III-21.- Estabilidad con el tiempo. [Ace] 370 ng/ml, [Fit] 485 ng/mil,
[Pir] 485 ng/ml, [BaA] 548 ng/ml, [BaP] 606 ng/ml, [SDS]
3'11'10° M, [TINO,] 2'39-10° M, [Na,SO,] 5'2510° M y
[H,S0,] 1'62:10° M.

3.7. Influencia de la concentracién de analito.

Para determinar, de una forma precisa, el rango dindmico lineal donde se puede
desarrollar el método, se procedid al estudio de la influencia de la concentracion de
analito, obteniendo asi informacidn adicional sobre el comportamiento del sistema en estas

condiciones de trabajo.

Para llevar a cabo este estudio, a distintas alicuotas de una disolucion madre de
analito 2'4-10* M en n-heptano/1-butanol/SDS, se les afiaden 622 pul de SDS 0'5 M, 955
pl de TINO, 0'25 M, 524 pl de Na,SO; 0'1 My 810 ul de H,SO,0'02 M, y enrasando con
agua destilada hasta 10 ml de forma que la concentracion de analito variara entre 0 a 556
ng/ml para el Ace, entre 0 a 965 ng/ml para el Flt, entre 0 a 965 ng/ml para el Pir, entre
0 a 840 ng/ml para el BaA y entre 0 a 1820 ng/ml para el BaP. De estas muestras se
introducen 1'5 ml en la cubeta de medida, y se mide la intensidad de fosforescencia a las
condiciones instrumentales propias de cada analito: \,,,,, 296/488 nm para Ace, 358/552
nm para Flt, 336/596 nm para Pir, 287/615 nm para BaA 'y 385/695 nm para BaP, t,,

258



000000000000 000000Q0000200000000O0C0O0OCOCCRNSCSOROICGEOTODOIOOEOSOINOCONOONCRROOTS

Capitulo 111

75/150 ps para Ace, 200/2000 ps para Flt y BaP, 8000/2000 us para Pir'y 5000/2000 us
para BaA, rendjjas,,,,, 16/16 nm, m.p.f. 5 msy sensibilidad 775 V para Ace y 1000 V

para el resto.

La representacion grifica de este estudio se refleja en la Figura III-22. Se
comprueba que existen, para los cinco analitos en estudio, un amplio rango de
concentracion donde la respuesta varia linealmente con la concentracién, siendo de 0 a 370
ng/ml para el Ace, de 0 a 645 ng/ml para el Flt, de 0 a 645 ng/ml para el Pir, de 0 a 560
ng/ml para el BaA y de 0 a 1212 ng/ml para el BaP, observindose la mayor variacion de
la intensidad de fosforescencia con la concentracién para el Acenafteno y el Fluoranteno

y la menor para el Benzo[a]pireno.

Rango dindmico lineal

Ace: 0-370 ng/ml
Flt: 0-645 ng/ml
Pir: 0-645 ng/ml
BaA: 0-560 ng/ml
BaP: 0-1212 ng/ml

N

(4]
|

(4]
Bl

Intensidad de fosforescencia relativa
|

- Ace = Flt = Pir — BaA = BaP

(o]

T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1.000 1.200 1.400 1.600 1.800
ppb HAP

Figura n° III-22.- Estudio de la influencia de la concentracion de HAP.
[SDS] 3'11'10° M, [TINO,] 2'39-10° M, [Na,SO,]
5'2510° M y [H,S0,] 1'62-10° M.
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4. Seleccion de otros parametros instrumentales.
4.1. Optimizacion del minimo periodo de flash.

La optimizacion de este parametro instrumental se llevo a cabo para disminuir los
tiempos de estabilizacion de la sefial y aumentar la reproducibilidad de las medidas. Para
el caso de estos cinco compuestos, la relaciéon entre el m.p.f. y el tiempo de medida
mantuvo el mismo comportamiento que en los casos estudiados con anterioridad. La
optimizacién se llevé a cabo del siguiente modo: A distintas alicuotas de 100 ul de
disoluciones madre 2'4-10* M en n-heptano/I-butanol/SDS de los cinco compuestos en
estudio, se les afiaden 622 ul de SDS 0'5 M, 955 pl de TINO, 0'25 M, 524 ul de Na,SO,
0'1 My 810 pul de H,SO, 0'02 M, enrasando con agua destilada hasta 10 mil. Se
registraron las curvas de desarrollo de la fosforescencia en funcién del tiempo, variando
el pulso de la lampara entre 5 y 30 ms, midiendo el tiempo al cual se producia la
estabilizacion de la sefial. Los resultados se muestran en la Tabla n° III-25, indicando los
tiempos de estabilizacion de la sefial, para cada uno de los cinco analitos en estudio, en

funcion de la velocidad de pulso de la lampara.

Tabla n° III-25.- Optimizacion del m.p.f..

m.p.f. Tiempo de estabilizacién (min)
(ms) Ace Flt Pir BaA BaP
5 1'0 3’5 3'0 1'5 4'0
10 2'0 4'0 4'0 3'0 5'5
20 3'0 53 5'0 4'0 7'0
30 4'0 6'0 6'0 5'0 9’0

A% Nexorem 296/488 nm, ty, 75/150 ps, rendijas, e, 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sens. 775 V.

P Nexcrem 358/552 nm, ty, 200/2000 ps, rendijasee, 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sens. 1000 V.

LN 336/596 nm, t, 8000/2000 ps, rendijase,, 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sens. 1000 V.
Nexcrem 287/615 nm, ty, 5000/2000 us, rendijas,,.e, 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sens. 1000 V.

B Nexciem 385/695 nm, t,, 200/2000 us, rendijas,,., 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sens. 1000 V.

exc/em

Se observa que a medida que aumenta el tiempo entre pulso y pulso, el tiempo de
estabilizacién también aumenta, manteniéndose constante la intensidad de fosforescencia.

La velocidad de pulso optima seleccionada para el resto del trabajo experimental fue:

m.p.f.: 5 ms
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4.2. Optimizacion de la longitud de onda de excitacion.

Se procedi6 a la preparacion de cinco muestras de los cinco analitos en estudio
siguiendo el procedimiento descrito en el apartado anterior, para llevar a cabo el registro
de la variacién de la intensidad de fosforescencia con el tiempo excitando a distintas
longitudes de onda, para establecer los tiempos de estabilizacién. Los resultados obtenidos
se resumen en la Tabla n°® III-26 y las condiciones instrumentales a las cuales se han

registrado son las mismas que las utilizadas en la Tabla n° III-25.

Fluoranteno y Benzo[a]pireno poseen dos maximos de excitacion a 290 y 352 nm
y a 300 y 385 nm, respectivamente, absorbiendo en una amplia zona, lo que permite
estudiar la influencia de la longitud de onda de excitacién desde 280 nm hasta 410 nm.
Para los otros tres analitos (Acenafteno, Pireno y Benz[a]antraceno) la zona de estudio es

mucho mas reducida.

Tabla n° III-26.- Optimizacion de la A,,..

Nexc Tiempo de estabilizacién (min)
(nm) Ace Flt Pir BaA BaP
280 1's 20 - 1’5 -
290 20 20 - 20 2'5
300 2'5 30 - 3'0 3'0
310 4'0 30 3'0 4'0 3'5
320 - 3'5 3'5 - 4'0
330 - 4'0 4'0 - -
340 - 4’0 5'0 - -
350 - 5'0 6'0 - -
360 - 6'0 - - 4'0
370 - - - - 5'0
380 - - - - 6'0
390 - - - - 7'0
400 - - - - 8'0
410 - - - - 8'5

De estos datos se deduce que la cinética de la reaccion de desoxigenacion esta
favorecida a longitudes de onda de excitaciéon mas energéticas, no siendo muy drastica esta

influencia.

Aexe 290 nm para Ace, Flt, BaA y BaP y 330 nm para Pir

€XC
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5. Estudio de los parametros analiticos.

Antes de determinar los distintos parametros analiticos para el método propuesto,
se debe establecer el método de trabajo a seguir, para lo cual es necesario estudiar la
interdependencia de las sefiales analiticas y a partir de este estudio, determinar la
posibilidad de realizar una cuantificacién directa de los analitos mediante su espectro

asincronico.

5.1. Estudio de la interdependencia de las seriales analiticas.

Para llevar a cabo el estudio de la interdependencia de las sefiales analiticas se
prepararon seis muestras independientes conteniendo 370 ng/ml de Ace la primera, 485
ng/ml de Flt la segunda, 495 ng/ml de Pir la tercera, 560 ng/ml BaA la cuarta, 606 ng/ml
BaP la quinta y la mezcla de las cinco la sexta muestra, a las cuales se les afiadio 622 pl
de SDS 0'5 M, 955 pl de TINO,; 0'25 M, 524 ul de Na,SO;0'1 My 810 pl de H,SO, 0'02
M enrasando hasta 10 ml con agua destilada. Se registraron los espectros correspondientes
siguiendo la ruta ya descrita y cuyas coordenadas son: 256/440, 320/514, 400/594,
310/597, 250/640 y 430/710 nm. El resto de condiciones instrumentales fueron: Rendijas
de excitacion y emision 16/16 nm, m.p.f. 5 ms, sensibilidad 1000 V para todos los tramos
excepto para el primero que fue 775 V y ty, 75/150 ps para el primer tramo, 200/2000
us para el segundo y quinto tramo, 8000/2000 us para el tercer tramo y 5000/2000 us para
el cuarto tramo de la ruta.

Los espectros asincronicos registrados se muestran en la Figura III-23. Se puede
observar el maximo de emision de cada uno de los analitos a los siguientes valores de
longitud de onda de excitacion y emisién: 296/488 nm para Ace, 358/552 nm para Flt,
336/596 nm para Pir, 287/615 nm para BaA y 385/695 nm para BaP, respectivamente.
También se observa el espectro de la mezcla, que es aproximadamente la suma de los
espectros individuales de cada HAP. En la Tabla n°® III-27 se muestran las medidas de
intensidad de fosforescencia correspondientes a cada uno de los analitos en sus espectros
individuales y en el correspondiente a la mezcla, asi como los errores relativos obtenidos
para los espectros individuales con respecto al espectro de la mezcla. La ruta utilizada

permite la determinacidn directa de cada uno de los analitos sin necesidad de obtener sus
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correspondientes espectros derivados, con lo cual se agiliza el método ademas de no

conseguir una mejora de los resultados.

Tabla n° III-27.- Interdependencia de las sefiales analiticas.

Ace Flt Pir BaA BaP
I, individual 0'860 1’149 0652  0'902  0'405
I, mezcla 0'922 1200 0628 0867 0431
% de error relativo -6'7 -4'4 3'8 3’8 -7'0

5.2. Procedimiento operatorio.

En un matraz de 10 ml se colocan alicuotas de una disolucion 2'4-10* M en Ace,
Flt, Pir, BaA o BaP en n-heptano/1-butanol/SDS de forma que la concentracion de éstos
en la disolucion variase entre 0y 370 ng/ml, entre 0y 645 ng/ml, entre 0y 645 ng/ml,
entre 0y 560 ng/ml y entre 0 'y 1210 ng/ml respectivamente para cada analito, se
adicionan 622 pl de SDS 0'5 M, 955 ul de TINO, 0'25 M, 524 ul de Na,SO; 0'1 My 810
ul de H,SO, 0'02 M y se enrasa con agua destilada. De esta disolucion, asi preparada,
se adicionan 1'5 ml dentro de la cubeta de medida y se irradia la disolucion con una
ldmpara de pulso con un periodo de 5 ms a la longitud de onda de 290 nm, excepto para
Pir que es a 330 nm y rendijas de excitacion y emision de 16/16 nm. La fosforescencia se
mide a los 2 minutos (6 minutos para el Flt y el BaP) después de empezar a irradiar a una
longitud de onda de emision de 488 nm, 552 nm, 596 nm, 615 nm'y 685 nm para Ace, Flt,
Pir, BaA y BaP respectivamente con una sensibilidad de 1000 V para todos los casos,
excepto para Ace que es de 775 V, t,, de 75/150 ps, 200/2000 ps para Flt y BaP,
8000/2000 ps para Pir y 5000/2000 ps para BaA.

5.3. Rectas de calibrado.

Para comprobar la independencia entre las sefiales analiticas de los cinco HAP, a
partir de medidas de la sefial analitica correspondiente a cada uno de ellos en su espectro
asincronico, se han establecido dos funciones de calibrado para cada analito, con muestras
que contenian cantidades crecientes de uno de los HAP, en ausencia y presencia de

concentraciones intermedias de los otros cuatro.
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Figura n® III-23.- Interdependencia de las sefiales correspondientes a los espectros de los componentes por separado
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rendijas,..., 16/16 nm y sensibilidad 775 V para el primer tramo y 1000 V para el resto.
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a) Rectas de calibrado individuales.

Para establecer los calibrados individuales de los cinco HAP, se prepararon cinco
series de cinco disoluciones. En cada una se introdujeron volimenes crecientes de
disolucién de Ace, Flt, Pir, BaA y BaP 2'4-10* M en n-heptano/1-butanol/SDS de forma
que las concentraciones variaran entre 0 y 370 ng/ml, entre 0'y 645 ng/ml, entre 0y 645
ng/ml, entre 0y 560 ng/mly entre 0y 1210 ng/ml, respectivamente para cada analito.
Seguidamente, se les afiadio 622 ul de SDS 0'5 M, 955 ul de TINO; 0'25 M, 524 pl de
Na,S0; 0'1 My 810 pl de H,SO, 0'02 M enrasando con agua destilada hasta 10 mil.

Las condiciones instrumentales establecidas fueron: Coordenadas de la ruta
256/440, 320/514, 400/594, 310/597, 250/640 y 430/710 nm, rendijas de excitacion y
emision 16/16 nm, m.p.f. 5 ms, sensibilidad 1000 V para todos los tramos excepto para
el primero que fue de 775 V'y t,,, de 75/150 s para el primer tramo, 200/2000 us para
el segundo y quinto tramo, 8000/2000 us para el tercer tramo y 5000/2000 ps para el
cuarto tramo de la ruta. En las Figuras n° III-24, III-25, II1-26, III-27, III-28 y III-29,
se recogen los espectros obtenidos (la Figura n°® III-27, es una ampliacién de la zona

correspondiente al calibrado del Pireno de la Figura n° III-26).

A las condiciones instrumentales establecidas las interferencias mas graves las
soporta el Ace del resto de componentes de la mezcla y el BaA, por parte del Pir; si bien,
en la mayor parte de los casos éstas no son significativas, por lo que se puede concluir que
es posible la resolucion de una mezcla formada por Ace, Flt, Pir, BaA y BaP, a
concentraciones dentro del rango lineal. Las medidas de intensidad de fosforescencia
obtenidas para cada punto de las rectas de calibrado, correspondientes a cada uno de los
analitos, se recogen en las Tablas n° III-28, III-29, III-30, 1I-31 y III-32.

Tabla n° III-28.-Réplicas correspondientes al calibrado del Ace.

ng/ml Trost. Trost. Trost.
0 0'028 0'035 0’029
93 0'232 0250 0'253
185 0’440 0’451 0'441
278 0'663 0'674 0'653
370 0'864 0'871 0'884

265



Acenafteno, Fluoranteno, Pireno, Benz[a]antraceno y Benzo[a]pireno

256

Excitacien (nm)
320 400 310 250 430

1.2 —

0,8

0,6 —

0,4 —

Intensidad de fosforescencia relativa

0,2 —

(o]

T T T T T T T
450 470 490 510 530 550 570 590 610 630 650 670 690 710

T T T T

Longitud de onda de emision (nm)

Figura n° III-24.- Calibrado correspondiente al Acenafteno. (1) 0, (2) 93, (3)

185, (4) 278 y (5) 370 ng/mi.
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Figura n° II1-25.- Calibrado correspondiente al Fluoranteno. (1) 0, (2) 160,
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Figura n° II1-26.- Calibrado correspondiente al Pireno. (1) 0, (2) 160, (3) 325,
(4) 485 y (5) 645 ng/ml.
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Figura n° III-27.- Ampliacién de la zona correspondiente al calibrado del

Pireno. (1) 0, (2) 160, (3) 325, (4) 485 y (5) 645 ng/ml.
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Figura n° III-28.- Calibrado correspondiente al Benz/aJantraceno. (1) 0, (2)

140, (3) 280, (4) 420y (5) 560 ng/ml.

256

Excitacien (nm)
320 400 310 250 430

1,2—

0,8 —

0,6 —

0,4 —

Intensidad de fosforescencia relativa

0,2 —

(0]

T

450 470 490 510 530 550 570 590 610 630 650 670 690 710

T T

Longitud de onda de emision (nm)

Figura n° II1-29.- Calibrado correspondiente al Benzo[a]pireno. (1) 0, (2) 303,
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Tabla n° III-29.- Réplicas correspondientes al calibrado del Flt.

Capitulo 111

Ilg/ ml IFosf - IFosf s IFosf.
0 0’032 0'023 0’021
160 0'377 0’331 0340
325 0’735 0’712 0'741
485 1'102 1'124 1'132
645 1'464 1'410 1'473

Tabla n° III-30.- Réplicas correspondientes al calibrado del Pir.

ng/ml Leost. Troet. Teost.
0 0’038 0'025 0’029
160 0’210 0'234 0’198
325 0’430 0'427 0’399
485 0'684 0'654 0'607
645 0’851 0'835 0’815

Tabla n° III-31.- Réplicas correspondientes al calibrado del BaA.

ng/ml Lgost. Tgost. Leost.
0 0'032 0’028 0033
140 0’225 0234 0214
280 0'474 0'470 0’460
420 0'691 0'675 0'667
560 0’850 0'884 0'841

Tabla n® II1-32.- Réplicas correspondientes al calibrado del BaP.

l'lg/ ml IFosf. IFosf‘ IFosf.
0 0'022 0’035 0'028
303 0'220 0201 0211
606 0’481 0’475 0’490
909 0'724 0'700 0'694
1212 1'010 1'000 0'961

Los datos estadisticos obtenidos para las cinco rectas en estudio, se resumen en la

Tabla n® III-33.
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Tabla n° III-33.- Datos estadisticos de las rectas de calibrado.

Dato estadistico Ace Flt Pir BaA BaP
Ordenada en el origen (a) 0’030 0010 0021 0030 -0'0004
Desviacion estdndar (s,) 0’0039 0’0115 0’0101 0'0084 00126
Desviacion estindar relativa (DER(a)) (%) 12'84 114’11 48'32 27'89 -3144'23
Pendiente (b) 0’0023 0’0022 0'0013 0’0015 0’0008
Desviacion estandar (s,) 000001 000001 0’00001 000001 0’00001

Desviacion estandar relativa (DER(b)) (%) 0’75 1'30 2'03 0'63 2'12
Desviacion estdndar de regresion (Sg ) 0’0086 00257 00227 00189 0'0281

Coeficiente de correlacion (1) 0’9996 09989 0'9973 09983 0'9971
Coeficiente de determinacién (r?) (%) 99'93 99’78 99'47 99'65 99'42
g ‘ 0’0003 0’0008 0’0019 00012 0’0021

b) Rectas de calibrado en mezclas.

Se han establecido las funciones de calibrado para cada HAP en la presencia de los
otros cuatro. La concentracion constante fijada para cada uno de los cinco analitos ha sido
370 ng/ml para Ace, 485 ng/ml para Flt, 495 ng/ml para Pir, 560 ng/ml para BaA y 606
ng/ml para BaA. Se han construido asi cinco rectas de calibrado, variando la concentracién
de uno de los analitos dentro de su correspondiente rango dindmico lineal y manteniendo
constantes las concentraciones de los otros cuatro en los valores citados anteriormente. Las
condiciones instrumentales utilizadas son las indicadas en el procedimiento operatorio. En

la Tabla n° III-34 se muestran las funciones de calibrado obtenidas.

Tabla n° I11-34.- Funciones de calibrado para las mezclas.

Analito a b r

Acenafteno 0’031 0’0026 0’999
Fluoranteno 0’030 0’0023 0’996
Pireno 0’020 0’0012 0’994
Benz[a]antraceno 0’034 0’0014 0’993
Benzo[a]pireno 0’002 0’0009 0’992

Tanto la ordenada en el origen como la pendiente permanecen practicamente
inalterables, con respecto a las funciones de calibrado de los HAP de forma individual,

manteniendo una buena linealidad.
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5.4. Parametros de fiabilidad.

Los pardmetros de fiabilidad del método: linealidad, sensibilidad, precision y
limites de deteccién y determinacién han sido calculados mediante el modelo de regresion
lineal a partir del conjunto de datos de la experiencia del calibrado. La sensibilidad
analitica, asi como la linealidad son establecidas mediante el uso de los datos derivados
del calibrado, reflejados en las Tablas n° I1I-28, 29, 30, 31 y 32. Para la obtencion de los
limites de deteccién y cuantificacion, y de la precision del método, son necesarios los
datos relativos a la desviacion estindar de los blancos y de los patrones usados para el
establecimiento de las rectas de calibrado. Los valores de dichas desviaciones estandar se

muestran en la Tabla n° III-35.

Tabla n° III-35- Desviaciones estindar en funcion del calibrado.

ng/ml S,
Ace Flit Pir BaA BaP Ace Flt Pir BaA BaP
0 0 0 0 0 2777 8'340 13’041 9149 25'348
93 160 160 140 303 2’499 7'594 11’875 8'303 23'426
185 325 325 280 606 2405 7'259 11'362 7'929 22'276
278 485 485 420 909 2’505 7'593 11’895 8'298 23'048
370 645 645 580 1212 2’779 8'356 11'091 9’073 26’033

La estimacion de todos los pardmetros caracteristicos del método, calculados a

partir del modelo de andlisis de la regresion se reflejan en la Tabla n° III-36.

Tabla n° III-36.- Pardmetros de fiabilidad.

Parametro Ace Flt Pir BaA BaP
Linealidad (1-DER(b) %) 9925 98'70 97'97 98’36 97'87
Sensibilidad analitica (ng/ml) 3’80 11'48 17'96 12'53 35'22

Limite de deteccion (ng/ml) 8'33 25'02 39'12 27'45 76'05
Limite de cuantificacién (ng/ml) 27'77 83'40 130’41 91'50 253'49
Rango dindmico lineal (ng/ml) 28-370 83-645  130-645  92-560  253-1212

Precision (DER %) ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
93 2’65 160 5'02 160 7'77 140 6’44 303 8'86

185 1'32 325 2'26 325 3'61 280 2'73 606 3'69
278 0'90 485 1'54 485 2'40 420 1'93 909 2'61
370 0’75 645 1'30 645 2'04 560 1'65 1212 2'10
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5.5. Estudio de interferencias.

El estudio se va a centrar en el andlisis de la influencia ejercida por la presencia
de otros hidrocarburos aromiticos policiclicos sobre los cinco analitos del método
propuesto. Para ello, se ha preparado una muestra para cada interferente que contenia
370 ng/ml de Acenafteno, 485 ng/ml de Fluoranteno, 495 ng/ml de Pireno, 560 ng/ml
Benz[a]antraceno, 606 ng/ml Benzo[a]pireno junto con una cierta cantidad de interferente,
a las cuales se les afiadio 622 pl de SDS 0'5 M, 955 pl de TINO; 0'25 M, 524 ul de
Na,SO; 0'1 My 810 ul de H,SO, 0'02 M enrasando con agua destilada hasta 10 ml. En
la Tabla n° III-37 se resumen los datos de tolerancia de las distintas especies ensayadas
para los cinco analitos de la mezcla.

Tabla n® III-37.- Nivel de tolerancia de especies extrafias.

Interferente Nivel de tolerancia (ng/ml)
Ace Flt Pir BaA BaP
Fluoreno, Flu 500 500 33 330 600
Fenantreno, Fen 600 12000 2100 9000 12000
Naftaleno, Naf 400 30000 5000 30000 30000
Antraceno, Ant 1000 770 100 360 1000

A Nexcrem 296/488 nm, tyy 75/150 ps, rendijas.,c/er 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sens. 775 V.

P Nexcrem 358/552 nm, ty, 200/2000 us, rendijas.rn 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sens. 1000 V.
" Nexcrem 336/596 nm, ty, 8000/2000 ps, rendijase e, 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sens. 1000 V.
B4 Nexciem 287/615 nm, tyy 5000/2000 ps, rendijas,,., 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sens. 1000 V.
" Nexcrem 385/695 nm, ty;, 200/2000 ps, rendijas,e, 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sens. 1000 V.

Se observa en esta tabla que los mayores niveles de tolerancia los presentan el
Benzo[a]pireno y el Fluoranteno, sin duda, por la localizacién espectral de su maximo de
emision fosforescente. El compuesto que presenta mayor interferencia es el Acenafteno,

debido a su localizacién espectral y a las condiciones instrumentales de medida de su
intensidad fosforescente.

Sin embargo, en conjunto se puede decir que, a las condiciones experimentales e
instrumentales seleccionadas para la determinacién conjunta de los cinco HAP, no existen
interferencias considerables por la presencia de otros hidrocarburos aromaticos policiclicos
de caracteristicas similares a los que se estin estudiando.
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6. Aplicaciones.
6.1. Resolucion de muestras sintéticas.

Se llevo a cabo la determinacién conjunta de los cinco HAP para distintas
proporciones en mezclas de ellos, al objeto de comprobar la validez del método. Para
todas las mezclas sintéticas se ha seguido el mismo procedimiento: en un matraz de 10 ml
se afiaden los volumenes necesarios de microemulsion de Ace, Flt, Pir, BaA y BaP para
que la concentracion final de los mismos entre dentro del rango lineal de cada compuesto.
A continuacion se le afiaden 622 pl de SDS 0'5 M, 955 ul de TINO, 0'25 M, 524 ul de
Na,S0; 0'1 My 810 ul de H,SO, 0'02 M enrasando con agua destilada. Se mide la
exciem A€ 296/488 nm, 358/552 nm, 336/596 nm,
287/615 nm y 385/695 nm, correspondientes al Ace, FIlt, Pir, BaA y BaP,

respectivamente, en el espectro asincrénico de angulo variable, calculindose la

intensidad de fosforescencia a las \

concentracion encontrada, para cada una de las especies en estudio, mediante interpolacién
en la correspondiente funcién de calibrado y a partir de ese valor el porcentaje de
recuperacion en cada determinacion. En la Tabla n° III-38, se resumen los resultados

obtenidos.

Tabla n° III-38.- Estudio de recuperacion en muestras sintéticas.

Concentracion adicionada (ng/ml) Recuperacion (%)
Ace Flit Pir BaA BaP Ace Flt Pir BaA BaP
93 325 160 140 606 1182 92’3 95'0 110’7 1072
185 485 325 280 1212 111’1 94’8 92’3 116’1 90'7
278 645 160 420 303 119'9 93’0 93’8 107'1 107’3
370 160 325 560 303 1192  87'S  95'4 114’3 108’9
93 325 160 560 303 116’1 92’3  90'0 108’9 113’9
185 485 325 420 606 119'2 92’8 92'3 107'1 107’1

78 645 160 280 606 114'6  97'7 93’8 125’0 110’6
370 160 325 140 606 1176 90’6 90’8 125’4 112’8

A% Nexcrem 296/488 nm, ty, 75/150 ps, rendijas, ..., 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 775 V.

FI Nexciem 358/552 nm, t, 200/2000 ps, rendijasq,e, 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 1000 V.
P Nexcrem 336/596 nm, ty, 8000/2000 ps, rendijas,,., 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 1000 V.
B2A Nexciem 287/615 nm, t,, 5000/2000 ps, rendijas.e, 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 1000 V.
B2 Nexciem 385/695 nm, ty, 200/2000 ps, rendijas,.e, 16/16 nm, m.p.f. 5 ms y sensibilidad 1000 V.
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6.2. Muestras de polvo de carretera.
a) Método analitico y resultados.

Como método analitico se ha empleado el de la curva de calibrado con adicién de
patron. A una muestra de 10 g de polvo de carretera se le adicionan 10 ml de ciclohexano
y se agita durante 30 minutos. La muestra se decanta y se repite la operacion, se filtra y
se lava con 5 ml de ciclohexano, se combinan los extractos enrasando a 25 ml. Para la
obtencion de las curvas de calibrado, se prepararon una serie de 5 muestras en matraces
de 10 ml, para ello se toman 100 pl de muestra, se evapora el ciclohexano mediante paso
de N, posteriormente, se adiciona la cantidad suficiente de disolucion patrén 2'4-10% M
de Ace, de Flt o de Pir, 622 pl de SDS 0'5 M, 955 pl de TINO; 0'25 M, 524 ul de Na,SO,
0'1 My 810 pl de H,SO, 0'02 M enrasando hasta 10 ml con agua destilada. Las
condiciones instrumentales a las cuales se efectian las medidas son las indicadas en el

procedimiento operatorio.

Una vez seguido el procedimiento anteriormente descrito, se obtuvieron las rectas
de calibrado, a partir de las medidas de la intensidad de fosforescencia correspondientes.

Estas se muestran en la Tabla n® III-39.

Tabla n° III-39.- Funciones de calibrado para las mezclas.

Analito a b r

Acenafteno 0'032 0'0022 0'997
Fluoranteno 0’020 0’0023 0'996
Pireno 0'024 0’0014 0'997

Los resultados obtenidos indican que las concentraciones de los analitos en la

muestra problema estin por debajo del limite de deteccién del método propuesto.

b) Estudio de recuperacion.

Para comprobar la exactitud del método propuesto se ha realizado un estudio de
recuperacion. Para ello, a una muestra de 10 g de polvo de carretera se le adicionan
distintas cantidades de Ace, Fit y Pir, de forma que su concentracion entre dentro del

rango lineal del método propuesto, en cada caso. A esta muestra se le adicionan 10 ml

274



98300008 00082000€C00002000CC0FCQCROOIOSOICEOIOIOOIOSIOIOIIOGIOESEITODOOIOSIONSTETENSOIOOSORPPONONS

Capitulo 11

de ciclohexano agitando durante 30 minutos. La muestra se decanta y se repite la
operacion, se filtra 'y se lava con 5 ml de ciclohexano, se combinan los extractos
enrasando a 25 ml. Se toma 1 ml, se evapora el ciclohexano mediante paso de N, y se le
afiade 100 pl de 1-heptano, 1-pentanol'y disolucion 0’5 M de SDS hasta un volumen final
de 5 mi, siendo ésta la disoluciéon de muestra. Para la obtencién de las curvas de
calibrado, se preparé una serie de 5 muestras en matraces de 10 ml, para ello se
adicionan 500 pl de disolucion de muestra, posteriormente se adicionan 40 pl de 2'4-10%
M en BaA y BaP, 122 pl de SDS 0'5 M, 955 pl de TINO; 0'25 M, 524 pl de Na,S0; 0'1
My 810 ul de H,SO, 0'02 M enrasando hasta 10 ml con agua destilada. Las condiciones
instrumentales a las cuales son llevadas a cabo las medidas de fosforescencia son las

indicadas en el Procedimiento operatorio.

Los valores correspondientes a la intensidad de fosforescencia se interpolan en las
funciones de calibrado de la experiencia anterior obteniéndose los resultados que se

muestran en la Tabla n° II1-40.

Tabla n° I11-40.- Estudio de recuperacién en muestras de polvo de carretera.

Concentracién adicionada Concentracion encontrada Recuperacion
(ng/ml) (ng/ml) (%)
Ace Flt Pir Ace Flt Pir Ace Flt Pir
296 388 388 258 364 355 87'4 93'8 91'4
296 388 388 225 350 362 76'2 902 934
296 388 388 240 351 350 81'2 904 902
296 388 388 237 339 346 79'2 87'4 892

Los porcentajes de recuperacion obtenidos estan comprendidos entre 80 y 90 %,
siendo los valores medios de 81’1, 90’5, 91’1 %, con unos valores de desviacion estandar

correspondientes de 4'73, 2’61 y 1'80, para Ace, Flty Pir, respectivamente.

Se puede concluir que la determinacion fosforimétrica conjunta de Ace, Flt y Pir,
en presencia de BaA y BaP mediante barrido asincronico es viable en muestras de polvo

de carretera, siguiendo la metodologia propuesta.
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Determinacion fosforimétrica
conjunta cualitativa de nueve
hidrocarburos aromaticos policiclicos
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Capitulo 1V

1. Caracteristicas espectroscopicas.

Se procedi6 al estudio, desde un punto de vista cualitativo, de la determinacion de
una mezcla que contenga al menos nueve hidrocarburos aromaticos policiclicos distintos.
Los nueve HAP elegidos fueron: Naftaleno, Acenafteno, Fluoreno, Fenantreno,

Fluoranteno, Pireno, Benz[a]antraceno, Benzo[a]pireno y Benzo[e]pireno.

Se realiz6 un estudio de la posible identificacion fluorimétrica o fosforimétrica, de
una mezcla de estos nueve HAP; con objeto de comparar ambas técnicas luminiscentes
respecto a su posible utilizacién para resolver mezclas de estos analitos. Para ello, se
registraron los espectros de fluorescencia y fosforescencia total y las curvas de

decaimiento fosforescente de cada uno de ellos.

1.1. Caracteristicas fluorescentes.

En primer lugar, se registraron los espectros de fluorescencia total de los nueve
HAP indicados anteriormente. Para ello, se prepararon una serie de muestras conteniendo
distintas cantidades de HAP, de forma que fueran isofluorescentes, segun el procedimiento
operatorio siguiente: Se preparé una disolucién madre afiadiendo a 100 pl de una
disolucion 2'4-10° M de cada uno de los HAP estudiados en n-heptano, 100 pl de 1-
butanol y enrasando hasta 10 ml con SDS 0'5 M. Distintas alicuotas de disolucion madre
de HAP 2'4-10* M (500 ul de Naf, 100 ul de Ace, 50 pul de Flu, 200 pl de Fen, 100 pl
de Flt, 50 ul de Pir, 80 ul de BaA, 40 ul de BaP 'y 60 pl de BeP) se les ariadio 600 pl de
SDS 0'5 M enrasando hasta 10 ml con agua destilada. La concentracion final de cada
HAP fue: 1500 ng/ml para Naf, 370 ng/ml para Ace, 200 ng/ml para Flu, 855 ng/ml para
Fen, 485 ng/ml para Flt, 243 ng/ml para Pir, 438 ng/ml para BaA, 242 ng/ml para BaP
y 363 ng/ml para BeP. A estas muestras se les ha registrado el espectro en las siguientes
condiciones instrumentales: Excitacion 250-425 nm, emision 275-550 nm, velocidad de
barrido 6 nm/s, paso de monocromador de 2 nm'y 5 nm para el de emision y excitacion
respectivamente, rendijas de excitacion y emision 4/4 nm y sensibilidad de 525 V. Los
espectros de fluorescencia total obtenidos en estas condiciones para los distintos HAP se

encuentran representados en forma de mapas de contorno en la Figura n°® IV-1.
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Capitulo IV

1.2. Caracteristicas fosforescentes.

Conocidas las caracteristicas fluorescentes, se procedid al registro de los espectros
de fosforescencia total y de las curvas de decaimiento fosforescente a sus méaximos de
emisién. Para llevar a cabo el registro de los espectros de fosforescencia total se
prepararon una serie de muestras conteniendo distintas cantidades de HAP, de forma que
fueran isofosforescentes, seglin el procedimiento siguiente: A distintas alicuotas de
disolucién madre de HAP 2'4-10* M (320 pl de Naf, 42 ul de Ace, 25 pl de Flu, 60 pl
de Fen, 100 pl de Flt, 75 pl de Pir, 48 pl de BaA, 300 pl de BaP 'y 40 pl de BeP) se les
afadié 600 pl de SDS 0'5 M, 1000 ul de TINO,; 0’25 M, 500 pl de Na,SO; 0'1 M'y 800
ul de H,SO, 0'02 M enrasando hasta 10 ml con agua destilada. La concentracion final de
cada HAP fue: 985 ng/ml para Naf, 155 ng/ml para Ace, 100 ng/ml para Flu, 257 ng/ml
para Fen, 485 ng/ml para Flt, 365 ng/ml para Pir, 263 ng/ml para BaA, 1815 ng/ml para
BaP y 242 ng/ml para BeP. A las muestras preparadas anteriormente se les registro el
espectro en las siguientes condiciones instrumentales: Excitacion 250-425 nm, emision 400-
750 nm, velocidad de barrido de 6 nm/s, paso de monocromador de 2 nm'y 5 nm para el
de emision y excitacion respectivamente, rendijas de excitacion y emision 16/16 nm,
tiempo de decaimiento 200 s, tiempo de integracion de 2000 us 'y sensibilidad de 1000
V. Los respectivos espectros de fosforescencia total de los nueve HAP estudiados se

reflejan en forma de mapas de contorno en la Figura n°® IV-2.

1.2.1. Curvas de decaimiento.

Un parametro no existente en las técnicas fluorescentes convencionales y que hace
que la fosforescencia sea una técnica més selectiva, es el tiempo de vida media. Las
medidas de intensidad de fosforescencia se realizan a un tiempo determinado, denominado
tiempo de decaimiento y durante un cierto tiempo, denominado tiempo de integraciéon. En
el presente estudio fosforimétrico de los distintos HAP, se ha utilizado un mismo tiempo
de decaimiento e integracion para todos los compuestos; sin embargo, se debe recordar

que ambos se pueden utilizar como pardmetros de selectividad de esta técnica.

Por este motivo se llevd a cabo el registro de las curvas de decaimiento de los

distintos HAP, procediendo experimentalmente de forma similar a la parte anteriormente
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Capitulo 1V

descrita: A distintas alicuotas de disolucion madre de HAP 2'4-10* M se les ariadié 600
ul de SDS 0’5 M, 1000 pl de TINO, 0'25 M, 500 ul de Na,SO,; 0'1 My 800 pul de H,SO,
0'02 M enrasando hasta 10 ml con agua destilada de forma que las distintas muestras
fuesen isofosforescentes. A estas disoluciones se les ha registrado la curva de decaimiento
Josforescente en las siguientes condiciones instrumentales: Longitud de onda de onda
mdxima para cada HAP, barrido de 0 a 20 ms, resolucion 50 us, repeticiones 100,
rendijas de excitacion y emision 16/16 nm y sensibilidad 1000 V. Registradas las curvas
de decaimiento se calcula el parametro de vida media mediante el ajuste a una exponencial
de dicha curva de decaimiento llevado a cabo por el propio programa del
espectrofosforimetro. El pardmetro vida media calculado para cada uno de los HAP

estudiados en estas condiciones experimentales se resumen en la Tabla n® IV-1.

Tabla n°® IV-1.- Vida media de los distintos HAP estudiados.

HAP Nexc/em miximo (1T Vida media (us)
Naftaleno 290/522 296
Acenafteno 298/524 1015
Fluoreno 300/460 610
Fenantreno 296/478 585
Fluoranteno 358/552 1097
Pireno 336/596 6825
Benz[a]antraceno 292/610 3017
Benzo[a]pireno 385/695 2628
Benzo[e]pireno 332/548 9120

Como se observa, Naf, Fen y Flt presentan tiempos de vida cortos, mientras que

BeP y Pir tienen tiempos de vida del orden de 10 ms.

2. Comparacion entre la fluorescencia y la fosforescencia.

2.1. Fluorescencia.

Comparando, de dos en dos, los distintos mapas de contorno fluorescentes
registrados para los nueve HAP, los cuales se muestran en al Figura n® IV-1, se

comprueban las posibilidades de desarrollo de un método de andlisis fluorimétrico para
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esos dos analitos de forma conjunta considerando:

a) No viable, el caso en el que:

1.- El solapamiento espectral sea casi total.
b) Viables, los casos en los que:

1.- El solapamiento sea parcial.

2.- No haya solapamiento espectral.

El resultado de este estudio se refleja en la Tabla n® IV-2. Se comprueba que la
mayoria de los casos estudiados son viables, no existiendo solapamiento espectral o siendo
este parcial. Sin embargo, existen varios casos donde la determinacién fluorimétrica no
es posible ya que el solapamiento espectral es casi total. Los casos donde no es viable la
determinacién son: Ace-Naf, Ace-Fen, Flu-Naf, Flu-Ace, Fen-Naf, Fen-Ace, Pir-BeP,
BaA-BeP y BeP-Flu.

Tabla n°® IV-2.- Resolucion espectral fluorescente de una mezcla de HAP.

Naf Ace Flu Fen Flt Pir BaA BaP BeP

Naf
Ace
Flu
Fen
Flt
Pir
BaA
BaP
BeP

Solapamiento espectral casi total

Solapamiento parcial
No hay solapamiento espectral

2.2. Fosforescencia.

De igual forma, comparando, de dos en dos, los distintos mapas de contorno de
los espectros de fosforescencia total registrados para los nueve HAP en estudio, los cuales

se muestran en la Figura n°® IV-2, se comprueba cuando es posible el desarrollo de un
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método de anilisis fosforimétrico para esos dos analitos de forma conjunta, considerando:

a) No viable, el caso en el que:
1.- El solapamiento espectral sea casi total y no existan diferencias
significativas entre las vidas medias.
b) Viables, los casos en los que:
1.- El solapamiento sea parcial o con solapamiento casi total pero que
existan diferencias entre las vidas medias.
2.- No haya solapamiento espectral.

El resultado de este estudio se refleja en la Tabla n® IV-3. La mayoria de los casos
estudiados son viables, o bien por que no existe solapamiento espectral o bien por que este
es parcial y/o poseen diferentes tiempos de vida media, existiendo slamente dos casos

donde no es viable dicho estudio resolutivo: Naf-Fen, BeP-Pir.

Tabla n°® IV-3.- Resolucion espectral fosforescente de una mezcla de HAP.

Naf Ace Flu Fen Flt Pir BaA BaP BeP

Naf
Ace
Flu
Fen
Flt
Pir
BaA
BaP
BeP

Solapamiento espectral total y no existe diferencia entre las vidas medias
Solapamiento parcial o diferencias entre las vidas medias

No hay solapamiento espectral

Comparando el mimero de casos donde no es viable la determinacion conjunta
fluorimétrica (ver Tabla n°® IV-2) y la fosforimétrica (ver Tabla n°® IV-3), se comprueba
que se obtiene una mayor capacidad de resolucion de muestras mediante el uso de la
técnica espectrofosforimétrica, debido a que existe un nuevo pardmetro de selectividad

para la resolucién de mezclas, el tiempo de decaimiento, t;. Este nuevo pardmetro permite
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resolver problemas de interferencia espectral cuando existen diferencias significativas entre
las curvas de decaimiento de los analitos que se quieren resolver, existiendo menos

incompatibilidades en cuanto a la posible resoluciéon de mezclas de éstos.

Unas conclusiones semejantes se pueden obtener al superponer los espectros
fluorescentes contenidos en la Figura n°® IV-1 y los espectros fosforescentes en la Figura

n° IV-2. Estas superposiciones se recogen en las Figuras n® IV-3 y IV-4.

3. Desarrollo del método fosforimétrico.

El desarrollo del método fosforimétrico para la determinacién conjunta de una
mezcla de estos nueve HAP, consistiria en la adecuada seleccion de las condiciones
experimentales y, muy especialmente, instrumentales a las cuales deberian de llevarse a

cabo las medidas de intensidad de fosforescencia.

3.1. Seleccion de variables experimentales.

Las concentraciones de los reactivos, a las cuales deberian de llevarse a cabo las
medidas de intensidad de fosforescencia, se establecen como la media aritmética de los
optimos calculados para los distintos HAP estudiados en la presente memoria. Estas

concentraciones son:

[SDS] = 3'00:102 M

[TINO,] = 2'50-102 M
[Na,SO;] = 5'00-10% M
[H,S0,] = 1'60-10° M

Para mejorar la aplicabilidad de la determinacion es aconsejable la utilizacion de
microemulsiones. Para este método el agente emulsionante mas aconsejable seria una
mezcla de n-heptano y 1-butanol en una proporcion, en la disolucién madre, de al menos
un 2 % para ambos. El volumen de muestra més adecuado para introducir en la cubeta es
de 1’5 ml, manteniendo el mismo orden de adicién hasta ahora utilizado y termostatizando
la cubeta de medida a la temperatura de 25 °C. El rango dindmico lineal serd necesario

establecerlo para cada HAP.
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Figura n°® IV-3.- Contorno de los espectros de fluorescencia del Naf (—), Ace (), Flu

(-), Fen (), Flt (—), Pir (—), BaA (—), BaP () y BeP (). [Naf]
1500 ng/ml, [Ace] 370 ng/ml, [Flu] 200 ng/ml, [Fen] 855 ng/ml, [Flt]
485 ng/ml, [Pir] 243 ng/ml, [BaA] 438 ng/ml, [BaP] 242 ng/ml,
[BeP] 363 ng/ml y [SDS] 3'00-10° M.
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Figura n°® IV-4.- Contornos de los espectros de fosforescencia del Naf (—), Ace (—),
Flu (), Fen (—), Flt (—), Pir (—), BaA (=), BaP (- )y BeP ().
[Naf] 985 ng/ml, [Ace] 155 ng/ml, [Flu] 100 ng/ml, [Fen] 257 ng/ml,
[Flt] 485 ng/ml, [Pir] 365 ng/ml, [BaA] 260 ng/ml, [BaP] 1815
ng/ml, [BeP] 242 ng/ml, [SDS] 3'00-10° M, [TINO,] 2'50-10° M,
[Na,SO,] 5'00-10° M y [H,SO,] 1'60-10° M.
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3.2. Seleccion de pardmetros instrumentales.

Los parametros instrumentales que hay que optimizar habitualmente, es decir,
rendijas de excitacion y emision, m.p.f. y sensibilidad, se van a mantener en los valores

hasta ahora utilizados y que son: 16/16 nm, 5 ms y 1000 V, respectivamente.

Sin duda, los parametros relacionados con la selectividad del método son las
longitudes de onda de excitacion y emision y los tiempos de decaimiento e integracion.
Por tanto, observando la Figura n° IV-4 se puede concluir que los valores mas adecuados
de estos parametros, para el desarrollo del método espectrofosforimétrico, serian los que

se resumen en la Tabla n° IV-2.

Tabla n° IV-2.- Pardmetros instrumentales para cada HAP.

HAP Nexcrem (NIM) tyg (1S)
Naftaleno - -
Acenafteno 298/524 1000/1000
Fluoreno 295/450 200/1000
Fenantreno - -
Fluoranteno 358/552 200/2000
Pireno 340/596 8000/2000
Benz[a]antraceno 287/615 5000/2000
Benzo[a]pireno 385/695 200/2000
Benzo[e]pireno 332/548 10000/2000

Aunque la fosforescencia es una técnica mas selectiva que la fluorescencia, es
importante no olvidar que ambas son técnicas complementarias pudiéndose aplicar
simultineamente a una misma mezcla de analitos. A las condiciones de fosforescencia
establecidas para esta u otra mezcla de HAP, se pueden registrar sefiales de fluorescencia
midiendo en el mismo instante del pulso de la lampara, obteniendo asi una mayor
informacion sobre el sistema que puede servir para la resolucién de ciertas mezclas
complejas. De hecho, en la mezcla anterior, se comprueba que el Fen que no se resuelve
por técnica fosforimétrica podria resolverse mediante fluorimetria directa a una longitud
de onda de excitacién/emision de 290/360 nm (véase Figura n° IV-3). Igualmente, el Naf

también parece resolverse mejor por fluorescencia que por fosforescencia.
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1. Introduccion.

Plaguicida es el término general empleado para denominar a una serie de sustancias
quimicas que se emplean para el control de microorganismos (bacterias, hongos, insectos,
nematodos, etc...) que consumen, estropean o destruyen los productos agricolas, bien en
el campo o durante el almacenamiento. Asociados a los plaguicidas, por su funcion
reguladora del crecimiento de las plantas, se encuentran las fitohormonas cuyo empleo
tiene igual o mas importancia que el de los plaguicidas debido a que controlan las malas

hierbas que causan una disminucién en la produccién de las cosechas.

Probablemente, la consecuencia de mayor alcance derivada del amplio uso de los
plaguicidas es su contribucién a la contaminacién y degradacion del ambiente (plantas,
agua, suelo), debido a su acumulacién en los ecosistemas acuético y terrestre pasando a
través de la cadena alimentaria a las especies animales y, por tltimo, al hombre. Por todo
ello, estas sustancias constituyen una de las preocupaciones mas importantes en cuanto a

su control, debido a que la persistencia de los mismos es muy elevada (Cheng, 1969).

Ademds, su intensa actividad biocida y su amplia dispersién en el medio ambiente,
convierte a estas sustancias en el grupo mdis importante de productos quimicos
identificados como factores de riesgo ambiental. Los efectos secundarios, no
intencionados, han generado la necesidad de una sistematica evaluacion de su impacto y

un andlisis del perfil ecotoxicoldgico

En el anilisis de plaguicidas es de uso corriente el término residuo. Su significado
estd asociado a plaguicida en los mismos términos que contaminante lo estd a anilisis
ambiental. Los términos foxicidad y peligrosidad no son sinénimos ya que la toxicidad se
refiere al caracter que posee un determinado compuesto bajo condiciones experimentales,
mientras que la peligrosidad es el riesgo de envenenamiento por medio de dicha sustancia
toxica. La peligrosidad no depende sélo de la toxicidad del plaguicida sino de otros
factores tales como el tiempo de exposicion, cantidad de material, etc.. La definicion dada
por el diccionario a cerca de una sustancia toxica es "aquella que, introducida en un
organismo en pequerias cantidades, actiia quimicamente sobre los tejidos causando graves

prejuicios o la muerte". Desde un punto de vista cientifico, esta definicion debe ser
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modificada "aquellas sustancias que causan un dafio en la mayoria de los casos en los que

se pone en contacto con organismos vivos durante su uso comin".

Los plaguicidas, por necesidad, son sustancias toxicas, pero la toxicidad varia de
unos a otros pudiendo producirse en el hombre una enfermedad importante con tan solo
la ingestion de una pequefia cantidad de sustancia o no producirse efecto alguno a pesar
de ingerir grandes cantidades de dichas sustancias. Los factores que influyen en los efectos
de dicha ingestion son:

- La toxicidad del producto.

- La dosis del producto, especialmente la concentracion.
- Tiempo de exposicion.

- Via de entrada o absorcién en el organismo.

Para el desarrollo y comercializacion de un determinado plaguicida es necesario
realizar una serie de experimentos en animales de laboratorio de fisiologia semejante al
la del ser humano; por ejemplo, ratones, ratas y conejos blancos, cerdos de guinea y
perros sabuesos. Las pruebas intravenosas se suelen realizar en ratones y ratas, las
dérmicas, en conejos y cerdos y la toxicidad oral aguda en ratas y perros. Todos estos
experimentos son necesarios para determinar las propiedades toxicoldgicas de los
plaguicidas y de esta informacién, se puede extrapolar la toxicidad para el ser humano,
pudiendo estar presentes, en algunos casos, en los alimentos ingeridos por €l hombre a

niveles que se expresan en pg/ml.

La toxicidad de los plaguicidas se define con el término DL, que significa la dosis
necesaria de dicho compuesto para matar el 50 % de los animales a los cuales se les ha
administrado bajo condiciones experimentales, expresado en miligramos de producto toxico
por kilogramo de peso del cuerpo del animal. La DLy, se mide en términos de oral
(mediante alimentacion o colocacion directa en el estomago del animal, ratas,

principalmente), dérmica (aplicada a la piel de conejos) y respiratoria (por inhalacion).

Dentro del amplio conjunto de plaguicidas, se ha centrado la atencion, en el grupo
de compuestos derivados del naftaleno. Asi, se han llevado a cabo estudios sobre: acido
2-naftiloxiacético, o-naftaleneacetamida y carbaril. Los dos primeros pertenecen al grupo

de las fitohormonas mientras que el dltimo se trata de un insecticida.
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2. Generalidades.

Para comenzar el estudio de estos plaguicidas, es necesario conocer sus

caracteristicas generales, las cuales se han resumido de forma genérica en:

1.- Estructura molecular: Férmula empirica y peso molecular.

2.- Nomenclatura e historia: Nombre quimico dado por la IUPAC y la
abreviatura con que se conoce.

3.- Propiedades: Principalmente se incluyen propiedades fisicas tales como el
punto de fusion y la solubilidad de dicha sustancia en distintos disolventes.

4.- Usos: Tipo de sustancia y su uso comercial.

5.- Toxicologia:. Valor de la dosis letal media (DLsy) y, si forma parte de
formulaciones comerciales asi como su categoria toxicologica.

6.- Formulaciones comerciales: Nombres comerciales y casas suministradoras,
asi como el porcentaje de producto activo objeto de estudio.

7.- Métodos analiticos: Recopilacion de todos los métodos de determinacion

existentes en la bibliografia.

2.1. Generalidades del dcido 2-naftiloxiacético.
2.1.1. Estructura molecular.

El 4cido 2-naftiloxiacético, cuya férmula empirica es C;,H,,O; y cuya estructura

se observa en la Figura n® B-1, posee un peso molecular de 202’0 g/mol.

0—CH, —COOH

Figura n°® B-1.- Estructura del dcido 2-naftiloxiacético.

2.1.2. Nomenclatura e historia.

El nombre quimico dado por la IUPAC es el de 4cido 2-naftil-oxi-acético. Los

nombres de 4cido naftiloxiacético y 4cido naftoxiacético son aceptados como nombres
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comunes y la abreviatura es ANOA. Su introduccion comercial se debe a Synchemicals
Ltd.

2.1.3. Propiedades.

El producto técnico forma cristales verdes. El 4cido puro es un solido cristalino
incoloro cuyo punto de fusién es de 156 °C. A temperatura ambiente es ligeramente
soluble en agua, soluble en etanol y dietil éter y forma sales solubles en agua con metales

alcalinos.

2.1.4. Usos.

Son varios los productos quimicos que se emplean en diferentes tipos de cultivos
como hormonas reguladoras del crecimiento de las plantas, con objeto de promover una
maduracion temprana de la fruta. Entre estas sustancias, el ANOA ha demostrado ser muy
itil para la prevencion de la caida prematura de la fruta, asi como para promover el

crecimiento de las raices, especialmente en manzanas, uvas, fresas y tomates.

Concretamente, en Espafa se utiliza en tomate y berenjena para inducir la
formacion de frutos sin semilla y adelantar su maduracién. En E.E.U.U., sin embargo,
el ANOA se aplica principalmente en fresas y tomates para aumentar el tamafio de los
frutos. En Espafia se recomienda su aplicaciéon inmediatamente después de la floracion,
a las horas de menos calor y con la menor luz posible. Es necesario llegar al interior de
la flor sin danar el resto de la planta, lo que se consigue con boquillas atomizadoras. La
dosis normal suele oscilar entre 40-60 mg de componente activo por litro 6 25 ml por

litro, en formulaciones liquidas.

2.1.5. Toxicologia.

El principal objetivo en el andlisis de este tipo de sustancias es el control de
cultivos agricolas que van a ser consumidos por el hombre. Dada su baja toxicidad, los
niveles de tolerancia de estos compuestos son relativamente altos en las legislaciones de
varios paises. A pesar de que no son sustancias muy toxicas, pueden ser peligrosas si se

consumen en grandes cantidades. Los niveles de tolerancia, dosis y limitaciones en el uso
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del 4cido 2-naftiloxiacético han sido publicados por la Agencia de Proteccion del Medio
Ambiente (EPA Compendium of Registered Pesticides, 1968), presentando una LDj, por

ingestion oral, en ratas, de 600 mg/Kg.

2.1.6. Formulaciones comerciales.

Estas incluyen: "Tomador-NT" (Inagra), solucion acuosa 025 % p/v) y
"Zeltomata" (Zeltia) que se trata de una solucién acuosa conteniendo una mezcla de
fitohormonas (0’13 % de ANOA y 0’013 % de é4cido 1-clorofenoxipropionico p/v). Esta
tiltima mezcla estd especialmente concebida para favorecer la polinizacion en tomate y

berenjena y obtener frutos més precoces, de mayor peso y elevada calidad.

2.1.7. Métodos analiticos.

Los métodos analiticos que se utilizan en la actualidad para el anélisis de este tipo
de sustancias son muy variados desde bioensayos (Reeve y Crozier, 1980), inmunoensayos
(Davis y col., 1985) a métodos de deteccién que utilizan diversas propiedades fisico-
quimicas. Generalmente son necesarias técnicas de separaci6n previas a la deteccién por
métodos fotométricos (Kannangara y col., 1978), fluorimétricos (Horgan y Neill, 1979;
Archer y Stokes, 1988), electroquimicos (Dumbroff y col., 1983) o radioquimicos
(Kannangara y col., 1984).

Después de una minuciosa busqueda bibliografica sobre los métodos de
determinacién analitica del dcido 2-naftiloxiacético, se ha encontrado que existen pocos
métodos disponibles, estando la mayor parte de ellos basados en medidas de luminiscencia

molecular.

El primer método fluorimétrico descrito en la bibliografia para la determinacion
fluorimétrica de ANOA se debe a Mineczewaski (1956), el cual obtuvo una fluorescencia
verde cuando calentaba ANOA con el reactivo de Rosenthaler y Turk (Na,AsO; al 1 %

en H,S0,). La fluorescencia cambiaba a azul cuando la disoluci6n se hacia alcalina.

El método recomendado para el anilisis d¢ ANOA en manzanas y uvas hace uso

de una reaccion de derivatizacion (Pease y Gardiner, 1969), que consiste en extraer del
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substrato el ANOA con acetato de etilo y el extracto se purifica mediante un proceso de
particion liquido-liquido. Después, el compuesto se convierte en 2-aminobenzimidazol, y

la determinacion final se efectiia mediante medicion directa de la fluorescencia.

El ANOA ha sido determinado también en tomates (Davidson, 1970), mediante el
siguiente procedimiento. E1 ANOA se extrajo con acetona, y posteriormente el disolvente
fue evaporado. Se trat6 con disolucién acuosa de carbonato sddico y se llevé a cabo una
nueva extraccion en CHCl,; en medio 4cido, siendo determinado fluorimétricamente en este
medio. Los autores describen por primera vez, en este trabajo, las caracteristicas
fluorimétricas del &4cido 2-naftiloxiacético en CHCI,. Establecen dos maximos de
excitacion localizados a 282 y 325 nm y dos maximos de emision a 354 y 680 nm, siendo
el mas intenso el localizado a 354 nm. La intensidad de fluorescencia del ANOA en CHCl,
presenta un rango dindmico lineal entre 0’01 y 0’1 pg/ml. Las recuperaciones, para una
concentracion de ANOA de 0'4 pg/ml fueron del 82% al 101 %.

Ademais, el ANOA ha sido determinado en fresas mediante extraccion en acetona,
utilizando deteccion fluorimétrica directa y, por primera vez, sincrénica-derivada
combinada con primera y segunda derivadas (Garcia Sdnchez y Cruces Blanco, 1988c).
Los autores dan unas longitudes de onda de excitacion y emision de 480 y 570 nm,
respectivamente y estudiaron los efectos del disolvente en las caracteristicas espectrales
de las disoluciones de ANOA. El limite de deteccion encontrado en el procedimiento con
la primera derivada es de 1’14 ng/ml. Las fresas se fortificaron con diferentes
concentraciones de ANOA (de 10 a 90 ng/ml). Las recuperaciones son del 87'2% (rango
entre el 80’16 y 98'53%) en el nivel de menor fortificacion y del 98'36% (rango entre
97'54 y 99'63 %) para el nivel de fortificacion més alto.

Como ya se ha mencionado anteriormente, la fosforimetria convencional a baja
temperatura es una técnica analitica que se ha utilizado con menor profusion que la
fluorimetria. El hecho de que se necesitaran temperaturas del nitrégeno liquido para la
observaciéon de fosforescencia y las dificultades provenientes de la reproducibilidad
encontradas, han hecho que hasta hace muy poco tiempo, esta técnica no haya gozado de

una gran popularidad.
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Sin embargo, entre los grupos de sustancias que han sido estudiadas
fosforimétricamente, se encuentran precisamente numerosos plaguicidas. Asi, ya en 1965
(Moye y Winefordner, 1965a) estudiaron las caracteristicas fosforescentes de 32
plaguicidas a baja temperatura (77 K) en disolvente EPA (dietiléter-isopentano-alcohol
absoluto, 5:5:2, v/v), etanol absoluto o mezclas etanol-agua como disolventes. Su utilidad
analitica qued6 demostrada en algunos casos, determindndose varias de estas sustancias en
diferentes matrices como alimentos y fluidos biologicos (Moye y Winefordner, 1965b).
Chen, estudi6 asimismo las caracteristicas fosforescentes de 81 plaguicidas en este mismo

disolvente, entre los que se encontraba el dcido 2-naftiloxiacético (ANOA) (Chen, 1974).

El 4cido 2-naftiloxiacético ha sido determinado mediante fosforescencia a baja
temperatura, utilizando diferentes disolventes. Asi, Sanders y Winefordner (1972), en un
estudio sobre las caracteristicas fosforimétricas a 77 K de 17 reguladores del crecimiento
de las plantas y utilizando etanol absoluto como disolvente, encuentran que 12 de ellos
presentaban emision fosforescente analiticamente ttil. Para el ANOA, localizan el maximo
de excitacién y emisién a 328 y 497 nm, respectivamente, y calculan que el tiempo de
vida de la emisién es de 2'6 segundos. Posteriormente (Aaron y col., 1979), estudiaron
las caracteristicas fosforimétricas, a 77 K, de un amplio grupo de compuestos en
etanol:agua (10:90) como disolvente. Establecen tres médximos de excitacion a 238, 274
y 313 nm y tres maximos de emisién a 476, 503 y 530 nm, dando un valor de 2'8
segundos para el tiempo de vida media. Los méximos mds intensos resultan ser los de 313
nm para la excitacién y 503 nm para la emision. Dichos valores se encuentran proximos
a los establecidos anteriormente por estos mismos autores en etanol absoluto. Proponen
un método de determinacién fosforimétrica de ANOA, con un limite de deteccion de 0’3

pg/ml.

Posteriormente, el ANOA volvi6 a ser objeto de un estudio fosforimétrico a baja
temperatura (77 K), utilizando EPA como disolvente (Trautwein y Guyon, 1983). Se dan
méximos de excitacién a 282 y 320 nm (siendo este ultimo el mas intenso) y de emision
a 474 y 500 nm (el més intenso). De nuevo, los maximos experimentales se encuentran
préximos a los ya resefiados en la bibliografia anterior para este compuesto. En este
medio, se ha propuesto un método fosforimétrico de determinacion de ANOA con un

limite de deteccién de 0’1 pg/ml.
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A partir de la introduccién de la fosforescencia a temperatura ambiente (RTP)
(Roth, 1967), surgié un nuevo interés por los métodos fosforimétricos de andlisis.
Inicialmente, la RTP era observada en distintos soportes s6lidos, de los cuales, el papel
de filtro ha resultado ser el mas utilizado. Las caracteristicas fosforescentes de ANOA
adsorbido en papel de filtro, en medio etanol:agua (10:90), fueron comparadas con las
correspondientes a baja temperatura (Aaron y col., 1979). Los maximos de excitacion
encontrados se localizan a 238, 284 y 310 nm (el més intenso), mientras que el maximo
de emision se encuentra a 504 nm. La sefial de fosforescencia a temperatura ambiente
resulta ser menos intensa que a baja temperatura, habiéndose establecido el limite de

deteccion en este medio de 8 ug/ml.

En posteriores estudios (Aaron y Winefordner, 1979), utilizaron el mismo soporte
solido para la observacion de la RTP pero en presencia de Nal 1M como 4tomo pesado
externo. La presencia de Nal favorece el cruce entre sistemas y permitié observar sefiales
de fosforescencia mas intensas de una serie de compuestos. Asi, ANOA presentaba
méximos de excitacion a 278 y 310 nm (mads intenso), y maximos de emisién a 499 (mas
intenso) y 529 nm, y un limite de deteccién de 0’1 ug/ml. Luego, mediante este
procedimiento se obtuvieron sefiales de RTP de similar magnitud a las que se obtienen a
baja temperatura. Se observd, asimismo, que el tiempo de vida de fosforescencia era algo
menor a temperatura ambiente que a baja temperatura resultando ser del orden de 12

segundos.

El hecho de que el tiempo de vida de este compuesto, al igual que el de algunos
compuestos de estructura similar como la 1-naftaleneacetamida, acido 1-naftalenacético,
acido metil naftalenacético, benomil, sal sddica del acido p-dimetilaminobenceno-
diazosulfonico o plantrax, sean tan elevados (superiores a 1 seg), ha sido interpretado

como que la fosforescencia se origina a partir de un estado triplete =, =~ (Becker, 1969).

El empleo de la fosforescencia a temperatura ambiente y en disolucién es mucho
mas reciente y, concretamente Mufioz de la Pefia y col. (1993) desarrollaron un método
fosforimétrico para el ANOA, mediante la formacion de un complejo de inclusién de la

fitohormona con la (3-ciclodextrina.
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2.2. Generalidades de la a-naftaleneacetamida.

2.2.1. Estructura molecular.

La o-naftaleneacetamida, cuya férmula molecular es C;,H;;NO tal y como se

observa en la Figura n® B-2, posee un peso molecular de 185'2 g/mol.

H,— CO—NH,

Figura n° B-2.- Estructura de la o-naftalenacetamida.

2.2.2. Nomenclatura e historia.

El nombre quimico dado por la IUPAC es 2-(1-naftil)acetamida. El nombre de 1-
naftalenacetamida es conocido como nombre comun. También es conocida como o-
naftalenacetamida, siendo su abreviatura NAD o NAmida. Fue introducida comercialmente

por Amchem Products, Inc. (ahora Union Carbide Agricultural Products Co., Inc.).

2.2.3. Propiedades.

Forma cristales incoloros de punto de fusiéon 184 °C. Es ligeramente soluble en
agua, soluble en acetona, etanol, metanol, propanol, dioxano, acetonitrilo y cloroformo
e insoluble en queroseno y ciclohexano. Es estable bajo condiciones normales de

almacenamiento y no es inflamable.

2.2.4. Usos.

La naftalenacetamida ha sido utilizada durante més de 40 afios como regulador del
crecimiento de las plantas. La aplicacion justo después de la floracién, induce el aclarado
de la fruta y aplicada 3 6 4 semanas antes de la recoleccién, previene la caida de la fruta.
Se aplica, principalmente, en la mayoria de las variedades de manzano y peral. A pesar
de que la nafalenacetamida causa poco dafo en las hojas de los arboles no ha sido usada
con mucha frecuencia. El tratamiento debe realizarse a una dosis que oscile entre 2'5-5'0

g de ingrediente activo/100 1, obteniéndose asi, una zona de abscision en el pedinculo.
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2.2.5. Toxicologia.

La DLy, oral para ratas es de 6400 mg/Kg y la DL, percutianea para conejos es

mayor de 5000 mg/Kg, no habiéndose observado irritacion en la piel o en los ojos.

2.2.6. Formulaciones comerciales.

No existen formulaciones comerciales en Espafia recogidas en el Vademecum de
productos fitosanitarios, aunque es utilizado en otros paises con el nombre comercial de
"Amid-Thin" (Amchem Products, Inc) como un polvo mojable conteniendo 84 g de

componente activo por kilogramo de formulacién.

2.2.7. Métodos analiticos.

La metodologia para los residuos de NAD es poco comin y hasta que Sigrist
(1974) publicara un trabajo acerca de la determinacion conjunta de NAD y ANA en
manzanas, los métodos sensibles de andlisis de residuos de NAD eran desconocidos. Este
método consiste en la aplicacion conjunta de NAD y ANA a manzanos para prevenir la
caida del fruto justo 4 semanas antes de la recogida. Los residuos maximos encontrados
en el total de la fruta empleando deteccion fluorimétrica, son de 0’05 ug/ml para el NAD
y de 12 ng/ml para el ANA. La sensibilidad de la determinacién para el NAD y ANA en
los extractos de manzana es de 25 y 10 ng/ml, respectivamente, con unos porcentajes de

recuperacion comprendidos entre 90-103 %.

Otra cuantificacion de los residuos de NAD estd basada igualmente en las
caracteristicas fluorescentes del compuesto. Asi, Cochrane (1980) emplea como técnica
separativa la cromatografia liquida de alta resolucion y compara la sensibilidad obtenida
empleando deteccion fotométrica y fluorimétrica. Este método es simple, rdpido y preciso
y obtiene una sensibilidad de 10 ng/ml (método fluorimétrico) y de 100 ng/ml (método
fotométrico), con unos porcentajes de recuperacion del 83 y 89 %, respectivamente,

cuando el método se aplica al anélisis de residuos de NAD en manzanos.

La aplicacion de la metodologia sincronica derivada a la fluorescencia nativa del

NAD permitio el establecimiento de un método de anélisis de residuos de esta fitohormona
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en manzanas (Garcia Sanchez y Cruces Blanco, 1988d), obteniendo unos limites de

detecciéon de 0’6 ng/ml, con unas recuperaciones entre 73-101 % .

2.3. Generalidades del carbaril.

2.3.1. Estructura molecular.
El carbaril, cuya formula molecular es C;,H;;NO, tal y como se observa en la
Figura n°® B-3, posee un peso molecular de 201’2 g/mol.
O H
|
O—C—N—CH,

QC

Figura n°® B-3.- Estructura del carbaril.

2.3.2. Nomenclatura e historia.

El nombre quimico dado por la IUPAC es 1-naftilmetil-carbamato o 1-naftalemil
metilcarbamato. El nombre comin mas aceptado es el de carbaril o carbarilo y su
abreviatura CBL. Se vende bajo el nombre comercial de Sevin, pero se emplean también
varios sinénimos y nombres comerciales (ver Tabla n° B-1). Es un compuesto organico
que se utiliza, sobre todo, como insecticida y, en menor grado, como acaricida y
molusquicida. Dichas propiedades insecticidas fueron descritas por primera vez por H.L.
Haynes y col. (1957). El producto comercial Sevin fue introducido por Union Carbide

Corporation como "Insecticida Experimental 7744".

Tabla n°® B-1.- Sinénimos y nombres comerciales del carbaril'

Atoxan N-metil-1-naftilcarbamato
Caprolin 1-naftol N-metilcarbamato
Carpolin o-naftil-N-metilcarbamato
Compuesto 7744 1-naftil-N-metilcarbamato
Crag Sevin Panam

Insecticida Experimental 7744 Sevidol

Gamonil Sevin
N-metil-a-naftilcarbamato Union Carbide 7744

! De la referencia NIOSH, 1976.
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2.3.3. Propiedades.

El carbaril es ligeramente soluble en agua (120 mg/ml a 30 °C) y bastante soluble
en ciertos disolventes organicos polares como la acetona, dimetilformamida, diclorometano
dimetilsulf6xido y ciclohexanona. Es ligeramente soluble en hexano, benceno y metanol.
El producto del proceso de fabricacion del carbaril es un concentrado al 98% de pureza.
Su sintesis y caracterizacién se puede llevar a cabo en tan solo dos horas de trabajo de
laboratorio (Thadeo y Mowery, 1984) por reaccién entre el metil isocianato y el 1-naftol.
La reaccion que tiene lugar se indica a continuacién en la Figura n® B-4, donde es
evidente que la trietilamina convierte el 1-naftol de un nucleéfilo débil a fuerte para que
el ataque del metil isocianato sea mds rapido. Debido a que la amina se genera por
transferencia de un pfotén desde el ion trietilamonio al anién 1-naftil N-metilcarbamato,

s6lo son necesarias cantidades cataliticas.

Este producto formado es estable por debajo de 70 °C y expuesto a la luz
ambiental si se encuentra en medio neutro o alcalino. Sin embargo, se hidroliza en
condiciones alcalinas (pH > 9) para formar 1-naftol, di6xido de carbono y metilamina y

por tanto, es incompatible con plaguicidas fuertemente alcalinos.

0" *NHEt

OH
+ :NEt; “

o- O—C— N—CHj;
D10 - omemon — O@

!I
O—C—N—CH; &— C—NH-CH3

+ HN *Et, “ +  :NEts
CARBARIL

Figura n° B-4.- Reaccion de obtencion del carbaril.
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2.3.4. Usos.

El carbaril es un insecticida de contacto que posee unas propiedades excelentes en
lo que se refiere a los residuos que origina. Controla la mayoria de los insectos del al-
godén y se ha comprobado su efectividad en mds de 40 clases diferentes de frutas,
verduras y cosechas (EPA, 1980).

A las concentraciones normales de aplicacién (0'25-2'0 kg de ingrediente activo
por hectarea) no presenta efectos adversos en el crecimiento de las plantas o en el sabor
de los alimentos. Cuando se alimentan mamiferos se observa una rdpida transformacion
en 1-naftol, no acumulindose en los tejidos y no excretindose en la leche (OMS, 1982),
lo cual permite su uso en cosechas que vayan a ser empleadas para la alimentacion de
estos animales. En Espafia estd recomendado en el control de orugas en frutales, florales
y ornamentales, en citricos y olivo, en la lucha contra el escarabajo de la patata en
horticolas, en los tratamientos frente a gusano verde en alfalfa y en la defensa de la vid
frente a polillas, etc... También se usa para reducir el nimero de frutos en los manzanos
muy cargados, pero nunca se debe aplicar antes de transcurridos 20 6 25 dias desde la

caida de los pétalos.

Se usa s6lo o en combinacién con uno o mas insecticidas. Asi, las mezclas con
lindano potencian la actividad sobre insectos no protegidos por el propio vegetal, tales
como orugas defoliadoras y frugivoras en tanto se encuentren al exterior, escarabajo de
la patata, pulgones, chinches, trips, mosquito verde y otras plagas en diversos cultivos

herbaceos y lenosos.

2.3.5. Toxicologia.

La inhibicién de la colinesterasa es el mecanismo principal por el que los
insecticidas de carbamato, incluido el carbaril, surten efectos téxicos en los mamiferos.

Estos efectos se pueden clasificar de la siguiente forma:

1.- Efectos agudos, toxicidad oral: la DL, para las ratas oscila

dependiendo de los estudios realizados, entre 500 y 850 mg/kg (Carpenter y col.,
1961; Gaines, 1969). Se ha observado que una dosis de carbaril de 60 mg/kg
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inhibe el metabolismo de la serotonina en el encéfalo de las ratas (Hassan y
Santolucito, 1971).

2.- Efectos agudos, toxicidad por inhalacidn: el carbaril atmosférico, con

una concentraciéon media de 390 mg/m* (exposicion durante 4 horas) produce
irritacion nasal y ocular en cobayas; a 75 mg/m’® (exposicion durante 2-5 horas)
en perros produce inhibicion de la colinesterasa y en gatos expuestos a 80 mg/m?
durante 6 horas presentan salivacidn, excitacion y dificultades respiratorias
(Carpenter y col., 1961).

3.- Efectos créonicos y a largo plazo, toxicidad oral: En estudios de

alimentacion prolongada con animales (Carpenter y col., 1961) se han registrado
las concentraciones siguientes, sin efecto aparente: 8'2 mg/kg peso corporal en
ratas (estudio de 2 afios) y 7’2 mg/kg en perros (estudio de un afio). La ingesta
diaria aceptable de carbaril recomendada para el hombre por la OMS (1982) es
de 0’01 mg/kg de peso corporal.

4 .- Efectos embriotoxicos y teratogénicos: El carbaril administrado a ratas
en dosis orales de 100 mg/kg hace disminuir el mimero de crias que nacen vivas
(Weil y col., 1973). Weil y col. (1972) comunicé que de 709 fetos de ratas
hembras a las que se habia administrado carbaril en dosis hasta 500 mg/kg de
peso corporal, no se observaron efectos teratogénicos mediante examen
macroscOpico o microscopico. De igual forma, la administracion oral de carbaril
a conejas y hamsters embarazadas en dosis de hasta 250 mg/kg no produjeron

efectos teratogénicos ni mortalidad fetal relacionada con la dosis.

5.- Efectos mutagénicos y carcinogénicos: Varios autores no han podido
registrar efectos mutagénicos en sistemas bacterianos después de la exposicion al
carbaril (Elespuru, 1974; Uchiyama, 1975). En estudios realizados por estos auto-
res se indicO que el nitrosocarbaril es un mutdgeno potente en dichos sistemas
pero no existen datos indicativos de que el carbaril sea transformado en
nitrosocarbaril por el organismo humano. La administraciéon durante dos afios de
dosis de carbaril (16 mg/kg) a ratas no dio lugar a la incidencia de tumores en
comparacién con animales testigos. Sin embargo, se debe tener presente la
posibilidad de que, en presencia de nitritos y en condiciones de ligera acidez, se

forme en las ratas el carcinégeno N-nitrosocarbaril (CIIC, 1976).
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2.3.6. Formulaciones comerciales.

El carbaril viene preparado en forma de polvos humectables, pastillas, granulos,
polvos para aplicacion en seco y en disoluciones acuosas o en disolventes organicos. Son
muy numerosas las formulaciones utilizadas en Espafia. Las formulaciones que contienen
tinicamente el carbaril poseen una toxicologia que requiere un plazo de seguridad de 7
dias. En cambio, aquellas en que el carbaril se encuentra en combinacién con otros
insecticidas para potenciar su actividad tales como el dimetoato, malatién o triclorfon,

presentan una toxicidad con un plazo de seguridad que oscila entre 15 y 30 dias.

2.3.7. Aspectos generales de la quimica del carbaril.

El conocimiento del comportamiento quimico de la sustancia objeto de analisis es
de gran importancia, sobre todo si se trata de compuestos de naturaleza organica
relacionados con procesos bioldgicos que favorecen vias de degradacion y que dan lugar
a metabolitos de un comportamiento quimico parecido aunque, a veces, de muy diferente
actividad farmacolégica o biolégica. Cuando la propiedad quimica relacionada con la
concentracién, utilizada para la estimacion de niveles de analito en el medio, es la
distribucién de la energia absorbida o emitida en el rango espectral de 200-800 nm,
entonces cabe sefialar dos caracteristicas principales del comportamiento quimico del

reactivo en estudio, que van a afectar de modo critico a su determinacion analitica.

La primera de ellas es la posible interaccion del analito en un proceso dindmico que
lo transforme en otra especie pudiendo ser éste hidrolitico, oxidativo o de otro tipo. En
este caso es importante conocer los aspectos cinéticos relacionados con este proceso, para

controlarlos y utilizarlos adecuadamente en beneficio de la fiabilidad del analisis.

La segunda caracteristica quimica que se necesita conocer y controlar es el efecto
del pH sobre su comportamiento espectral. Lo mas frecuente es que en el analito de
caracter organico, existan uno o varios grupos funcionales que le confieran caricter
acido-base. De ahi que se produzcan participaciones en procesos prototropicos que,
normalmente, involucran transformaciones mas o menos profundas de las correspondientes
especies neutras o cargadas, segin el grado de participacion del grupo activo en las

reorganizaciones electrénicas de la molécula total.
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Cuando los datos espectrales son absorciométricos, un conocimiento preciso de la
distribucién de especies en funcién del pH y, en consecuencia, de las constantes de
disociacién 4cida en el estado fundamental del compuesto, es suficiente para disefiar un
método analitico que evite los problemas de la acidez del medio. Sin embargo, cuando se
utiliza con fines analiticos el espectro de fluorescencia o fosforescencia, es esencial tomar
una precaucién adicional pues ahora los prototropismos desde el estado excitado pueden
cambiar radicalmente las caracteristicas del método analitico tales como sensibilidad,
selectividad, precisién y exactitud. Hay que destacar que puede haber grandes diferencias
en el espectro de emision y rendimientos cudnticos de ambas especies, disociada y no
disociada, y que se puede acceder a ellos mediante dos vias diferentes, siempre que la
cinética del estado excitado sea comparable con la del equilibrio disociativo. Por esta
razon, en los métodos luminiscentes de anilisis es aiin méds importante conocer y controlar
el pH (Argauer y Bontoyan, 1970; Argauer y Warthen, 1975; Cruces Blanco y Garcia
Sanchez, 1988).

En el anilisis fluorimétrico o fosforimétrico de carbaril tienen lugar las dos
circunstancias indicadas anteriormente porque, por una parte, el carbaril sufre un proceso
de hidrélisis que le transforma en 1-naftol en un tiempo relativamente corto (10 - 100
minutos) que depende esencialmente del pH del medio; y, por otro lado, la cinética de
relajacion del estado singlete excitado es suficientemente lenta como para permitir que
tenga lugar, durante el estado excitado la disociacion prototrpica del reactivo 1-naftol.
En el siguiente esquema (Figura n° B-5) se ilustra, de forma concisa, el comportamiento

quimico fundamental del carbaril y su metabolito:

I
O—C—N—CH: OH
“ Irreversnble “ Reversible
H bésico
Carbaril (0-100 min) I-Naftolato 1-Naftol

Figura n°® B-5.- Equilibrio de descomposicién en medio bdsico de carbaril.
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2.3.8. Métodos analiticos.

El carbaril es uno de los plaguicidas mas ampliamente usados hoy dia en el mundo
debido a su amplia efectividad contra gran nimero de insectos, ademds de su baja
toxicidad. Por todo ello, existen numerosos métodos de determinacion en la literatura,

tanto del carbaril como de su principal metabolito, el 1-naftol.

Entre las numerosas técnicas empleadas para la identificacién o andlisis cuantitativo
del carbaril, la fluorimetria ha atraido gran porcentaje de esta investigacién, debido a la
fluorescencia nativa que presenta el carbaril y el 1-naftol (Yoshida y col., 1989). En otras
ocasiones se han utilizado distintos tipos de agentes micelares (Sancenon y col., 1989 y
1990) o técnicas instrumentales como la fluorimetria sincrénica-derivada (Garcia Sanchez

y Cruces Blanco, 1990) o la fluorimetria de dngulo variable (Garcia Sénchez y col., 1990)

Debido a la complejidad que muchas veces presentan las muestras a determinar,
en la mayoria de los procedimientos, la deteccién fluorimétrica va acompaiiada de una
técnica separativa tal como la cromatografia en capa fina (Chiba y Morley, 1964; Ernst
y col., 1975), cromatografia de gases (Argauer y col., 1970; Wueest y Meier, 1983) o la
cromatografia liquida de alta resoluciéon (Argauer y Warthem, 1975; Krause, 1978;
Lawrence y Leduc, 1978a; Krause, 1979; Krause, 1980; Deberardinis y Wargin, 1982;
Jones y col., 1982; Krause, 1983; Spittler y col., 1986; Bagheri y Creaser, 1991).

En algunas ocasiones, para mejorar la sensibilidad de la deteccion en las distintas
técnicas cromatogrificas, el carbaril es sometido a reacciones de derivatizacion (Lawrence
y Leduc, 1978b; She y col., 1984). Sin embargo, el andlisis directo es preferible a la
derivatizacion, en aquellos casos en que sea posible, ya que supone un ahorro de tiempo

y manipulacion de muestra, disminuyendo el error asociado a la formacion del producto.

Ha existido siempre gran interés por determinar conjuntamente el carbaril y su
metabolito, el 1-naftol cuando estin presentes en el mismo medio. Asi, Argauer y col.
(1970) observo que la intensidad de fluorescencia del 1-naftol era superior a la del carbaril
en pH alcalino o neutro, en hexano y metanol. Posteriormente, Larkin y Day (1979)
pudieron determinar simultineamente ambos compuestos en un medio metanol/agua (10:90

v/v) utilizando la diferencia de longitudes de onda méximas en los espectros de
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fluorescencia. En este caso se observd que la intensidad de fluorescencia relativa del
carbaril era mayor que la del 1-naftol, lo que impulsa a la determinacién

espectrofluorimétrica del carbaril en disolucién acuosa neutra, de una forma més sensible.

Inmediatamente después de la introduccién en el mercado de este insecticida en
1957 surgieron métodos de determinacién basados en reacciones colorimétricas con
distintos reactivos tales como la aminoantipirina (UCC, 1957), el fluoborato
p-nitrobencenodiazonio (Miskus y col., 1959) o el K;Fe (CN), en medio basico (Padalikar
y col., 1988). Posteriormente, y debido a que los compuestos intensamente fluorescentes
son también compuestos que absorben fuertemente en el ultravioleta, la deteccién
fotométrica ha seguido utilizindose como una alternativa a la fluorescencia (Benson y
Finocchiaro, 1965; McDermott, 1970; Colvin y col., 1974; Rangaswamy y Majumder,
1974; Sparacino y Hines, 1976; Hargreaves y Melksham, 1983; Appaiah y col., 1983;
Sastry y col., 1986; Sastry y col., 1987; Yaiiez-Sedeno y col., 1988; Raju y Gupta, 1989;
Salvador y col., 1990; Raju y col., 1992). Estos métodos compiten en rapidez y
sensibilidad en aquellos casos en que no se disponga de detectores fluorescentes.
Bezuidenhout y Van Dyk (1981) compararon los métodos cromatograficos y fotométricos

de determinacion del CBL, resultando mejores los fotométricos.

En Espafia, en la relacion de métodos oficiales (B.O.E., 1977) de anlisis de
productos fitosanitrarios y fertilizantes, el método propuesto para la determinacién de
carbaril estd basado en la transformacion de éste en metilamina por calefacciéon en medio
alcalino, que arrastrada por una corriente de nitrégeno, se recoge sobre una disolucién de
acido borico y se valora con 4cido clorhidrico. Este método es lento, poco sensible y estd
sujeto a considerables inconvenientes en las diferentes etapas del procedimiento operatorio,

por lo que es necesario encontrar métodos mas operativos.

En el caso del carbaril se ha observado en la literatura la importancia no sélo de
los métodos analiticos de determinacién de residuos del insecticida en numerosas cosechas
(Chaput, 1988; Gupta y Singh, 1987; Bushway, 1988; Raju y Gupta, 1989) sino la
importancia en cuanto al andlisis del producto comercial (Argauer y Warthen, 1975) y de
sus formulaciones comerciales (Argauer y col., 1970; McDermott y Duvall, 1970; Colvin
y col., 1974; Weyer, 1974, McDermott, 1980; Garcia Sanchez y Cruces Blanco, 1990).
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Esto se debe a que la calidad del producto depende de la pureza del precursor, el 1-naftol
que si va acompanado de 2-naftol da lugar al isémero 2-naftilmetilcarbamato que es
altamente toxico. De nuevo en este caso la espectrofluorimetria (Argauer y Warthen,
1975) permite determinar 1- y 2-naftol en mezclas en una proporcién 500:1, usindola en
combinacién con la CLAR. Garcia Sinchez y Cruces Blanco (1987), utilizaron la

espectrofotometria derivada para estudiar conjuntamente ambos analitos.

Zweig y Harvey (1982) recomiendan el método de McDermott (1980) para el
andlisis de carbaril en formulaciones comerciales, el de Lawrence y Leduc (1978a) para
el anélisis en alimentos y el de Pieper (1979) para cosechas, agua y suelo, tratindose, en
todos los casos, de métodos que emplean como técnica separativa la CLAR y deteccion

fotométrica a 254, 264 y 280 nm, respectivamente.

Existen en la bibliografia también métodos de analisis del carbaril, en los que se
aplica la determinacién fosforimétrica. De Lima y col. (1986) estudiaron el efecto de
distintos agentes micelares que contenian distintos 4tomos pesados en la fosforescencia a
temperatura ambiente el carbaril, realizando la experiencia en soportes de papel de filtro,

al igual que Campiglia y De Lima (1987).

En resumen, los métodos mis numerosos de determinacién del carbaril son
métodos basados en deteccion fotométrica y fluorimétrica, presentando ambos ventajas por
ser métodos sencillos, rdpidos y sensibles, caracteristicas necesarias para una
determinacién de un plaguicida a niveles de trazas. Para una mejor comparacion de los
métodos citados se hace una ordenacion cronoldgica de los mismos indicando el limite de

deteccidn o el dltimo punto de la recta de regresion (ver Tabla n°® B-2).

Tabla n°® B-2 .- Métodos analiticos del carbaril

Colorimétrico Sug Miskus y col., (1959)
CCF-colorimétrico 0’02 pg/ml Chiba y Morley, (1964)
Colorimetria 0’12 pug/ml  Benson y Finocchiaro, (1965)
CG-fluorescencia 0’05 pug/ml  Argauer y Bontoyan, (1970)
Fluorescencia 0'1 pg/ml  Argauer y col., (1970)
Colorimetria - McDermott y Duvall, (1970)
Fluorimetria 0’2 pg/ml  Otty col., (1971)

Colorimetria 0'2 ug/ml  Rangaswamy y Majumder, (1974)
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CGL-ionizacién de llama
Fotometria
CLAR-fluorimetria
CCP-captura electrdnica
CLAR-fotometria
CG-captura electronica
CLAR-fluorescencia
CLAR-fluorescencia
CLAR-fluorescencia
Fluorimetria
CLAR-fotometria
CLAR-fotometria
CLAR-fluorimetria
CG-captura electronica
CLAR-electroquimico
Fluorescencia
CLAR-fluorimétrico
CLAR-fotometria
Fotometria

Fluorimetria
CLAR-fotometria
CLAR-fluorimetria
CG-deteccion termométrica
CL-fluorimetria
Fosforimetria
CL-fluorimetria
Fotométrico
CLAR-fluorimétrico
CLAR-detector N-P
Fosforimétrico
Fotométrico
Colorimétrico
Fotométrico
CLAR-fotométrico
Cromatografia de exclusion
Fosforimétrico
CLAR-fotométrico
CLAR-electroquimico
Colorimétrico
Fotométrico
CLAR-fotométrico
CLAR-electroquimico
AIF-fotométrico
Valoracién-micro Kjeldahl

50 pg/ml

0’05 pg/ml

25 ng/ml

26 ng

30 ng/ml

10 ng/ml

0'2 pg/ml
0’1 pg/ml

0’05 pg/ml
0'S pg/ml
3'8 ng/ml
4’0 pg/ml
40 ng/ml

0'3 pg/ml

0'2 pg/ml

0’1 mg/kg

0’02 pug/ml
5 ng/ml

1 ng

0’05 pg/ml
12 pg/ml
0’15 pg/ml
0’1 ng/ml

0'2 pg/ml
0’05 pg/ml

018 ng
70 pg/ml
1’5 ng/ml

0’08 pg/ml
0’05 mg/Kg
10 ng/ml

Cromatografia por capilares de fluido
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Weyer, (1974)

Colvin y col., (1974)
Argauer y Warthen, (1975)
Ernst y col., (1975)
Sparacino y Hines, (1976)
Nagasawa y col., (1977)
Krause, (1978)

Lawrence y Leduc, (1978a)
Krause (1979)

Larkin y Day, (1979)
Pieper, (1979)
McDermott, (1980)
Krause, (1980)

Albi, (1981)

Bushway, (1981)

Aaron y Some, (1982)

Deberardinis y Wargin, (1982)

Jones y col., (1982)
Appaiah y col., (1983)
Romén Ceba y col., (1983)

Hargreaves y Melksham, (1983)

Krause, (1983)

Waueest y Meier, (1983)
She y col., (1984)
Vanelli y Schulman, (1984)
Krause (1985)

Sastry y col. (1986)
Spittler y col. (1986)
Nakamoto y Page, (1986)
De Lima y col., (1986)
Sastry y col., (1987)
Gupta y Singh, (1987)

Garcia Sanchez y Cruces Blanco, (1987)

Kawai, (1987)
Roos y col., (1987)

Campiglia y De Lima, (1987)

Bushway y col., (1988)
Kawai y col., (1988)
Padalikar y col., (1988)

Yaiiez-Sedeno y col., (1988)

Brayan y col., (1988)
Krause, (1988)
Quintero y col., (1988)
Khan, (1988)
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Parte B

supercritico-fotométrico 3'8 ng
AIF-fotométrico -
CLAR-fotométrico 0’45 ng
CLAR-fotométrico 8'5 ug/Kg
CLAR-fotométrico Nivel ng/ml
Fluorimetria 0’01 pug/ml
Fotometria 0’05 pg/ml
Fluorimétrico 1’4 ng/ml
Enzimaético 0'1 pg/l
Espectrometria de masas 0’5 pg/ml
Extraccion en fase sdlida 1 ng/ml
CLAR-fotométrico 0'02 pug/l
CLAR-fluorimétrico 0'1 pg/l
CLAR-fotométrico 460 pg/ml
Fluorimétrico 0’9 ng/ml
CLAR-fotométrico Nivel ng/ml
Detector de captura electronica 0'05 ug/ml
Fluorimétrico 0’2 ng/ml
Fluorimetria de angulo variable 51 ng/ml
Colorimétrico -
CLAR-fotométrico 0’5 ng/ml
CLAR 70 ug
Fluorimétrico 6 ng/ml
Enzimatico 4'3 ng/ml
AIF-fotométrico 0'l pg/ml
CG-deteccién N-P 0’03 mg/Kg
Fotometria 4 ng/ml
CCF 1 ug
CLAR-fluorimétrica 2'5 ng
Extr. en fase s6lida-fotométrico -
CLAR-fotométrico -
Fotométrico 0’8 pg/ml
CLAR 0'11 pg/l
CLAR- detector N-P 0’05 pg/ml
CLAR -
CLAR-fotométrico 5 ng/ml
Electroquimico 0’2 pg/ml
CLAR-fotométrico 89 ug/ml
Fotométrico -

CLAR -
CLAR-fotométrico -
CLAR-fosforimetria 0'02 pg/ml
Fosforimétrico 0'04 pg/ml

France y Voorhees, (1988)

Quintero y col., (1989)
Zhang y col., (1989)
Pang y Wang, (1989)
Lin y col., (1989)
Yoshida y col., (1989)
Raju y Gupta, (1989)
Sancenon y col., (1989)

Galgani y Bocquene, (1989)

Susuki y col., (1990)
Brooks y col., (1990)
Marvin y col., (1990a)
Yasuda y col., (1990)
Marvin y col., (1990c)

Garcia Sanchez y Cruces Blanco, (1990)

Marvin y col., (1990b)
Mattern y col., (1990)
Sancenon y col., (1990)

Garcia Sanchez y col., (1990)

Rathore y Saxena, (1990)
Strait y col., (1991)

Rathore y col., (1991)
Ayala y col., (1991)

Quintero y col., (1991)

Ferniandez-Band y col., (1991)

Kendrick y col., (1991)
Salvador y col., (1990)
Mali y col., (1990)
Bagheri y Creaser, (1991)
Beyers y col., (1991)
Raju, (1991)

Espinosa-Mansilla y col., (1992)

Murino y col., (1991)
Kim y col., (1991)
Brayan y col., (1992)
Tena y col., (1992)

Kumaran y Tran-Minh, (1992)

Gazda y col., (1992)
Raju y col., (1992)
Rathore y Sharma, (1992)
Driss y col., (1993)
Massey y col., (1995)
Yansheng y col., (1995)
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Capitulo V

Deter;ninacién fosforimétrica
del Acido 3-Naftiloxiacético
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Capitulo V

1. Caracteristicas espectroscopicas.
1.1. Caracteristicas fluorescentes.

Se registraron los espectros de excitacién y emision fluorescente utilizando una
disolucién 2'48-10° M en ANOA y 1'6:10° M en TX-100. Se siguié la metodologia que
se describe a continuacién: Se fijé el monocromador de excitacion a 280 nm, con rendijas
de excitacion y emision de 4 nm, la sensibilidad en 590 V'y la velocidad de barrido de los
monocromadores en 8 nm/s. Se registro el espectro de emision que presenta un mdaximo
a 346 nm. Fijada la longitud de onda de este mdximo en el monocromador de emision, se
registré el espectro de excitacion en las mismas condiciones instrumentales, obteniendo
varios mdximos de excitacion a 282y 326 nm, siendo el primero mds intenso, eligiendo,
por tanto, 282y 346 como longitudes de onda de excitacion y emision fluorescentes del

ANOA. Dichos espectros se encuentran representados en la Figura n°® V-1.

1.2. Caracteristicas fosforescentes.

Se procedié de igual forma al establecimiento de los espectros de excitacion y
emision fosforescentes del ANOA en presencia de TX-100, TINO;, Na,SO; y H,SO,. El
procedimiento utilizado para la obtencion de las caracteristicas fosforescentes fue el
siguiente: Se preparé una disolucion madre 4'95-10% M de ANOA disolviendo 2'5 mg en
25 ml de TX-100 2'0-10* M; a una alicuota de 50 pl de disolucion madre se le afiadié 800
pl de TX-100 2'0-10* M, 3000 pl de TINO, 0'25 M, 500 pl de Na,SO, 0'1 My 800 pl de
H,S0,0'02 M, enrasando a 10 ml con agua destilada, teniendo una concentracion final
de ANOA de 2'5-10° M. Se fijo la longitud de onda de excitacion en 282 nm'y se registro
el espectro de emision con una velocidad de barrido de los monocromadores de 2 nm/s,
la sensibilidad del detector en 1100 V, rendijas de excitaciéon y emision 16/16 nm
respectivamente, un tiempo de decaimiento de 100 ps y un tiempo de integracion de 500
us, obteniendo dos mdximos a 500 y 540 nm, siendo el primero mds intenso. Fijando este
mdximo de emision en el monocromador respectivo, siempre en las mismas condiciones
instrumentales, se registro el espectro de excitacion obteniendo dos mdximos a 282y 326
nm. El espectro de fosforescencia obtenido en estas condiciones se presenta en la Figura
n°® V-2.
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Figura n® V-1.- Espectros de excitacién y emisién de fluorescencia. [ANOA]

500 ng/ml y [TX-100] 1'610° M.
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Figura n°® V-2.- Espectros de excitacion y emision fosforescentes. [ANOA] 500

ng/ml, [TX-100] 1'6:10° M, [TINO,] 7'5-10° M, [Na,SO,]
5'010° My [H,S0,] 1'610° M.
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Luego, las longitudes de onda fosforescentes de medida para el resto del trabajo

experimental fueron:

Nexc: 282 nm y A.,: 500 nm

Para una mejor observaci6n de la emision fosforescente se ha registrado el espectro
de fosforescencia total del ANOA. A una muestra preparada de la forma anteriormente
descrita, se le ha registrado el espectro de fosforescencia total en las siguientes condiciones
experimentales: Emision entre 400 y 750 nm, excitacion entre 230 y 350 nm, con una
velocidad de barrido de 4 nm/s y un paso de monocromador de 2 nm 'y 4 nm para el de
emision y excitacion respectivamente, una sensibilidad de 1100 V, un tiempo de
decaimiento de 100 usy un tiempo de integracion de 500 ps. El espectro de fosforescencia
total obtenido en estas condiciones, junto con su respectivo mapa de contorno se encuentra

representado en la Figura n°® V-3.

1.2.1. Curva de decaimiento.

Para un mayor conocimiento de las caracteristicas fosforescentes del ANOA, se
procedio al registro de la curva de decaimiento de la emision fosforescente. Para ello, a
una alicuota de 50 pl de disolucién madre 4'95:10* M en TX-100 2'0-10* M se le afiadié
800 pl de TX-100 2'0-10* M, 3000 pl de TINO, 0'25 M, 500 pl de Na,SO; 0'1 M'y 800
ul de H,SO, 0'02 M, enrasando hasta 10 ml con agua destilada, tenie<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>