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El desenvolupament de meétodes d’analisi de compostos fenolics és una practica habitual
en molts laboratoris des de I’establiment de mesures legislatives de control de les
concentracions d’aquestes substancies en el medi ambient. Les técniques cromatografiques
representen la primera opci6 per a la determinacié de la major part de compostos organics, en
els que s’inclouen els fenols. Aquests, per les seves propietats de volatilitat 1 polaritat, poden
analitzar-se emprant tant la cromatografia liquida com la cromatografia de gasos i1 aquesta
dualitat s’ha aplicat en aquest treball.

La cromatografia liquida és la técnica més utilitzada en la determinacié de compostos
fenolics ja que no requereix d’una derivatitzacié previa dels analits per millorar el
comportament cromatografic dels pics obtinguts. La preséncia d’anells aromatics a la seva
estructura fa que aquests compostos puguin ser analitzats facilment mitjangcant HPLC-UV. En
el capitol 2 es desenvolupa un metode de cromatografia liquida per a la determinacio, en
aigiies, dels onze fenols presents en el metode 604 de la EPA. La separacio dels analits
s’aconsegueix en un temps inferior a 30 minuts 1 els resultats obtinguts mostren que el métode
presenta una elevada linealitat (fins a 50 mg-L'l), bones repetibilitats (%RSD < 5 %) i
reproductibilitats. Pel que fa als limits de deteccid i quantificacié del métode, aquests es
troben en el rang de les ppb per a tots els compostos excepte per a pentaclorofenol que es
troba en el rang de les ppm.

En la majoria de metodes de determinacié de contaminants organics €s necessaria la
introducci6 d’etapes de preconcentracio dels analits previa a la seva deteccio ja que aquests es
troben a nivells de traga i les técniques cromatografiques moltes vegades no soén prou
sensibles per detectar aquests nivells. L’extraccid en fase solida és, des de fa uns anys, la
tecnica de preconcentracid més aplicada, per la seva simplicitat i senzillesa 1 pel gran nimero
de fases solides disponibles. L’estructura aromatica dels compostos fenolics fa que els
sorbents que proporcionen millors resultats en I’extraccidé en fase solida d’aquestes
substancies siguin els que presenten una estructura polimerica contenint parts aromatiques ja
que permeten 1’establiment d’interaccions de tipus m-m entre els fenols i la fase solida. La
introducci6 de grups hidrofilics dins els polimers i 1’s de sorbents d’elevada area superficial
milloren el rendiment de la retencié de compostos polars com els fenols. A la present

memoria s’ha avaluat I’eficacia de fases solides de diferents caracteristiques, una matriu
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polimérica que conté funcionalitzacions de tipus carbonilic (Spe-ed Advanta®), un polimer de
divinilbenz¢ 1 N-vinilpirrolidona (Oasis HLB), una fase de poliestir¢ i divinilbenze
(Bakerbond SDB-1) i una matriu de silice amb cadenes C;s. De totes elles, les que ens han
proporcionat millors resultats en I’extraccié i preconcentracid de compostos fenolics son els
sorbents de matriu polimeérica, i més especialment aquells en els que ’estructura conté parts
polars. Els percentatges d’extraccid obtinguts en general amb les fases polimériques sén molt
superiors a les aconseguides amb la matriu C;g per als fenols més polars (fenol, 4-nitrofenol 1
2-clorofenol).

Per al cas del sorbent Spe-ed Advanta®, s’han determinat les condicions optimes de
flux, pH 1 eluci6 per tal d’utilitzar-lo en 1’extraccid i preconcentracié dels onze compostos
fenolics presents en el meétode 604 de la EPA (capitol 2). Fluxos de mostra superiors a 5
mL-min”', valors de pH iguals o inferiors a 2 unitats i elucions realitzades amb 2 mL
d’acetonitril han permes obtenir recuperacions dels analits superiors al 70 % en treballar amb
volums de 100 mL a 1 L de mostra i a nivells de concentracié de 0.5 a 10 pg'L™". Igualment
s’ha utilitzat el sorbent Spe-ed Advanta® en el monitoratge de diferents volums d’aigua
natural forticats amb els analits anteriors 1 s’han aconseguit recuperacions quantitatives
excepte en treballar amb volums d’un litre de mostra. En aquest cas s’observa que 1’elevat
percentatge d’acids humics i fulvics presents a la mostra (valor d’oxidabilitat de 58.1 mg-L'l)
provoca la saturacid parcial del cartutx i, en conseqiiencia, una disminucid de fins el 50 % en
les recuperacions de compostos fenolics.

En el cas de la cromatografia de gasos aplicada a 1’analisi de fenols es requereix d’una
etapa de derivatitzaci6 previa a la deteccid per millorar el comportament cromatografic i la
resolucid en la separacio. El grup hidroxil fenolic pot adsorbir-se sobre les superficies actives
de la columna cromatografica donant lloc a pics asimétrics 1 amb molta cua. Igualment és
capa¢ de formar enllagos per pont d’hidrogen intermoleculars i donar lloc a agregats de
molécules que dificilment es poden volatilitzar. L’acetilaci6 i la sililacié s’han assajat com a
metodes de derivatitzacié de fenols préviament a la seva analisi per GC-MS (capitol 3).
L’acetilacié amb anhidrid acétic 1 en medi basic és un procés relativament llarg ja que
requereix el pas dels derivats, un cop formats, a un medi organic, a través d’una extraccid
liquid-liquid. Per aquesta rad i pel fet que els pics dels compostos fenolics sililats presenten
una forma més gausiana, s’ha optat per utilitzar la sililacié6 com a meétode de derivatitzacio
dels analits. Com a agents sililants s’han avaluat tres reactius comercials que contenen una

meitat trifluoroacetamida (MTBSTFA, MSTFA 1 BSTFA) i s’ha comparat la seva eficacia en
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la derivatitzacio de deu compostos fenolics pel que fa a la resolucid obtinguda per a
compostos amb temps de retenci6 similars, aixi com en preséncia d’altres substancies en el
medi de reaccid com acetona, metanol o aigua. Els resultats obtinguts mostren que, en
general, la preséncia de traces de metanol 1 aigua provoca una disminuci6 del rendiment de la
reaccid de sililacid de compostos fenolics per a tots tres reactius, degut a que aquestes
substancies contenen grups que competeixen amb els fenols pel consum de reactiu
derivatitzant i, a banda, son capaces de produir la hidrolisi dels derivats un cop formats. Dels
tres reactius, N-metil-N-dimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) ha resultat ésser el més
adient per dur a terme la derivatitzacié dels analits i les condicions Optimes de derivatitzacid
s’han determinat emprant aquest reactiu. A partir d’un disseny experimental de tipus factorial
s’ha pogut comprovar que variables com el volum de derivatitzant, la temperatura o el temps
de derivatitzacié son parametres que no provoquen una variacio significativa en el rendiment
de la sililacio de fenols amb MSTFA, encara que és necessari utilitzar un volum de reactiu en
excés perque els derivats formats siguin estables al llarg del temps. El temps de derivatitzacid
tampoc €s un parametre critic degut a que aquesta té lloc de forma immediata en posar en
contacte els analits 1 1’agent derivatitzant a I’interior de 1’injector del cromatograf, amb
rendiments similars en treballar amb temperatures d’injeccio entre 200 i 300°C.

La cromatografia de gasos aplicada a 1’analisi de fenols, una vegada derivatitzats, és una
técnica que proporciona resultats molt acurats, especialment quan utilitza 1’espectrometria de
masses com a sistema de detecci6. Emprant 1’acoblament GC-MS s’ha desenvolupat un
metode de determinacio de bromofenols i compostos bisfenolics en aigiies que presenta un
interval de linealitat ample, proporciona limits de quantificacio dels analits de 1’ordre dels
pocs pg-L! i permet la identificacio dels pics cromatografics amb un elevat percentatge de
certesa. Addicionalment, I’acoblament de la cromatografia de gasos a I’espectrometria de
masses en tandem permet reduir el soroll de fons provocat per la preséncia d’interferéncies en
I’analisi de mostres complexes com les procedents d’una estacid depuradora d’aigiies
residuals.

L’analisi de mostres de sol requereix una extraccid dels analits per mitja de métodes
que, moltes vegades, son drastics 1 poc selectius, fet que provoca que es coextreguin un
nombre elevat d’interferéncies juntament amb els compostos d’interes. En el capitol 4 s’han
aprofitat les propietats acid-base que presenten els compostos fendlics per desenvolupar un
metode d’extraccio dels onze fenols inclosos en el métode 604 de la EPA per mitja de
solucions alcalines, les quals permeten extreure facilment els fenols en la seva forma fenolat.

L’inconvenient d’aquesta extraccid és que també arrossega les substancies humiques i
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falviques presents al so0l, les quals fan dificil la deteccio dels analits per cromatografia liquida
sense una etapa previa de clean-up dels extractes. El sorbent poliméric Bakerbond SDB-1,
amb matriu de poliestiré-divinilbenze, s’ha mostrat efica¢ en la purificacio 1 concentracid de
fenols d’extractes de sols, doncs és capa¢ de reduir en gran part la banda inicial dels
cromatogrames provocada per la preseéncia de substancies humiques i fulviques que dificulta
la quantificacié dels analits amb temps de retencid menors. A diferéncia de la fase solida
avaluada en el capitol 2 (Spe-ed Advanta®), el cartutx Bakerbond SDB-1 no precisa d’una
acidificacio dels extractes previa al procés SPE per tal d’obtenir recuperacions quantitatives
dels analits. El métode global (extraccio alcalina del sol 1 clean-up 1 preconcentracié per SPE
amb el cartutx Bakerbond SDB-1) s’ha aplicat a I’analisi de diferents porcions d’1-10 grams
de sol fortificades a nivells d’1-20 pg'g" amb els fenols. En tots els casos s’han obtingut
valors de recuperacio superiors al 80 %, tot i que s’observa que aquests disminueixen a
I’augmentar la quantitat de mostra monitoritzada. Un augment en la quantitat de sol a tractar
comporta un augment de les quantitats d’acids humics i fulvics coextretes, les quals poden
saturar parcialment la fase solida i provocar una disminucid en la retenci6 dels analits. El
metode d’extraccid i preconcentracio s’ha validat per comparacié dels resultats obtinguts amb
aquells aconseguits amb el metode oficial 3540 de la EPA (extraccio Soxhlet) i analitzant un
sol de referencia certificat (CRM112-100) que conté vuit dels onze fenols estudiats a nivells
de concentracié entre 2 i 6 pg-g™.

L’analisi de sols és complexa degut a que els métodes d’extraccid acostumen a ser poc
selectius 1 arrosseguen interferéncies de la matriu que dificulten la deteccid final dels analits.
En el cas dels compostos fenolics, aixi com altres tipus de substancies, s’ha de considerar un
problema afegit, que és que aquests compostos poden patir fenomens de degradacid o
adsorcio en el sol. Aquests processos en el si del sol s’han pogut constatar mitjangant
I’aplicaci6 de dues metodologies diferents de fortificacio, una d’elles en la que I’extraccio té
lloc immediatament després de la fortificacid (spot spiking) i una altra en la que, un cop
realitzada la fortificacié del sol 1 abans de dur-ne a terme 1’extraccio, es deixa un temps
perque els contaminants interaccionin amb la matriu solida (s/urry spiking). Els valors de
recuperacid que s’han obtingut a partir del segon metode (slurry spiking) han resultat ser de
fins un 60 % inferiors als aconseguits mitjancant spot spiking, fet que ens demostra que,
durant el procés d’evaporacié del dissolvent, els fenols pateixen transformacions que fan que
no siguin detectats en la seva forma original. Aquestes transformacions inclouen adsorcid
irreversible sobre alguns components del sol, principalment la matéria organica i I’argila,

degradaci6 quimica per I’accid d’enzims i oxids metal-lics o degradacid biologica per la
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preseéncia de microorganismes, pero el pes especific de cadascun d’aquests fenomens depén,
en gran mesura, de cada sol concret. S’ha observat que la degradacié de fenols té lloc durant
un periode de temps llarg, donat que al realitzar extraccions de la mateixa mostra en un
interval de temps d’un mes s’ha observat que els valors obtinguts al llarg del temps van
disminuint. Aquestes diferéncies son més acusades quan es conserven les mostres a 4°C
respecte a -21°C. D’aquest fet podem extreure que, a I’hora d’analitzar mostres de sol
contaminat amb compostos fenolics, €s necessari conservar-les congelades si es volen
mantenir uns nivells de contaminacié similars als existents en el moment de la presa de
mostra.

Finalment s’han estudiat les propietats pel que fa a 1’adsorci6 de quatre compostos
fenolics (fenol, 2-clorofenol, 2-nitrofenol i1 2,4-diclorofenol) en sis sols de diferents
caracteristiques (capitol 5). Determinar les propietats del sol i dels compostos fenolics que
més influeixen en les capacitats d’adsorcié d’aquestes substancies en els sols €s util a 1’hora
de predir el seu desti un cop abocats al medi natural: si romandran adsorbits al sol o si, per
contra, tindran més tendéncia a anar a parar als corrents aquosos. S’han determinat les
isotermes d’adsorci6 individuals dels quatre fenols en els sis sols avaluats, les quals s’han
ajustat als models de Freundlich, Langmuir i la Llei de Henry. El fenol mostra, en general, un
comportament diferent a la resta de compostos i s’han obtingut per a aquest compost
isotermes de tipus H en la majoria de sols, mentre que 2CP, 2NP i 24dCP presenten isotermes
de tipus L. Pel que fa a les caracteristiques dels analits, I’augment en les capacitats d’adsorcio
de fenols és directament proporcional a un increment en la hidrofobicitat d’aquests compostos
0 a un augment en el nombre de clors a les molécules clorades. Una analisi de components
principals ens ha permes determinar quines son les caracteristiques del sol que tenen més
influéncia en els processos d’adsorcié de compostos fenolics. El percentatge de materia
organica dels sols és un dels parametres que més influeix en 1’adsorcio de fenols donat que un
augment en la fraccidé organica accessible provoca més possibilitats de formar enllagos de
tipus m-m entre ’anell aromatic fenolic 1 parts especifiques de les substancies humiques.
Altres parametres que condicionen el grau d’adsorci6 de fenols en els sols son el pH d’aquest

ultim 1 el seu contingut 1 tipus de fraccid argilosa.
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El desarrollo de métodos de anélisis de compuestos fenolicos es una practica habitual en
muchos laboratorios desde el establecimiento de medidas legislativas para el control de los
niveles de estas sustancias en el medio ambiente. Las técnicas cromatograficas representan la
primera opcidn para la determinacion de la mayor parte de compuestos orgénicos, incluidos
los fenoles. Estos, por sus propiedades de volatilidad y polaridad, pueden analizarse utilizando
tanto la cromatografia liquida como la cromatografia de gases y esta dualidad se ha aplicado
en este trabajo.

La cromatografia liquida es la técnica mas utilizada en la determinacion de compuestos
fenodlicos ya que no requiere de una derivatizacion previa de los analitos para mejorar el
comportamiento cromatografico de los picos obtenidos. La presencia de anillos aromaticos en
su estructura hace que estos compuestos puedan ser analizados facilmente mediante HPLC-
UV. En el capitulo 2 se describe el desarrollo de un método de cromatografia liquida para la
determinacion en aguas de los once fenoles presentes en el método 604 de la EPA. La
separacion de los analitos se consigue en un tiempo inferior a 30 minutos y los resultados
obtenidos muestran que el método presenta una elevada linealidad (hasta 50 mg-L™), buenas
repetibilidades (%RSD < 5 %) y reproducibilidades. Por lo que respecta a los limites de
deteccion y cuantificacion del método, estos se encuentran en el rango de las ppb para todos
los compuestos excepto para pentaclorofenol que se encuentra en el rango de las ppm.

En la mayoria de métodos de determinacidon de contaminantes organicos es necesaria la
introduccion de etapas de preconcentracion de los analitos previa a su deteccion ya que estos
se encuentran a niveles de traza y las técnicas cromatograficas muchas veces no son lo
suficientemente sensibles para detectar estos niveles. La extraccion en fase solida es, desde
hace unos afios, la técnica de preconcentracion mas aplicada por su simplicidad y sencillez y
por el gran numero de fases so6lidas disponibles. La estructura aromatica de los compuestos
fenolicos hace que los sorbentes que proporcionan mejores resultados en la extraccion en fase
solida de estas sustancia sean los que presentan una estructura polimérica que contenga partes
aromaticas, ya que permiten el establecimiento de interacciones de tipo m-m entre los fenoles y
la fase solida. La introduccion de grupos hidrofilicos en los polimeros y el uso de sorbentes
con area superficial elevada mejoran el rendimiento de la extraccion de compuestos polares

como los fenoles. En la presente memoria se ha evaluado la eficacia de fases solidas de
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diferentes caracteristicas, una matriz polimérica que contiene funcionalizaciones de tipo
carbonilico (Spe-ed Advanta®), un polimero de divinilbenceno y N-vinilpirrolidona (Oasis
HLB), una fase de poliestireno y divinilbenceno (Bakerbond SDB-1) y una matriz de silice
con cadenas C;s. De todas ellas, las que han proporcionado mejores resultados en la
extraccion y preconcentracion de compuestos fendlicos son los sorbentes de matriz polimérica
y mas especialmente aquellos en los que la estructura contiene grupos polares. Los
porcentajes de extraccion obtenidos con las fases poliméricas son, en general, muy superiores
a los conseguidos con la matriz C;g para los fenoles mas polares (fenol, 4-nitrofenol y 2-
clorofenol).

Para el sorbente Spe-ed Advanta® se han determinado las condiciones optimas de flujo,
pH y elucion para utilizarlo en la extraccion y preconcentraciéon de los once compuestos
fenolicos presentes en el método 604 de la EPA (capitulo 2). Flujos de muestra superiores a 5
mL-min', valores de pH iguales o inferiores a 2 unidades y eluciones realizadas con 2 mL de
acetonitrilo han permitido obtener recuperaciones de los analitos superiores al 70 % al trabajar
con volimenes de 100 mL a 1 L de muestra, y a niveles de concentracion de 0.5 a 10 pg-L™.
Asimismo se ha utilizado el sorbente Spe-ed Advanta® en el monitoraje de diferentes
volimenes de agua natural fortificados con los analitos anteriores y se han conseguido
recuperaciones cuantitativas excepto al trabajar con volimenes de un litro de muestra. En este
caso se observa que el elevado porcentaje de 4cidos humicos y flilvicos presenten en la
muestra (valor de oxidabilidad de 58.1 mg'L™") provoca la saturacién parcial del cartucho vy,
en consecuencia, una disminucion de hasta el 50 % en las recuperaciones de compuestos
fendlicos.

En el caso de la cromatografia de gases aplicada al analisis de fenoles se requiere de una
etapa de derivatizacion previa a la deteccion para mejorar el comportamiento cromatografico
y la resolucion en la separacion. El grupo hidroxilo fenolico sufre adsorcion sobre las
superficies activas de la columna cromatografica dando lugar a picos asimétricos y con mucha
cola. Igualmente es capaz de formar enlaces por puente de hidrégeno intermoleculares y dar
lugar a agregados de moléculas que dificilmente pueden ser volatilizados. La acetilacion y la
sililacion se han ensayado como métodos de derivatizacion de fenoles previamente a su
analisis por GC-MS (capitulo 3). La acetilacion con anhidrido acético y en medio bésico es
un proceso relativamente largo ya que requiere el paso de los derivados, una vez formados, a
un medio orgénico, a través de una extraccion liquido-liquido. Por esta razén y por el hecho

que los picos de los compuestos fendlicos sililados presentan una forma mas gausiana, se ha
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optado por utilizar la sililacion como método de derivatizacion de los analitos. Como agentes
sililantes se han evaluado tres reactivos comerciales que contienen una mitad
trifluoroacetamida (MTBSTFA, MSTFA y BSTFA) y se ha comparado su eficacia en la
derivatizacion de diez compuestos fenolicos con respecto a la resolucion proporcionada para
compuestos con tiempos de retencion similares, asi como en presencia de otras sustancias en
el medio de reaccion como acetona, metanol o agua. Los resultados obtenidos muestran que,
en general, la presencia de trazas de metanol y agua provoca una disminucion del rendimiento
de la reaccion de sililacion de compuestos fenolicos para los tres reactivos, debido a que estas
sustancias contienen grupos que compiten con los fenoles por el consumo de derivatizante vy,
ademas, son capaces de producir la hidrdlisis de los derivados una vez formados. De los tres
reactivos, N-metildimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) ha resultado ser el mas adecuado
para llevar a cabo la derivatizacion de los analitos y las condiciones 6ptimas de derivatizacion
se han determinado utilizando este reactivo. A partir de un disefio experimental de tipo
factorial se ha podido comprobar que variables como el volumen de reactivo derivatizante, la
temperatura o el tiempo de derivatizacion son parametros que no provocan una variacion
significativa del rendimiento de la sililacién de fenoles con MSTFA, aunque es necesario
utilizar un volumen de reactivo en exceso para garantizar la estabilidad de los derivados
formados. El tiempo de derivatizacion tampoco es un pardmetro critico debido a que esta tiene
lugar de forma inmediata en poner en contacto los analitos y el agente derivatizante en el
interior del inyector del cromatografo, con rendimientos similares al trabajar con temperaturas
de inyeccion entre 200 y 300 °C.

La cromatografia de gases aplicada al analisis de fenoles, una vez derivatizados, es una
técnica que proporciona resultados muy sensibles, especialmente cuando utiliza la
espectrometria de masas como sistema de deteccion. Empleando esta técnica se ha
desarrollado un método de determinacion de bromofenoles y compuestos bisfenolicos en
aguas que presenta un amplio intervalo de linealidad, proporciona limites de cuantificacion de
los analitos del orden de los pocos pg'L' y permite la identificacién de los picos
cromatograficos con un elevado porcentaje de certeza. Adicionalmente, el acoplamiento de la
cromatografia de gases a la espectrometria de masas en tandem permite reducir el ruido de
fondo provocado por la presencia de interferencias en el andlisis de muestras complejas como
las procedentes de una estacion depuradora de aguas residuales.

El analisis de muestras de suelo requiere una extracciéon de los analitos mediante
métodos que, muchas veces, son drasticos y poco selectivos, hecho que provoca que se

coextraigan un numero elevado de interferencias juntamente con los compuestos de interés.
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En el capitulo 4 se han aprovechado las propiedades 4cido-base que presentan los compuestos
fendlicos para desarrollar un método de extraccion de los once fenoles incluidos en el método
604 de la EPA mediante soluciones alcalinas, las cuales permiten extraer facilmente los
fenoles en su forma fenolato. El inconveniente de esta extraccion es que también arrastra las
sustancias humicas y fulvicas presentes en el suelo, las cuales hacen dificil la deteccion de los
analitos por cromatografia liquida sin una etapa previa de clean-up de los extractos. El
sorbente polimérico Bakerbond SDB-1, con matriz de poliestireno-divinilbenceno, ha
demostrado ser eficaz en la purificacion y concentracion de fenoles de extractos de suelos
pues es capaz de reducir en gran parte la banda inicial de los cromatogramas provocada por la
presencia de sustancias humicas y fulvicas, que dificulta la cuantificacion de los analitos con
tiempos de retencion inferiores. A diferencia de la fase s6lida evaluada en el capitulo 2 (Spe-
ed Advanta®), el cartucho Bakerbond SDB-1 no precisa de una acidificacion de los extractos
previa al proceso SPE para obtener recuperaciones cuantitativas de los analitos. El método
global (extraccion alcalina del suelo y clean-up y preconcentracion por SPE con el cartucho
Bakerbond SDB-1) se ha aplicado al analisis de diferentes porciones de 1-10 gramos de suelo
fortificadas a niveles de 1-20 pg'g” con los fenoles. En todos los casos se han obtenido
valores de recuperacion superiores al 80 %, aunque se observa que estos disminuyen al
aumentar la cantidad de muestra. Un aumento en la cantidad de suelo extraido comporta un
aumento de las concentraciones de dcidos humicos y fulvicos coextraidos, las cuales pueden
saturar parcialmente la fase sélida y provocar una disminucién en la retencion de los analitos.
El método de extraccion y preconcentracion se ha validado por comparacién de los resultados
obtenidos con aquellos conseguidos con el método oficial 3540 de la EPA (extraccion
Soxhlet) y analizando un suelo de referencia certificado (CRM112-100) que contiene ocho de
los once fenoles estudiados a niveles de concentracion entre 2 y 6 pg'g.

El analisis de suelos es complejo debido a que los métodos de extraccion acostumbran a
ser poco selectivos y arrastran interferencias de la matriz que dificultan la deteccion final de
los analitos. En el caso de los compuestos fenolicos, asi como otros tipos de sustancias, ha de
considerarse un problema afiadido que es que estos compuestos pueden sufrir fendmenos de
degradacion o adsorcion en el suelo. Estos procesos que ocurren en el seno del suelo se han
podido constatar mediante la aplicacion de dos metodologias diferentes de fortificacion, una
de ellas en la que la extraccion tiene lugar inmediatamente después de la fortificacion (spot
spiking), y otra en la que, una vez realizada la fortificacién del suelo y antes de dar paso a su
extraccion, se deja transcurrir un tiempo para que los contaminantes interaccionen con la

matriz sélida (slurry spiking). Los valores de recuperacion que se han obtenido a partir del
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segundo método (slurry spiking) han resultado ser hasta el 60 % inferiores a los conseguidos
mediante spot spiking, hecho que demuestra que, durante el proceso de evaporacion del
disolvente, los fenoles sufren transformaciones que hacen que no puedan ser detectados en su
forma original. Estas transformaciones incluyen adsorcion irreversible sobre alguno de los
componentes del suelo, principalmente la materia orgénica y la arcilla, degradacién quimica
por la accidon de enzimas y oxidos metéalicos o degradacion bioldgica por la presencia de
microorganismos, pero el peso especifico de cada uno de estos fenomenos depende, en gran
medida, de cada suelo concreto. Se ha constatado que la degradacion de fenoles tiene lugar
durante un periodo de tiempo largo, dado que al realizar extracciones de la misma muestra en
un intervalo de tiempo de un mes se ha observado que los valores obtenidos a lo largo del
tiempo van disminuyendo. Estas diferencias son mayores cuando se conservan las muestras a
4°C respecto a -21°C. De este hecho podemos extraer que, al analizar muestras de suelo
contaminadas con compuestos fenolicos, es necesario conservarlas congeladas si se quieren
mantener unos niveles de contaminacion similares a los existentes en el momento de la toma
de muestra.

Finalmente se han estudiado las propiedades de adsorcion de cuatro compuestos
fenolicos (fenol, 2-clorofenol, 2-nitrofenol y 2,4-diclorofenol) en seis suelos de diferentes
caracteristicas (capitulo 5). Determinar las propiedades del suelo y de los compuestos
fendlicos que mas influencia tienen en las capacidades de adsorcion de estas sustancias en los
suelos es util a la hora de predecir su destino una vez vertidos en el medio natural: si
permaneceran adsorbidos en el suelo o si tendrdn mds tendencia a alcanzar los corrientes
acuosos. Se han determinado las isotermas de adsorcion individuales de los cuatro fenoles en
los seis suelos evaluados, las cuales se han ajustado a los modelos de Freundlich, Langmuir y
la Ley de Henry. El fenol muestra, en general, un comportamiento diferente al resto de
compuestos, habiéndose obtenido isotermas de tipo H para este compuesto en la mayoria de
suelos, mientras que 2CP, 2NP y 24dCP presentan isotermas de tipo L. Por lo que respecta a
las caracteristicas de los analitos, el aumento en las capacidades de adsorcion de fenoles es
directamente proporcional a un incremento en la hidrofobicidad de estos compuestos o a un
aumento en el numero de atomos de cloro en las moléculas cloradas. Un andlisis de
componentes principales ha permitido determinar cuales son las caracteristicas del suelo que
tienen mas influencia en los procesos de adsorcién de compuestos fendlicos. El porcentaje de
materia organica de los suelos es uno de los pardmetros que mas influye en la adsorcion de
fenoles dado que un aumento en la fraccion organica accesible provoca mas posibilidades de

formar enlaces de tipo m-m entre el anillo aromatico fendlico y partes especificas de las
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sustancias humicas. Otros pardmetros que condicionan el grado de adsorcion de fenoles en los

suelos son el pH de este Gltimo y su contenido y tipo de fraccion arcillosa.
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Phenols form a heterogenic compound family that has been found to have a detrimental
effect on human health and to alter the taste and odour of water. Given the production of these
contaminating compounds has increased considerably, both the EU and the EPA have
established limits for the presence in the environment. The strictness of this legislation has
made it necessary to develop more sensitive analytical methods to allow the detection of
phenols at trace levels and to monitor their distribution in the different environmental contexts
in which they are found.

In this thesis, gas and liquid chromatographic methods are developed for the
determination of phenolic compounds in water and soil samples. A liquid chromatographic
method is developed for the determination of the eleven phenols included in the EPA priority
list of contaminants. As liquid chromatographic methods lack sensitivity a preconcentration
step is required. We have employed and evaluated three different polymeric solid phases, Spe-
ed Advanta, Bakerbond SDB-1 and Oasis-HLB, and compared them with conventional silica
Cig solid phase. The best results are obtained with the polymeric sorbents containing polar
groups. In the case of Spe-ed Advanta the optimum conditions are found to be: sample flow
rate, 5 mL-min-1 and sample pH < 2. Recoveries of the analytes > 70% are obtained on
processing sample volumes between 100 mL and 1 L at spiked concentrations of 0.5 to 10
ug-L'l. The experiment has also been performed using 1 L of spiked river water with it being
found that the high humic and fulvic acid content of the samples causes the partial saturation
of the cartridge and, as a consequence, a reduction of up to 50% in the recovery of phenolic
compounds.

A method for the determination of bromo-phenolic compounds and substituted
bisphenolic A compounds by GC-MS is also developed. In order to improve the sensitivity
and resolution of the gas chromatographic method, a derivatisation step is introduced. Both
acetylation and silylation are tested as derivatisation methods for phenols before GC-MS
analysis with silylation being found to give the best results. Three silylating agents,
MTBSTFA, MSTFA and BSTFA, are evaluated and compared. The presence of methanol and
water in the reaction medium causes the hydrolysis of the derivatives and a decrease in the
yield of the reaction. MSTFA gives the best results in terms of efficiency and stability. In

order to find the best experimental conditions for the derivatisation step a factorial
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experimental design is used. An excessive volume of the reactive is required to increase the
stability of the derivates. The method developed gives a wide interval of linearity, low
quantification limits (few ug-L'l), and permits the precise identification of the analytes. With
GC-MS/MS it is possible to reduce the background noise resulting from the presence of
interferences in the case of complex samples such as those from wastewater treatment plants.

The liquid chromatophic method developed for the determination of the eleven phenolic
compounds of the EPA’s list has been adapted for the determination of the compounds in
soils using Bakerbond SDB-1 in the clean-up and concentration steps. The extraction of the
analytes from the soil is carried out with alkaline solutions at different pH’s. The disadvantage
of this method is that humic and fulvic acids are co-extracted with the analytes resulting in
interferences appearing in the chromatograms, which make the quantification and
identification of more polar phenolic compounds difficult. Bakerbond SDB-1 retains
interfering substances with great efficiency and the chromatograms are easier to interpret after
their use in the clean-up step. Furthermore, high analyte concentration factors are achieved.

Our method is applied in the analysis of 1-10 gr. portions of spiked soils at 1-20 pg-g”
concentration levels of phenolic compounds resulting in recoveries > 80% being obtained. A
higher amount of processed soil increases the humic and fulvic acid content and reduces the
recovery rates of the analytes. This analytical method is successfully validated in two ways:
by comparison with the official method 3540 of the EPA and by the use of a certified
reference soil (CRM112-100).

We also study the effect of two soil spiking techniques on the recovery rates of the
analytes. In spot spiking, extraction is performed immediately after the fortification process.
In slurry spiking, some time is left before extraction is carried out to allow the contaminants
to interact with the solid matrices in order for natural conditions to be reproduced. Recovery
values with slurry spiking prove to be 60% lower than values obtained for spot spiking. This
can be explained by the fact that although the spiked soil is kept at 4 °C, chemical and
biological degradation of the phenolic compounds takes place during the period of interaction
with the matrix. We conclude from this that for the preservation of the initial conditions the
freezing of the samples is required.

The interaction between some phenolic compounds and six soils of varying
characteristics is studied due to its relation with the adsorption of the analytes by the soil. We
determined the individual adsorption isotherms of the four phenols and six soils studied.
These are adjusted to the Freudlinch and Langmuir models and to Henry’s Law. The shape of

the curves was analysed with the Gilles model. Phenol, the most polar of the compounds
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studied, shows considerably lower adsorption than the other more hydrophobic compounds
and especially those containing chloro groups. Applying principal component analysis (PCA)
we find that the organic matter content, the pH of the soil, and clay content are the main
parameters affecting the adsorption processes as well as the chemical structure and

hydrophobicity of the analytes.
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1.1 ANTECEDENTS I PROBLEMATICA DE LA CONTAMINACIO
AMBIENTAL.

La preocupacio per les problematiques que afecten al medi ambient ha pres especial
rellevancia en els darrers anys quan I’especie humana ha esdevingut conscient de que la seva
actuacidé provoca, en molts casos, el trencament de 1’equilibri ecoldgic que existeix en el
planeta. Aquesta perdua de 1’equilibri natural és conseqiiencia directa de I’evoluci6 de ’home
a través de la historia i del tipus de societat que hem construit, marcada per la necessitat d’un
progrés continu. El grau de desenvolupament de la societat actual, les grans concentracions
urbanes 1 industrials derivades del rapid creixement de la poblacid i la necessitat d’un aveng
tecnologic constant han derivat en la introduccié de substancies i/o energia en el medi que
poden causar danys sobre la salut humana, perjudicar els sistemes naturals i interferir sobre
els usos legitims del medi ambient. Aixo és el que s’entén per contaminacid ambiental [1].

Aquestes substancies introduides en el medi ambient degut a 1’activitat antropogenica, que a
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partir d’ara anomenarem contaminants, tenen principalment el seu origen en les activitats
industrials. Poden exercir efectes negatius directes sobre el medi, com els elements
radioactius o substancies de naturalesa diversa de caracter toxic 1 moltes vegades
bioacumulables (plaguicides, hidrocarburs aromatics policiclics, policlorobifenils, fenols,
metalls pesats, etc.), poden provocar efectes ambientals nocius a llarg termini com ¢és el cas
dels compostos clorofluorocarbonats (CFCs), responsables en gran mesura del deteriorament
de la capa d’0z6 o, per contra, poden ser substancies que, malgrat ser d’origen natural, han
augmentat continuadament els seus nivells originant efectes molt negatius, com ¢és el cas del
dioxid de carboni atmosferic i la seva relaci6 amb I’efecte hivernacle.

El plantejament inicial que es va fer amb aquests contaminants, apareguts principalment
com a conseqiliencia de 1’aveng cientific, tecnologic i industrial de la societat, va ser molt
diferent a I’enfocament actual. En un primer moment es va considerar que podrien ser
assimilats per la propia naturalesa, és a dir, transformats en substancies innocues o diluits de
forma suficient, perd el seu creixement exponencial i el descobriment de la persisténcia i
bioacumulaci6 d’alguns d’ells va desembocar, durant els anys 60 1 70, a la prohibicié de la
producci6 de determinades substancies o a la limitacio del seu us [2]. De la mateixa manera,
va ser necessaria la implantacio, per part dels governs i organismes competents, de politiques
de control de les substancies toxiques fent difusio de les llistes dels contaminants principals 1
establint els limits maxims permesos d’aquests a les diferents matrius ambientals (aire, aigua i
sol). Als Estats Units, I’organisme que fa aquest control ¢és 1’Agencia de Proteccid del Medi
Ambient (Environmental Protection Agency, US-EPA), la qual classifica les substancies
perilloses en funci6 del seu poder corrosiu, index d’ignicio, reactivitat i toxicitat. Igualment,
la Comunitat Europea va crear la Directiva de Substancies Perilloses (76/464/EEC)
adoptada al 1976 que inclou dues llistes, la Llista 1 (o Llista negra) i la Llista 2 (o Llista
grisa). (Taula 1.1)

Llista 1 (129 productes quimics especificats)
hidrocarburs clorats

clorofenols

cloroanilines i nitrobenzens

hidrocarburs aromatics policiclics (PAHs)

productes quimics inorganics (metalls, compostos de Cd, As, Hg)

dissolvents

plaguicides

altres (clorur de benzil, acid cloroacétic, cloroetanol, dibromometa, diclorobenzidina,
dietilamina, epiclorhidrina, isopropilbenze, xilens, etc.)
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Llista 2
Zn, Cu, Ni, Cr, Pb, Se, As, Sb, Mo, Ti, Sn, Ba, Be, B, U, V, Co, Tl, Te, Ag i els seus
compostos
biocides 1 derivats no inclosos a la llista 1
compostos organics de Si
compostos inorganics de P
olis minerals i hidrocarburs derivats del petroli
cianides i fluorides
NH3 i NO5

Taula 1.1 Llista de substancies perilloses de la Comunitat Europea (EC, 1976, 1981).

Tal com ja s’ha apuntat abans, a més d’establir quines son les substancies a les que
s’associa un major risc de pol-lucio, és necessari definir en quins nivells poden repercutir
sobre la salut de I’home i quines conseqiiéncies poden derivar-se de la seva exposicio.
Aquestes substancies poden entrar al nostre cos per ingestid, per inhalacié o per contacte amb
la pell. En els casos més extrems, de substancies altament corrosives, 1’exposicié pot derivar
en danys localitzats a les cél-lules de la via d’entrada a 1’organisme, no obstant aix0, en la
majoria de casos, els efectes toxics només apareixen després de que el contaminant hagi estat
transportat a través del corrent sanguini. En funcié de I’efecte que provoquen, els

contaminants es poden dividir en [3]:

Toxics — qualsevol substancia que causa un deteriorament biologic. Es el grup més extens.
Teratologics — substancies capaces de produir malformacions en el procés normal de
reproduccid per augment de la mortalitat o per defectes a la descendéncia.

Mutagénics — substancies que condueixen a canvis genétics hereditaris.

Cancerigens — qualsevol substancia que provoca alteracions en els factors que regulen el

creixement 1 la replicacio de les cel-lules (aparici6é de tumors).

Es defineix dosi resposta com la concentracié de contaminant a la qual apareixen
efectes perjudicials de forma significant. Els efectes toxics aguts es quantifiquen mitjancant la
realitzacio d’experiments sobre animals en els quals es determina la dosi que causa la mort del
50 % dels organismes objecte d’estudi (valor de LDsp). Considerant aquests resultats es
desenvolupen els estandards de qualitat 1 de salut dels diferents medis on s’agrupen els nivell

maxims permesos de cada tipus de substancia en funcié dels efectes que provoquen. La Taula
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1.2 mostra els estandards de qualitat de 1’aigua de consum desenvolupats per la EPA d’alguns

compostos.

E“g:;?;g: de Estandards de Salut Grup
MCLG'| MCL" | nen IOVII(g RED i temps icvz’e r.ng-L'1 en ‘de
(mgL") | (mgL") (énglj“L_l) (mg-Kg'dia™) (;ig_aL.l) Pl
2-clorofenol --- --- 0.5 0.005 0.04 — DY
fenol -—- --- 6 0.6 4 --- D
bromoform Zero 0.08 5 0.02 - 0.4 B2

T‘ Maxima concentracio de contaminant a la qual no es detecten efectes adversos sobre la salut de les persones.

" Maxima concentracio de contaminant admesa en aigua pel consum huma.

" Dosi de referéncia. Valor estimat de dosi diaria sense efectes adversos sobre la salut per a una exposicié de per vida.
" Concentracié de contaminant en aigua de consum huma tolerable diariament per a un temps d’exposicio il-limitat.

" Concentraci6 de contaminant en aigua de consum huma que provoca cancer en 1 cas de cada 10000.

" Concentracié de contaminant en aigua de consum huma tolerable diariament per a un temps d’exposicié d’un dia.

" No classificable com a cancerigen en humans.

V' B: pot provocar cancer. B2: indica suficient evidéncia en animals pero no hi ha evidéncia per als humans.

Taula 1.2 Estandards de Qualitat de 1’aigua per al consum huma d’alguns compostos segons
I’ Agencia de Protecci6 del Medi Ambient (EPA 822-B-00-001).

1.2 ELS COMPOSTOS FENOLICS

El nom de compostos fenolics s’empra per designar un extens nombre de compostos,
quimicament diversos, que tenen en comu la preséncia d’un anell aromatic amb un o més
grups hidroxil a la seva estructura i que poden presentar, a més, altres tipus de grups
funcionals que inclouen els ésters, eters, grups alquil, grups halogenats, grups nitro, etc.

La procedéncia d’aquest tipus de compostos és diversa. Per una banda els podem trobar
de forma natural perd també poden tenir un origen antropogenic i trobar-se a la natura com a

conseqiiencia de processos industrials.

1.2.1 Compostos fenolics d’origen natural

Els compostos fenolics d’origen natural s’inclouen dins el grup dels anomenats
metabolits secundaris, substancies quimiques que les plantes produeixen per elles mateixes i
que, tot 1 no estar directament lligades al seu creixement, intervenen en els mecanismes

d’autodefensa contra les plagues. Son nombrosos els estudis que demostren la importancia
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dels compostos fenolics en aquest procés natural. Alguns dels principals compostos fenolics

d’origen natural es recullen a la Taula 1.3 [4].

nombre d’atoms <.
. esquelet basic classe
de carboni
6 Ce fenols simples, benzoquinones
7 Ce—C acids fenolics
8 Cs—Cy acetofenona, acid fenilaceétic
9 Ce— Cs acid hidroxicinnamic, coumarin, isocoumarin
10 Cs—Cy naftoquinona
13 Ce—C1—Cq xantona
14 Ce—Cr—Cs antraquinona
15 Ce—C3—-Cs flavonoids, isoflavonoids
18 (Cs — C3)a lignans, neolignans
30 (Ce— C5—Cq) biflavonoids
(Cs—Cs)n lignins
n (Con catecolmelanina
(Cs— C35—Cp)n (tannins condensats)

Taula 1.3 Principals classes de fenols d’origen natural (presents en plantes).

Molts d’aquests compostos, que es formen a partir de rutes biosintetiques com la ruta de
I’acid xiquimic, tenen una quimica complicada ja que es troben presents a les plantes en
forma conjugada, principalment amb residus de sucres. Una de les raons d’aquest acoblament
¢s que molts d’aquests compostos son toxics quan es troben en forma lliure mentre que
perden parcialment aquesta toxicitat quan estan conjugats amb altres molécules. Aixi, per
exemple, alguns compostos fenolics de baix pes molecular com el timol s’utilitzen com
antiseptics en medicina fent s de la seva toxicitat. Alguns productes de consum general, com
¢s el cas de certes verdures, el vi negre, el cacau, sucs de determinades fruites o el cafe,
contenen compostos fenolics que poden ser beneficiosos per al cos huma perque es considera
que juguen un paper important en la reduccid del risc de patir malalties croniques i
degeneratives [5-7]. Un clar exemple és 1’oli d’oliva verge, el qual té€ un contingut en fenolics
naturals quatre vegades superior als olis refinats. Aquests compostos, amb propietats
antioxidants, son capacos de reduir 1’oxidaci6 del colesterol LDL (o colesterol dolent), procés

clau en el desenvolupament de malalties cardiaques [8,9].
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1.2.2 Compostos fenolics d’origen antropogénic

1.2.2.1 Origens i usos

Tal com ja s’ha comentat, no tots els compostos fenolics es troben de forma natural.
Molts derivats tenen un origen antropogenic i s’originen com a residus procedents de
processos industrials com la produccid de plastics, tints, alguns farmacs, antioxidants, etc.,

aixi com derivats del seu us com a plaguicides, bactericides o conservadors de la fusta.

El fenol és el compost més senzill de tota la gamma de compostos fenolics ja que
conserva atoms d’hidrogen sobre les cinc posicions de 1’anell aromatic susceptibles de ser
substituides. El fenol es pot trobar, de forma natural, en restes de materia organica en
descomposicid com vegetals o també en el carbd, d’on es va aillar per primera vegada al
1834. Aquesta va passar a ser la principal font de fenol fins a la Primera Guerra Mundial quan
es va desenvolupar el primer métode sintétic d’obtencié de fenol basat en la sulfonacio del
benze.

El fenol és present en nombrosos processos industrials. El seu us majoritari és com
intermedi sintétic en la producci6 de resines fenoliques que s’utilitzen en laminats, a la fusta
contraxapada, com a adhesius o com a capa de proteccid de diverses superficies. També
s’utilitza com a preservador en la manufactura de pells, teéxtils (és important el seu Us en la
producci6 de caprolactam, intermedi sintétic en la produccié de nilo 6 1 altres fibres
sintetiques), plastics, olis lubricants, productes per a I’automocio, pintures o vernissos o en el
procés de refinat del petroli, entre altres [10]. El fenol és també un poderds desinfectant i
bactericida per la qual cosa no és estrany trobar-lo en la composicié de gotes pel nas o les
orelles, en locions netejadores de la boca, en cremes d’afaitar 1 altres productes amb finalitats
no sanitaries. També s’ha utilitzat com a plaguicida i intervé com a matéria primera en la
produccio de certs preparats farmaceutics com 1’aspirina. Per donar una idea de la importancia
del fenol en la producci6 industrial podem dir que es troba dins el grup de les 50 substancies

quimiques amb més volum de producci6 als Estats Units (1200 tones I’any 1984) [1,11].

Els clorofenols son un grup de compostos quimics que tenen la mateixa estructura
aromatica (basica) del fenol perd on s’ha substituit un o més atoms d’hidrogen per atoms de
clor. Existeixen cinc tipus basics de clorofenols que contenen, respectivament, 1, 2, 3,41 5

atoms de clor. En total son 19 compostos principals més els fenols cloroderivats i substituits
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amb grups metil 1 etil, que també s’inclouen dins aquest grup. Sén compostos organics
d’origen principalment sintétic encara que alguns d’ells poden presentar-se de forma natural,
com ¢és el cas de certs diclorofenols que s’han detectat en organismes vius (e.g., 2,4-
diclorofenol en una especie de Penicillium) [12]. De totes maneres, aquestes fonts naturals
poden considerar-se negligibles. Tal com hem dit, doncs, la seva procedéncia ¢és
majoritariament sintética, i es formen a través de processos industrials tal com la cloracié del
fenol o clorofenols de baix grau de cloracio a elevada temperatura i amb 1’ajuda, en certs
casos, de catalitzadors com el iode o els clorurs d’alumini, ferro (III) 1 antimoni, o bé per
mitja de la hidrolisi alcalina de clorobenzens [13]. Ambdos processos tenen 1’inconvenient
que originen com a productes secundaris de la formacié de clorofenols, i si les condicions
optimes de reaccié no es mantenen, altres substancies que son igualment toxiques com ¢és el
cas de les dibenzodioxines policlorades (PCDDs) i els dibenzofurans policlorats (PCDFs). Els
clorofenols també poden originar-se com a conseqiiéncia de I’activitat humana pero a través
de rutes indirectes. Aquest és el cas de la seva formacié com a subproductes en el procés de
blanqueig de la polpa de cel-lulosa que condueix a 1’obtencié del paper. En aquest procés
s’utilitza hipoclorit o clor que pot reaccionar amb residus ligninics per donar lloc als
clorofenols [14]. Igualment es poden obtenir de forma espontania durant el procés de cloracid
de I’aigua a les plantes de tractament d’aigiies residuals [15]. El clor, que s’utilitza com a
desinfectant, pot reaccionar amb el fenol si les aigiies estan contaminades per aquest compost
o, en el seu defecte, amb constituents naturals (majoritariament matéria organica) per donar
lloc als compostos clorats.

Els clorofenols han estat ampliament utilitzats a I’agricultura com a plaguicides o com a
conservadors de la fusta (especialment el pentaclorofenol) [16]. De totes maneres, el seu Us
s’ha anat reduint 1 restringint en molts paisos en els darrers anys a mesura que s’han conegut
les seves propietats toxiques. També s’utilitzen certs compostos fenolics clorats com a
intermedis en la produccio d’altres plaguicides com I’acid 2,4-diclorofenoxiacetic (2,4-D) o
I’acid 2.,4,5-triclorofenoxiacetic (2,4,5-T) a I’igual que poden trobar-se en el medi ambient
com a productes de degradaci6 d’aquests plaguicides [17]. Altres aplicacions dels clorofenols
son com a biocides, antiseptics o desinfectants d’is domestic, dental, clinic o veterinari,
encara que es van reemplagant per altres substancies quimiques que produeixen el mateix

efecte perd que no son tan agressives.

Els nitrofenols, per la seva banda, sén un grup de compostos que no es troben de forma

natural en el medi ambient. Els mononitrofenols, compostos que tenen un Unic grup nitro, els
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trobem en tres formes isomériques diferents: 2-nitrofenol (o-nitrofenol), 3-nitrofenol (m-
nitrofenol) i1 4-nitrofenol (p-nitrofenol). De tots tres, els més predominants a la induistria i,
conseqiientment, al medi ambient son el 2-nitrofenol i el 4-nitrofenol. Els dinitrofenols els
podem trobar en sis formes diferents de les quals la més important és el 2,4-dinitrofenol.

Tots ells son compostos manufacturats per I’home. El 2-nitrofenol s’obté bé per
hidrolisi catalitica del 2-nitroclorobenze amb NaOH o per accié de HNOj; diluit sobre el fenol
1 posterior destil-lacid per arrossegament de vapor per separar-lo del 4-nitrofenol, que també
es produeix en aquest procés [18]. El 4-nitrofenol, per la seva banda, es pot obtenir a partir de
les mateixes rutes que el seu isdomer pero partint, en el primer cas, de 4-nitroclorobenze.

L’0s que es fa d’aquests compostos també és basicament industrial. o-nitrofenol
s’utilitza com a intermedi per a la produccio de tints, pigments, fungicides 1 també com a
indicador acid-base. p-nitrofenol intervé en la manufactura de productes farmaceutics,
fungicides, tints 1 per enfosquir la pell (cuir). El 2,4-nitrofenol, a més d’algunes de les
aplicacions citades per als compostos anteriors, també intervé en el procés de conservacio de
la fusta, la fabricaci6 d’explosius, aixi com substancies per al control d’insectes i en el procés
de revelat fotografic. Antigament s’utilitzava aquest ultim per a la produccio de pastilles per
aprimar pero al 1938 es va prohibir la seva comercialitzaci6 a tal efecte.

Els compostos fenolics alquil substituits o alquilfenols es produeixen durant
I’alquilacié del tolue, aixi com en la combusti6 i pirdlisi de materials que contenen resines
fenoliques [19]. Compostos com el nonilfenol o 1’octilfenol s’utilitzen majoritariament en la
produccio de tensioactius del tipus alquilfenol etoxilats que tenen aplicacié a Europa com a
detergents industrials o de laboratori (e.g., els usats en la neteja de la llana) o que es troben en

algunes formulacions de plaguicides [20].

L’ultim grup de derivats fenolics que s’estudien en aquest treball inclou els

bromofenols i els compostos bisfenolics de tipus A. Ambdods tipus de compostos sovint

s’associen degut a que tenen aplicacions comunes. Els fenols bromats son molécules
aromatiques derivades del fenol on s’han substituit atoms d’hidrogen per atoms de brom. Els
bisfenols, per la seva banda, sén estructures de dos anells de fenol, que poden contenir
substitucions de tipus Cl o Br, enllagades per mitja d’un grup —C(CHj3),. Alguns d’aquests
compostos, principalment tetrabromobisfenol A, pentabromofenol, tetraclorobisfenol A i
2,4,6-tribromofenol, tenen la seva aplicacié principal com a substancies retardants de flama

[21]. Aquestes substancies son additius que s’afegeixen a materials organics polimerics
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ampliament utilitzats a la industria i els confereixen propietats ignifugues. Aquests retardants
de flama tenen aplicacid6 en productes de tipus téxtil, equipament eléctric i electronic,
pintures, polimers, plastics 1 espumes de mobiliari, entre altres, i actuen interferint en la
combustid dels materials polimerics als que s’han afegit i que son el component principal dels
productes de consum citats anteriorment. El mecanisme d’inhibicié de la combustio és
basicament el mateix, independentment de la naturalesa del retardant: a 1’aplicar calor,
aquests additius es descomponen abans que la matriu del polimer i sén capagos, a través de
diferents vies, d’inhibir el procés de combustio [22]. En els compostos ignifugs bromats, la
proporcié d’atoms de brom del compost és la responsable de I’activitat inhibitoria de la
combustié de la molecula ja que aquests atoms actuen com a substancies interferents en el
mecanisme radicalari que té lloc a la fase gas durant la combustio. Els radicals OH 1 H
d’elevada energia formats durant la combustid son desplacats pels Br alliberats dels
compostos retardants de flama [23]. Perqué una substancia actui com un retardant de flama
adequat, aquesta ha de descompondre a una temperatura aproximadament 50°C per sota de la
del polimer. La majoria dels compostos organobromats posseeixen aquestes propietats
termiques degut a que els enllagos C-Br son febles.

Altres aplicacions dels compostos presents en aquest grup son basicament industrials.
Aixi, el bisfenol A s’utilitza com a intermedi en la producci6 d’adhesius, pintures, detergents,

conservadors de la fusta i una gran varietat de plastics.

1.2.2.2 Preséncia dels compostos fenolics en el medi ambient

Els compostos fenolics s’alliberen al medi ambient com a conseqiiencia del seu us en
processos industrials, aixi com per la seva preséncia en productes de consum habitual. La
persisténcia d’aquests compostos en les diferents matrius ambientals (aire, aigua i sol) i les
transformacions que hi pateixen depenen en gran mesura de les propietats fisiques 1 quimiques
de cada grup de derivats. Aixi doncs, pel que fa al fenol, les majors emissions es produeixen a
I’atmosfera i s’han arribat a trobar nivells de contaminaci6 per a aquest compost de fins a 8
ug-m'3 en zones urbanes i 200 ug-m’3 en zones altament industrialitzades. Un cop alliberat a
I’aire, el fenol pot ser transportat cap a altres matrius, per exemple a través de I’aigua de pluja;
tot 1 aixo, el percentatge d’aquest compost que es transporta sol ser sempre inferior al que
pateix degradaci6 en el mateix medi. El fenol pot ser transformat fotoquimicament en altres
compostos quimics com dihidroxibenzens, nitrofenols o productes que passen pel trencament

de I’anell aromatic, en poques hores i per mitja de reaccions amb radicals OH o NOs'. La seva
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elevada solubilitat en medi aquoés i els valors de coeficient octanol-aigua fan que presenti una
gran mobilitat en els sols i que tingui molta tendéncia a passar a les aiglies, ja siguin
superficials o subterranies. Un cop a I’aigua, pot patir degradacidé fotoquimica a través de
radicals hidroxil i1 peroxi o pot ser oxidat a CO, 1 CHy (s’estima que la velocitat d’aquest
procés és d’'un 11 % de transformaci6 en 24 hores) aixi com, en preséncia de clor, pot
transformar-se en clorofenols. L’oxidaci6 a CO, i CHs també es pot donar per accid de
microorganismes, tant en condicions aerobiques com anaerobiques. La velocitat d’aquest
procés depen de diversos factors com la concentracid de fenol, la temperatura, la preseéncia de
llum, la profunditat si té lloc al sol, I’abundancia de bacteris o la preseéncia d’altres nutrients o
contaminants. Aquesta biodegradaci6 pot acomplir-se de forma completa al sol en 2-5 dies 1
en menys d’un dia en aigua fresca [10].

Els clorofenols, per la seva banda, els trobem majoritariament a les aigiies 1 al sol 1 en
molt poca quantitat a I’aire. L’emissid de clorofenols a I’atmosfera representa inicament un 5
% del total 1 aquestes emissions en forma de vapor estan relacionades amb les fonts industrials
de produccio de clorofenols i amb la incineracié de residus municipals. Son compostos que
pateixen una elevada adsorci6 en els sols sobretot si son acids i1 tenen un alt contingut en
materia organica ja que son capacos de formar enllagos de tipus covalent amb ella [12].
Aquesta adsorcid també és més important per als compostos més clorats, al tenir aquests
valors de coeficients de particid octanol-aigua més elevats 1, conseqlientment, un caracter més
lipofilic. Els clorofenols també son adsorbits en els sediments en contacte amb les aiglies que
els contenen. En aquest cas, el grau d’adsorci6é depén no només del caracter lipofilic de cada
compost, sind6 que també s’ha de tenir en compte el pH del medi aquatic i el grau de
dissociacié de cada clorofenol. El percentatge de dissociacié d’un compost esta relacionat
amb la seva acidesa, aixi una major acidesa (valor de pKa més baix) es tradueix en una major
dissociacié i1 en conseqiiencia més tendéncia a romandre en el medi aquatic [13]. Un cop
distribuits en el medi ambient, a més de patir processos fisics tal com evaporacid o adsorcio,
els clorofenols poden ser degradats a altres substancies per mitja de reaccions quimiques o per
accio de la llum o dels microorganismes. Aquestes transformacions poden tenir lloc en temps
variables, des de pocs dies fins a varis mesos, i els productes finals més habituals d’aquests
processos son CO,, H,O 1 ions Cl. No obstant, en alguns casos els productes finals no sén tan
innocus com els citats anteriorment sin6 que els clorofenols poden esdevenir substrats per a la
formacio d’altres compostos més toxics com les dioxines [24]. Igualment s’ha provat

I’emissié de dibenzodioxines o dibenzofurans a 1’atmosfera com a conseqiiencia de la
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combustié de fusta tractada amb pentaclorofenol [3]. La degradaci6é dels clorofenols esta
influenciada per diversos parametres com el pH (e.g., la seva fotolisi és més rapida en
condicions alcalines), la preséncia o no d’oxigen (la biodegradacié disminueix en condicions
anaerobiques), la temperatura, la preséncia de nutrients inorganics com fosfats i nitrats o la
preséncia de matéria organica (un augment d’aquests tres Gltims parametres es tradueix en un
augment de la biodegradaci6 i degradaci6é de clorofenols). També té una gran influéncia la
posicid dels substituents clorats a 1’anell aromatic, aixi, substitucions en orto 1 meta sén més
reactives que en la posicio para, igual que el nombre de clors €s inversament proporcional a la
seva reactivitat [12].

Pel que fa als nitrofenols, ja s’ha comentat que no es troben de forma natural en el medi.
En funci6 de quina sigui la forma en qué s’alliberin de les industries aniran a parar a 1’aire, a
I’aigua o al sol. Alliberats a I’atmosfera, el temps que romandran aquests compostos a 1’aire
s’espera que no sigui massa gran, essent major pel 2-nitrofenol degut a que té un valor de
pressio de vapor més elevat [25].

Els compostos alquilfenolics s’alliberen facilment a través de la degradacio dels
tensioactius del tipus alquilfenol etoxilats, dels quals en son precursors. Un cop en el medi
poden persistir llargament o concentrar-se en organismes vius com peixos 0 aus provocant
una contaminacié en els seus organs interns fins a varis milers de cops superior a la del medi
circumdant.

Els bromofenols, juntament amb altres compostos retardants de flama, poden alliberar-
se al medi ambient durant la seva produccié o procedents de la seva lenta evaporaci6 des de
materials on es troben presents. Son compostos lipofilics i persistents, per la qual cosa
s’adsorbeixen rapidament a particules solides en sols 1 sediments, tendeixen a bioacumular-se

1 repercuteixen en la cadena alimentaria [26].

1.2.2.3 Toxicitat

Son diverses les investigacions que s’han dut a terme per tal de determinar els efectes
adversos derivats de 1’exposicié als compostos fenolics. Aquests estudis inclouen assaigs
sobre animals de laboratori perdo també estudis sobre la poblacid exposada a aquests
compostos. Els assaigs sobre animals de laboratori permeten determinar els valors de LDsg
tant per exposicio als contaminants per ingestid, inhalaci6 o contacte amb la pell, aixi com
avaluar els seus efectes cancerigens, mutagenics o teratologics. El fenol, per exemple,

presenta una toxicitat moderada, amb valors de LDs, calculats sobre rates, ratolins i conills
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que oscil-len entre 300 i 600 mg-Kg" per via oral i entre 600 i 1400 mg-Kg"' per via dérmica
[10]. Els clorofenols mostren una toxicitat creixent a I’augmentar el grau de cloracio; aixi el
pentaclorofenol és el compost més toxic amb valors de LDsy entre 27 i 205 mgKg’'
(aproximadament 2 grams per a una persona normal) [16]. A més, els derivats amb
substitucions clorades a les posicions 3 i 5 de ’anell aromatic (meta-clorofenols) presenten
una toxicitat més elevada que la que esperariem només tenint en compte el nombre de clors
[12]. Els valors de LDsg per a clorofenols diferents de pentaclorofenol 1 per ingestio van des
de 89 mg'Kg™' per a 2,3,5,6-tetraclorofenol fins a 2960 mg-Kg™' per a 2,4,5-triclorofenol i per
via dérmica el rang és de 485 mg-Kg™"' per a 2,3,4,6-tetraclorofenol i 1414 mg-Kg™"' per a 2,4-
diclorofenol.

Els nitrofenols presenten toxicitats bastant elevades i sobn nombrosos els estudis que
s’han dut a terme sobre tot tipus d’animals: rates, conills, gossos, coloms, etc. Els
mononitrofenols, per exemple, presenten dosis letals sobre animals que van dels 10 als 1700
mg-Kg"'. Es coneixen valors de concentracions que son letals per als humans: a partir de 5
mg'Kg"' per al cas dels trinitrofenols i de 1 a 3 g per via oral per al 2,4-dinitrofenol [27].

Es tenen dades sobre els mecanismes de toxicitat dels compostos fenolics. Poden actuar
inhibint la fosforilacié oxidativa mitocondrial que és un procés bioquimic que condueix a la
sintesi d’adenosina trifosfat (ATP) o moléecula transportadora de I’energia que necessiten les
cel-lules. La inhibicié d’aquest procés provoca una manca d’energia que el cos supleix amb
un augment del catabolisme. En aquestes condicions, 1I’energia produida durant el catabolisme
no es converteix en ATP (recordem que el mecanisme es troba inhibit) sind que s’allibera en
forma de calor, provocant un augment de la respiracio, de la temperatura del cos i pérdues de
pes importants a llarg termini [12]. Certs derivats fenolics també tenen 1’habilitat d’augmentar
el nombre de neurotransmissors alliberats durant el procés de la sinapsi. Els efectes derivats
d’aquest mecanisme son tremolors, convulsions, depressid del sistema nervids central seguida
d’un augment de la respiracid, un augment de la pressid sanguinia i una progressiva
debilitacid6 muscular [28]. L’exposicio per via dérmica als compostos fenolics pot provocar
danys per accio corrosiva i aquesta accid ha estat atribuida a una desnaturalitzacié proteica
induida per aquests compostos.

Una particularitat dels compostos fenolics clorats €s que presenten llindars de percepcid
molt baixos 1 que, en conseqiiéncia, son detectables facilment en aiglies i en peix a
concentracions de traces (a partir d’1 pg-L™"). Tenint en compte les concentracions de

clorofenols necessaries per provocar la mort en animals de laboratori, la mort en humans
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exposats a través de la ingesti6 d’aigua contaminada és improbable ja que els llindars de
percepcid olfactiva i gustativa d’aquests compostos fan remota la ingestié d’aigiies amb altes
concentracions pel mal gust i la mala olor que desprenen.

Els estudis duts a terme per avaluar la carcinogénesis dels compostos fenolics no han
resultat en prou evidencies per tal de classificar a molts d’aquests compostos com a
cancerigens. No obstant aixo, estudis sobre rates i ratolins han demostrat que el 2.4-
diclorofenol pot actuar com a promotor de manifestacions carcinogeniques i ’EPA classifica
el 2,4,6-triclorofenol com un agent B2. Aquesta categoria s’aplica a tota substancia quimica
de la que es tenen suficients evidéncies de la seva carcinogenesis sobre animals i indicis
encara no prou adequats per assegurar-ho en humans [12]. El pentaclorofenol pot presentar
efectes toxics sobre el fetus si s’administra a femelles embarassades pero no han estat encara
provats els seus efectes teratologics [16].

Si ens fixem ara en els derivats fenolics bromosubstituits, no es coneix amb massa
exactitud I’impacte i els efectes adversos que causen sobre la salut i el medi ambient, pero la
toxicitat de la majoria d’aquestes substancies sembla ser petita. Aixi, per exemple, el valor de
LDs, oral per a tetrabromobisfenol A és > 2 g'Kg' en ratolins [29]. Malgrat aix0, aquest
compost, juntament amb altres del mateix grup com el bisfenol A i el tetraclorobisfenol A, es
relacionen estructuralment amb hormones com el 17B-estradiol o la tirosina i es sospita de la
seva toxicitat en la funcio tiroidal, per la qual cosa es poden considerar com a potencials
disruptors endocrins [30]. Aquest comportament també ha estat provat per al cas d’alguns
compostos alquilfenolics. Al 1930 es va descobrir per primera vegada ’efecte de certs
alquilfenols com a disruptors endocrins, concretament com a substancies capaces de
comportar-se com a estrogens, les hormones que influencien el desenvolupament i
manteniment de les caracteristiques sexuals femenines aixi com la maduraci6 1 funci6 dels
organs sexuals. Els compostos quimics que presenten aquest comportament poden actuar per
diferents vies que inclouen la imitaci6 d’hormones, el bloqueig de la seva accid o
I’acceleracio del seu deteriorament [20]. Alguns valors de LDsy determinats per a compostos

alquilfenolics oscil-len entre 300 i 730 mg'Kg™ en rates i 700 i 1300 mg-Kg™" en conills [31].

1.2.2.4 Regulacions

La creixent produccié i utilitzacié dels compostos fenolics 1 la preocupacio pels seus

efectes toxics va forcar els organismes oficials a regular les concentracions maximes
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admissibles d’aquests compostos en el medi ambient, especialment a les aigiies superficials 1
subterranies, que son les que s’utilitzen en 1’abastament per al consum huma.

Pel que respecta a la Unié Europea, aquesta estableix dos tipus de regulacions en relacid
a la qualitat de les aigiies, les que llisten les substancies perilloses que cal eliminar de les
descarregues al medi ambient o marquen les mesures que cal prendre per conservar en bon
estat el medi aquatic, i les que, a més, estableixen valors guia o maxims permesos per a
aquestes substancies. En referéncia a les aiglies destinades al consum huma, la Directiva
75/440/EC classifica les aigiies superficials en tres tipus en funcid del tractament requerit per
a la seva potabilitzaci6 i estableix valors maxims de concentracié per a fenols per a aquests
tres grups d’entre 1 1 10 ug-L'l. Aquesta regulacid va ser recollida en el Reial Decret
1541/1994 del 8 de juliol (BOE del 28 de juliol de 1994). Per altra banda, la Directiva
80/778/EC legisla que la maxima concentracio admissible (MAC) de fenols en aigua de
beguda no pot superar els 0.5 pg-L" com a concentracié de fenols total i estableix 0.1 pg'L™
com la concentracié maxima individual de cada compost. Aquesta Ultima regulaci6é es va
modificar per la Directiva 98/83/EC la qual, perd, no contempla cap canvi en relacio a la
legislacid referida a les substancies fenoliques. Pel que respecta a les aiglies destinades al
bany, el valor maxim permés per a fenols és de 5 pg-L™, segons la Directiva 76/160/EC (Reial
Decret 734/1988 de 1’1 de juliol). Per al pentaclorofenol, que és el compost considerat més
toxic de tota la gamma de fenolics, la legislacidé és menys permissiva; aixi doncs, segons la
Directiva 91/173/EC, no és permesa la comercialitzacié de substancies o preparats que
continguin més d’un 0.1 % en massa d’aquest compost o d’alguna de les seves sals. Pel que
fa als Estats Units, I’Ageéncia de Proteccié del Medi Ambient (EPA) és menys restrictiva en
les regulacions aplicables per a pentaclorofenol. Aixi, estableix que la maxima concentracio
d’aquesta substancia permesa en aigua de consum (Maximum Contaminant Level, MCL) és de
0.001 mg-L™" pero posa a zero la concentraci6 per sota de la qual no es coneix que hi hagi risc
per a la salut (Maximum Contaminant Level Goal, MCLG). L’any 1979, I’EPA elabora una
llista de 115 compostos anomenats contaminants prioritaris sospitosos de produir efectes
nocius en la salut i que a més podien trobar-se en quantitats importants en 1’aigua. Entre
aquests compostos es troben 11 fenols: fenol, 2-clorofenol, 2-nitrofenol, 2,4-diclorofenol, 2,4-
dimetilfenol, 2,4-dinitrofenol, 4-cloro-3-metilfenol, 2,4,6-triclorofenol, 4-nitrofenol, 2-metil-
4,6-dinitrofenol i1 pentaclorofenol [32]. Aquests 11 compostos fenolics son els analits que
s’estudien en gran part d’aquesta memoria, on es desenvolupen metodes per tal de quantificar-

los en matrius aquoses (capitol 2) i sols (capitol 4).
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Una altra organitzacié que ha suggerit valors de concentracid guia per a alguns
compostos fenolics és I’organitzaciéo mundial de la salut (World Health Organisation, WHO).

Aquests valors es recullen a la Taula 1.4 [33]

Compost Valor
2-clorofenol 10 pgL™!
2,4-diclorofenol 40 pgL!
2,4,6-triclorofenol 200 pg'L!
pentaclorofenol 9 pgL!

Taula 1.4 Valors maxims de concentracio per a alguns fenols recomanats per 1’Organitzacio
Mundial de la Salut.

Als Estats Units, a més de I’EPA, també existeixen altres organitzacions que
desenvolupen regulacions i recomanacions pel que fa als nivells de compostos fenodlics que es
poden tolerar sense que apareguin efectes adversos sobre la salut publica. Algunes d’aquestes
agencies son: Occupational Safety and Health Administration (OSHA), Food and Drug
Administration (FDA), Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR), i
National Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH). Aquestes agencies
estableixen, a I’igual que les Directives de la Uni6 Europa, concentracions maximes
admissibles de fenols en aigilies en funci6 del seu Us, perd també valors maxims que poden
tolerar treballadors exposats al contacte amb aquests compostos o llindars de percepcio en aire

1 aigua.

1.3 ANALISI DE COMPOSTOS FENOLICS

L’increment del grau de contaminacié ambiental com a resultat de I’activitat humana i
industrial ha provocat una creixent preocupacio, per part dels organismes competents, pel
desti i1 els efectes derivats de 1’acumulacié de substancies toxiques en el medi. Aquesta
preocupaci6 s’ha traduit, tal com ja hem vist a ’apartat anterior, en 1’establiment de mesures
legislatives que determinen les maximes concentracions de substancies contaminants que
poden estar presents a les diferents matrius ambientals i que, en la majoria de casos, son
nivells traca. Aquesta legislacio tan restrictiva ha provocat el desenvolupament de metodes
analitics prou sensibles que permetin detectar totes aquestes substancies per sota dels nivells

exigits. En molts casos, pero, els sistemes de deteccié convencionals no assoleixen els limits
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de detecci6 requerits per la qual cosa és necessaria la introduccid d’etapes de preconcentracid
en el procés analitic, tal com veurem més endavant.

Pel que fa a I’analisi de compostos fenolics, son nombrosos els estudis en que es
proposen metodes analitics per a la seva determinacid en tot tipus de matrius, els quals s’han
recollit en diversos treballs [34,35]. Un dels primers metodes existents per a 1’analisi de fenols
¢s un metode colorimetric basat en la reacci6 del fenol amb 4-aminoantipirina en preséncia
d’hexacianoferrur de potassi en medi alcali per donar lloc a un complex acolorit que es
determina a 460 o 500 nm en funci6 del medi final [36]. La 4-aminoantipirina pot reaccionar
amb derivats fenolics orto 1 meta substituits i, si les condicions de pH son adients, també amb
para-fenols quan les substitucions soén de tipus carboxil, halogen o acid sulfonic. No obstant
aixo, aquest metode no és capag de diferenciar entre els diferents tipus de fenols substituits
sind que només proporciona una concentracio total dels compostos presents expressada com a
contingut de fenol (index fenolic). El metode presenta diverses variants en funcid de quins
siguin els nivells de concentracié de fenols presents i el tipus d’interferéncies. Aixi, per
aconseguir una major sensibilitat, es recomana dur a terme una extraccié del complex acolorit
en medi cloroform i1 mesurar 1’absorbancia a 460 nm (amb aquestes condicions ¢és possible la
deteccio de fins a 1 pg'L™") [37]. Aquest métode, tot i que no permet la quantificacio dels
diferents tipus de compostos, és encara utilitzat quan es vol determinar la contaminacid
fenolica total d’una aigua i, recentment, Lupetti et al. [38] han proposat una variacio, basada
en un sistema de flux en continu, que permet assolir limits de detecci6 de ’ordre dels del
métode oficial (1 pg-L™) perd reduint el nombre d’etapes implicades i minimitzant el consum
de reactius.

L’aparicié de les técniques cromatografiques va suposar un gran aveng en ’analisi de
compostos organics presents en mostres ambientals. Pel que fa a 1’analisi de derivats fenolics,
I’auge de la cromatografia va portar a 1’aparici6 dels primers métodes capacos de separar i
quantificar els derivats de forma individualitzada. A partir d’aquest moment, la majoria de
metodes proposats per a 1’analisi de fenols es basen en aquest tipus de técniques, tant en la
variant de cromatografia de gasos com de cromatografia liquida. No obstant aixo, tot i que la
major part de metodes son cromatografics, també s’han descrit metodologies basades en

noves técniques com I’electroforesi capil-lar o les técniques d’immunoassaig.
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1.3.1 SISTEMES DE SEPARACIO I DETECCIO

1.3.1.1 Meétodes cromatografics

1.3.1.1.1 Cromatografia de Gasos (GC)

La cromatografia de gasos és una técnica de separacid basada en la distribucio dels
analits entre una fase estacionaria, que en la majoria dels casos és un liquid organic poc volatil
disposat sobre la superficie interna d’un solid (generalment silice), i una fase mobil gasosa.
Aquesta teécnica s’aplica, majoritariament, a [’analisi de compostos organics volatils i
termostables. Els compostos fenolics, per les seves propietats fisiques, son analits que poden
ser analitzats per aquesta técnica. De fet, tots els metodes oficials de determinacio de fenols
estan basats en la cromatografia de gasos. El meétode 604 de ’EPA per a la determinacié de
fenols [39] recomana la quantificacid6 dels 11 compostos fenolics considerats com a
contaminants prioritaris mitjangant deteccid per fotoionitzaci6 de flama (FID) sense
derivatitzaci6 prévia o bé per mitja d’un detector de captura d’electrons (ECD) prévia
formaci6 dels derivats pentafluorobenzoats. En tots dos casos té lloc una preconcentracié de
la mostra aquosa per extraccio liquid-liquid (LLE). Els limits de detecci6 assolits per aquests
dos metodes es recullen a la Taula 1.5. Tal com podem veure, la deteccid per ECD permet
reduir els limits de deteccid per alguns compostos. El tipus de detector emprat és un dels
parametres instrumentals que ens condiciona els limits de detecci6 que es poden assolir.

Els detectors més utilitzats per a la determinaci6 de compostos fenolics per
cromatografia de gasos son el detector de fotoionitzacié de flama (FID) [40-42], el detector de
captura d’electrons (ECD) [43,44] 1 el detector d’emissié atomica amb plasma (AED) [45],
adients per a la deteccidé de substancies halogenades, i I’espectrometre de masses [46-48].
Aquest ultim detector té la particularitat que fa possible la identificaci6 dels compostos
analitzats a més de dur-ne a terme la quantificacio i permet reduir en gran mesura els limits de
deteccid obtinguts en el cas de 1’acoblament MS/MS en tandem (aquest acoblament
s’explicara més extensament en el Capitol 3). La EPA recull aquesta técnica en el seu metode
625 [49], els limits de deteccid del qual també es recullen a la Taula 1.5, i en el métode 8270
[50] on també s’inclouen alguns dels compostos fenolics. Altres sistemes de deteccid aplicats
a la determinacio6 de fenols per cromatografia de gasos son 1’espectroscopia d’emissié atomica
per plasma induida per microones (AED) [51,52] i I’espectroscopia infraroja per transformada
de Fourier [53]. Un altre métode oficial per a I’analisi de fenols €és el metode 8041 [54], que

¢s equivalent al metode 604 perd on s’augmenta el nombre de fenols estudiats i on
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s’especifiquen, a més de les caracteristiques del métode cromatografic, les teécniques i

condicions de preparacid de mostra més adients en funcié del tipus de matriu (aigua o mostres

solides).
USEPA 604 USEPAG604 USEPA 625
Compost
GC-FID GC-ECD GC-MS
2-clorofenol 0.31 0.58 33
2-nitrofenol 0.45 0.77 3.6
fenol 0.14 2.2 1.5
2,4-dimetilfenol 0.32 0.63 2.7
2.4-diclorofenol 0.39 0.68 2.7
2.4,6-triclorofenol 0.64 0.58 2.7
4-cloro-3-metilfenol 0.36 1.8 3.0
2.,4-dinitrofenol 13.0 -- 42.0
2-metil-4,6-dinitrofenol 16.0 -- 24.0
pentaclorofenol 7.4 0.59 3.6
4-nitrofenol 2.8 0.70 2.4

Taula 1.5 Limits de deteccié (ug-L™") dels métodes 604 i 625 de la EPA assolits amb diferents
detectors.

Els métodes basats en la cromatografia de gasos son, en general, més sensibles que els
que utilitzen la cromatografia liquida. Malgrat aixo, la primera técnica requereix una
derivatitzaci6 prévia dels analits sobretot quan aquests presenten una elevada polaritat com ¢és
el cas dels compostos fenolics. La separacid 1 deteccid de fenols per GC sense previa
derivatitzacidé és complicada i precisa de columnes capil-lars altament desactivades per tal
d’evitar les cues de pic i millorar les caracteristiques cromatografiques [55]. La derivatitzacio
dels compostos fenolics per tal de formar substancies menys polars i, en conseqiiéncia, més
facilment quantificables per GC, es pot dur a terme amb un gran nombre de reactius dels quals
es parlara amb més detall en el Capitol 3 d’aquesta memoria. La necessitat d’introduir etapes
de derivatitzaci6é és la rad per la qual la tendéncia actual en I’analisi de fenols és la de
reemplacar les técniques de gasos per aquelles basades en la cromatografia liquida en la que
aquest pas previ no €s tan imprescindible, tal com veurem. La introduccié d’una nova etapa en

el procés analitic suposa un increment del temps d’analisi aixi com una nova font d’errors.
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1.3.1.1.2 Cromatografia liquida (LC o HPLC)

La cromatografia liquida és un procés analeg a la cromatografia de gasos amb la
diferéncia que la fase mobil que transporta els analits a través de la fase estacionaria és una
mescla liquida. Es una técnica complementaria a la cromatografia en fase gasosa ja que
permet 1’analisi de compostos labils, no volatils i de polaritat alta.

En el cas de la determinacié de compostos fenolics, la cromatografia liquida és 1’opcid
més escollida degut a que no és necessaria la derivatitzacioé prévia dels analits al presentar
grups conjugats que fan viable la seva detecci6 directa emprant un detector ultraviolat-visible
(UV-Vis), el detector més habitual en LC. Es una técnica en qué I’acoblament on-line de la
mateixa amb els processos de preconcentracid i clean-up més habituals és relativament
senzill, fet que no passa amb la cromatografia de gasos.

Tot i que la derivatitzacioé no és un pas indispensable en cromatografia liquida, aquesta
es pot aplicar en alguns casos, tant en el mode precolumna com postcolumna. Aplicada a
I’analisi de fenols, aquesta derivatitzacid ha servit per millorar la resposta i1 sensibilitat en
espectrometria de masses [56] o sobretot per aquells casos en que s’aplica la deteccid per
fluorescéncia dels derivats, métode que permet disminuir en gran mesura els limits de
deteccio. Son pocs els derivats fenolics que exhibeixen propietats fluorescents per la qual cosa
¢€s necessaria la seva derivatitzacié o 1’aplicacié de metodes de fluorescencia indirecta en els
quals s’afegeix un agent fluorescent a la fase mobil que proporciona un senyal de fons
constant. Alguns exemples de metodes que utilitzen la fluoresceéncia amb derivatitzacid prévia

dels fenols es recullen a la Taula 1.6.

Agent derivatitzant Mode Matriu Ref.

clorur de 4-(4,5-difenil-1H-imidazol-2-il) .

. precolumna orina [57]
benzoil
N-metilbenzotiazole-2-hidrazona i osteolumna aicua residual 58]
Ce(NH4)2(SOu)3 P gt
clorur de 5-(dimetilamino)naftalen-1-sulforil ~ precolumna  aigua superficial [59]
4-aminoantipirina 1 Kz[Fe(CN)s] postcolumna aigua residual [60]
cloroformiat de 2-(9-antrietil) precolumna aigua residual [61]

Taula 1.6 Agents derivatitzants que s’han utilitzat per a 1’analisi de fenols mitjangant
cromatografia liquida i deteccid per fluorescencia.

Els métodes de deteccidé més habituals per a cromatografia liquida aplicada a I’analisi de

compostos fenolics sén [’absorcid ultraviolat-visible (UV-Vis) [62-67], la deteccio
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electroquimica o amperométrica (ED) [68-72], la fluorescéncia (FD) amb deteccio directa
[57,73] o indirecta [74], 1 I’espectrometria de masses (MS) [75-79]. Pel que fa als limits de
detecci6 assolits per a cadascuna de les metodologies anteriors, el detector electroquimic 1 el
fluorimetre permeten reduir-los en gran mesura respecte [’ultraviolat-visible. Aixi, per
exemple, Puig et al. [80] obtenen limits de deteccid per a compostos fenodlics en aigiies que
van de 0.5 a 10 pg'L™" per UV-Vis i de 0.01 a 3 pg'L" per ED en les mateixes condicions de
preconcentraci6 preévia. Malgrat les grans millores en sensibilitat, el detector electroquimic €s
molt sensible a la preséncia d’impureses a les mostres, les quals es dipositen sobre 1’electrode
1 provoquen caigudes drastiques de sensibilitat. Per tant, és necessari el manteniment periodic
de I’instrument [81]. A més, el detector electroquimic és molt susceptible a la composicid de
la fase mobil pel que es prefereixen els metodes isocratics sobre els que utilitzen gradient per
tal de reduir distorsions en la linia base o temps llargs d’estabilitzacio del sistema [69].
Dupeyron et al. [82] comparen la detecci6 per UV-Vis amb la deteccio FD per a fenol i
obtenen limits de deteccié i quantificacio del métode cromatografic de 0.36 i 24 pgL’
respectivament pel primer cas i de 0.014 i 0.9 ug'L" pel segon cas. L’espectrometria de
masses comporta un avantatge afegit respecte a la resta de sistemes de deteccid com és la
possibilitat d’identificar els analits presents en una mostra per comparacido de l’espectre
d’aquests amb llibreries. L’acoblament LC-MS ¢és relativament modern i en un principi va
comportar problemes pel que respecta al disseny que havien de tenir les interfases. No obstant
aixo, la técnica ha experimentat un reconeixement molt important en els darrers anys i ara
s’aplica satisfactoriament en molts camps de 1’analisi [83]. Per exemple, Rodriguez-Mozaz et
al. [84] I’apliquen simultaniament a la determinacio d’estrogens, plaguicides i bisfenol A en
aigiies naturals. Els limits de deteccid obtinguts per a I’analisi de 14 compostos fenolics
mitjancant LC-MS, després de la preconcentracié de 50-100 mL d’aigua per SPE on-line, son
de 0.1-5 pgL' i 0.1-25 ng'L" per a full-scan (SCAN) i single-ion monitoring (SIM)
respectivament [75]. Tamb¢ és possible, tal com ja véiem en cromatografia de gasos, acoblar
les tecniques LC amb dos analitzadors MS en tandem (LC-MS-MS). Aquest acoblament és
molt util en el monitoratge de mostres complexes i s’ha aplicat amb bons resultats a 1’analisi
de fenols naturals en mostres de carxofes [7] 1 residus de poma [85].

Innovacions respecte a la cromatografia liquida convencional soén les que introdueixen
els métodes que incorporen 1’ts de columnes capil-lars. La utilitzaci6 d’aquest tipus de
columnes permet reduir el consum de dissolvents organics, precisen de la injeccié de volums

més petits de mostra i ’acoblament micro-LC-MS es veu afavorit ja que s’utilitzen fluxos de
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fase mobil de I’ordre dels uL-min'1 [86]. Una altra variant de la LC és la que aporta 1’us de
fases mobils supercritiques (SFC) les quals permeten, sota les condicions de pressio i
temperatura adients, augmentar la resolucid del sistema cromatografic. Un métode que aplica
aquesta ultima técnica a 1’analisi de compostos fendlics presents en aigiies €s el proposat per
Yang et al. [87] el qual utilitza aigua supercritica com a fase mobil. La separaci6 de 5
compostos nitrofenolics per cromatografia liquida capil-lar és possible en el treball publicat

per Zhu et al. [88].

1.3.1.2 Meétodes no cromatografics

1.3.1.2.1 Electroforesi capil-lar (CE)

L’electroforesi capil-lar és una técnica de separacid que es basa en el moviment
d’especies carregades electricament a través d’un medi electroforétic sota la influéncia d’un
camp electric. Tot i que en un principi 1’electroforesi capil-lar fou una técnica més decantada
cap a l’analisi bioquimic, rapidament es va demostrar la seva aplicabilitat a [’analisi
ambiental. Dels diferents modes de treball que presenta la CE, els més habituals per a 1’analisi
de compostos fenolics son I’electroforesi capil-lar en zona (CZE), la micel-lar (MEKC) i
I’electrocromatografia (CEC). La CZE és la técnica més simple i també la més utilitzada tant
en medi aqués [89] com en medi organic [90]. En aquest ultim cas, és necessaria 1’addicid
d’anions a la solucid electrolitica per tal que sigui possible la formacido de complexos
heteroconjugats carregats dels analits. En aquest sentit, Porras et al. [91] estudiaren 1’addicio
de diferents anions (clorur, bromur, acetat, perclorat i bimalonat) en la separacié de fenols
metilsubstituits en medi acetonitril.

Un dels inconvenients d’aquesta teécnica €s que els detectors UV-Vis, els més
habitualment utilitzats en 1’analisi de fenols per CE, proporcionen limits de deteccio de
’ordre dels mg-L"' (majors que en LC) donat que els volums de mostra que s’injecten so6n
petits (nL). Aixi, per exemple, Kronholm et al. [92] determinen limits de deteccid per a fenol,
3-metilfenol, 4-cloro-3-metilfenol i 3,4-diclorofenol de 67, 107, 176 i 282 pgL’
respectivament, en alguns casos fins a 6 cops superiors als obtinguts per GC-MS (mode
SCAN) en les mateixes condicions. Aquests valors son insuficients per tal de dur a terme
I’analisi de mostres ambientals en les quals els contaminants en general, i els fenols en
particular, es solen trobar a nivells de pg'L"' o inferiors. Aquesta inconveniéncia es pot

resoldre mitjancant I’aplicacio d’etapes preévies de preconcentracié o bé amb ’acoblament de
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metodes de deteccid6 més sensibles (electroquimica o fluorescéncia) a la separacid
electroforética [93]. D’altra banda, també és possible dur a terme una concentracié de la
mostra entre la seva injeccid al sistema i la seva deteccid per mitja del que s’anomenen
tecniques de stacking, que consisteixen en injectar els analits dissolts en una solucié de menor
conductivitat que la solucid6 emprada com a electrolit. D’aquesta manera, a ’aplicar el
potencial, s’aconsegueix que els diferents ions que composen la mostra siguin accelerats o
frenats fins aconseguir bandes estretes i contigiies de cada un d’ells 1 que es desplacen a la
mateixa velocitat [94]. Per mitja d’aquesta concentracio, Morales et al. [95] aconsegueixen
reduir els limits de deteccido de 23 derivats fenolics de 10 a 400 vegades en 1’analisi per
electroforesi capil-lar en zona.

La cromatografia electrocinetica micel-lar (MEKC) consisteix en [’addici6o de
tensioactius i0nics al medi electroforétic que condueixen a la formacié de micel-les que
actuen com una pseudo-fase estacionaria. D’aquesta manera s’aconsegueixen separar analits
carregats 1 també neutres. Zemann et al. [96] apliquen aquesta técnica a I’analisi de 33
compostos fenolics utilitzant bromur de cetiltrimetilamoni (CTAB) per a la formacié de
micel-les. L’electrocromatografia capil-lar (CEC) combina els avantatges de 1’electroforesi
amb els de la LC i també s’ha aplicat a I’analisi de derivats fenolics [97]. Les técniques
electroforétiques, en totes les seves variants, també s’han aplicat de forma satisfactoria a

I’analisi de certs compostos fenolics naturals en mostres de vi [98,99]

1.3.1.2.2 Altres métodes d’analisi

Tot 1 que les técniques cromatografiques representen un percentatge majoritari del total
de metodes desenvolupats per a I’analisi de compostos fenolics, les técniques d’immunoassaig
o 1’Gs de sensors o biosensors també s’han aplicat a la determinacié d’aquests compostos.
Aixi, per exemple, el metode 4010 de la EPA [100] presenta una metodologia basada en
immunoassaig 1 que fa s d’un kit comercial per a la determinacié de pentaclorofenol en
mostres aquoses 1 solides. Aquest tipus de técniques també s’han aplicat a la determinaci6 de
4-nitrofenol 1 4-nitrofenols substituits [55]. Alguns exemples que demostren 1’Gs de sensors i

biosensors son els treballs presentats per Freire et al. [101] 1 Campuzano et al. [102].
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1.3.2 METODES DE PRECONCENTRACIO

El desenvolupament d’un métode analitic implica diferents etapes des de la presa de
mostra i el seu tractament fins a la deteccio dels analits d’interes. Els sistemes de preparacio
de les mostres han anat, durant molts anys, a ’ombra de les técniques instrumentals, com a
una part inevitable del procés analitic, fins que es va prendre consciéncia de que era una part
important per poder obtenir resultats fidedignes al final de 1’analisi. S’ha estimat que, del
temps total de 1’analisi, dos tercos corresponen a la preparacid i pretractament de la mostra
abans de la determinaci6 final i, a més, €s en aquestes etapes on es troben les principals fonts
d’error.

La preconcentracié dels analits és necessaria quan la seva concentracié és baixa o quan
el volum de la mostra que pot ser introduit al sistema d’analisi és petit. D’aquesta manera es
poden superar els limits dels sistemes de detecci6. Una altra etapa important sol ser la
purificacié de la mostra (clean-up) que s’ha de dur a terme quan cal eliminar compostos que
poden interferir en la deteccid dels analits d’interes (e.g., si les interferéncies i els analits es
coelueixen i es detecten a la mateixa longitud d’ona en un detector UV-Vis) o per eliminar
compostos que poden afectar el funcionament de 1’instrument. Els analits han d’estar dissolts
en un solvent que sigui compatible amb el sistema de mesura, €és a dir, en cromatografia de
gasos el dissolvent ha de ser volatil i en cromatografia liquida ha de ser miscible amb la fase
mobil.

Alguns dels metodes proposats per al pretractament de mostra son tediosos ja que es
basen en procediments manuals i llargs. No obstant aix0, alguns d’aquests s’han anat
substituint i la tendéncia actual és desenvolupar noves metodologies cada cop més rapides,
que comportin menys manipulacié de les mostres, de facil acoblament als sistemes
cromatografics 1 electroforétics 1 en les quals el consum de dissolvents cars i toxics es
redueixi a la minima expressio. Els mectodes de preconcentraci6 més habituals per a
compostos fenolics son 1’extraccid liquid-liquid (LLE) i ’extraccio6 en fase solida (SPE), tot i
que s’han desenvolupat altres metodologies com la microextracci6é en fase solida (SPME) o
aquelles que es basen en la utilitzacié de membranes amb diferents configuracions. En el cas
de les mostres aquoses, la majoria d’aquestes técniques s’utilitzen com a mitja d’extraccio i
preconcentraciéo en un sol pas, en canvi, pel que respecta a I’analisi de mostres solides,
aquestes només representen preconcentracid i/o clean-up i és necessaria una extraccio previa

que permeti el pas dels analits del solid a un extracte liquid. Els processos d’extraccidé de
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mostres solides més habituals es discutiran ampliament en el Capitol 4 de la present
memoria.

L’extracci6 liquid-liquid es basa en la distribucid dels compostos organics entre la

mostra aquosa i un dissolvent organic immiscible. El pas clau per tal que el procés LLE sigui
efica¢ és 1’eleccio d’un solvent extractant adequat per a cada tipus d’analit. Aquest ha de
procurar que les substancies analitzades tinguin una major afinitat per ell que per la solucio
aquosa. Aquesta técnica presenta I’avantatge que existeix una gran varietat de dissolvents
organics i, per tant, el fet de trobar-ne un d’adient per a cada compost en qiiestido ¢és
relativament senzill. Per altra banda, per augmentar I’eficacia de 1’extraccid, sovint és
necessari repetir-la dos o tres cops amb un volum de solvent nou cada vegada. Aquesta
circumstancia, juntament amb el fet que el volum de solvent organic posat en contacte amb la
mostra aquosa (normalment 1-2 L) no pot ser molt petit perque es pugui donar la separacié de
fases, fan que calgui aplicar una etapa d’evaporacié després de I’extraccidé per tal
d’aconseguir preconcentracio dels analits. Com a altres avantatges d’aquesta técnica podem
esmentar la seva simplicitat 1 que 1’utillatge que es requereix ¢és senzill i economic. Aquest fet
provoca que fos un dels primers processos a apareixer 1 ampliament utilitzat per a molts tipus
de compostos i encara és técnica estandard en multitud de métodes oficials d’analisi de
contaminants i1 també concretament de fenols [39]. No obstant aixo, el nombre
d’inconvenients associats a la LLE ¢és superior al de les seves avantatges: utilitza grans
volums de dissolvents organics, molts d’ells també toxics, que passen a generar grans volums
de residus, en alguns casos la separacié de fases pot arribar a ser molt complicada degut a la
formacié d’emulsions o terceres fases, es poden produir facilment pérdues tant durant les
etapes de transferéncia com d’evaporacio, €és un procés que dificilment es pot automatitzar i
no ¢s aplicable a compostos molt polars i altament solubles en aigua. Alguns exemples
d’extraccio liquid-liquid aplicada a 1’analisi de compostos fenodlics utilitzen diclormeta
[33,103], hexa [104] o derivatitzaci6 dels fenols a la mostra original amb clorur de benzoil i
posterior extraccié amb eter dietilic [105]. Per mitja de la derivatitzacié prévia dels analits es
pot aconseguir formar compostos menys hidrofilics que tinguin encara més afinitat per la fase
organica. Fins ara s’han descrit processos liquid-liquid convencionals perdo Bagheri et al.
[106] apliquen una variant del procés en la qual la mostra aquosa (normalment 1 mL) es posa
en contacte amb una gota (0.5-2.5 uL) de solvent organic disposada a la punta d’una xeringa
de 10 pL que es submergeix a uns 0.5 cm de la superficie de la mostra, la qual conté els

compostos fenolics acetilats. Passat un temps de contacte de 10 minuts, la xeringa es retira de
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la mostra i la solucid organica s’injecta al cromatograf de gasos. D’aquesta manera s’evita el
consum de grans volums de solvents organics i la necessitat d’evaporar la fase organica un
cop realitzada 1’extracci6. Recentment, Yang et al. [107] han desenvolupat, de forma
satisfactoria, un metode LLE per a I’analisi d’un gran nombre de contaminants organics entre
els quals es troben nou fenols, basat en la partici6 dels analits entre una fase aquosa i buta
condensat. Gasos com el propa o el buta, un cop liquats, presenten una baixa toxicitat i

propietats fisico-quimiques que els fan ideals per ser aplicats a tal efecte.

Una alternativa a I’extraccid liquid-liquid tradicional és la preconcentracié mitjangant

membranes liquides. El sistema consisteix en una fase aquosa anomenada soluci6 de carrega

on inicialment hi son presents les especies quimiques que cal transportar i una segona fase
aquosa, receptora o de retroextraccio, on es recuperen els analits després del seu transport a
través d’una dissolucié organica impregnada en un suport poliméric, que és la membrana
propiament dita. El procés de transport és normalment conduit per gradient de pH entre les
dues fases aquoses. En esséncia es pot dir que és una técnica que combina dues extraccions
liquid-liquid en un sol pas.

Les membranes liquides s’han aplicat a I’analisi de compostos fenolics fent Us de
diferents configuracions i geometries: membranes laminars [108] (el tipus de cel-la utilitzat en
aquest cas no permet preconcentracié dels analits degut a que s’utilitzen volums iguals de
soluci6 de carrega i solucio receptora), geometria de fibra buida (hollow fiber) [88] 1 un nou
sistema de membranes laminars perd en el que ’extraccio té lloc en continu i acoblada on-line
al sistema de deteccié cromatografic [109].

La tendencia actual en la preconcentracio i purificacidé de mostres ambientals és la

utilitzaci6 de I’extraccio en fase solida o extracci6 solid-liquid (SPE). La SPE és una técnica

de preparacido de mostra que permet la concentracio i purificacié dels analits presents en una
solucidé mitjangant la seva adsorcid en una fase solida disposada dins un cartutx o en forma de
disc seguida de la seva elucié amb un solvent apropiat per a 1’analisi instrumental. En general,
el volum necessari per aconseguir 1’eluci6 dels analits és molt inferior al volum de mostra
aplicat 1 d’aquesta manera s’aconsegueixen factors de concentracié elevats. Tot i que
I’extracci6 en fase solida es desenvolupara més extensament en el Capitol 2, podem dir que
algunes de les avantatges que proporciona respecte la LLE son 1’as minim de dissolvents
organics, les elevades recuperacions i factors de concentraci6 obtinguts, la seva gran
versatilitat 1 aplicabilitat degut al gran nombre de fases solides existents i la facilitat

d’automatitzacio i acoblament en linia amb les técniques cromatografiques.
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La microextraccié en fase solida (SPME) és una variaci6 de la SPE en la que la fase

solida adsorbent es troba com a recobriment sobre una fibra de silice fosa de les dimensions
de la part interior d’una agulla de xeringa. La fibra es posa en contacte amb la mostra, ja sigui
per immersid o per contacte amb ’espai en cap del vial que la conté en el cas de ’extraccid
d’analits volatils i aquests interaccionen amb el recobriment de la fibra i hi queden atrapats.
La desorcid pot tenir lloc térmicament o emprant un dissolvent organic.

La SPME també¢ s’ha aplicat a I’extraccio 1 preconcentracido de derivats fenolics amb
diferents tipus de fibres aconseguint recuperacions quantitatives i limits de deteccio de 1’ordre
dels pg-L™". Es ttil per a la determinacio de fenols en aigiies [72,110-112], aigiies residuals de
matriu complexa amb alts nivells de contingut organic [113] i sols [42,114,115]. Una
modificacid respecte la SPME convencional és la que aporta la utilitzaci6 d’una nova
geometria en la que la fibra es troba recobrint una barra agitadora que es col-loca a I’interior
de la mostra. Aquesta variant s’ha aplicat a 1’analisi de fenols presents en aigiies naturals
[116]ienvi[117].

Altres metodes minoritaris de preconcentracid de fenols existents a la bibliografia son
els que utilitzen diferents tipus de membranes per tal de que hi tingui lloc 1’adsorcio dels
derivats 1 posterior desorcié en un solvent adient. Aquestes membranes, que en la major part
dels casos son de poliureta, poden usar-se en format de petites boles que es posen en contacte
amb la mostra a extreure [118] o com a lamines que es col-loquen com a recobriment del tap
del vial que conté la mostra, el qual s’inverteix per tal de posar les dues fases en contacte

[119].
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1.5 OBJECTIUS

Els compostos fenolics poden trobar-se al medi ambient procedents d’una gran varietat
de processos industrials o derivats del seu us com a plaguicides, bactericides o conservadors
de la fusta. La persisténcia d’aquests compostos en les diferents matrius ambientals (aire,
aigua i sol) 1 la seva toxicitat requereixen un control de les seves concentracions en aquestes
matrius 1 també la caracteritzaci6é dels processos d’interaccid, transport i transformacid que
pateixen en el medi on es troben. Les baixes concentracions maximes establertes per a
compostos fenolics per molts organismes oficials fan necessari el desenvolupament de
metodes de determinacid prou sensibles per detectar els nivells establerts per la legislacié amb

un elevat nivell de confianca.

L’objectiu principal de la present memoria és el desenvolupament de metodes de
determinacié de compostos fenolics, tant en matrius aquoses com en sols, i la caracteritzacid
del processos d’adsorci6 d’aquests compostos en diferents tipus de sols. Per tal d’aconseguir
aquesta fita, els estudis recollits en aquest treball s’han concretat en 1’assoliment dels

objectius segiients :

1. Desenvolupar un metode de determinacid dels 11 compostos fenolics considerats
com a contaminants prioritaris per la EPA en aigiies naturals mitjangant 1’aplicacio
d’una etapa de preconcentracid dels analits per extraccié en fase solida (SPE) i
deteccio per cromatografia liquida amb detector ultraviolat-visible. Per 1’etapa

d’extraccio 1 preconcentracio s’avaluaran fases solides amb diferents caracteristiques.

2. Avaluar I’aplicabilitat d’un metode basat en la cromatografia de gasos acoblada a
I’espectrometria de masses per a la determinaci6 de compostos fenolics
bromosubstituits i compostos bisfenolics en aigiies residuals. Comparaci6 de
I’eficacia de diferents reactius per a la derivatitzacio dels analits prévia a la seva

deteccid.

3. Optimitzar un metode d’analisi dels compostos fenolics exposats en el punt 1 en sols

per mitja de la combinacié d’una extraccid alcalina, preconcentracié 1 purificacid
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dels extractes per extraccio en fase solida, 1 deteccid dels analits per cromatografia

liquida acoblada a un detector ultraviolat-visible.

. Comparaci6é de métodes de fortificacid de sols amb compostos fenolics i1 avaluacid

de les transformacions que es produeixen durant aquest procés emprant dues

metodologies diferents (spot spiking i slurry spiking)

. Caracteritzacio dels processos d’adsorcié de quatre compostos fenolics (fenol, 2-

clorofenol, 2-nitrofenol i 2,4-diclorofenol) en sols amb diferents propietats fisico-
quimiques per tal de predir el desti o comportament d’aquestes substancies un cop

abocades al medi natural.
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2.1 INTRODUCCIO

L’analisi d’aiglies, ja siguin superficials, subterranies o procedents d’estacions
depuradores d’aigiies residuals, és una practica de vital importancia, especialment quan van
destinades al consum huma. La preséncia de substancies toxiques en el medi hidric, ja siguin
de caracter organic o inorganic, produeix efectes nocius sobre les espécies que hi viuen i

sobre la salut humana. A més, alguns compostos organics, com ¢s el cas dels compostos
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fenolics, repercuteixen negativament en les propietats organoléptiques de 1’aigua (olor i gust
principalment) tot i trobar-se a nivells de concentracié molt per sota dels que es consideren
perillosos per a la salut. Per totes aquestes raons, 1’analisi de derivats fenolics en aigiies ha
esdevingut una rutina en molts laboratoris, fet que ha provocat que la quantitat de métodes
desenvolupats a tal fi sigui bastant nombros. Tot i que les metodologies aplicades a 1’analisi
de fenols en aiglies son diverses, la tendéncia actual en I’extraccio, purificacido i
preconcentraci6 de fenols (com en el cas de molts altres contaminants organics) €s I’extraccié

en fase solida (SPE).

2.1.1 L’extraccio en fase solida (SPE)

L’extraccié en fase solida és un sistema de preparacié de mostres que permet la
concentracio i purificacié dels analits presents en una solucid mitjancant la seva adsorcid en
una fase solida i posterior elucié amb un solvent apropiat per a 1’analisi instrumental. En
general, el volum necessari per aconseguir 1’elucié dels analits és molt inferior al volum de
mostra aplicat 1 d’aquesta manera s’aconsegueixen factors de concentracio elevats.

Els inicis de la SPE es remunten a finals de la década dels 70, data en que van apar¢ixer
les primeres fases en format cartutx i xeringa d’un sol us. Durant els anys immediatament
posteriors a la seva implantacio, el desenvolupament de la SPE va ser lent perque els analistes
es resistien a abandonar 1’extraccid liquid-liquid, perd a mitjans dels anys 80 i com a
conseqiiencia de I’aparici6 de nous formats en SPE, I’automatitzacio de la técnica 1 la
comercialitzaci6 de nous tipus de fases, I’extraccio en fase solida va arribar a ser el que és
avui en dia, la técnica de purificaci6 i concentraci6 preferida pels cientifics [1]. L’extraccié en

fase solida consisteix basicament en 4 etapes: condicionament de la fase, adsorcio (pas de la

mostra), rentat de la fase i elucié dels analits retinguts a la fase solida.

En el condicionament, el pas d’un solvent organic (normalment metanol) solvata els
grups funcionals de la fase solida i elimina 1’aire dels porus. El condicionament amb metanol
¢és seguit del pas d’una solucié de medi igual que la mostra per tal que els mecanismes
d’adsorci6 només depenguin de les caracteristiques dels analits en la segiient etapa. El volum
de mostra tractat en I’etapa d’adsorcid es tria en funcidé dels requeriments de cada tipus
d’analisi (concentracid d’analits a la mostra 1 sensibilitat del sistema de deteccid) encara que
el volum que es pot processar depén, en gran mesura, de la massa de fase solida, del flux de

pas i del volum de trencament del sorbent per a cada tipus de compost. El rentat de la fase
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solida és la tercera etapa del procés i serveix per eliminar les restes de matriu de la mostra
dels porus del sorbent. L’elucié es realitza amb el minim volum necessari d’un solvent
compatible amb el sistema de deteccio 1, a la vegada, que sigui capa¢ de trencar les
interaccions analit-sorbent obtenint-se una recuperacidé quantitativa. Les interaccions que es
produeixen entre els analits i la fase solida condicionen els tres mecanismes basics en SPE:

fase reversa, fase normal i bescanvi ionic [2].

- La fase reversa implica la distribuci6 dels soluts organics entre una fase mobil polar
1 una fase solida apolar.

- La fase normal implica I’adsorcid dels analits dissolts en una fase organica en un
sorbent de caracter polar.

- El bescanvi ionic consisteix en la interaccié entre els soluts organics carregats
dissolts en un solvent polar o no polar i el sorbent de bescanvi idnic, que conté grups
funcionals que actuen com intercanviadors d’ions i que presenta una carrega oposada a

la de I’analit.

Cadascun d’aquests mecanismes esta governat per un tipus d’interacci6 analit-sorbent
que fa possible el procés SPE. Existeixen sorbents que, per la seva naturalesa, combinen més
d’un d’aquests mecanismes (SPE en mode mixt). Més recentment, s’han desenvolupat nous
modes de SPE com la SPE d’afinitat, la SPE d’impressio molecular (molecular recognition
and molecular-imprinting SPE) o la SPE que utilitza sorbents discriminants segons la mida de
particula a retenir (restricted acces sorbents) amb la finalitat de desenvolupar processos cada
cop més selectius. El mecanisme més habitual en la determinacié de compostos organics en

aigiies ¢€s la fase reversa el qual es comenta més detalladament en el segiient apartat.

2.1.1.1 Extraccio en fase solida de fase reversa

L’extraccid en fase solida de fase reversa suposa la particid dels compostos organics
objecte d’estudi entre una fase liquida polar tal com aigua i un sorbent no polar. Les
interaccions que tenen lloc en aquest procés son de tipus apolar (forces de Van der Waals,
forces de dispersid o particid), son interaccions de baixa energia (aproximadament 5
Kcal'mol™) comparables a les implicades en un procés d’extracci6 liquid-liquid [2].

Els sorbents de fase reversa que es van desenvolupar primer tenen una base de silice,

modificada amb grups funcionals de diferent naturalesa, essent les cadenes hidrofobiques Cig
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(18 atoms de carboni) les més habituals. Altres funcionalitzacions inclouen grups etil (C,),
octil (Cs), ciclohexil i fenil. El segon i tercer tipus de sorbents per a fase reversa son,
respectivament, els de matriu polimeérica (generalment poliestiré-divinilbenze) 1 els de base de

carbo grafititzat.

2.1.2 Analisi de fenols per SPE de fase reversa

Tots els sorbents descrits a 1’apartat anterior s’han aplicat per a I’extraccid 1
concentraci6 de compostos fenolics presents en mostres aquoses. No obstant, s’ha de tenir en
compte que, degut a les grans diferéncies en quant a acidesa i polaritat dels diferents tipus de
derivats fenolics, no ¢és senzill desenvolupar metodes d’extraccid en fase solida aplicables
satisfactoriament a tota la série de compostos. Aix0 ha provocat que sigui nombrosa la
quantitat de metodes que descriuen 1’extraccid de fenols per SPE i que empren sorbents molt

variats, sempre amb ’objectiu d’intentar millorar 1’eficacia dels ja existents.

2.1.2.1 Primers sorbents

Els sorbents amb base de silice son els primers que es van desenvolupar per concentrar
compostos organics de mostres aquoses atesa la seva analogia amb les fases solides usades en
cromatografia liquida. La incorporacié de cadenes hidrofobiques en el si de 1’estructura de la
silice permet utilitzar aquest material com a fase solida per a 1’analisi de mostres aquoses. Els
materials que resulten d’aquest tipus de modificacions son fases de caracter hidrofobic que no
sempre son les més adients per a la retencid dels derivats fenolics més polars. No obstant
aixo, son nombrosos els meétodes SPE desenvolupats per a fenols que utilitzen sorbents amb
matriu de silice dels quals els més habituals son els que presenten cadenes C;g [3-6]. Els
resultats obtinguts amb aquestes fases no son, en general, gaire satisfactoris degut a la poca
capacitat de retencié (o d’adsorcid) que presenten per als compostos fenolics més polars. A
més, degut al comportament acidic d’alguns derivats com el pentaclorofenol 1 els
dinitrofenols, €s necessari sempre ajustar les mostres a pH 1-2 préviament al procés SPE. Els
enllagos entre la base de silice i el residu apolar poden ser monofuncionals, si presenten un sol
enllag Si-O-Si, o trifuncionals si contenen dues d’aquestes estructures. En tots dos casos, les
fases contenen grups silanol lliures (Si-OH) a la seva superficie que, generalment, es
derivatitzen per convertir-los en grups Si-(CH3) no tant polars (endcapping). Malgrat aixo, la

preseéncia d’alguns grups Si-OH permet la formaci6 d’enllagos per pont d’hidrogen entre el
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sorbent i els fenols, interaccions secundaries que fan possible la concentracié de volums més
grans d’aquests compostos [7]. El que cal tenir en compte, pero, és el risc de que es
produeixin adsorcions irreversibles que dificultin el procés d’elucio.

S’han portat a terme altres tipus de funcionalitzacions sobre la matriu de silice per tal
de millorar les recuperacions obtingudes per a fenols. A tal fi, Pizzolato et al. [8] modifiquen
silice gel amb grups anilina, 3-fenilcloropropilamina i benzilamina i comparen els resultats
obtinguts amb els que proporcionen fases C;g convencionals. Una altra modificacié és la
proposada per Fan et al. en dos dels seus treballs [9,10] en els quals enllacen una funci6 B-
ciclodextrina a la base de silice. Aquest sorbent resulta ser eficag en 1’extracci6 de fenols
nitro-substituits en la seva posicid para perd, en aquest cas, les interaccions que es donen
entre els analits 1 la fase solida es produeixen de forma selectiva mitjangant la formacié de
complexos d’inclusié, mecanisme similar al que es dona amb els polimers d’impressio
molecular (dels quals es parlara més endavant). Per altra banda, en un treball realitzat per
Abu-Shammala [11] s’aconsegueix millorar els resultats obtinguts amb C;g per a compostos
fenolics carregant préviament de tensioactius cationics la fase; aquests actuen com a
bescanviadors i0nics. D’aquesta manera, 1’adsorcié combina dos tipus de mecanismes: per
una banda les interaccions hidrofobiques habituals amb la cadena carbonada i, per 1’altra, les
interaccions electrostatiques involucrades en un procés d’intercanvi ionic.

El segon tipus de sorbents utilitzats en I’extraccié en fase solida de compostos fenolics
son els que presenten una matriu polimérica, essent els més habituals els de poliestire
entrecreuat amb divinilbenze (PS-DVB). La retencié de fenols en aquest tipus de matrius es
veu incrementada respecte a la que s’observa en les fases de silice-C;g degut a les interaccions
de tipus m-7 entre els anells aromatics del sorbent i dels analits. Son sorbents més estables que
els C;g a valors de pH extrems i en general resulten ser més eficagos per a compostos polars.
Aquesta major aplicabilitat es pot atribuir al seu major contingut en carboni (gairebé un 90%
respecte el 18% maxim de les fases Cg) pero sobretot a la seva major area superficial. Les
caracteristiques fisiques dels polimers, no obstant, varien en funcid de la casa comercial que
els fabrica degut a diferéncies en el procés de polimeritzacio i en el contingut en divinilbenze.
Aixi, a la Taula 2.1 es recullen alguns dels sorbents comercials de PS-DVB més aplicats a

I’extraccid en fase solida de fenols, juntament amb les seves propietats fisiques.
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mida mida area
Polimer casa comercial particula  porus superficial referéncies

(um) A (m*gh
PLRP-S Spark Holland 15-25 100 500 [12,13]
PLRP-10 Polymer Laboratories 10-15 100 500 [14]
PLRP-30 Polymer Laboratories 10-15 300 375 [14]
PRP-1 Hamilton 5 100 415 [15]
LiChrolut EN  Merck 40-120 80 1200 [16]
Isolute ENV+ IST 40-140 100 1000-1100 [17,18]
é‘gﬂeg‘l’}rgom Tosohaas 50-100 150 900 [19]
Hysphere-1 Spark Holland 5 n.v. >1000 [20]
SDB-1 J.T. Baker 43-123 300 916 [15]
Envi-chrom P Supelco 80-160 140 900 [21]
XAD-2 Rohm and Haas 100-150 90 300 [22]
XAD-4 Rohm and Haas 100-150 50 750 [23]

IST: International Sorbent Technology
n.v.: valor no disponible

Taula 2.1 Sorbents de PS-DVB per a SPE de compostos fendlics

L’area superficial d’aquest tipus de polimer té un efecte molt important en I’eficacia de
retencio per als compostos fenolics més polars. Aixi, en general, sorbents amb major area
superficial (o menor mida de particula) proporcionen volums de trencament més grans, essent
els de superficie >1000 m*g"' els més efectius.

El tercer tipus de fases estacionaries utilitzades en la fase reversa de fenols son les de
carbo grafititzat [18,24,25]. La retencid de fenols en aquests materials es deu a la combinacio
de diferents mecanismes: les interaccions hidrofobiques caracteristiques de la fase reversa, la
possibilitat d’interaccions de tipus n-7 entre el sorbent 1 els anells aromatics dels analits 1, a
més, els grups carboni-oxigen que actuen com a bescanviadors anionics en preseéncia de
matrius aquoses acidificades. Per tots aquests mecanismes, els polimers de carbd son capagos
de retenir analits extremadament polars [2] fet que dificulta molt la seva elucié 1 sovint és
necessari dur-la a terme aplicant fluxos en sentit contrari al pas de la mostra [26]. Un altre
inconvenient que presenten és que son materials no porosos i, si el volum de mostra a percolar

¢s gran, poden oferir gran resisténcia al seu pas. Gawkzik et al [27] varen sintetitzar sorbents

66



ANALISI D’AIGUES: 11 FENOLS METODE 604 (EPA)

amb un elevat percentatge de carb6 a partir de copolimers de 4,4’-bis(maleimidodifenil)meta i
divinilbenzg, alguns dels quals mostren una adsorcid acceptable per a certs derivats fenolics.
Totes les fases solides comentades fins al moment han estat ampliament estudiades per
a D’extraccio 1 concentracié de compostos fenolics de mostres aquoses. Tot 1 que moltes
d’elles proporcionen bons resultats per als compostos més hidrofobics, el problema de la

majoria continua essent la seva eficacia en la retencio i elucié dels derivats més polars.

2.1.2.2 Noves fases solides

Per augmentar 1’eficacia del procés SPE per a compostos hidrofilics s’han utilitzat
sorbents amb area superficial elevada que proporcionen més punts de contacte amb els analits,
tal com hem vist a ’apartat anterior. No obstant aix0, la tendéncia actual és desenvolupar
noves metodologies que utilitzen sorbents cada vegada més adaptats a les necessitats d’aquest
tipus de compostos. Basicament, per millorar els resultats obtinguts en la SPE de compostos
polars com els fenols, es pot [28]:

1. utilitzar sorbents polimérics funcionalitzats amb grups polars.

2. preparar nous tipus de polimers a partir d’'un monomer hidrofilic i un agent

entrecreuador

3. utilitzar fases solides que proporcionin interaccions selectives amb els analits.

4. derivatitzar els compostos fenolics préviament al procés SPE per incrementar la seva

hidrofobicitat.

La retencidé de fenols polars en les matrius de PS-DVB es veu millorada amb la
introduccid de grups també polars a I’esquelet del polimer. Els materials que resulten
d’aquestes modificacions encara conserven la capacitat d’adsorbir els compostos més
hidrofobics pero, a més, la preséncia d’aquests grups millora el contacte amb les solucions
aquoses 1, en conseqiiéncia, la transferéncia de massa del liquid a la fase solida [29].
Addicionalment, la preseéncia d’unitats polars provoca que es donin interaccions secundaries
entre elles i els analits més hidrofilics i1 aixi s’aconsegueix millorar la seva extraccid. Els
grups funcionals més habituals emprats per a aquest tipus de modificacions es recullen a la
Taula 2.2. Comparar totes aquestes fases €s molt complicat ja que la majoria no sén
comercials 1 la descripci6 detallada de la seva sintesi i les propietats fisiques sovint no

s’especifica a la bibliografia.
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Grup funcional Estructura Referéncies
0

acetil )kc [30]
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o
o-carboxibenzoil )D [14,26]
HOOC
(@]
2,4-dicarboxibenzoil )D\ [19]
HOOC COOH
0

L
2-carboxi-3/4-nitrobenzoil | 7S [19]

=

HoOC
hidroximetil ——CH,OH [31]
(@]

benzoil )® [32]
acid carboxilic COOH [33]
acid sulfonic SO;H [34]

Taula 2.2 Funcionalitzacions més habituals per als sorbents PS-DVB

A banda, existeixen certs sorbents comercials basats també en una matriu de PS-DVB
funcionalitzada com Hysphere SH de Spark Holland [12,35] i Bond Elut PPL de Varian
[20,26] que s’han aplicat a 1’analisi de compostos fenolics. En aquests casos, les cases
comercials no detallen quin tipus de modificacid s’ha aplicat sobre la matriu de poliestire.

La segona opcié per millorar I’eficacia de ’extraccidé en fase solida dels compostos
fenolics més polars és la preparacid6 de nous tipus de polimers a partir d’'un monomer

hidrofilic i un agent entrecreuador. D’aquests, potser el més conegut és el sorbent Oasis HLB
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de Waters, basat en una matriu de divinilbenz¢ i N-vinilpirrolidona, ampliament utilitzat per a
I’extraccié en fase solida de fenols [6,36-38]. L’avantatge d’aquest material respecte als
polimers de poliestiré comentats anteriorment €s que, al ser més flexible, ’assecat de la fase
solida durant el procés d’extraccio no disminueix la seva capacitat de retencid. Altres tipus de
polimers desenvolupats més recentment per augmentar ’eficacia del procés SPE per a
compostos polars son els basats en divinilbenzeé i 4-vinilpiridina [39,40], divinilbenze i
vinilimidazola [41,42,43], anilina [44,45], pirrol [46,47] o divinilbenze¢ i clorometilestire
[48,49]. En tots ells es combina 1’efecte del caracter hidrofilic del monomer utilitzat amb una
elevada area superficial per tal d’aconseguir un millor contacte del sorbent amb les mostres

aquoses 1 una millor extraccié dels compostos polars.

2.1.3 Altres mecanismes per a la SPE de fenols

Tot 1 que els mecanismes de fase reversa han estat els més ampliament estudiats per a
I’extracci6 de compostos fenolics presents en mostres aquoses, no son els Unics que s’han
aplicat. La preconcentraci6 de fenols mitjancant una resina d’intercanvi anionic [23] és
possible si considerem les propietats acid-base que presenten aquests compostos que fan que
es trobin en forma neutra o desprotonada en funcio6 del valor de pH al que s’ajusti la mostra.

La tecnica de cromatografia d’afinitat amb 16 metal-lic immobilitzat (IMAC) també s’ha
aplicat a I’extraccio de fenols. En aquest procés, té lloc la immobilitzacié d’un 16 metal-lic
apropiat en un suport polimeric mitjangant un grup actiu quelant que permet la interaccio
selectiva entre les especies d’interes 1 aquest metall immobilitzat. Concretament Hruby et al.
[50] estudien 1’adsorci6 de fenols en un sorbent basat en grups 8-hidroxiquinoleina enllagats
covalentment a una matriu de metacrilat a través d’un espaiador i carregats amb Ag(I), Cu(Il)
i Fe(IID).

El major problema de moltes metodologies SPE ¢és la manca de selectivitat de les fases
solides utilitzades. Aquest fet implica una dificultat addicional quan, a més dels analits
d’interes, la mostra conté altres substancies estructuralment similars. En el cas dels compostos
fenolics en 1’analisi d’aigiies, els acids humics i fulvics presents a les aigilies naturals sén
coextrets juntament amb els fenols amb la majoria de sorbents i la seva presencia als extractes
provoca, quan aquests son analitzats per cromatografia liquida, una banda ampla a I’inici dels
cromatogrames que dificulta la quantificacié d’alguns d’aquests analits. Per solucionar
aquests inconvenients, cada cop son més els treballs que intenten sintetitzar sorbents més

selectius, com ¢és el cas dels polimers d’impressié molecular (MIPs). En ’extraccié en fase
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solida d’impressi6 molecular s’utilitza una molécula plantilla per sintetitzar polimers altament
entrecreuats de manera que, posteriorment a la retirada de la plantilla, el polimer conté uns
“forats” que es corresponen a I’empremta de la molécula i per tant son capacos d’enllagar-la

selectivament. El procés s’esquematitza a la Figura 2.1.

IOA+<>—>Q—> N

monomers analit (plantilla) polimeritzacio extraccio

Figura 2.1 Procés de formacié d’un polimer d’impressié molecular (els monomers sén
molécules capaces d’interaccionar amb punts actius de 1’analit o molécula plantilla).

L’inconvenient d’aquestes fases apareix quan a partir d’'un mateix polimer d’impressid
molecular es vol extreure tota una familia de compostos. Per exemple, Caro et al. [51]
preparen tres MIPs amb 4-clorofenol com a molécula plantilla els quals resulten ser efectius
per aquest compost i per altres fenols substituits en la posicio 4 de 1’anell aromatic. Baggiani
et al. [52] sintetitzen un polimer imprés selectiu per a pentaclorofenol i estudien la seva
selectivitat envers altres 52 fenols mitjancant analisi de components principals 1 obtenen que
aquest polimer presenta també certa selectivitat per a fenols clorats per efectes
d’hidrofobicitat, efectes esterics i electronics i també per a derivats voluminosos com, per
exemple, 2,3,5,6-tetrametilfenol, 2-fenilfenol o 4-fenilfenol. Navarro-Villoslada et al. [53],
per la seva banda, preparen MIPs per a bisfenol A amb diferents monomers (tipus i quantitat),

metodes de polimeritzacid, solvents i quantitats de molécula plantilla.

2.1.4 Formats per a SPE

Els sorbents utilitzats per a SPE poden estar empaquetats en tres formats basics: discs,
cartutxos 1 diposits en format xeringa. Pel que fa a les dimensions, els discs estandard son els

que tenen un diametre de 47 mm i pel que fa a la quantitat de fase present en cartutxos i
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xeringues, aquesta oscil-la entre 100 mg i 1 g per als cartutxos i entre 50 mg i 10 g per al
format xeringa amb diposits de mostra d’1 a 25 mL. En general, els discs son ’opcid
preferida quan es tenen grans volums de mostra. La seva superficie pot arribar a ser fins a 20
vegades superior a la d’un cartutx 1 aix0 permet que es puguin aplicar fluxos més alts de pas
de mostra sense observar peérdues en eficacia de retencid. Un inconvenient associat a les
membranes o discs €s que, en general, es necessiten volums més grans d’eluent, per tant, si es
volen aconseguir factors de concentracid elevats, cal una evaporacidé preévia dels extractes
abans de la seva analisi, que introdueix una nova etapa en el procés analitic 1 que pot conduir
a perdues dels analits més volatils. En els sistemes SPE aplicats on-line als sistemes de
deteccid cromatografica la quantitat de sorbent utilitzat és molt menor que en els metodes off-
line per tal que es pugui dur a terme 1’elucié dels analits amb la minima quantitat possible de
dissolvent. En aquests casos, doncs, €s precis escollir sorbents amb alts factors de retencio6 per

als compostos d’interes.

2.1.5 Avantatges de la SPE

La teécnica d’extraccié en fase solida presenta avantatges Unics 1 caracteristiques
atractives [54]:

- Simplicitat i rapidesa.

- Possibilitat de realitzar clean-up, preconcentracio i canvi de solvent en un sol pas.

- Us reduit de solvents organics.

- Recuperacions i factors de preconcentracié elevats.

- Facilitat d’automatitzacié i acoblament en linia amb les técniques cromatografiques.

- Gran aplicabilitat de la técnica degut a I’extens nombre de fases disponibles.

Per totes aquestes raons, la SPE és un dels millors métodes de tractament de les mostres
i el futur de la técnica va encaminat al desenvolupament de fases solides cada cop més

selectives 1 que permetin una major eficacia en el procés d’extraccio i preconcentracio.

2.1.6 Compostos fenolics estudiats

En aquest capitol es desenvolupa un metode SPE per a I’extraccio i1 preconcentracio dels

11 compostos fenolics considerats com a contaminants prioritaris en les aigilies per la EPA
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(metode 604). Algunes de les propietats fisicoquimiques més importants d’aquests compostos

es resumeixen a la Taula 2.3.

pes

compost abl:'(e):l\j;a ¢ molecular (:;"ggT((;Sz) log K,w pKa PV’(‘;";éTS; r)
(g/mol)
fenol Ph 94.11 181.8 1.482 9.86 0.614
2-clorofenol 2CP 128.56 175.0 2.038 8.50 0.875
2-nitrofenol 2NP 139.11 215.8 1.709 7.14 0.099
2,4-diclorofenol 24DCP 163.00 210.0 2.995 8.05 0.136
4-cloro-3-metilfenol 4C3MP 142.58 235.0 2.886 9.63 0.034
2,4-dimetilfenol 24DMP 122.16 210.9 2402  10.61 0.129
2,4-dinitrofenol 24DNP 184.11 312.1 1.735 4.04 2.94-10*
2-metil-4,6-dinitrofenol 2M46DNP 198.13 332.4 2.195 4.42 7.57-107
4-nitrofenol 4NP 139.11 300.6 1.570 7.23 6.23-10™
pentaclorofenol PCP 266.34 309.5 4.777 4.68 3.49-10™
2,4,6-triclorofenol 246TCP 197.45 246.0 3.576 6.59 0.018

Taula 2.3 Propietats fisicoquimiques dels 11 compostos fenolics estudiats.
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2.2

EXPERIMENTAL

2.2.1 Reactius

dels

4-cloro-3-metilfenol: solid, 99.5%, ref. C11440300, Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg,
Alemanya).

2-clorofenol: liquid, 99.5%, ref. C11470000, Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg,
Alemanya).

2,4-diclorofenol: solid, 99.5%, ref. C12451000, Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg,
Alemanya).

2,4-dinitrofenol: solid, 83.5%, ref. C12785000, Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg,
Alemanya).

2,4-dimetilfenol: liquid, 98%, ref. C12731000, Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg,
Alemanya).

2-nitrofenol: solid, 98.5%, ref. C155902, Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg,
Alemanya).

4-nitrofenol: solid, 99%, ref. C15590400, Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg,
Alemanya).

Fenol: solid, 99.5%, ref. C16025000, Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Alemanya).
2,4,6-triclorofenol: solid, 97%, ref. 91340, Aldrich (Steinheim, Alemanya).
Pentaclorofenol: solid, 98%, ref. P260-4, Aldrich (Steinheim, Alemanya).
2-metil-4,6-dinitrofenol: solid, 90%, ref. C13050000, Dr. Ehrenstorfer GmbH
(Augsburg, Alemanya).

Acid clorhidric (HCI): liquid, p.a. 37%, ref. 30721, Riedel-de Haén, Sigma-Aldrich
GmbH (Gilligham-Dorset, Regne Unit).

Acid acétic (CH;COOH): liquid, 99.7% ACS reagent, ref. 32009-9, Aldrich (Gilligham-
Dorset, Regne Unit).

Acetonitril (CH3CN): liquid, RS-PLUS per HPLC >99.9%, ref. 412392, Carlo Erba
(Rodano, Italia)

Metanol (CH3;OH):liquid, RS-PLUS per HPLC 99.9%, ref. 412383, Carlo Erba
(Rodano, Italia)

Es preparen dissolucions estoc de concentracid aproximada 1000 mg-L™" de cadascun

compostos fenolics individuals en metanol i acetonitril. A partir d’aquests estocs es
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preparen dues solucions intermédies de concentracié 50 o 10 mg-L™, una d’elles conté tots els

analits excepte 2-metil-4,6-dinitrofenol i 1’altra només conté aquesta tltima substancia. Els

patrons de calibratge i les solucions de fortificacié de les aigiies, de concentracid adient per a

cada cas, es preparen per dilucio de les solucions intermeédies amb metanol, acetonitril o aigua

bidestil-lada. Totes les solucions, una vegada preparades, es conserven a la nevera (4-5°C).

2.2.2 Aparells i material

Cromatograf liquid Spectra System de Thermofinnigan (USA) equipat amb una valvula
d’injeccié Rheodyne 77251 (Rohnert Park, CA, Estats Units) amb /oop de 20 uL, bomba
P2000, sistema de desgasificacio SCM 1000, controlador SN4000 i detector de diodes en
linia UV6000. Per dur a terme la separacid dels analits s’utilitza una columna
cromatografica Kromasil 100 C;g de Sum de mida de particula i 20x0.46c¢m (ref. TR-
011942) acoblada a una precolumna de tipus ODS (ref. TR-C-160-1), ambdues de
Teknokroma (Barcelona, Espanya).

Bomba peristaltica Minipuls3 model M312, Gilson (Villiers, Franca).

pHmetre GLP22, Crison (Barcelona, Espanya).

Ultrasons P Selecta (Abrera, Espanya) per desgasificar la fase mobil.

Balanga analitica electronica A200S amb precisié de + 0.1 mg, Sartorius Analytic
(Gottingen, Alemanya).

Conductimetre 524 complet (cél-lula 52-90) ref. 01-524-01, Crison Instruments S.A.
(Barcelona, Espanya).

Sistema de filtraci6 amb membrana de nil6 de 47 mm i 0.45 pm de mida de porus ref.
7404-004, Whatman (Maidstone, Regne Unit).

Xeringues per a HPLC de 100 1 500 pL, Hamilton (Bonaduz, Suissa).

Adaptador per a cartutx PTFE Isolute (1, 3, 6 mL) ref. 120-1100, International Sorbent
Technology LTD (Hengoed, Regne Unit).

Filtre de membrana d’acetat de cel-lulosa de 47 mm i1 0.45 um de mida de porus ref.
7184-004, Whatman (Maidstone, Regne Unit).

cartutx Spe-ed Advanta de 100mg i 3mL de capacitat, ref. 4264, Applied Separations
(Allentown, Estats Units).

cartutx Isolute ENV+ de 100mg i 10mL de capacitat, ref. 915-0010-G, International
Sorbent Technology (Hengoed, Regne Unit).
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- cartutx AccuBOND II ODS-C18 500mg/3mL ref. 188-1350, Agilent Technologies
(South Queensferry, West Lothian, Regne Unit).

2.2.3 Procediment Experimental

2.2.3.1 Analisi de compostos fenolics

Els compostos fenolics estudiats s’han analitzat mitjangant cromatografia liquida d’alta
resolucio (HPLC) amb detecci6 UV-Vis. En un primer moment es va decidir treballar amb
quatre fenols representatius de tota la gamma (fenol, 2-clorofenol, 2-nitrofenol i1 2,4-
diclorofenol) i es va optimitzar tant el métode de deteccidé com de preconcentracid per aquests
quatre compostos. Més endavant, pero, es va creure necessari ampliar 1’estudi als 11
compostos fenolics considerats com a contaminants prioritaris per la EPA 1 es va
desenvolupar un segon metode aplicable a tot el grup de compostos (els resultats

corresponents son els que es presenten en aquest capitol).

En el métode desenvolupat es parteix d’una barreja d’acetonitril 1 aigua per tal
d’aconseguir unes condicions de gradient que permetin separar els 11 compostos estudiats en
el temps minim. Les condicions Optimes trobades son les seglients: es comenga amb una
mescla acetonitril:H,O 30:70 que es manté durant 12 minuts, llavors s’incrementa la quantitat
d’acetonitril fins a una relacié 78:22 en 12 minuts i1 es manté aquesta proporcid durant 11
minuts. El temps total necessari per separar tots els compostos és de 35 minuts. Tant
I’acetonitril com 1’aigua contenen un 1% d’acid acétic per assegurar que els analits es trobin
en forma neutra durant la separacié cromatografica. La deteccio es realitza amb un detector de
diodes en linia a 275 nm per a tots els compostos excepte 2-metil-4,6-dinitrofenol que es

detecta a 316 nm. El volum de mostra que s’injecta en cada cas és de 20 pL.

2.2.3.2 Preconcentracié per extraccio en fase solida

El sorbent utilitzat per retenir els compostos fendlics presents en les mostres aquoses ¢és
una fase polimerica amb un alt grau d’entrecreuament i1 funcionalitzada amb grups de caracter
polar. El procediment experimental inclou fonamentalment quatre etapes que son les que ja
s’han comentat a 1’apartat 2.1.1. El condicionament de la fase solida es realitza amb 2 mL de

metanol, que solvata els grups funcionals i elimina ’aire present en els espais buits, 1 2 mL
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d’aigua bidestil-lada ajustada al pH en qué es passara la mostra. Abans del condicionament, en
els casos en que el solvent d’elucié no és metanol, es passen 2 mL de I’eluent corresponent
(en tots els casos, acetonitril) per eliminar impureses presents en el material 1 que
posteriorment podrien ser eluides juntament amb els analits. La carrega de la mostra amb els
analits té lloc a diferents pHs i1 fluxos (son dos dels parametres que s’avaluen) amb ajuda
d’una bomba peristaltica o un sistema de buit en funcid de la velocitat requerida. Un cop s’ha
passat la mostra, es renta la fase amb 2 mL d’aigua bidestil-lada igual que la utilitzada en el
condicionament i es deixa passar aire per la fase durant 5 minuts per eliminar les restes de
soluci6 dels intersticis. Els analits adsorbits a la fase solida s’elueixen amb diferents porcions
de metanol o acetonitril per gravetat, les quals s’analitzen amb el métode de cromatografia

liquida descrit.
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2.3 RESULTATS I DISCUSSIO

En aquest capitol es desenvolupa una metodologia per a la determinacié dels compostos
fenolics considerats com a contaminants prioritaris per la EPA presents en mostres aquoses
mitjangant extraccid en fase solida amb un sorbent polimeric i1 deteccid per cromatografia de

liquids amb un detector de diodes en linia.

2.3.1 Caracteritzacio del metode cromatografic

Per tal d’optimitzar la fase mobil més adient per dur a terme la separacid dels 11
compostos d’interés s’ha partit d’una mescla acetonitril-aigua que contenia un 1% d’acid
acetic. En un principi, treballant amb una mostra que presentava tots els analits, es proven
diferents composicions de la fase mobil, sempre en mode isocratic, fins a trobar aquella que
separi amb una millor resoluci6 els primers compostos. Mantenint les condicions isocratiques,
la durada del procés de separacid és molt gran, per la qual cosa s’opta per aplicar un gradient
de fase mobil que permeti separar els 11 fenols estudiats amb la maxima resoluci6 i el minim
temps possible. Les condicions més adients per tal de dur a terme la separaci6 son les que es

mostren a la Taula 2.4.

temps (min) % A % B
0 30 70 A: acetonitril + 1% acid acetic
12 30 70 B: aigua bidestil-lada + 1% acid acétic
24 78 22
35 78 22

Taula 2.4 Composici6 de fase mobil i condicions optimes per separar els 11 fenols de la llista
de ’EPA.

Un cop trobades les millors condicions, el segiient pas fou associar cada pic
cromatografic a un dels analits, realitzant injeccions de cadascun d’ells per separat. El flux de
fase mobil utilitzat és d’I mL-min™ i, pel que fa a la deteccié, una longitud d’ona de 275 nm
va resultar ser la més sensible per a tots els compostos estudiats. No obstant aix0, 2-metil-4,6-
dinitrofenol es determina a 316 nm. La ra6 d’aquest canvi és que, en les condicions
cromatografiques optimes, els pics de 2M46DNP 1 24DCP apareixen solapats a 275 nm

mentre que a 316 nm només es detecta el primer dels dos compostos amb una bona
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sensibilitat. Aixi doncs, la quantificacio d’aquests dos analits s’ha dut a terme per regressio
multivariant a diferents longituds d’ona. El volum de mostra en cada injecci6 és de 20 pL.

La Figura 2.2 mostra un exemple d’un cromatograma obtingut a partir de les

condicions optimitzades.
A =316 nm
2NP

24DNP 2M46DINP

I
»

24DMP

Ph 2CP 24DCP

PCP
246TCP

L

21 22 23

4C3MP

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
temps (minuts)

Figura 2.2 Cromatograma obtingut per a un patr6 dels 11 compostos fenolics (1 pgrmL™).

El métode cromatografic optimitzat s’ha caracteritzat pel que fa a intervals de linealitat,
limits de deteccio (LOD) 1 quantificacié (LOQ), repetibilitat 1 reproductibilitat. Donat que en
els experiments de preconcentracidé 1’elucid es va assajar tant amb acetonitril com amb
metanol, s’ha cregut necessari dur a terme la caracteritzaci6 del metode cromatografic
emprant tots dos dissolvents.

Pel que fa a Iinterval de linealitat del métode, aquest s’ha estudiat fins a 50 mg-L™"
essent conscients de que és un valor prou alt de concentracié en mostres contaminades. El
metode proposat €s lineal en tot el rang estudiat i per a totes les condicions provades tal com
es pot veure a la Taula 2.5. La definicid6 més general de limit de detecci6 en I’analisi
instrumental €s la concentracid d’analit que proporciona senyal igual al senyal del blanc més
tres vegades la seva desviacid estandard [55]. Perd quan ens trobem davant d’un meétode
cromatografic és dificil aconseguir un blanc que ens permeti fer aquest calcul ja que un blanc
en cromatografia implicaria disposar d’un cromatograma sense pics (sense arees de pic per
poder calcular la desviacié estandard). Es per aixo que el métode de calcul de limits de
deteccio de métodes cromatografics és objecte de discrepancies. Alguns consideren que la

millor manera és injectar els analits en el sistema a concentracions cada cop més baixes fins
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trobar aquella en que 1’algada de pic és, com a minim, tres vegades el soroll de fons del
cromatograma al voltant del pic. Aquest métode no €s molt rigords ja que petites variacions

en el sistema poden alterar el soroll de fons d’un dia per altre.

ACETONITRIL
pendent ordenada 2 LOD LOQ
(10 origen (-10~) (gl (gl
4C3MP 6.92 +£0.01 1+£2 0.99998 23 69
2CP 10.47 £ 0.03 4+11 0.99991 65 200
24DCP 6.01 £0.01 0+2 0.99997 59 180
24DMP 9.72+0.02 543 0.99998 55 170
24DNP 53.0+£0.3 91 + 60 0.99976 49 150
2NP 32.12+0.06 S5+11 0.99997 18 56
4NP 16.52 +£0.01 2+4 0.99999 30 93
PCP 1.55+0.004 14+1 0.99994 749 2297
Ph 10.11 £0.02 3+£5 0.99997 23 70
246TCP 4.00 + 0.004 4+1 0.99999 25 76
2M46DNP 249+0.3 26 +43 0.99881 6 18
METANOL
pendent ordenada 2 LOD LOQ
(107 origen (-10) i @glh)  (pgLl™

4C3MP 6.59 + 0.006 -0.7+0.8 0.99999 38 118
2CP 10.52 +0.008 2+1 1.00000 28 86
24DCP 5.96 + 0.005 1.7+0.8 1.00000 28 85
24DMP 9.59+0.01 3+2 0.99999 24 74
24DNP 35.0+0.1 8+12 0.99995 37 114
2NP 31.27+0.02 1+2 1.00000 14 42
4NP 16.72 £ 0.02 2+4 0.99999 23 70
PCP 1.60 +0.02 23+3 0.99891 1036 3178
Ph 10.28 £ 0.01 1+1 0.99999 21 64
246TCP 4.05+0.003 -0.7+0.3 1.00000 41 125
2M46DNP 24.58 +£0.009 02 1.00000 6 19

Taula 2.5 Parametres de caracteritzacié del métode cromatografic (en acetonitril i metanol)

En aquest estudi s’ha optat per calcular els limits de deteccid i quantificacié injectant
repetidament una solucié estandard que conté els analits d’interés en una concentracié molt

proxima al limit de deteccid (solucid que es considera com un blanc) i calculant la desviacid
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estandard del valor de les arees obtingudes. Els limits de deteccid i quantificacid es calculen
multiplicant aquesta desviacié estandard de les arees per 3.29 i 10 respectivament [56] i
dividint en tots dos casos pel pendent de la corba de calibratge. Els valors obtinguts seguint
aquest procediment es mostren també a la Taula 2.5. Els limits de detecci6 de tots els
compostos fenolics es troben en el rang de les ppb excepte per a pentaclorofenol que es troba
en el rang de les ppm. El PCP té un temps de retenci6 elevat (28.5 min.) i el pic cromatografic
que presenta ¢s ample i de poca altura. Aixo provoca que la sensibilitat per a aquest compost
sigui més baixa en relaci6 a la d’altres analits que mostren pics més estrets.

La repetibilitat i reproductibilitat del métode cromatografic s’han avaluat emprant
solucions estandard de fenols preparats en acetonitril a dues concentracions, 0.5 i 1 mg-L™.
Els estudis de repetibilitat son el resultat de 5 injeccions consecutives en el sistema mentre
que la reproductibilitat s’ha calculat a partir de 5 injeccions en dies consecutius. Els resultats
obtinguts (Taula 2.6) mostren que el métode €s repetitiu, amb valors de desviacio estandard
relativa inferiors al 5 % per a les dues concentracions avaluades perd que, pel que fa als
resultats obtinguts en dies consecutius, per a alguns compostos 1 a la concentracié més baixa,
la variabilitat obtinguda ¢és bastant elevada. Aixo ens suggereix la necessitat de realitzar un

calibratge cada dia abans d’analitzar les mostres.

repetibilitat reproductibilitat

0.5mgL"’ 1mgL" 0.5mgL"' 1mgL’

RSD (%) RSD (%) RSD (%)  RSD (%)
4C3MP 2.2 2.6 53 2.7
2CP 3.2 3.8 2.9 1.6
24DCP 3.9 2.7 14.2 8.4
24DMP 2.9 2.7 3.0 1.6
24DNP 4.4 3.6 53.4 21.5
2NP 2.0 1.5 11.9 2.0
4NP 1.2 53 12.3 2.5
PCP 4.2 4.3 34.5 19.1
Ph 23 3.1 3.8 2.1
246TCP 3.8 2.7 12.7 6.5
2M46DNP 2.9 3.0 6.1 9.5

Taula 2.6 Estudis de repetibilitat (n=5) 1 reproductibilitat (n=5) del metode cromatografic
amb solucions estandard dissoltes en acetonitril (RSD: desviaci6 estandard relativa)
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2.3.2 Estudis de preconcentraci6 de fenols amb el cartutx Spe-ed Advanta®

2.3.2.1 Caracteritzacio de la matriu solida

El sorbent utilitzat per a I’extraccio i preconcentracié de compostos fenolics presents en
aigiies, Spe-ed Advanta®, és una fase solida polimérica especialment preparada per a la seva
utilitzaci6 en la determinacié de compostos fenolics. La informacié subministrada per la casa
comercial és molt escassa ja que la composicid del sorbent esta protegida per una patent. En
un primer moment van indicar que es tractava d’un copolimer de poliestiré-divinilbenze
funcionalitzat amb grups polars, perd més endavant, i a causa de la nostra insisténcia per tal
d’esbrinar el tipus de funcionalitzacio, se’ns va informar de que potser no es tractava de
poliestire. Des de llavors no hem pogut obtenir cap més informacio al respecte 1 I’inic que es
coneix €s que es tracta d’un material polimeric amb un cert grau de polaritat i que millora
I’adsorcié de compostos fenolics.

A la vista de la poca informaci6é de qué disposavem, es va decidir realitzar algunes
proves sobre la fase per tal d’obtenir més dades sobre la seva composicio. En primer lloc es
va dur a terme un estudi per calorimetria diferencial d’escombrat (Differential Scanning
Calorimetry, DSC). La técnica DSC estudia el comportament que segueix un polimer quan és
escalfat 1 permet establir les transicions teérmiques que pateix. Aquesta técnica ens
proporciona informacié sobre el comportament que sofreix un polimer al escalfar-se pero no
¢s definitiva a I’hora de dur a terme una caracteritzacidé completa. En el nostre cas, el grafic
DSC obtingut per la fase solida comercial no segueix el comportament tipic. A la corba no es
detecta el salt de la linia de base caracteristic d’una transici6 vitria ni el pic endotérmic
corresponent a la fusid del material. Al no detectar la fusid, el més probable €s que el seu
comportament térmic sigui proper al d’un polimer termostable. Per altra banda, es va realitzar
un espectre infraroig de la fase solida del qual podem deduir que conté enllagos C-H
aromatics (3100-3000 cm™), grups C-H alifatics (3000-2800 cm™) i grups C=C aromatics
(1600-1700 cm™). Els unics grups de caracter polar que es detecten a I’espectre d’infraroig
son grups carbonilics de tipus aromatic els quals presenten una forta adsorcid a 1689 cm™.
D’altra banda, aquests grups carbonilics no poden associar-se a la preséncia de grups
carboxilics ja que I’espectre IR no conté la banda caracteristica de grups OH. A partir
d’aquesta informacid, doncs, no es poden treure conclusions gaire precises de la naturalesa de

la fase solida estudiada.
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La informaci6 proporcionada pel proveidor en quant a les propietats fisiques de la fase

solida Spe-ed Advanta® es resumeixen a la Taula 2.7.

Parametre Valor
forma de particula esférica
mida de particula 100 pm
area superficial 800 m*g”
dimensions dels porus 120 A

Taula 2.7 Caracteristiques fisiques del sorbent Spe-ed Advanta®

2.3.2.2 Avaluacio de les condicions d’extraccio

Tal com ja s’ha comentat, la introduccid d’etapes de preconcentracid dels analits en
I’analisi de mostres ambientals €s necessaria en la majoria dels casos degut a les baixes
concentracions dels compostos analitzats, que sovint no son detectables directament amb els
sistemes de deteccid convencionals.

En aquest estudi es caracteritza un metode d’extraccio i1 preconcentracid de compostos
fenolics presents en mostres aquoses per extraccid en fase solida mitjangant el sorbent
polimeéric Spe-ed Advanta®. Per tal de caracteritzar el sistema s’han estudiat alguns dels

parametres que afecten al procés SPE.

2.3.2.2.1 Estudi del cabal de carrega

El cabal en que es passa la mostra a través de la fase solida és un parametre important
quan el volum de soluci6 €s gran. Interessa sempre treballar al maxim flux possible sense que
s’observin disminucions en la retencié dels analits per disminuir el temps de tractament de
cada una de les mostres. S’han assajat diferents cabals de carrega entre 0.5 i 30 mL-min™ i els

resultats obtinguts es resumeixen a la Figura 2.3.
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Figura 2.3 Recuperacions obtingudes (n=3) en la preconcentracié de 100 mL d’aigua MilliQ
fortificada a 0.05 mg-L™" i passada pel cartutx Spe-ed Advanta® a diferents fluxos.

La tendeéncia general que s’observa és un augment de les recuperacions obtingudes al
augmentar el flux de mostra. Una analisi estadistica dels resultats revela que si que s’observen
diferéncies significatives entre els quatre valors de flux (P<0.05) per tots els compostos
excepte per a 4-nitrofenol (P=0.97). Per a alguns compostos les diferéncies arriben a ser de
fins al 50 % entre 0.5 i 30 mL-min”". Els resultats obtinguts son, en certa manera, contraris al
que s’esperaria ja que a fluxos més baixos el temps de residéncia dels analits a la fase solida
€s més gran i seria logic que d’aquesta manera s’incrementés 1’adsorci6. No obstant aix0, no
¢s la primera vegada que s’obtenen aquests tipus de resultats ja que Dupeyron et al. [21] varen
observar la mateixa tendéncia en la preconcentracié de 2-clorofenol, 2,4-diclorofenol, 2,4,6-

triclorofenol i pentaclorofenol en una fase copolimérica d’estire i divinilbenze.

Per a cabals de carrega iguals o superiors a 5 mL-min"' s’obtenen recuperacions entre
80-100 % per a tots els compostos, per la qual cosa a partir d’ara es treballara per sobre

d’aquest valor.
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2.3.2.2.2 Influéncia del pH de la mostra

El fet que els compostos fenolics tinguin propietats acid-base fa que el pH de la mostra
inicial sigui un parametre que s’hagi d’estudiar ja que condiciona que els analits es trobin en
forma neutra o desprotonada. En molts casos, com per exemple les fases solides de silice
modificada amb cadenes Cjs, és imprescindible acidificar les mostres a pH<2 per tal d’obtenir
retencions quantitatives dels compostos fenolics. Per tal d’estudiar 1’efecte del pH s’han
preconcentrat diferents aliquotes de 100 mL d’aigua bidestil-lada fortificada amb 0.05 mg-L™
per a cadascun dels compostos estudiats i a tres valors de pH. Els resultats obtinguts es

recullen a la Taula 2.8.

pH=1 (n=3) pH=2 (n=3) pH=3 (n=3)
R (%) RSD (%) R (%) RSD (%) R (%) RSD (%)

4C3MP 103 7 102 2 96 2
2CP 91 4 90 5 88 5
24DMP 100.2 0.9 105 2 95 2
24DNP 102 5 96 7 90.6 0.2
2M46DNP 95 4 95 2 87.4 0.6
2NP 94 5 98 7 83.4 0.8
4NP 104 3 105 3 99 2
PCP 110 30 100 11 89 3
Ph 110 10 111 3 102 1
246TCP 75 7 80 20 74 1

Taula 2.8 Efecte del pH en la preconcentracié de compostos fenolics amb el cartutx Spe-ed
Advanta®. Condicions experimentals: 100 mL aigua bidestil-lada fortificada a 0.05 mg-L'1 per
a cada compost. (R: recuperacid; RSD: desviacio estandard relativa)

Si ens fixem en els valors de la taula podem veure com, en general, les recuperacions
més baixes s’obtenen al treballar a pH=3. Al realitzar una analisi estadistica (ANOVA) dels
resultats, no s’observen diferéncies significatives entre els valors obtinguts a pH=1 1 pH=2
(P=0.96) pero si quan es tenen en compte les recuperacions obtingudes a pH=3 (P<0.05).
Compostos amb valors de pK, elevats, com per exemple 2-clorofenol (pKa=8.50) o fenol
(pK.=9.86), no presenten diferéncies en les recuperacions obtingudes als tres valors de pH
estudiats. Els fenols més acidics com 2,4-dinitrofenol (pKa=4.04), 2-metil-4,6-dinitrofenol
(pK,=4.42) 1 pentaclorofenol (pKa=4.68) mostren més diferéncies al valor de pH més alt

degut a que en aquestes condicions es troben parcialment ionitzats. Aixi doncs, és necessari
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treballar amb solucions ajustades a pH<2 per tal d’obtenir les maximes recuperacions per a
tots els compostos.

El comportament de la fase solida estudiada respecte al pH de les mostres es troba en
contraposicio a 1’observat per a algunes fases de poliestire-divinilbenze les quals soén capaces
de preconcentrar compostos fenolics a pH>7 [15,57,58]. La menor area superficial del sorbent
Spe-ed Advanta® (800 m*g™ respecte a >1000 m*g™") podria explicar la menor retencié dels

compostos més acidics quan es troben en la seva forma ionica a valors de pH>3.

2.3.2.2.3 Estudi de les condicions d’elucio

En I’etapa d’elucid és important tenir present que 1’eluent triat ha de ser capag¢ de
trencar les interaccions existents entre els compostos fenolics 1 la fase solida. S’ha comparat
I’eficiéencia de dos solvents organics, acetonitril i metanol, per a I’elucié dels compostos
objecte d’estudi del sorbent Spe-ed Advanta® (Taula 2.9), essent el primer dels dos el que
proporciona millors resultats en la preconcentracido de 100 mL d’aigua MilliQ fortificada a
0.05 mg-L™" per a cada compost. L’analisi estadistica de les dades confirma I’existéncia de

diferéncies significatives entre els resultats obtinguts amb els dos eluents (P<0.05).

Acetonitril (2 mL) Metanol (3 mL)
R (%) RSD (%) R (%) RSD (%)

4C3MP 102 2 92 4
2CP 90 5 90 6
24DMP 105 2 93 5
24DNP 96 7 71 9
2M46DNP 95 2 86 8
2NP 98 7 79 5
4NP 105 3 97 4
PCP 100 10 60 10
Ph 111 3 99 5
246TCP 80 20 74 9
24DCP n.d. n.d. 96 3

Taula 2.9 Comparaci6 de I’eficiéncia d’acetonitril i metanol per eluir els compostos fenolics
(n=3). Condicions experimentals: 100mL aigua MilliQ, 0.05 mg-L'per a cada compost. (n.d.:
no determinat; R: recuperacio; RSD: desviacio estandard relativa)

Un altre inconvenient derivat de I’us de metanol és el volum d’elucié necessari per tal

de recuperar quantitativament tots els compostos (3 mL) mentre que, amb acetonitril, tots ells
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excepte 2,4-dinitrofenol, 2,4,6-triclorofenol i 2,4-diclorofenol, que necessiten 2 mL, poden ser
eluits amb 1 mL. El fet que el volum d’elucid necessari per recuperar quantitativament tots els
compostos sigui baix ¢s molt positiu perque es poden obtenir factors de concentraci6 elevats
si és possible preconcentrar volums grans de mostra sense arribar al volum de ruptura de la
fase solida. En conclusio, es fixa en 2 mL d’acetonitril el volum optim per tal de dur a terme

I’elucid.

2.3.2.2.4 Efecte del volum i la concentracio de la mostra

Una vegada estudiats els diferents parametres que poden afectar I’adsorci6 1 elucid dels
analits amb Spe-ed Advanta®” s’avalua Deficiéncia del cartutx mitjancant la preconcentracid
de volums de 0.1 a 1 L d’aigua MilliQ fortificada amb els 11 compostos fenolics a nivells de
10, 5, 2 i 0.5 pug-L'. S’obtenen recuperacions quantitatives per a totes les condicions

avaluades tal com es pot veure a la Taula 2.10.

Recuperacio (%)

100 mL 500 mL 1L
10 pg-L! 10 pgL' SpgL’ 2pgL’' 0.5pgL?! 0.5 pg-L™’
4C3MP 96 + 9 93 +4 97+5 100+£10 90+ 10 104 + 3
2CP 99 + 8 882+05 9246  99+5 83+6 102.9 +0.1
24DMP 110 + 20 97 + 3 102+6 110+10 104+8 100 + 5
24DNP 100 + 10 70+20  67+8  80+£30  78+8 80 + 10
2M46DNP 100+ 10 82+ 8 86+8  90+£30  96+8 106 + 5
2NP 90 + 10 87 +3 88+5 100+10 100+ 20 104 + 1
4NP 113 +38 100+£3  101+3 114+6  119+2 102 + 3
PCP <LOQ 88+9  110£20 <LOQ  <LOQ <LOQ
Ph 112 +38 90+10  92+5 11010 107+6 99 + 7
246TCP 91 + 10 81+2 89+4 100+10 100+2 93 + 4
24DCP 88 +£6 10010  100+10 100+20 130+ 30 110+ 1

Taula 2.10 Recuperacions obtingudes en la preconcentracié de diferents volums de solucié de
fenols 1 a diferents concentracions (en tots els casos n=3) (LOQ: limit de quantificacio).

Amb tots els volums de mostra passats pel cartutx s’obtenen retencions al voltant del
100 % per a tots els analits. Aix0 indica que no s’ha assolit el seu volum de trencament en cap
cas. En alguns casos, no s’han pogut obtenir resultats per al pentaclorofenol degut als seus

elevats limits de deteccio6 1 quantificacio.
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Pel que fa a la concentracid, no té sentit treballar amb nivells més elevats tenint en
compte que els nivells de compostos fenolics que es poden trobar com a contaminants de les
aigiies, per norma general, no excediran mai, excepte en el cas de vessaments directes molt
greus, els valors estudiats.

Els resultats indiquen que els factors de preconcentraci6é que s’obtenen son molt elevats
ja que es pot analitzar, sense perdues d’eficiéncia, volums de fins a 1 L de mostra eluint

quantitativament els analits amb només 2 mL d’acetonitril.

2.3.2.3 Aplicacio del metode a aigiies naturals

S’ha aplicat la metodologia desenvolupada a 1’analisi d’una aigua natural del riu Ter
(Girona), la qual s’ha caracteritzat a partir de la determinacié dels parametres segiients:
oxidabilitat amb permanganat, concentracié d’anions (clorurs, nitrats, sulfats i fosfats) per
electroforesi capil-lar, concentraci6 de cations (sodi, potassi, calci 1 magnesi) mitjangant ICP-
AES, pH 1 conductivitat. Aquestes caracteristiques es detallen a la Taula 2.11. De tots els

valors que es poden veure a la taula destaca el seu elevat contingut en materia organica (58.1

mg-L™).
Parametre Unitats Valor
pH 7.94
conductivitat uS 721
oxidabilitat mg L' 58.1
[CI] mg-L"’ 48.1
[NO;5] mg-L"’ 16.5
[SO47] mgL" 110.1
[PO,] mg-L"’ 71.0
[Na'] mgL" 23.9
[K'] mg-L"’ 1.4
[Ca”'] mgL" 102.9
[Mg®'] mg-L"’ 13.0

Taula 2.11 Caracteristiques de 1’aigua natural avaluada en aquest estudi.

Un cop caracteritzada 1’aigua i filtrada per tal d’eliminar les particules en suspensio, es
fortifica a dos nivells de concentracié: 2 i 0.5 pug-L". Volums de 0.5-1 L d’aquesta aigua es
preconcentren en el cartutx Spe-ed Advanta® i els resultats obtinguts es mostren a la Taula

2.12. Quan el volum de mostra analitzat és de 0.5 L, les recuperacions son quantitatives i amb
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valors de desviacio estandard relativa acceptables per als dos nivells de concentraci6. No
obstant, al passar per la fase solida 1 L de mostra d’aigua natural fortificada a 0.5 ug-L™, les
recuperacions obtingudes per a alguns dels compostos (4C3MP, 2CP i1 24DNP) es redueixen a
valors inferiors a 50 %. Aquest fet es pot explicar per I’elevada presencia d’acids himics 1
falvics a la mostra, els quals també tenen anells benzeénics i grups fenodlics i poden ser
coextrets amb els analits. L’efecte de la preséncia d’aquestes substancies es veu incrementat
quan els volums de mostra que es tracten son grans degut a que la quantitat de materia
organica present és prou important com per saturar el cartutx i1 evitar que s’hi adsorbeixin
totalment els analits. De fet, aquesta retenci6 de les substancies humiques es pot observar de
forma experimental a través de I’enfosquiment de la fase solida. A més, la preséncia dels
acids humics 1 fulvics provoca I’aparicié d’una banda ampla a 1’inici dels cromatogrames que
dificulta la quantificacio dels analits que presenten temps de retencid baixos com el fenol tal
com es pot observar a la Taula 2.12, on es pot veure que no podem determinar aquest

compost quan la seva concentraci6 a la mostra és de 0.5 pg-L™.

Condicions experimentals

500 mL 1L
2 pgL” 0,5 pg-L” 0,5 pg-L”
R (%) RSD (%) R (%) RSD (%) R (%) RSD (%)
4C3MP 97 3 90 6 53 20
2CP 106 5 96 7 46 17
24DMP 102 3 105 5 80 6
24DNP 89.5 0.2 110 30 42 9
2M46DNP 97 2 100 10 120 10
2NP 96 4 106 3 109.7 0,1
4NP 105 2 116 2 160 14
Ph 122 5 n.d. n.d. n.d. n.d.
246TCP 91 4 87 6 144 15
24DCP 103 7 150 10 135 16

Taula 2.12 Recuperacions obtingudes (n=3) en 1’analisi d’aigiies naturals del riu Ter. (R:
recuperacid; RSD: desviaci6 estandard relativa; n.d.: no determinat).

2.3.3 Avaluacio d’altres sorbents per a la preconcentracio de fenols

L’eficiéncia del nou cartutx, Spe-ed Advanta®, s’ha comparat amb la que proporcionen

altres sorbents ampliament utilitzats en la preconcentracié de compostos fenolics. En primer
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lloc, s’ha utilitzat una fase solida de silice modificada amb cadenes C;s. Per a aquest
experiment s’ha utilitzat 100 mL d’aigua natural del riu Ter ajustada a pH=2 i fortificada amb
0.05 mg'L" per a cadascun dels fenols. Els resultats aconseguits es comparen amb els
obtinguts en les mateixes condicions amb el sorbent Spe-ed Advanta®. A la Figura 2.4 es
poden veure, superposats, els cromatogrames obtinguts per als dos casos, on s’observa
clarament que la fase de silice-C;g proporciona arees de pic menors (i per tant, menors
recuperacions) per als compostos més polars (Ph, 4NP i 2CP), mentre que els resultats

obtinguts per als altres compostos usant els dos sorbents son comparables.

—===== 2NP
24DMP

—_—
4C3MP

temps (min)

Figura 2.4 Cromatogrames obtinguts després de preconcentrar els fenols en un cartutx Cig
(linia discontinua) i en el cartutx Spe-ed Advanta® (linia continua). Condicions experimentals:
100 mL aigua natural fortificada a 0.05 mg-L™.

En aquest cas, els resultats que s’obtenen coincideixen amb els obtinguts en treballs
previs que utilitzen fase solides de silice-C;g donat que aquest tipus de fases proporcionen
bones recuperacions per als compostos fenolics més hidrofobics mentre que presenten valors
baixos de recuperacio per als compostos més polars.

També s’ha estudiat I’eficiencia de dos sorbents poliméerics comercials en la
preconcentracié de fenols: una fase de poliestire-divinilbenze (Bakerbond SDB-1) i una de

divinilbenzeé-N-vinilpirrolidona (Oasis HLB) 1 els resultats obtinguts s’han comparat amb els
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que ens proporciona el sorbent avaluat en aquest capitol en les mateixes condicions
experimentals. En aquest cas, es preconcentren 100 mL d’aigua MilliQ fortificada a 0.05
mg' L per a cadascun dels compostos fenolics objecte d’estudi i a pH=3. Els resultats es

resumeixen a la Taula 2.13.

% recuperacio

Spe-ed Advanta (n=3) Bakerbond SDB-1 (n=3)

QOasis HLB (n=1)

R (%) RSD (%) R (%) RSD (%)
4C3MP 96 2 94 4 85
2CP 88 5 96 8 86
24DMP 95 2 90 3 59
2M46DNP 874 0.6 76 8 74
2NP 83.4 0.8 85 2 83
4NP 99 2 96 8 99
Ph &9 3 101 1 112
246TCP 102 1 78 5 72
PCP 74 1 112 10 103

Taula 2.13 Comparaci6 dels resultats obtinguts en la preconcentracié de compostos fenolics
amb diferents adsorbents.

En comparar els resultats obtinguts amb Spe-ed Advanta® i els de la fase de poliestire-
divinilbenze, podem veure que son similars per a molts dels compostos. Per alguns d’ells, els
resultats amb Bakerbond SDB-1 so6n millors que amb Spe-ed Advanta®™ perd s’ha de tenir en
compte que, per a aquest Ultim, els resultats que es mostren a la taula no corresponen als de
les millors condicions ja que ja hem vist que €s necessari acidificar la mostra a pH<2. Aquests
experiments s’han dut a terme abans de realitzar I’optimitzaci6é del pH per a aquest sorbent.
Pel que fa al cartutx Oasis HLB, aquest proporciona resultats acceptables per a la majoria de
compostos perd que son, en molts dels casos, inferiors als obtinguts amb la fase que s’esta

estudiant.

Com a conclusi6 podem dir que el nou sorbent Spe-ed Advanta® és adient per a
I’extracci6 i1 preconcentracié de compostos fenolics presents en mostres aquoses a nivells de
traca amb eficiéncies similars, 1 en alguns casos superiors, a les que s’obtenen amb altres fases

solides estudiades.
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3.1 INTRODUCCIO

L’analisi de compostos organics presents en matrius complexes, ja sigui liquides o
solides, no és un procés senzill degut a la gran varietat de substancies interferents que
aquestes poden contenir. En molts casos, I’aplicacio d’etapes de clean-up 1 els metodes de
deteccid convencionals no son suficients per aconseguir una bona separacio 1 quantificacio
d’aquests compostos.

L’aparicié de I’espectrometria de masses a principis del segle XX i, sobretot, la seva
aplicacio, ja a mitjans de segle, com a metode de deteccid acoblat a la cromatografia de gasos
(GC-MS), va suposar un gran pas endavant en molts camps de ’analisi, entre els quals es
troba 1’analisi ambiental, ja que introduia, a més d’una major sensibilitat en la separacid i
quantificacié de compostos organics, la possibilitat de dur a terme la seva identificacid
estructural. L’acoblament de I’espectrometria de masses a la cromatografia liquida (LC-MS)

tamb¢ ha estat possible pero es tracta d’una unidé més recent que es troba en una fase aguda
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de desenvolupament degut a la seva complexitat, el que va provocar una major reticéncia per
part dels cientifics a ser utilitzada en un principi. Ambdds acoblaments, pero, han esdevingut
o van esdevenint cada cop més una eina de treball molt habitual en molts laboratoris.

Tot 1 que en el capitol anterior s’ha desenvolupat una metodologia basada en la
cromatografia liquida per a la determinacié de compostos fenolics en aigiies, les propietats de
polaritat i volatilitat d’aquests compostos fan que puguin ésser analitzats també per
cromatografia de gasos. Concretament en aquest capitol s’avaluara un metode per a la
determinaci6 de fenols bromo-derivats i compostos bisfenolics de tipus A en aigiies utilitzant

I’acoblament cromatografia de gasos/espectrometria de masses (GC-MS).

3.1.1 Acoblament GC-MS

L’acoblament de la cromatografia de gasos a 1’espectrometria de masses és la técnica
més emprada actualment per a I’analisi de contaminants organics volatils presents en mostres
ambientals. Aquestes dues técniques presenten algunes limitacions quan son utilitzades per
separat. Per una banda, la GC és capag¢ de separar els components d’una mescla de forma
efectiva pero el seu problema principal €s la falta de proves definitives sobre la naturalesa dels
compostos separats. Per a molts detectors de cromatografia de gasos, la identificacio es basa
unicament en la comparacid de temps de retencio i el problema apareix quan diferents analits i
interferéncies tenen temps de retencid similars. Un espectrometre de masses fragmenta les
molecules dels analits injectats 1 registra un espectre dels fragments que és caracteristic per a
cada un d’ells i que es pot comparar amb espectres tedrics presents en llibreries. Es una eina
molt 1til per identificar clarament 1’estructura d’un compost perd és més complex quan es
volen identificar els components d’una mescla [1]. El gran nombre d’aplicacions de
I’acoblament ¢€s, doncs, el resultat de la combinacio, per una banda, de I’eficiéncia de la
separaci6 en GC 1, per I’altra, la correcta informaci6 qualitativa i elevada sensibilitat
proporcionades per 1’espectrometria de masses [2].

Per tal que I’acoblament GC-MS sigui possible s’ha de disposar d’una interfase capag
de transferir els compostos procedents de la columna cromatografica cap a la font d’ions del
sistema MS sense peérdues en ’eficacia de la separacid aconseguida en el sistema GC. La
transferéncia de la mostra al sistema MS s’ha de produir sense alterar les condicions de buit
que sOn necessaries a la font d’ions i sense que es pateixin perdues dels analits que afectin a la

seva quantificacio. Aquesta transferéncia, que t€¢ lloc en fase gasosa, condiciona que la
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interfase es trobi a una certa temperatura, perd adequada perqué no provoqui la
descomposicid dels compostos termolabils ni pérdues de les substancies més volatils. Els
fluxos baixos de fase mobil utilitzats en cromatografia gasosa capil-lar, de 0.5 a 2 mL-min™,
permeten que I’acoblament GC-MS es pugui dur a terme de forma directa sense repercutir en
el sistema de buit de I’aparell. Aquest és un dels principals avantatges de la GC-MS respecte a
la LC-MS, la qual precisa d’interfases molt més complexes que han de volatilitzar la mostra
abans de produir la seva ionitzacio. Un segon model d’interfase conegut com a open-split
restringeix el flux de fase mobil que entra al sistema. Aquest model conté un punt de split en
el qual part del flux que prové de la columna cromatografica entra al sistema MS mentre que
hi ha una altra part que s’evacua o s’utilitza per quantificar la mostra per mitja d’un altre
detector. El fet que I’entrada al sistema MS sigui constant permet canviar les caracteristiques
del sistema GC (e.g., longitud i diametre de la columna, flux de fase mobil) per millorar
I’eficacia de la separaci6 sense que aixo repercuteixi en 1’espectrometre de masses. El punt de
split, el qual es troba a pressid atmosferica, s’ha de purgar amb heli per evitar ’entrada d’aire
a la font d’ions, que es manté en condicions de buit. Un altre avantatge d’aquest model
d’interfase €s la possibilitat de discriminar entre els compostos que ens interessa quantificar i
els que no volem que entrin al sistema (e.g., solvent, interferéncies) [3].

Un cop introduits a la font d’ions, els analits son ionitzats per un procés que es pot
aconseguir, principalment, per mitja de dos mecanismes diferents. En la ionitzacié per
impacte electronic (EI) es bombardegen les molecules dels analits (M) amb electrons
d’energia elevada. Inicialment es produeix la formacié d’un i6 molecular (M") per pérdua
d’un electré perod, a la vegada, M™ pot ser més o menys fragmentat en funcié de 1’energia
residual i la capacitat de la molecula per estabilitzar els diferents fragments. Aixi, un mateix
analit en unes mateixes condicions d’ionitzaci6 donara lloc a un patr6 de fragmentacio
caracteristic (espectre de masses) que permetra la seva identificacié per comparacié d’aquest
patr6 amb els espectres teorics proporcionats per les llibreries. Per altra banda, la ionitzaci6
quimica (CI) utilitza gasos reactius, tal com meta, buta o dioxid de carboni, les molécules
dels quals son les primeres en rebre I’impacte dels electrons d’elevada energia i ser ionitzades.
En un segon pas, aquestes molécules de gas reactiu col-lisionen amb els analits i1 els
transmeten el seu excés d’energia per mitja de processos quimics que poden conduir a la
formaci6 tant d’ions positius com negatius. Un cop formats, aquests ions poden o no patir
fragmentacid pero, en general, apareixeran inalterats o poc fragmentats en [’espectre de
masses. Aix0 es degut a que I’energia associada als processos d’ionitzacié quimica es troba a

nivells molt per sota a la implicada en els mecanismes d’impacte electronic.
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Totes les especies ionitzades formades a la font d’ions pateixen 1’efecte d’un potencial
d’acceleracio que les transporta cap a ’analitzador, que és la part del sistema on es produira la

separacio de les substancies en funcid de la seva relacidé massa/carrega (m/z).

3.1.1.1 Tipus d’analitzadors en GC-MS

L’analitzador ¢€s la part de I’espectrometre de masses on es produeix la separacid dels
ions en funcid de la seva relacié m/z. N’existeixen diferents tipus que es diferencien entre si
en la forma que tenen de discriminar els ions formats. Els analitzadors més habituals sén el
quadrupol, I’analitzador de sectors magneétics, la trampa ionica i I’analitzador de temps de vol.

El quadrupol consisteix en quatre barres situades en paral-lel entre si, a la mateixa
distancia entre elles, i situades en els quatre cantons d’un quadrat. Les quatre barres es troben
connectades dos a dos en diagonal eléctricament i a un generador de radiofreqiiéncia que
combina un corrent directe (U) 1 un corrent altern (V). Quan els voltatges directe 1 altern es
sobreposen entre els parells de barres, només seran capacos de travessar 1’analitzador aquells
ions que es trobin en ressonancia amb el camp de radiofreqiiencia resultant, fet que dependra
de la seva relaci6 m/z. Els ions que no estiguin en ressonancia adoptaran trajectories
inestables 1 no aconseguiran travessar ’analitzador i arribar al detector. Fent un escombrat de
U 1V aconseguirem estabilitzar, de forma gradual, els ions d’una determinada m/z de manera
que ions amb diferent m/z arribaran al detector a diferents temps i els haurem aconseguit
separar [4].

L’analitzador de sectors magnétics utilitza un imant permanent per fer que el feix
d’ions procedent de la font es mogui en una trajectoria circular de 180, 90 o 60 graus. La
trajectoria descrita en un sector per ions d’una massa i carrega determinada depen de dues
forces que pateixen aquests ions: la for¢ca magnetica (Fy;) provocada per la preséncia d’un
camp magnetic, que depen de la forca del camp (B), de la velocitat del 16 (v) 1 de la seva
carrega (z), 1 la forga centripeta (Fc) que depén de la massa del 16 (m), de la seva velocitat i
del radi de curvatura del sector magnetic (r). Per tal que un 16 sigui capag de travessar el
sector 1 arribar al detector és necessari que Fy 1 Fc siguin iguals. La separaci6 dels diferents
ions es pot aconseguir fent variar una de les tres variables, B, V i r 1 mantenint les altres dues
constants. Els espectrometres de masses de sectors més moderns contenen un electroimant en
el que els ions es separen mantenint V i r constants mentre es varia el corrent a I’imant, o
sigui, B. Fins ara s’ha suposat que ions amb una mateixa carrega tenen la mateixa energia

cinctica després de ser accelerats, independentment de la seva massa. Aquesta suposicio

100



ANALISI D’ AIGUES: BROMOFENOLS I COMPOSTOS BISFENOLICS

només ¢és aproximada ja que els ions posseeixen una distribuci6 estadistica de velocitats
(rapidesa 1 direccid) que es reflectira en una distribucié similar, tant en energia com en
direccid, que conduira a perdues de resolucio. Per corregir aquestes aberracions direccionals i
d’energia en una poblaci6 d’ions s’apliquen els anomenats sectors de doble enfocament que
consten de la combinaci6 d’un sector magnétic i un sector electrostatic. Aquest ultim és
I’encarregat de limitar, per una banda, ’energia cinctica dels ions a un interval definit
exactament de manera que es discriminen els ions amb energies més grans 1 més petites que la
mitjana, 1, per 1’altra, també produeix un enfocament direccional, de manera que només els
ions d’una determinada m/z s6n doblement enfocats per un V i un B donats i sén els que
arribaran al detector [5].

Un altre tipus d’analitzador és I’analitzador lineal de temps de vol. En ell, els ions son
expulsats de la font en feixos, sén accelerats per un potencial V i recorren una distancia d
abans d’arribar al detector. En funcié de la seva relacio m/z, el temps que tardaran en
travessar la distancia d sera diferent. Aixi, ions més petits assoliran més rapid el detector. El
principal inconvenient d’aquests analitzadors €s la seva baixa resolucié provocada per factors
que creen una distribucié de temps de vol entre ions d’igual m/z. Una soluci6é per augmentar
la resoluci6 és allargar I’espai que els ions han de recorrer (d) i aixo s’aconsegueix amb un
reflectro [6].

L’ultim analitzador que queda per comentar és la trampa d’ions. Al ser 1’utilitzat en

aquest treball, aquest s’explicara de forma més extensa en el segiient apartat.

3.1.1.1.1 La trampa d’ions

Podem imaginar la trampa d’ions com un quadrupol inclinat sobre si mateix de manera
que es forma una cavitat tancada. De les quatre barres del quadrupol, la més interna es redueix
a un punt al centre de la trampa, la més externa forma I’eléctrode circular central i les altres
dues barres formen els eléctrodes que fan de caps (eléctrodes d’entrada i de sortida). Tot 1 que
fisicament son similars, els principis que regeixen el funcionament d’ambdds analitzadors sén
diferents. Pel que fa a la ionitzaci6 amb la trampa d’ions, aquesta pot ser externa, si
I’espectrometre conté una font EI o CI convencionals, o interna, si la ionitzacio té lloc a la
propia trampa a través d’un filament de tungsté¢ que emet continuament electrons. Aquesta
font interna es troba separada del cos de la trampa i0nica a través d’unes lents d’entrada que
poden adoptar carrega positiva de manera que els electrons son atrets, entren a la cavitat i

ionitzen la mostra o carrega negativa i aixi els electrons son repel-lits i no té lloc ionitzacié de
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la mostra. Als ions, un cop dins la trampa d’ions, se’ls apliquen simultaniament un corrent
directe (DC) i un corrent de radiofreqiiencia (RF) de manera que s’aconsegueix ‘“‘atrapar-los”

en orbites estables (Figura 3.1)

Figura 3.1 Trajectoria que segueix un 16 a I’interior d’una trampa ionica.

Aquestes orbites que adopten els ions dins la trampa es poden desestabilitzar per xocs
amb altres ions existents. La preséncia de gas heli és necessaria perqué redueix 1’excés
d’energia cinética dels ions 1 es disminueix el nombre de xocs, a la vegada que les orbites es
fan més petites, els ions d’una mateixa m/z queden més agrupats i, a I’hora de desestabilitzar-
los, aniran més junts cap al detector, obtenint millors resolucions. Un inconvenient associat a
la preséncia d’heli dins la trampa d’ions és que provoca la pérdua d’una mica de buit.

Un cop atrapats, tots els ions creats en un periode de temps concret sén expulsats
sequiencialment de la trampa aplicant un escombrat de radiofreqiiéncia que provoca la
desestabilitzaci6 de les orbites dels ions en ordre creixent de relaciéo m/z.

El moviment d’un i6 en un camp de radiofreqiiencia oscil-lant es pot descriure

mitjangant I’equacio de Mathieu (1)

d*U

42 +(au—2qu-cos2§)U=O (1)

u representa les coordenades x, y iz
¢ =Qt /2 (Q = freqiiéncia radial)
a, 1 qy sOn parametres adimensionals coneguts com a parametres d’atrapament.

Després d’una serie de transformacions sobre aquesta equacid es pot arribar a unes

expressions dels parametres a i q (2).

8zU —4zV
a = _

r 212 q,= 2 12
mr, Q mr, €

)
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En una trampa, a,=a,=a,=-2a, 1 qx=q,=q,~=-2q,, per tant,

—16ZU 8ZV (3)

a. = =
T omrg Q7 1 mr; Q°
Moltes trampes ioniques comercials operen amb U=0 per la qual cosa a,=0. L’expressio
per a q, conté la relacié m/z, les dimensions de la trampa idnica (ry), I’amplitud del potencial
de radiofreqiiéncia (V) i la freqiiencia angular del potencial de radiofreqiiéncia (€2). A partir

de la reorganitzacié de 1’equacio de g, obtenim 1’equacio (4).

m__ 8V
z q. 7”02 0?2 (4)

Tenint en compte que el valor de q perqué un 16 es desestabilitzi de la trampa és de
0.908 1 fixant-nos en ’equacid (4), podem veure que, per a cada valor de V (al qual va
associat un valor concret de €), es desestabilitzen els ions que presenten una relacid m/z
determinada. Aixi és com opera un analitzador de trampa ionica per separar els diferents ions.

De les solucions de I’equacié de Mathieu es pot dibuixar un diagrama d’estabilitat. Els
ions presents dins una trampa d’ions son estables en la direccio r 1 z si els seus parametres a, i

g es troben sobre I’area ratllada (Figura 3.2).

az

Operating line for
mass selective instability

z stability

0.2

qz

0.2

r stability
0.4

Operating line for
mass selective stability

0.6

Figura 3.2 Diagrama d’estabilitat d’un i6 en una trampa ionica
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Per fer un escombrat de masses, 1’analitzador opera sobre la linia d’inestabilitat (a,=0)
augmentant el potencial per aixi anar augmentant q, fins arribar al punt d’inestabilitat
(q7~0.908) en el qual els ions van abandonant la trampa.

Les tres caracteristiques basiques que defineixen un analitzador son el limit de massa
superior o la m/z més gran que pot mesurar, la transmissié o, el que és el mateix, la relacié
entre el nombre d’ions que arriben al detector respecte al nombre d’ions formats a la font i la
resolucio, que és 1’habilitat de donar un senyal diferent per dos ions amb una petita diferéncia
de massa.

La Taula 3.1 resumeix les principals caracteristiques operacionals dels analitzadors de

masses més comuns.

. | limit de <
energia | -~ resolucio ran
analitzador ions . (R per . g. sensibilitat cost
superior _ dinamic
(eV) m/z=1000)
(m/z)

sectors 10* >10* clevada >10° elevada alt
magnétics (>10°)

variable en baix (simple
quadrupol 10 >10° funcié m/z >10* n.i. manei I))

(>10°) ¢
¢ variable en elevada (alta baix (simpl
.f'ifnga 1-10° >10* funcio m/z >10° transmissio arlr):ansgnl)) ©
tonic >10% ions) &
elevada
temps de 103 ~10° elevagla ~10° (rna>‘<. 3 i
vol (>10%) transmissio
ions)

n.i.: casos en els que no es disposa d’informacié

Taula 3.1 Principals caracteristiques dels analitzadors de masses més comuns [7].

3.1.1.2

GC-MS en mode tandem (GC-MS/MS)

L’espectrometria de masses en mode tandem (MS/MS) és un procés que implica

almenys dues etapes d’analisi de masses. Els experiments MS/MS més comuns utilitzen un
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primer analitzador que ailla el 10 precursor, el qual és fragmentat en altres ions que son
analitzats en un segon analitzador. Es possible augmentar el nombre de cicles mitjangant
etapes consecutives d’aillament i fragmentacié fins aconseguir un experiment MS" (on n
representa el nombre de generacions d’ions analitzats). L’exemple plantejat, en el qual
s’utilitza més d’un analitzador per a que tingui lloc el procés, és el que es coneix com a
espectrometria MS/MS en espai. Existeix una altra variant que és I’espectrometria MS/MS en
temps en la que les diferents etapes del procés tenen lloc alternativament en un sol analitzador

[6]. Els quatre modes de treball possibles en MS/MS s’esquematitzen a la Figura 3.3.

Product ion scans

Selected clD Scanned
mz

Precursor ion scan

e | >

Scanned CiD Selected
mz

Neautral loss scan

Scanned CID Scanned

miz=x miz=x-a
Selected reaction mohitoting

— | | &G | >

Selected CID Selected
precursor fragment
miz=a miz=5h

Figura 3.3 Modes de treball en MS/MS

1. Product ion scan (daughter scan): consisteix en aillar un 16 precursor d’una

determinada m/z i determinar tots els ions fills resultants després de la fragmentacio del
precursor per col-lisié induida (collision-induced decomposition, CID) o per accid d’un gas
inert com xénon. La técnica CID indueix la descomposicié dels ions per mitja d’un increment
en la seva energia interna.

2. Precursor ion scan (parent scan): consisteix en escollir un i6 producte d’una

determinada m/z i fer un escombrat d’ions precursors per tal de trobar aquells que, al

fragmentar-se, donin lloc al 16 fill escollit.
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3. Neutral loss scan: consisteix en realitzar escombrats en els dos analitzadors per tal de

detectar perdues de fragments neutres.

4. Selected reaction monitoring: en aquest cas s’escull una m/z determinada en els dos

analitzadors. L’objectiu és detectar si s’ha produit un tipus de reaccid6 de fragmentacio
concret.

S’ha de tenir en compte que els modes de treball 2 i 3 no son possibles en
espectrometria MS/MS en temps. La forma més comuna d’operar €s production ion scan.

Els espectrometres de masses que operen en tandem més coneguts son la trampa ionica
(MS/MS en temps) i el quadrupol (MS/MS en espai). El primer dels dos analitzadors presenta
clars avantatges respecte al segon en termes de cost, mida, pes i requeriments de buit. En
aquest instrument, la seleccid del 16 precursor, la seva fragmentacidé i 1’analisi dels ions
producte té lloc en un sol espai mentre que per aplicar processos MS/MS en quadrupol es
necessita disposar de tres analitzadors en serie, el primer on té lloc la seleccio del 16 pare, el
segon que actua com a cel-la de col-lisions 1 on té lloc la fragmentacio i el tercer que és on es
produeix I’escombrat d’ions fill.

L’espectrometria de masses en tandem ha esdevingut un meétode amb molta aplicabilitat
per a I’analisi de traces en mostres complexes les quals presenten interferencies que ens poden
dificultar en gran mesura la deteccid 1 quantificacid dels analits. L’aplicaciéo de métodes de
clean-up convencionals dins I’etapa de preparacido de mostres disminueix moltes vegades la
intensitat del senyal final com a conseqiliencia de peérdues dels compostos a analitzar. En
aquest sentit, la primera etapa dels processos MS/MS es pot considerar com una etapa de
clean-up ja que en ella s’eliminen els ions associats a les interferéncies i resten només aquell
10 o ions que provenen dels analits d’interés [3]. En 1’analisi de residus per GC-MS/MS, la
relacid senyal/soroll (s/n) dels pics dels analits augmenta amb el nombre d’etapes MS (s/n
MS? < s/n MS® < ... < s/n MS"). Aixi doncs, I’acoblament de la técnica MS/MS a la
cromatografia de gasos és til per reduir el soroll quimic degut a la preséncia d’interferéncies
de matriu, permet corregir els problemes de coelucié d’analits amb interferéncies, fa possible
I’elucidacié d’estructures complexes i, en definitiva, fa viable la quantificacié de compostos
organics presents en mostres heterogénies amb una sensibilitat molt superior a la que
aconseguiriem amb altres metodes de deteccio.

L’acoblament GC-MS/MS s’ha aplicat a 1’analisi de compostos fenolics. Per exemple,
Saitta et al. [8] I’apliquen a la determinacid de compostos de tipus fenolic en mostres d’oli.

Jeannot et al. [9] comparen els limits de deteccid obtinguts per a una serie de disruptors
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endocrins, entre els quals es troben 4-tert-octilfenol, 4-nonilfenol i bistenol A, utilitzant una
técnica GC-MS amb injeccio de grans volums (40 uL) amb els aconseguits amb GC-MS/MS
(injecci6 de 2 pL). Els valors de LODs, tots ells en el rang de les ppt, son menors en aplicar
GC-MS/MS (4-tert-butilfenol i 4-nonilfenol, 1 ng-L™"; bisfenol A, 0.5 ng'L™"). Hoai et al. [10]
obtenen limits de deteccid instrumental de 2 a 11 pg en I’analisi dels productes de degradacio
de nonilfenol polietoxilats mitjancant GC-MS/MS. Hernando et al. [11] desenvolupen dos
meétodes d’analisi per a un grup de compostos entre els que trobem 4-tert-octilfenol i bisfenol
A, un basat en GC-MS previa derivatitzacio dels analits i un altre basat en GC-MS/MS 1 sense
derivatitzaci6. Aquests autors obtenen resultats similars seguint les dues metodologies perd
conclouen que, per a analisis de rutina, I’acoblament GC-MS/MS ¢és ’opcid més facil i rapida
perqué no requereix d’etapes addicionals com la derivatitzacié que poden conduir a peérdues
dels analits. Per altra banda, I’elevada selectivitat i la informacié estructural que s’obté de
I’espectre de masses dels ions que es formen permet una identificaci6 més valida dels
compostos a la mostra. No obstant, 1’acoblament GC-MS/MS no sempre és possible per
limitacions instrumentals dels laboratoris i en aquests casos 1’alternativa és 1’aplicacié d’un
métode GC amb derivatitzacio previa dels analits per a la deteccié de compostos organics, tal

com veurem en el segilient apartat.

3.1.2 Derivatitzacio en cromatografia de gasos

La derivatitzacio en GC és un procés mitjangant el qual es modifica quimicament un
compost per donar lloc a un derivat amb unes propietats més favorables que el compost de
partida per ser analitzat per cromatografia de gasos.

Sén moltes les raons per les quals és necessari aplicar mecanismes de derivatitzacid
préviament a 1’analisi per GC perd potser la més habitual és la baixa volatilitat de les
substancies a separar. Aquest cas es veu reflectit sobretot en les substancies polars que
contenen grups de tipus N-H, O-H i S-H. La preseéncia d’aquests grups possibilita 1’aparicid
d’interaccions intermoleculars fortes que poden conduir a la formacidé d’agregats que
dificilment es poden volatilitzar i analitzar per GC. La derivatitzacié d’aquests grups
disminueix la polaritat de les substancies, evita la formacié d’agregats i permet dur a terme la
seva analisi per GC. Amb alguns compostos, com ¢és el cas de les amines de baix pes
molecular, la seva excessiva volatilitat pot ser un problema. Per aquestes substancies, la
formaci6 de derivats quimics amb un pes molecular major minimitza les pérdues en la

manipulacié i ajuda a separar els pics dels analits del front de dissolvent en la separacid
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cromatografica [12]. La derivatitzacido també €s necessaria per a compostos termolabils que
poden patir degradacié a les temperatures de treball del cromatograf de gasos. En aquest cas,
el procés ha de donar lloc a derivats més estables i que ofereixin un millor comportament
cromatografic.

L’analisi de substancies polars per cromatografia de gasos pot produir, a més dels
problemes exposats anteriorment, 1’aparicio de pics asimetrics i amb poca resolucid, que soén
conseqiiencia de la tendéncia que tenen aquests compostos a adsorbir-se a les superficies
actives de les parets de la columna i del suport solid. Tots aquests efectes es veuen agreujats
quan es realitza analisi de traces. La derivatitzacié fa possible millorar la detectabilitat de les
substancies polars, evita els efectes de memoria i allarga el temps de vida de les columnes
cromatografiques. Una altra aplicacié de les reaccions de derivatitzacid en cromatografia de
gasos es troba en la determinacié d’aquells compostos que son similars estructuralment (e.g.
isomers). L’0s d’un agent derivatitzant adient pot conduir a separacions eficaces que no serien
possibles sense aquest pas previ.

La necessitat de dur a terme una derivatitzacio dels compostos a analitzar també pot
venir condicionada pel tipus de detector a utilitzar. Aixi, per exemple, la formacié de derivats
altament halogenats comporta un augment important de sensibilitat en utilitzar un detector de
captura d’electrons (ECD). En la deteccidé per espectrometria de masses, la derivatitzacio
permet produir ions més estables que afavoreixen I’obtencid d’informacid estructural de les
molecules estudiades.

Els agents derivatitzants utilitzats en cromatografia de gasos han de complir una série de
requeriments. En primer lloc, la reaccid de derivatitzacié no ha de produir subproductes i, si
els produeix, aquests han de ser també volatils, termostables i de baixa polaritat. Es
recomanable aconseguir un 100% de conversid encara que en molts casos és dificil. La
utilitzacio de reactius d’elevada puresa i en excés pot ajudar a aconseguir reaccions
quantitatives. D’altra banda, I’excés de reactiu derivatitzant s’ha de poder eliminar facilment
si la seva presencia dificulta la deteccid dels derivats. Aquesta necessitat és especialment
important en realitzar la deteccio per ECD ja que un excés de certs agents derivatitzants poden
saturar el sistema de deteccid. En espectrometria de masses, I’espectre dels derivats ens ha de
proporcionar informacio del compost de partida i per a I’analisi quantitativa €s preferible que
els derivats produeixin abundants fragments de massa elevada. La seleccié de I’agent

derivatitzant apropiat és important ja que aquest pot proporcionar un augment significatiu de
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la selectivitat 1 alhora permet disminuir els limits de deteccid en 1’analisi per espectrometria
de masses [4].

La derivatitzaci6 analitica és efectiva pero implica la introduccié d’una etapa addicional
en el procés analitic. A més, es poden formar subproductes que poden interferir en 1’analisi.
Per aquestes raons, la derivatitzacio no es considera moltes vegades com la primera opci6 per
obtenir millors sensibilitats i selectivitats en les determinacions de compostos organics. Una
manera d’evitar la formacié d’interferents és realitzant la derivatitzacié sobre una fase solida.
D’aquesta manera, la reaccidé de derivatitzacid té lloc sobre la fase solida i els reactius, els
productes secundaris i els propis derivats queden retinguts sobre la mateixa. Al final del
procés, els derivats han de poder ser eluits selectivament del medi de reaccid [13].

Si ens centrem en la determinacié de derivats fenolics per cromatografia de gasos, ens
trobem davant d’un grup de compostos que, per alguns dels motius citats, precisen d’una
derivatitzaci6 previa si es vol aconseguir un comportament cromatografic adient en la seva
deteccio 1 quantificacid. A continuacio es descriuen els métodes més aplicats per a la

derivatitzacié de compostos fenolics.

3.1.2.1 Meétodes de derivatitzacio de compostos fenolics

En la derivatitzaci6 de compostos fenolics, els mecanismes més habituals per
transformar el grup hidroxil en un grup menys reactiu son I’alquilacié, 1’acilacio i la sililacio.

El métode més habitual és la formacié de derivats acilats per reaccié dels fenols amb un
anhidrid, generalment anhidrid acétic, en preséncia d’una base. L’acilacidé converteix els
grups hidroxil en grups éster. L’acetilacid pot tenir lloc com a tltim pas abans de 1’analisi [14-
17], com a pas previ a I’etapa de preconcentracié de les mostres per extraccié en fase solida,
per reduir la polaritat dels fenols i aconseguir aixi també una millora de I’eficacia del procés
SPE [18-20], o conjuntament a etapes d’extracci0 1 preconcentracid6 com la SPME
convencional [21,22] o una variant seva en la que la fibra es troba recobrint una barra
agitadora que es collloca a l’interior de la mostra [23] i s’addicionen els reactius de
derivatitzacidé a la mostra en un principi abans de dur a terme 1’extraccid. Nakamura et al.
[24], fent us d’aquesta darrera metodologia, comparen les respostes obtingudes per a set
alquilfenols i bisfenol A per GC-MS 1 obtenen, després de la derivatitzacio, sensibilitats fins a
100 vegades superiors a les obtingudes sense derivatitzacio. L’acetilacio de fenols no només
s’ha aplicat a mostres d’aigua, també s’ha utilitzat en la derivatitzacié d’altres matrius

liquides com orina, plasma i saliva [25,26], macerats de suro o mostres de vi [27,28] i
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extractes de mostres solides com sediments [29]. Ramil et al. [30] utilitzen I’acetilaci6 com a
metode de derivatitzacid de clorofenols en mostres de cendres en una Unica etapa amb
extraccid per microones. Altres anhidrids acilants utilitzats per a la derivatitzacido de fenols
son anhidrid trifluoroacétic, anhidrid heptafluorobutiric i anhidrid cloroacétic [3]. Altres
reactius de derivatitzacio que també es poden utilitzar per a I’acilacié de compostos fenolics
son els halurs d’acil, els quals també son efectius per reduir la polaritat de grups amino.
Mishra et al. [31] utilitzen el clorur de benzoil per a la derivatitzacié simultania d’amoni,
amines alifatiques i aromatiques 1 fenols, préviament a I’extracci6 en fase solida i analisi per
GC-MS d’aquests compostos presents en aigiies. El clorur de p-metoxibenzoil i el clorur o
bromur de pentafluorobenzoil també s’han aplicat per a la derivatitzacié de fenols, essent
aquest ultim un reactiu molt adient quan es vol analitzar els corresponents derivats per ECD
degut a D’alt grau d’halogenacidé que s’obté respecte als productes de partida [12]. Un
inconvenient d’aquest metode €s la formacid de subproductes acids que s’han d’eliminar del
medi de reaccié abans de dur a terme la separacidé cromatografica. La formacié de derivats
acilats és complexa ja que els reactius acilants acostumen a ser perillosos, al ser sensibles a la
humitat. No obstant, els derivats acil, un cop formats, son estables a la hidrolisi.

Una altra forma de derivatitzar els compostos fenolics €s aplicant metodes d’alquilacio.
En aquest cas té lloc la transformaci6 del grup hidroxil per un grup &ter per substitucio de
I’hidrogen fenolic per un grup alquil. El reactiu alquilant més conegut és el diazometa
(CH;,N,) pero té el gran inconvenient que €s un compost reconegut com a carcinogenic i, per
aquesta rad, es tendeix a substituir-lo per altres agents. No obstant, Thomsen et al. [32-35] han
publicat recentment treballs en els que el diazometa s’utilitza com a reactiu derivatitzant per a
I’analisi, en mostres de plasma, sérum i llet humana, de compostos bromats retardants de
flama entre els quals trobem tetrabromobisfenol A, tetraclorobisfenol A, 2,4,6-tribromofenol i
pentabromofenol. El diazometa es sintetitza normalment just abans de la derivatitzacidé per
descomposicio6 de  N-metil-N-nitroso-p-toluensulfonamida o  N-metil-N-nitrosamina
catalitzada per una base i s’addiciona a la mostra en fase gas. L’excés de diazometa es pot
recon¢ixer facilment pel seu color groc i es pot destruir per addicio d’acid acétic, que
condueix a la formacié d’acetat de metil i nitrogen gas, productes menys perjudicials. Altres
reactius alquilants utilitzats per a la derivatitzacid6 de compostos fenolics en aigiies son el
clorur i el bromur de pentafluorobenzil [36,37]. Hanada et al. [38] han introduit també aquesta
metodologia de derivatitzacid a I’analisi de mostres d’aire i sediments. Aquest tipus de

derivatitzacié acostuma a requerir elevades temperatures i temps de reacci6 entre 30 minuts i
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5 hores, encara que no sempre és necessari. Kuklenyik et al. [39] utilitzen el bromur de
pentafluorobenzil per a la derivatitzacié d’alquilfenols i bisfenol A en mostres d’orina
mitjangant una metodologia que realitza extraccid en fase solida i derivatitzacio en un sol pas.
Aquest metode consisteix en carregar 1’agent derivatitzant en un cartutx d’extraccié (Bond
Elute PPL, amb matriu de poliestiré-divinilbenz¢) préviament al pas de la mostra que conté
els analits, de manera que la derivatitzaci6 té lloc a la propia fase solida. Un altre grup
d’agents alquilants de compostos fenolics son els iodurs d’alquil, essent el més habitual el
iodur de metil, els quals s’apliquen en condicions alcalines [12]. Alguns dels principals
avantatges d’aquestes metodologies de derivatitzacié son el gran nombre d’agents disponibles
i que ’alquilacié proporciona, en general, derivats estables. Per contra, els inconvenients son
que els reactius utilitzats son sovint toxics i les condicions de reaccid acostumen a ser molt
agressives.

La sililacié constitueix el tercer tipus de derivatitzacié de compostos amb grups polars
reactius, el qual ha estat ampliament utilitzat per a compostos fenolics. La substitucio
d’hidrogens actius de grups OH (e.g., alcohols, fenols, acids carboxilics, oximes), NH (e.g.,
amines, amides i imines) i SH (e.g., tiols 1 acids tiocarboxilics) per un grup silil és el metode
més simple, rapid 1 versatil per a la derivatitzacido d’aquests compostos previa a 1’analisi per
GC 1 GC-MS [40]. El mecanisme del procés de derivatitzacid consisteix en un atac nucleofilic
de tipus SN, des de I’hidrogen fenolic cap a I’atom de Si de I’agent derivatitzant, tal com

s’esquematitza a la Figura 3.4.

5+ R, R, R
R—OH + R;RR;Si—X —> R—Cl)---Sli----X — R—O0—Si—R, + HX
5
H Ry R,

Figura 3.4 Mecanisme implicat en les reaccions de sililacié de compostos fenolics. [12]

Perque la reaccio tingui lloc facilment X ha de ser un bon grup sortint, aixo significa,
amb baixa basicitat 1 habilitat per estabilitzar carrega negativa a I’estat de transicid. Alguns

dels reactius sililants més utilitzats per a la derivatitzacié de compostos fenodlics son N-metil-
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N-tertbutildimetilsililtrifluoroacetamida ~ (MTBSTFA)  [41-43],  N,O-bis(trimetilsilil)-
trifluoroacetamida (BSTFA) [44-48], trimetilclorsila (TMCS) ja sigui sol [49] o juntament
amb un altre agent, hexametildisilaza (HMDS) formant una mescla TMCS:HMDS:piridina
(1:3:9) coneguda com a reactiu SIL-A [50], N,O-bis(trimetilsilil) acetamida (BSA) [51,10] o
N-trimetilsililimidazola (TMSI) [49]. Els agents sililants acostumen a ser sensibles a la
humitat pel que és necessari que el medi de reacci6 estigui lliure de traces aquoses. Si el medi
conté altres substancies amb atoms d’hidrogen actius, com solvents protics o fins i tot aigua,
hem d’assegurar un excés de derivatitzant ja que aquestes substancies també seran
transformades. Els derivats formats també son sensibles. Un avantatge de derivatitzar amb
MTBSTFA respecte a altres agents és que els derivats formats en aquest cas son més estables
a la humitat per 1’existéncia del grup tertbutil. Per efectes estérics, la preséncia d’aquest grup
voluminés fa que I’enllag Si-O quedi protegit de I’atac hidrolitic de molécules d’aigua. Un
altre factor a tenir en compte €s que, en utilitzar BSTFA és aconsellable 1’addicio d’un
estimulador, generalment TMCS, que serveix per augmentar ’eficiéncia de la derivatitzacio
sobretot per analits que contenen més d’un grup hidroxil. Zafra et al. [49] comparen
I’eficiéncia de 5 agents derivatitzants diferents (TMSA, TMSI, BSTFA, TMCS i SIL-A) en
I’analisi de bisfenol A 1 els seus derivats clorats per GC-MS 1 troben que, per aquests
compostos, 1’agent més adient és BSTFA ja que amb ell s’obtenen senyals més sensibles,
sobretot per als compostos més clorats.

Un altre grup d’agents derivatitzants de compostos fenolics son aquells que resulten en
la formaci6 de derivats de l’acid carbonic. Es tracta de cloroformiats d’alquil com
isobutilcloroformiat [43,52], butil o hexilcloroformiat [53] o etilcloroformiat [26].

Altres derivatitzacions son les que proposen Kojima et al. [54] els quals utilitzen
pentafluoropiridina per a la derivatitzacié de catorze compostos fenolics presents en mostres
aquoses sobre matriu solida (intercanviador anionic) simultaniament a un procés d’extracciod
en fase solida. Rolfes et al. [55] utilitzen la derivatitzaci6 de fenols amb clorur d’acetilferroce
per donar lloc als corresponents ésters.

Tal com ja s’ha comentat en parlar de ’acetilacid de fenols, molts dels métodes de
derivatitzacié descrits en aquest apartat s’han aplicat també conjuntament amb técniques de
preconcentracid i clean-up com la SPE o la SPME. Concretament, la derivatitzacié duta a
terme sobre un sorbent d’extraccidé en fase solida (derivatitzacio analitica en fase solida,
SPAD), ha estat ampliament estudiada per diferents tipus d’analits, reactius derivatitzants i

fases solides [13].
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La Taula 3.2 resumeix els métodes de derivatitzacié de compostos fenolics més comuns

descrits en aquest apartat.

agent derivatitzant

estructura

derivat

anhidrid acétic

H;C-CO-0O-CO-CH;

anell-O-CO-CHj

anhidrid trifluoroacétic

F3C-CO-0-CO-CF3

anell-O-CO-CF;

anhidrid cloroacétic CIH,C-CO-0O-CO-CH,Cl1 anell-O-CO-CH,Cl é
(0]
i T I
clorur de benzoil anell—O—g@ L
A
2 1
, _ c—cl 0 .
clorur de p-metoxibenzoil /©/ anell—O—COOCH3 o
OCHj
agent derivatitzant estructura derivat

diazometa CH)N, anell-O-CH;
F . . A
b d F. CH,—Br L
romurde . anell—O—CH, F | Q
pentafluorobenzil U

F F v .
F I
i F F "
clorur de pentafluorobenzil anell—O—CH, F [
F F . . (')
F
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agent derivatitzant estructura derivat
|C|> TH3 (|:H3 CH, CH,
MTBSTFA CF;——C—N—=Si—C——CHj; anell O—Si—C——CH;
CH; CH; CHj CH; CH;
CH;
H3C_SI_CH3 CH3
BSTFA |0 CH; anell O0—Si—CH;,
CF;—C=—N—-=S8i—CHj; CH;
S
CH; 1
CH; CH, L
I
TMCS H;C—Si—Cl anell O—Si—CHj, L
A
CH; CH; C
CH, I
Q)
H3C_SI_CH3 CH3
BSA 0 CH, anell O—Si—CH,;
CH;—C=——N——-Si—CHj; CH;
CH;
CH; A CH;
TMSI H;C—Si—N N anell O—Si—CH;
CH3 CH3

Taula 3.2 Estructures dels agents derivatitzants utilitzats en la derivatitzaci6 de compostos
fenolics per a GC (anell: representa ’estructura de ’anell de fenol amb els seus corresponents

substituents).
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3.1.3 Compostos fenolics estudiats

En aquest capitol es desenvolupa un metode SPE per a I’extracci6 i preconcentracio de
10 compostos bromofenolics i1 bisfenolics de tipus A en aiglies i s’ha aplicat a la determinacio
d’aquestes substancies en mostres aquoses procedents d’una estacid depuradora d’aigiies
residuals. Algunes de les propietats fisicoquimiques més importants d’aquests compostos es

resumeixen a la Taula 3.3.

pes

compost abl:'(:\ga ¢ molecular (:;"ggT(:(rjz) log K,w pKa PV’(‘;";éTS; r)
(g/mol)
2-bromofenol 2BP 173.01 194.5 2.470 8.43 0.315
2,4-dibromofenol 24DBP 251.90 238.5 3.431 7.86 0.0274
2,6-dibromofenol 26DBP 251.90 256.6 3.412 6.89 9.49-107
2,4,6-tribromofenol 246TBP 330.80 286.8 4.326 6.34 1.50-107
4-bromo-3-metilfenol ~ 4B3MP 187.03 247.4 2.950 9.50 0.0163
2-bromo-4-metilfenol ~ 2B4MP 187.03 2135 2.930 8.73 0.112
pentabromofenol PBP 488.59 352.3 6.097 4.43 1.91-107
bisfenol A BPA 228.29 400.8 3.431 9.73 5.34:10”
tetrabromobisfenol A TBBPA 543.87 417.9 7.291 6.33 1.41-107
tetraclorobisfenol A TCBPA 366.07 401.9 5.681 6.42 493107

Taula 3.3 Propietats fisicoquimiques dels compostos estudiats.
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3.2

EXPERIMENTAL

3.2.1 Reactius

2-bromofenol: solid, 98%, ref. 10091-5, Aldrich (Steinheim, Alemanya).
2,4-dibromofenol: solid, 95%, ref. 25816-4, Aldrich (Steinheim, Alemanya).
2,6-dibromofenol: solid, 97%, ref. 34269, Fluka (Steinheim, Alemanya).
2,4,6-tribromofenol: solid, 99%, ref. 13771-5, Aldrich (Steinheim, Alemanya).
4-bromo-3-metilfenol: solid, 99%, ref. 44088-4, Aldrich (Steinheim, Alemanya).
2-bromo-4-metilfenol: solid, 96%, ref. b7280-9, Aldrich (Steinheim, Alemanya).
Pentabromofenol: solid, 96%, ref. p160-8, Aldrich (Steinheim, Alemanya).

Bisfenol A: solid, 97%, ref. 22135000, Acros Organics (Geel, Belgica)
Tetraclorobisfenol A: solid, 98%, ref. 19244-9, Aldrich (Steinheim, Alemanya).
Tetrabromobisfenol A: solid, 97%, ref. 33039-6, Aldrich (Steinheim, Alemanya).
PCB-30: solid, 98.5%, ref. 20003000, Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Alemanya).
Acetat d’etil (CH;COOCH,CHj3): liquid, reactiu SuprSolv, ref. 110972.2500, Merck
(Barcelona, Espanya).

Metanol (CH3OH): liquid, reactiu LIChrosolv, ref. 106007.2500, Merck (Barcelona,
Espanya).

Acetona (CH3COCHS3;): liquid, reactiu SupraSolv, ref. 100012.2500, Merck (Barcelona,
Espanya).

Hexa (CgHp): liquid, reactiu SupraSolv, ref. 104371.2500, Merck (Barcelona, Espanya).
N-metil-N-tertbutildimetilsililtrifluoroacetamida (MTBSTFA): liquid, 99%, ref.
394882-10X1, Supelco (Bellefonte, PA, Estats Units).
N-metil-N-dimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA): liquid, 99%, ref. 394866-10X1,
Supelco (Bellefonte, PA, Estats Units).

N,O-bis(trimetilsilil)-trifluoroacetamida (BSTFA): liquid, 99%, ref. 33024, Supelco
(Bellefonte, PA, Estats Units).

Acid clorhidric (HCI): liquid, 36%, ref. 20252.324, Prolabo NormaPur (Paris, Franga).
Hidrogencarbonat de potassi (KHCO3): solid, 99.7%, ref. 23720-5, Aldrich (Steinheim,
Alemanya).

Anhidrid acetic (CH3;COOCOCH;): liquid, 98%, ref. 822278, Merck-Schuchardt

(Hohenbrunn, Alemanya).
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Sulfat sodic anhidre (Na,;SOy): solid, 99%, ref. 131716.1211, Panreac Quimica
(Barcelona, Espanya).

Heli (He): gas, 99.999%, ref. 155, Carburos Metdlicos (Barcelona, Espanya).

- Nitrogen (N,): gas, 99.999%, ref. 231, Carburos Metalicos (Barcelona, Espanya).

Es preparen dissolucions estoc de concentracid aproximada 1000 mg-L™" de cadascun

dels compostos fenolics individuals en metanol i acetat d’etil. A partir dels estocs en metanol

es preparen, en acetona, solucions de diferents concentracions que contenen els deu

compostos i que ens serviran com a solucions de fortificacid de les aigiies MilliQ i residuals.

Per altra banda, a partir dels estocs individuals en acetat d’etil es preparen solucions

intermedies que contenen els 10 analits també en acetat d’etil, que utilitzarem com a solucions

mare per a la preparaci6 dels patrons de calibratge.

3.2.2 Aparells i materials

Sistema GC-MS Saturn 2100 de Varian (Madrid, Espanya) equipat amb un cromatograf
de gasos gc3900 i un espectrometre de masses (trampa d’ions) ms2100T. Per dur a
terme la separacio dels analits s’utilitza una columna cromatografica VF SMS (Varian)
de 30 metres de longitud, 0.25 mm i.d. 1 0.25 um de gruix de film de fase estacionaria .
Balanga analitica bp3105, Sartorius Analytic (Gottingen, Alemanya).

Sistema de buit aspirator A-35, Eyela (Toquio, Jap9).

Sistema de concentracié Turbo-vap II, Zymark (Hopkinton, MA, Estats Units).
Micropipetes transferpette, Brandtech Scientific, INC (Essex, Regne Unit).

Sistema MilliQ gradient A-10mzmqssvOt4.

pH-metre Methrom 654, Methrom (Herisau, Suissa).

Filtre de llana de vidre AP4004705 de Millipore (Billerica, MA, Estats Units).

Cartutx OASIS HLB de 60 mg de fase estacionaria, ref. WAT(094226 de Waters
(Milford, MA, Estats Units).

Adaptador per a cartutx PTFE Isolute (1, 3, 6 mL) ref. 120-1100, International Sorbent
Technology LTD (Hengoed, Regne Unit).
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3.2.3 Procediment experimental

3.2.3.1 Analisi de compostos fenolics

Els compostos fenolics estudiats s’han analitzat mitjancant cromatografia de gasos
acoblada a un espectrometre de masses. S’han assajat diferents condicions d’analisi per tal
d’aconseguir separar els 10 compostos estudiats en les millors condicions de temps i
comportament cromatografic. Les condicions mes favorables trobades pel que fa al gradient
de temperatura son les segiients: temperatura inicial de 50°C que es manté durant 2 minuts,
increment fins a 200°C a una velocitat de 8§°C/min 1 fins a 300°C a 20°C/min 1 es mant¢ la
temperatura de 300°C durant 15 minuts. S’utilitza heli com a gas portador a un flux d’1
mL-min”". L’injector opera en mode splitless (1 min) i es manté a 300°C. Es treballa amb un
pols de pressio de 20 psi durant 1.1 minuts. En aquestes condicions s’aconsegueixen separar
tots els analits en un temps inferior a 30 minuts. La temperatura de la interfase es manté a

300°C i I’espectrometre de masses opera amb impacte electronic (70eV).

3.2.3.2 Preconcentracio per extraccio en fase solida

El sorbent utilitzat per retenir els compostos fenolics presents en les mostres aquoses €s
una fase polimerica comercial amb matriu de divinilbenze i N-vinilpirrolidona (Oasis HLB).
El procediment experimental inclou fonamentalment quatre etapes que ja s’han descrit en el
capitol 2. El condicionament de la fase solida es realitza amb 3 mL d’acetat d’etil, 3 mL
d’acetona i 3 mL d’aigua bidestil-lada ajustada a pH=2. La carrega de la mostra (pH=2) amb
els analits té lloc amb I’ajuda d’un sistema de buit a un flux aproximat de 30 mL-min™. Un
cop retinguts els analits, es renta la fase amb 3 mL d’aigua bidestil-lada igual que la utilitzada
en el condicionament i s’asseca sota pressié de N (8-12 psi) durant 45 minuts. Els analits
adsorbits a la fase solida s’elueixen amb 3 mL d’acetat d’etil, volum que es concentra fins a
uns 0.5 mL i es torna a arrasar a | mL amb acetat d’etil. L’extracte final s’asseca amb sulfat
sodic anhidre abans de dur a terme ’etapa de derivatitzacio dels compostos fenolics. Quan
s’analitzen aigiies residuals, aquestes es filtren a través d’una membrana de llana de vidre
posteriorment a la seva acidificacié amb HCI i abans de dur a terme el procés d’extraccid en

fase solida.
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3.2.3.3 Derivatitzacio de compostos fenolics

S’han assajat tres reactius diferents (MSTFA, BSTFA i MTBSTFA) per a la sililacio de
compostos fenolics preévia a la seva analisi per GC-MS 1 GC-MS/MS. A un volum determinat
d’extracte SPE o patr6 de calibratge (diferent en funcié del cas) s’afegeix el derivatitzant, el
patro6 intern (PCB-30) i el volum necessari d’acetat d’etil fins a arribar al volum final desitjat.
La mescla s’agita perqué tingui lloc la derivatitzacio. El temps, la temperatura i el volum de
derivatitzant son parametres que s’han optimitzat i els resultats obtinguts en cada una de les

proves es discutiran a I’apartat de resultats 1 discussio.
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3.3 RESULTATS I DISCUSSIO

En aquest capitol es desenvolupa un metode de determinacié de 7 compostos fenolics
bromo-substituits i 3 compostos bisfenolics de tipus A en mostres d’aigua residual. La
metodologia utilitzada parteix de I’extraccié en fase solida dels analits i posterior deteccio per
cromatografia de gasos acoblada a I’espectrometria de masses. Per millorar les condicions de

detectabilitat dels fenols, s’aplica una etapa de derivatitzacio previa a 1’analisi per GC-MS.

3.3.1 Caracteritzacio del métode cromatografic

El desenvolupament d’un métode GC-MS inclou fonamentalment dues etapes; en
primer lloc I’optimitzacio de les caracteristiques cromatografiques més adients per aconseguir
una bona separacié dels analits en el minim de temps i, en segon lloc, I’establiment dels
parametres espectromeétrics que ens condueixin a la deteccid correcta, amb sensibilitat i grau
de resolucio elevats.

Pel que fa a la primera etapa, després de realitzar diverses proves, la separacié optima
dels deu compostos fenolics estudiats s’aconsegueix amb les condicions cromatografiques
seglients: es comenca amb una temperatura de 50°C que es manté durant 2 minuts,
s’incrementa la temperatura fins a 200°C amb una rampa de 8°C/min i seguidament una
segona rampa de 20°C/min fins a assolir la temperatura final de 300°C, la qual es manté
durant 15 minuts. La injecci6 té lloc en mode splitless a 300°C amb un pols de pressio de 20
psi durant 1.1 minuts per tal d’aconseguir augmentar el flux de gas portador a través del liner
i una transferéncia més rapida dels analits cap a la columna. Aquest augment de la velocitat de
transferéncia es tradueix en pics més estrets i amb relacions senyal/soroll més elevades. Es
treballa amb un flux de gas portador heli d’1 mL-min” i injeccid6 d’1 pL. En aquestes
condicions el temps total per a cada analisi és de 41 minuts tot i que el compost que presenta
un temps de retencidé més gran, tetrabromobisfenol A, apareix abans de 30 minuts. Mantenir la
temperatura final durant més temps ens permet evitar que possibles interferéncies de les
mostres d’aigua residual quedin retingudes a la columna 1 ens provoquin problemes de
coelucid en injeccions posteriors.

La temperatura de la linia de transferéncia dels analits cap a I’espectrometre de masses
es manté a 300°C igual que la temperatura final del forn per tal que no es produeixin perdues
dels compostos per condensacio. El detector MS utilitza un analitzador de trampa d’ions que

treballa a 200°C amb una font d’ionitzacié interna. Tot i que I’instrument pot operar en
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impacte electronic 1 ionitzacié quimica, s’ha escollit treballar en mode EI amb una energia
d’ionitzacié de 70 eV. L’adquisici6 de dades es divideix en tres segments i les caracteristiques

associades a cadascun d’ells es resumeixen a la Taula 3.4.

segment interval t. (min) interval m/z  corrent d’emissié (mA) t. per scan (s)

1 0-10 no adquisicio 10 1
2 10-22 70-400 20 0.8
3 22-35 300-650 20 0.6

Taula 3.4 Condicions emprades per a 1’adquisicié de dades en MS.

Durant els primers deu minuts no es produeix adquisicié ja que els temps de retencio
dels compostos més volatils son superiors a aquest valor i d’aquesta manera evitem
enregistrar el senyal degut al dissolvent.

La presencia d’atoms de Br als fenols estudiats fa que els espectres de masses obtinguts
per a aquests compostos mostrin un patrd caracteristic. El brom presenta dos isotops, ' Br i
*'Br, amb abundancies naturals de 50.69% i 49.31% respectivament, per la qual cosa
I’existéncia d’un atom de brom dona lloc a dos senyals practicament de la mateixa intensitat.
Igualment, la presencia de dos atoms de Br es tradueix en tres senyals d’intensitat relativa
1:2:1, la preséncia de tres atoms de Br, en quatre senyals d’intensitat relativa 1:3:3:1, etc. A la
Figura 3.5 es pot veure I’espectre de masses corresponent al 2,4,6-tribromofenol. En ell, el

pic de 1’16 molecular presenta el patr6 caracteristic d’'una molécula amb tres atoms de brom.

330
bl intensitat
pic m/z atoms Br Inte
rel.
1 328 3x(”Br) 1
2 330 2x("Br) i 1x(*'Br) 3
3 332 1x("Br) i 2x(*'Br) 3
4 334 3x(*'Br) 1
62
OH
501 Br Br
141
Br
22 0 Figura 3.5 Espectre
& 301 de masses de 2,4,6-
. tribromofenol

210 240 270 300 330
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A la vegada també podem observar el patrd degut a la presencia de Br en algun dels
senyals dels fragments. Per exemple, el senyal marcat amb m/z = 250 correspon a la pérdua
d’un atom de Br i t€ un patrdé que coincideix amb el que esperariem per a una molécula amb
dos atoms de brom.

En les condicions GC i MS exposades, el pic cromatografic corresponent al compost
2,4,6-tribromofenol, buscat pels seus ions caracteristics 330+332, és el que podem veure a la

Figura 3.6(a).

40 800- (b) @)

204 100

104

1] e N w1

5 10 15

Figura 3.6 Pic corresponent al 2,4,6-tribromofenol en les condicions cromatografiques
optimitzades a) sense derivatitzacid 1 b) previa derivatitzacié amb 20 pL. de MSTFA. Deteccio
dels derivats per GC-MS.

La forma del pic obtingut no és gausiana tal com esperariem sin6 que aquest presenta
molta cua i aquest comportament es repeteix en els pics de tots els altres compostos. Els
compostos fenolics s’inclouen dins el grup de substancies polars, que, sense derivatitzacio
prévia, poden donar lloc a pics assimétrics i amb poca resolucid. Tal com ja s’ha comentat a
I’apartat 3.1.2, aquest comportament és degut a la tendéncia que tenen aquests compostos a
adsorbir-se sobre les superficies actives de la columna cromatografica deguda principalment a
la presencia de grups hidroxil. A la Figura 3.6(b) es pot veure també el pic corresponent al
mateix compost, pero ara derivatitzat amb 20 uL. de MSTFA. En aquest cas, el pic obtingut és
gausia, molt més estret i té una relacié senyal/soroll (s/n) molt superior per a la mateixa

concentracié que el pic del compost no derivatitzat. Aixd ens fa suposar que la sensibilitat
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dels derivats sera molt superior a la dels compostos de partida 1 que podrem assolir, a la
vegada, limits de deteccid més baixos. Aquest mateix comportament també s’observa en
utilitzar la cromatografia de gasos acoblada a un detector d’emissi6 atomica (GC-AED)
demostrant que els problemes cromatografics dels compostos polars son independents del

tipus de detecci6é emprada.

A la vista d’aquests resultats, és evident que, a I’hora d’analitzar els fenols objecte
d’estudi, ens sera imprescindible aplicar una etapa de derivatitzacid6 prévia a la seva
determinaci6 per poder aconseguir un comportament cromatografic Optim per a tots aquests

compostos. Aquesta etapa de derivatitzacid s’estudiara més endavant.

3.3.1.1 Condicions de treball en MS/MS

En aquest capitol també s’ha desenvolupat un metode d’espectrometria de masses en
tandem (MS?) per a I’analisi dels deu compostos fenolics objecte d’estudi. Aquesta
metodologia ens permetra assolir limits de deteccié més baixos per a aquestes substancies i, a
la vegada, reduir el senyal quimic provocat per interferéncies presents a les mostres.
Consisteix en escollir, per a cada compost, un 16 pare que presenti una intensitat suficient en
el seu espectre de masses i optimitzar les condicions de fragmentacié d’aquest precursor per
tal d’obtenir un espectre de masses dels fragments que encara contingui una certa intensitat
del 16 pare i un 16 fill majoritari que és el que ens servira per quantificar. El mode de treball
que utilitzem ¢és el product ion scan (veure apartat 3.1.1.2). L’optimitzacio de I’energia per a
fragmentar cadascun dels ions pare es realitza a través d’una opcid del propi software
(automated method development, AMD) i totes aquestes proves s’han dut a terme a partir
d’una mescla dels deu compostos de concentracié aproximada 1 mgL™. El derivatitzant
utilitzat per a la sililacié és N-metil-trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) que, tal com
veurem més endavant, sera 1’escollit per treballar al ser el que proporciona unes millors
propietats. La Taula 3.5 1 Taula 3.6 resumeixen les condicions MS i MS/MS especifiques per

a cada compost.
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compost | t. retenciéo (min) | ions quant. MS (m/z)
2BP 12.4 229+231
2B4MP 14.1 243+245
4B3MP 14.4 243+245
26DBP 16.3 309+311
24DBP 16.5 309+311
246TBP 19.6 387+389
BPA 23.4 357:358
PBP 24.9 545+547
TCBPA 25.9 493:497
TBBPA 27.7 362:368

Taula 3.5 Condicions de quantificaciéo de compostos fenolics en el meétode GC-MS.

. io fill i0 quant. | excitation | amplitud | LOQ

io pare N o .. .
compost | rang m/z (m/z) majoritari | MS/MS storage excitacio estlmf}t

(m/z) (m/z) level (m/z) (V) (pg-L)

2BP 110-250 231 149 149 100 0.96 0.5
2B4MP | 110-260 245 163 163 100 0.9 -
4B3MP | 110-260 245 163 163 100 0.9 ---
26DBP 130-320 309 228 228 120 0.95 0.5
24DBP 130-320 309 228 228 120 0.95
246TBP | 160-400 387 308 387 150 1 1
BPA 130-400 357 191 191 120 0.78 0.2
PBP 210-580 547 466 466 200 0.97 30
TCBPA | 210-530 496 261 494 200 0.97 2
TBBPA | 250-620 | 594:596 435 593 240 0.95 30

Taula 3.6 Condicions de quantificacié de compostos fenolics en el métode GC-MS/MS.

En el métode MS/MS s’utilitza una finestra d’aillament de 3 m/z 1 un corrent d’emissio

de 80 pA. En alguns casos, el 16 de quantificacié per a MS/MS no es correspon amb el 16 fill

majoritari. Aquest fet s’observa per als compostos per als quals el i6 pare pateix poca

fragmentacio i la intensitat del 16 fill majoritari no és suficient per aconseguir una correcta
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quantificacio. Els limits de quantificacidé que apareixen a I’tltima columna de la Taula 3.6
sén orientadors. S’han calculat analitzant un patré de 20 pug-L” excepte per a PBP i TBBPA,
per als quals se n’ha utilitzat un de 200 ug'L™'. Assumint com a limit de quantificacié aquell
pic que presenta una relacio senyal/soroll (s/n) de 10 i fixant-nos en els valors de s/n dels pics
de cada compost a les concentracions anteriors, es poden calcular quines concentracions ens
proporcionaran una s/n=10 per a cada compost, és a dir, el seu limit de quantificacié. Per
exemple, el pic de 2BP a 20 pg-L" té una relacio s/n de 484. Si dividim aquest valor per 10
ens déna un valor de 48.4, el qual ens indica que podem reduir la concentracié de 20 pg'L™
unes 48.4 vegades. Per tant, dividim 20 pg'L" entre 48.4 i obtenim 0.41 que, arrodonint, ens
proporciona un limit de quantificacio orientatiu de 0.5 ug-L'l. La Figura 3.7 mostra el
cromatograma obtingut en les condicions optimitzades per a una mescla que conté els deu

compostos fendlics estudiats a concentracions que es troben dins el rang 1-2.5 pgrmL™".

-dhwko.JwJ MJ«J'“MJ("

15 20 25 an

Figura 3.7 Cromatograma obtingut en GC-MS per a una mescla dels deu compostos estudiats

S’ha estudiat la linealitat d’ambdds métodes (MS 1 MS/MS) i els resultats obtinguts es

recullen a la Taula 3.7.
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METODE GC-MS

compost | interval conc. (ppm) | pendent (-10'5) ordenada origen (-10'3) r’

2BP 0.027-1.343 2.32+0.01 -1.1+0.7 0.99990
2B4MP 0.01-0.49 3.94 £ 0.06 1539+1.3 0.99912
4B3MP 0.018-0.912 0.84+0.02 0.3+09 0.99770
26DBP 0.013-0.637 2.75+0.02 1.0+£0.5 0.99983
24DBP 0.013-0.657 1.85+0.01 -02+03 0.99988
246TBP 0.013-0.637 1.67 +£0.02 -1.1+0.5 0.99954
BPA 0.009-0.235 3.55+0.08 1.6+0.9 0.99843
PBP 0.094-0.471 0.34+0.02 2.1+0.8 0.99489
TCBPA 0.011-0.559 2.30+0.09 -73+£25 0.99334
TBBPA 0.106-0.529 0.23+0.02 -0.9+0.8 0.98980

METODE GC-MS/MS

compost | interval conc. (ppm) | pendent ('10'5) ordenada origen (-10'4) r’

2BP 0.027-1.343 5.0+0.2 -14+1.0 0.99599
2B4MP 0.01-0.49 13.9+04 454+0.8 0.99718
4B3MP 0.018-0.912 2.64 +0.02 -0.17 +£0.07 0.99980
26DBP 0.013-0.637 5.41+0.03 -0.2+0.1 0.99985
24DBP 0.013-0.657 3.82+0.04 -0.4+0.1 0.99965
246TBP 0.013-0.637 6.0+ 0.1 -1.0+04 0.99787
BPA 0.009-0.471 10.9+0.1 0.1+0.3 0.99947
PBP 0.047-0.471 0.14+0.02 -0.05 £ 0.05 0.96357
TCBPA 0.011-0.559 2.75+0.06 -04+0.2 0.99782
TBBPA 0.053-0.529 0.56 £ 0.06 -04+0.2 0.97476

Taula 3.7 Parametres de caracteritzacié dels meétodes cromatografics MS i MS/MS.

Els resultats anteriors s’han obtingut per mitja de calibratges per patré extern. Els

resultats son lineals per a tots els compostos amb els dos métodes i per a tot 1’interval estudiat.

No obstant, la quantificacio de les mostres es dura a terme mitjangant un meétode de calibratge

per patrd intern per corregir la variabilitat deguda a la injecci6. El compost utilitzat com a

estandard intern és el PCB-30 el qual apareix a un temps de retencié de 19.6 minuts i es pot

quantificar amb els ions 256+258.

3.3.2 Optimitzacié del métode de derivatitzacio

S’han assajat dues metodologies diferents per a la derivatitzacié de compostos fenolics.

En primer lloc un meétode d’acetilacid per reacciod dels analits amb anhidrid acétic en medi
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basic 1 posterior extraccio dels derivats amb hexa mitjangant un procés LLE 1, en segon lloc,
la sililaci6 d’aquestes substancies amb tres reactius comercials, MTBSTFA, MSTFA i
BSTFA. Les reaccions quimiques associades a cada un d’aquests processos s’esquematitzen a

la Figura 3.8.

ACETILACIO Reactiu: anhidrid acétic

1
= OH O—C—CHgs
(j/ +  CH3COOCOCH; —» @/ + CH;COOH
/\ /
X X

SILILACIO Reactiu: MTBSTFA

CH3 CH3
OH F O CH3 CHs o— s| C CH F 0
= |l | | ’ |l
[ ey = S
/\ F CHs CHj CHj F CHj
X
SILILACIO Reactiu: MSTFA
T
OH e CH, O—Si—CHs FoQ
= |l | | |
| + F—Cll—C—ll\l—Sli—CH3 — CH, + F—|C—C—l|\l—H
/\ F CHj; CHs / F CHs
X X
SILILACIO Reactiu: BSTFA
CHs CH,
H3C SI_CH3 H3C_SI_CH3
OH F O CH o— Sl—CH3 F O
= | B |
| + F—lo—c=N—s||—C|-|3 (— + F—Cll—C=N—H
/\ F CHs F

X

Figura 3.8 Reaccions quimiques implicades en els processos de derivatitzacié dels compostos
fenolics avaluats.

Primer de tot es compara el comportament cromatografic dels derivats acetilats i els
derivats sililats. En general, els pics dels compostos fenolics sililats presenten un
comportament més gausia mentre que els pics dels derivats acetilats son més amples i amb

cua. Aquest fet, lligat a que el procés d’acetilacio és més complex perque precisa de més
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temps, ens va fer decantar cap a la sililaci6 com a metode de derivatitzacid dels compostos
fenolics estudiats.

Com a agents sililants s’han avaluat tres reactius comercials, MTBSTFA, MSTFA i
BSTFA. Totes tres substancies contenen una meitat trifluoroacetamida i les dues tltimes, tot 1
tenir diferent estructura, proporcionen el mateix tipus de derivat: substitueixen 1’hidrogen del
grup OH dels fenols per un grup trimetilsilil. El primer derivatitzant, MTBSTFA, per la seva
banda, reemplaga 1’hidrogen fenolic per un grup fert-butildimetilsilil. En primer lloc es va
voler comparar el comportament cromatografic dels pics dels derivats obtinguts amb cadascun
d’ells. El comportament que presenten els derivats formats a partir de MSTFA i BSTFA és el
mateix tal com era d’esperar degut a que aquests dos agents derivatitzants formen el mateix
tipus de compostos. La resolucid observada entre els pics de 26DBP i 24DBP i 2B4MP i
4B3MP (els quals tenen temps de retenci6 molt semblants dos a dos) €s molt millor en

utilitzar MSTFA o BSTFA que en derivatitzar amb MTBSTFA, tal com es pot veure a la

Figura 3.9.
. y
12 13 14 s s 17 1 19
e
16 17 18 19 20 21

Figura 3.9 Resolucions obtingudes entre els pics de 26DBP i 24DBP (esquerra) i 2B4MP i
4B3MP (dreta) en dur a terme la derivatitzacio dels fenols, a dalt amb MSTFA i a baix amb
MTBSTFA.
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La Figura 3.10 mostra els senyals GC-MS obtinguts en derivatitzar una mescla que

conté els deu analits a concentracions que van des de 2.5 a 6.8 mg-L"' amb 50 pL de
2.5:106 -
2-108 4 -

MTBSTFA, MSTFA o BSTFA.
1.5-106 -
1-106 -
0.5-10% 4 h
o il
& &

S 3
SR &
v '&b‘ 5‘3’% @ 0

area de pic
I

i 1

2 Nt N kod ad
& & F F

Il MTBSTFA [ MSTFA [] BSTFA

Figura 3.10 Senyals obtinguts en la derivatitzaci6 d’una mescla dels deu analits amb els tres
derivatitzants avaluats.

El primer que ens crida 1’atencio a 1’observar la Figura 3.10 és que els senyals
obtinguts amb MTBSTFA per a la majoria de compostos son superiors als aconseguits amb
els altres dos derivatitzants, els quals proporcionen, en general, arees similars per a tots els
fenols. Aquest fet es deu a que, amb aquest derivatitzant (MTBSTFA), els pesos moleculars
dels derivats formats son més grans que per als altres dos al presentar aquests una meitat fert-
butilica; un increment en el pes molecular es tradueix en un augment de la sensibilitat. No
obstant, aquests pesos moleculars es troben, per als derivats més pesants, per sobre del rang
m/z que podem analitzar amb 1’aparell utilitzat pel que tenim problemes en la quantificacié de
PBP, TCBPA i TBBPA.

S’ha estudiat I’efecte de ’addicié d’acetona, metanol 1 aigua durant el procés de

derivatitzacio dels compostos fenolics amb els tres agents sililants (Figura 3.11)
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Figura 3.11 Efecte de ’addicié d’acetona, metanol 1 aigua en la derivatitzacido de compostos
fenolics amb MTBSTFA, MSTFA i BSTFA.
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Dels grafics anteriors podem deduir que, en molts casos, la preséncia d’acetona,
metanol o aigua en el medi de reaccié provoca una disminucid del seu rendiment. Aquesta
disminucié és més marcada en el cas de tenir metanol ja que aquest solvent també conté un
grup hidroxil susceptible a ser transformat i1 part del derivatitzant es consumeix per reaccio
amb ell. El mateix efecte és el que es pot observar com a conseqii¢éncia de la preséncia
d’aigua. Les traces d’aigua, ja sigui perque el medi de reaccié conté aquesta substancia o
altres solvents que en continguin en petita proporcid, també tenen un efecte negatiu sobre els
derivats un cop formats ja que aquests acostumen a ser sensibles a la hidrolisi. Aquest efecte
¢s menys acusat en treballar amb MTBSTFA donat que la presencia del grup tert-butil
voluminds fa que I’enllag Si-O quedi protegit enfront la hidrolisi, perd decidim descartar
aquest reactiu pels problemes que ens ocasiona en la quantificacid dels compostos més
pesants. En comparar els resultats obtinguts per a MSTFA i BSTFA, podem veure que
ambdos presenten una sensibilitat semblant pero que els derivats formats amb BSTFA son
menys estables, sobretot en preseéncia de metanol, el que provoca que desapareguin gairebé
tots els pics. Per totes aquestes raons decidim treballar amb el derivatitzant MSTFA.

La optimitzacido de les condicions de derivatitzacid6 s’ha dut a terme mitjancant un
disseny experimental de tipus factorial a dos nivells, amb tres factors: volum de derivatitzant
(20-200 pL), temps (0.5-2 hores) 1 temperatura (40-80 °C). El nombre total d’experiments a

realitzar son 11 (2°=8, més 3 punts centrals) (Taula 3.8).

experiment temps (h) temperatura (°C) volum derivatitzant (uL)
1 2 80 20
2 0.5 40 20
3 0.5 80 20
4 1.25 60 110
5 2 40 200
6 2 40 20
7 0.5 40 200
8 2 80 200
9 0.5 80 200
10 1.25 60 110
11 1.25 60 110

Taula 3.8 Condicions experimentals per a cada un dels experiments a realitzar en
I’optimitzacié de les condicions de derivatitzacio.
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Les mostres utilitzades en aquests experiments son aliquotes d’extracte procedent d’un
procés d’extraccid en fase solida d’aigua residual fortificada amb els deu analits a un nivell de
concentracio entre 10 i 30 pg'L™". Per a cada experiment s’han agafat 500 uL d’extracte SPE,
100 pL d’una solucié de PCB-30 (estandard intern) de 5 ug-L™, el volum indicat de MSTFA i
el volum necessari d’acetat d’etil fins arribar a 1 mL. Els resultats obtinguts en el disseny es
representen com a arees relatives de cada compost respecte a 1’area del patr6 intern (Figura

3.12).

12 —— 2BP
10 —=— 2B4MP
4B3MP
s 8 I 26DBP
;«: 6 —¥— 24DBP
= —e— 246TBP
,;‘5 4 T ————— h; - — g +— BPA

TCBPA

o— TBBPA
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Num. d'experiment

Figura 3.12 Resultats obtinguts en I’optimitzacid de les variables que afecten al procés de
derivatitzacio.

L’analisi dels resultats obtinguts després de realitzar els 11 experiments dona lloc a les
Cartes Pareto per a cada compost. Les de 2BP i 26DBP es mostren com a exemple a la
Figura 3.13. Les barres horitzontals ens indiquen 1’efecte de cada variable o combinaci6 de
variables. Si el valor de ’efecte és inferior al marcat amb una linia vertical significa que
aquestes variables no son estadisticament significatives a un nivell de confianca del 95%.
Aquest comportament es repeteix per a tots els analits i totes les variables o combinacions de
les mateixes indicant que variacions en el t, T o V de derivatitzant no modifiquen de forma
significativa el rendiment de la reacci6 de derivatitzaci6. A la Figura 3.13 també¢ apareixen
els grafics d’efectes principals i d’interaccions entre variables. Si ens fixem en el 26DBP, el

seu grafic d’efectes principals ens indica que un augment del temps i de la temperatura es
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tradueix en un augment del senyal (major per al cas del temps degut al pendent superior de la
recta) mentre que un augment del volum de MSTFA provoca una petita disminuci6 de la
resposta, tot aix0 tenint en compte que en cap cas les variacions son estadisticament
significatives a un 95% de confianga. Pel que fa al grafic d’interaccions entre variables, linies
paral-leles ens indiquen que no hi ha interaccié mentre que linies que es creuen vol dir que si
que n’hi ha. Per a I’exemple del 26DBP, si ens fixem en la interaccid entre les variables B
(temperatura) i C (volum de derivatitzant), podem dir que quan B val 40°C, la resposta per
aquest compost augmenta quan la variable C passa del seu valor més alt (+) al seu valor més
baix (-) mentre que quan B és de 80°C, la resposta del 26DBP disminueix quan la variable C

passa del seu valor més alt (+) al seu valor més baix (-).

( A: 2-bromofenol ) ( B: 2,6-dibromofenol )

CARTES PARETO

C:volum _ B: temperatura
sc | I AC
AC - . . . , , C: volum : :
0o 05 1 15 2 25 3 ! 1,3 2 23 3
GRAFICS D’EFECTES PRINCIPALS
T1F ] 433 F
7k i 431
4,29 =
6,9 4
\ 427 | \
68 7 425 =
6,7k = 423
0.5 20 400 80,0 20,0 200,0 05 20 400 80.0 200 200.0
temps temperatura volum temps temperatura volum
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GRAFICS D’INTERACCIONS ENTRE VARIABLES
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Figura 3.13 Estudi estadistic de I’optimitzacio de les caracteristiques de derivatitzacio per a
A) 2-bromofenol i B) 2,6-dibromofenol.

La sililacié de compostos fenolics amb MSTFA ¢és un procés que té lloc de forma
immediata al posar en contacte els compostos de partida amb I’agent derivatitzant. Podem fer
aquesta constatacio després de comprovar que la derivatitzacidé pot tenir lloc en el propi
injector del cromatograf. Si aspirem, mitjangant una xeringa per a cromatografia de gasos, 1
uL d’extracte SPE (igual a I’utilitzat en el disseny experimental), 1 uL d’aire, 0.5 pL de
MSTFA 1 ho injectem tot junt, obtenim un cromatograma on apareixen els pics de tots els
derivats fenolics amb unes arees equivalents a les obtingudes en el disseny, fet que ens
confirma que el rendiment de la reaccié en aquesta prova i en els 11 experiments del disseny
¢s el mateix. Aquest comportament ja havia estat observat per Basheer et al. [56] emprant un
altre reactiu sililant, BSTFA. Per altra banda, s’ha demostrat que la temperatura de I’injector
tampoc influeix de forma significativa en el procés de derivatitzacio tal com es pot deduir de

la Figura 3.14.
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Figura 3.14 Efecte de la temperatura d’injeccio en la derivatitzacié de fenols amb MSTFA.

Després de determinar les condicions optimes per tal de dur a terme la derivatitzacio de
compostos fenolics amb MSTFA, s’han conduit estudis per avaluar I’estabilitat dels derivats
un cop formats. La Figura 3.15 recull un seguit de grafics en els quals es mostren els resultats
d’aquests estudis. En el grafic (1) es mostren les arees obtingudes per a tots els compostos en
derivatitzar, amb 20 pL de MSTFA, 1 mL d’una soluci6 patré preparada en acetat d’etil a
concentracions entre 4 i 8 mg-L"'. Aquesta solucié estindard s’analitza just després de la
derivatitzacio 1 tres dies després i les respostes obtingudes en els dos casos son equivalents
demostrant que, en aquest cas, no s’ha produit degradacio dels derivats. En el grafic (2) es du
a terme també un estudi d’estabilitat dels derivats al llarg del temps pero utilitzant ara un
extracte final en acetat d’etil procedent de 1’extraccid en fase solida d’un litre d’aigua MilliQ
fortificat a un nivell de 5 pg-L™" amb els deu compostos objecte d’estudi i processat tal com es
descriu a I’apartat experimental. Es comparen les arees obtingudes després de derivatitzar
també 1 mL de I’extracte amb 20 pLL de MSTFA. En aquest cas, la degradacio6 dels derivats €s
molt marcada si comparem les primeres i1 segones columnes de cada compost les quals
corresponen, respectivament, a les respostes obtingudes en analitzar els extractes just després
de la derivatitzacio i al cap de 24 hores. Tal com podem veure, les arees corresponents a
’analisi dut a terme només un dia després de la derivatitzacidé disminueixen drasticament i, en

alguns casos, fins i tot els derivats desapareixen.
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Figura 3.15 Estudis de degradaci6 dels compostos fenolics derivatitzats amb MSTFA. (1)
Estudi de I’estabilitat d’un patro; (2) Estudi de I’estabilitat d’extractes SPE derivatitzats amb
20 uL de MSTFA; (3) Estudi de I’estabilitat d’extractes SPE derivatitzats amb 100 pL de
MSTFA; (4) Estudi de la presencia d’aigua en el medi de reaccio.

Aquest comportament ens fa pensar que la preséncia de traces de substancies utilitzades
durant el procés SPE, com per exemple 1’acid clorhidric emprat per acidificar les mostres o
I’acetona present a la solucid de fenols utilitzada per a la fortificacié de 1’aigua, poden ser les
causes d’aquesta degradacio dels derivats. En el mateix grafic s’estudia I’efecte d’afegir 20
puL de derivatitzant més (terceres columnes) i s’observa com les arees es tornen a recuperar i
que, si tornem a analitzar aquest extracte en dies posteriors, es torna a observar una
disminuci6 de les respostes (quartes i cinquenes columnes). Aquest comportament no
s’observa si en comptes de 20 ul. de MSTFA treballem amb 110 pL tal com es pot deduir del
grafic (3). En aquest cas, que s’ha estudiat també amb extracte SPE, no s’observa degradacio
dels derivats analitzant els extractes cinc dies després de la derivatitzacid. Un punt que és
molt critic és la preséncia d’aigua en el medi de reacci6. El grafic (4) mostra ’efecte de
I’addicio de 50 pL d’aigua a un extracte SPE obtingut a partir de 1’extracci6 de 500 mL
d’aigua residual fortificada a concentracions de 10 pg'L™. La preséncia de traces d’aigua
disminueix 1’eficacia de la derivatitzacio. Per tant, al dur a terme les proves de
preconcentraciéo de compostos fenolics per SPE haurem d’assecar bé els cartutxos abans de
realitzar 1’elucid perque no hi quedin restes de la mostra aquosa.

Aixi doncs, tot 1 que el disseny experimental mostra que no existeixen diferéncies
significatives en el rendiment de la reaccid de derivatitzacio al utilitzar volums de MSTFA

entre 20 1 200 pL, ens convé treballar com a minim amb 110 plL per aconseguir que els
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derivats formats siguin estables al llarg del temps. Igualment, a I’haver comprovat que la
derivatitzacid pot tenir lloc a I’injector del cromatograf immediatament després de posar en
contacte els analits amb el derivatitzant, no €s necessari sotmetre la mescla a un temps de
reaccio de 30 minuts que és el temps minim avaluat en el disseny experimental.

Per tant, a partir d’ara durem a terme la derivatitzacié dels compostos fenolics amb 110
uL de derivatitzant MSTFA directament dins un vial ambar al mostrejador del cromatograf de
£asos.

Pel que fa als espectres de masses dels fenols derivatitzats amb MSTFA, el pic de I'i6
molecular per a cada compost hauria de correspondre al seu pes molecular més un valor de 72
unitats, corresponent a la perdua d’un hidrogen i a la presencia del grup trimetilsilil (73
unitats), pero té lloc la pérdua d’un grup CH; de 15 unitats de forma immediata. Per aixo, el
pic més intens dels espectres obtinguts sera (M+57) (on M és el pes molecular de cadascun
dels compostos fendlics), sempre tenint en compte les variacions degudes a la preséncia de

Br, que dona lloc a un patr6 caracteristic en funci6 del nimero d’atoms a cada compost.

3.3.3 Preconcentracio de compostos fenolics per SPE

Un cop optimitzats els parametres de derivatitzacio i analisi dels deu compostos fenolics
estudiats, s’han dut a terme estudis de preconcentracié d’aquests compostos mitjangant
extraccio en fase solida utilitzant un cartutx comercial de divinilbenze i N-vinilpirrolidona

(Oasis HLB). L’estructura i les caracteristiques fisiques d’aquesta matriu solida es resumeixen

a la Figura 3.16.
Parametre Valor
Massa de sorbent per cartutx 60 mg
Volum de porus 1.3 cm’g!
diametre de porus 80 A
diametre de particula 30 um o 60 pm
area superficial especifica 810 m* g

Figura 3.16 Estructura i propietats fisiques del sorbent Oasis HLB.
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S’han utilitzat mostres d’aigua MilliQ 1 aigiies residuals procedents de la sortida de
I’estacio depuradora de Silvouta, la qual recull les aigiies de desfet de la ciutat de Santiago de
Compostela. Aquestes aigiies s’han fortificat a diferents nivells de concentracié i s’han
processat tal 1 com s’exposa a la part experimental i derivatitzat 1 analitzat en les condicions
optimitzades als apartats anteriors.

En primer lloc s’ha comprovat si s’assolia el volum de trencament de la fase solida
percolant 2 litres d’aigua MilliQ fortificada a 1 pg'L' a través de dos cartutxos Oasis
disposats en série. Els dos cartutxos s’han eluit per separat amb 3 mL d’acetat d’etil i s’han
analitzat. L’eluent procedent del segon cartutx no conté compostos fenolics, fet que ens indica
que en les condicions experimentals utilitzades (2 L, 1 pg-L'l) no s’ha assolit el volum de
trencament del sorbent.

Pel que fa a les proves de preconcentracio, s’han assajat dos nivells de fortificacio
diferents, 51 0.5 pg'L" per a I"aigua MilliQ (1 L) i 10 pg'L" per a I’aigua residual (0.5 L) i els
resultats per a ambdues matrius es poden veure a la Taula 3.9 i la Taula 3.10. Els extractes
s’han analitzat emprant el meétode de GC-MS. Fins i tot en aquells casos en que es treballa a
nivells de concentracido més baixos s’ha pogut quantificar els analits i els valors de desviacid
estandard relativa son acceptables, demostrant que el métode és reproduible. Destaca el valor
de 170 % obtingut per a 2-bromo-4-metilfenol en aigua residual degut a que aquest compost
apareix juntament amb una interferéncia en aquesta matriu. Aquest problema podria ésser

resolt facilment amb 1’aplicacio del métode de GC-MS/MS.

AIGUA MILLIQ

fortificacio: 0.5 ug-L'1 fortificacio: 5 ug-L'1

R (%) RSD (%) R (%) RSD (%)
2BP 77 5 87 3
2B4MP 107 5 111 3
4B3MP &9 4 84 4
26DBP 76 3 73 3
24DBP 82 5 78 2
246TBP 79 8 74 3
PBP 106 16 98 7
BPA 91 4 80 4
TCBPA 96 8 79 6
TBBPA 83 17 72 8

Taula 3.9 Recuperacions obtingudes (n=4) en la preconcentracié de compostos fenolics
presents en 1 L d’aigua MilliQ a dos nivells de concentracio.
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Taula 3.10 Recuperacions obtingudes (n=4) en la preconcentracié de compostos fenolics
presents en 0.5 L d’aigua residual.

S’han calculat els limits de quantificacié del metode instrumental (GC-MS) a partir de
la relacid senyal/soroll d’un patr6 de compostos fenolics, tal com ja hem vist en optimitzar el
metode GC-MS/MS. Tenint en compte els factors de preconcentracioé aconseguits s’han pogut

calcular, de forma aproximada, els limits de quantificaci6 del métode d’analisi total. Els

2BP

2B4MP
4B3MP
26DBP
24DBP
246TBP

PBP
BPA

TCBPA
TBBPA

AIGUA RESIDUAL

fortificaci: 10 pg-L”

R (%)

RSD (%)

126
170
105
93
100
99
96
107
85
105

CO NN O NN~

resultats corresponents a aquest estudi es recullen a la Taula 3.11.

. LOQ LOQ
Conc. patro . . . \
Compost (mg~L'l) area patro s/n patro 1nstrume1ntal metodle
(ng'l™) (ng'L")
2BP 0.26 30931 350 7 9
2B4MP 0.18 19073 680 3 3
4B3MP 0.09 7541 150 6 7
26DBP 0.12 16648 300 4 5
24DBP 0.13 10652 99 13 16
246TBP 0.12 12018 240 5 6
BPA 0.09 11563 210 4 5
PBP 0.09 3686 65 13 15
TCBPA 0.11 57469 500 2 3
TBBPA 0.10 3132 20 50 60

Taula 3.11 Limits de quantificacio6 instrumentals i del métode d’analisi calculats per GC-MS
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Els limits de quantificacio calculats per a 1’extraccidé en fase solida, derivatitzacio i
analisi per GC-MS de fenols es troben en el rang de les ppt. Tenint en compte les variacions
associades a I’etapa d’extraccio en fase solida i a la derivatitzacio, els limits de quantificacio
reals es trobaran per sobre dels valors indicats, perd podem assumir que encara es situaran en
el rang de les ppt. Aquests valors permeten quantificar aquests compostos a nivells per sota de
les concentracions maximes permeses en aigilies. El métode desenvolupat, per tant, és adient
per a I’analisi de compostos bromofenolics i bisfenolics de tipus A 1 proporciona bones
reproductibilitats i limits de quantificaci6. Al aplicar el metode a aigiies residuals fortificades
s’han obtingut recuperacions quantitatives, el que indica la validesa del metode desenvolupat

per a I’analisi d’aquest tipus de mostres.
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4.1 INTRODUCCIO

El sol, tot i1 constituir un percentatge elevat del conjunt del planeta, s un bé escas alhora
que representa el primer desti dels productes de desfet procedents de 1’activitat humana i
industrial. Conservar el sol en bon estat és essencial per mantenir 1’equilibri existent en el
nostre ecosistema. El sol, en primer lloc, és 1’habitat natural de la majoria d’especies vegetals
1 animals 1 les seves propietats sovint condicionen el tipus de vida que s’hi desenvolupa. Al
mateix temps, funciona com a sistema de reciclatge de la natura, assimilant els organismes
morts 1 fent que serveixin de nutrients per als que estan creixent. En segon lloc, les
caracteristiques del sol son el principal factor que controla el desti de I’aigua en el seu cicle

hidrologic. Per ultim, i sens dubte no menys important, el sol és el medi on I’home ha assentat
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tota la seva estructura de vida, des de cada edifici fins a carreteres, aeroports, cultius, etc. [1].
Per totes aquestes raons €s clau controlar els productes quimics que s’aboquen al sdl ja siguin
plaguicides, residus industrials o productes derivats de 1’us domestic, que moltes vegades es
llencen sense control. Aquests productes, sovint anomenats xenobidtics, perqué son estranys
al mon viu, poden ser inerts i inofensius o, per contra, produir danys biologics importants, fins
1 tot quan es troben a concentracions baixes.

Un cop arriben al sol, els productes quimics poden seguir diferents camins. Poden
volatilitzar-se o ser adsorbits per alguns dels components del sol com les argiles o la matéria
organica, percolar-se i arribar als aqiiifers o aigilies subterranies, es poden produir reaccions
quimiques en el si del sol que causin la seva descomposicid o transformacié en altres
productes, en alguns casos encara més perillosos que els propis productes de partida, ser
biodegradats per microorganismes, patir rentats de la superficie del sol i es poden incorporar
als corrents d’aigua o rius o, en el pitjor dels casos, ser assimilats per animals o plantes i
d’aquesta manera entrar a formar part de la cadena trofica.

El ritme en el que el sol és destruit o inutilitzat de les seves funcions basiques ¢és, en
general, superior al de creacid de nou sol util. Aquest fet provoca la necessitat de frenar els
processos pels quals els sols perden les seves caracteristiques i alhora s’han de desenvolupar
metodes que ajudin a la recuperacio d’aquells que ja es troben contaminats, perd abans
d’iniciar politiques de recuperacid de sols €s necessari congixer els nivells de contaminacio
que aquests contenen. El problema radica en que tot i saber que ha tingut lloc, ja sigui per
accident o per negligéncia, un abocament d’una substancia en un so0l, la quantitat d’aquesta
que trobarem en la seva forma original vindra condicionada per tots els processos descrits
anteriorment. Ens podem trobar amb altres formes de la mateixa substancia o productes de
degradacio, 1 aquesta €s una de les raons per les que 1’analisi de sols €és un procés complex.

A continuacio es descriuran els métodes més habituals d’extraccié de productes quimics
presents en sols fent émfasi especialment en els compostos fenolics, que son els que

s’estudien en aquesta memoria

4.1.1 Metodes d’extraccio de fenols en sols

L’extraccié de contaminants organics de mostres solides o semisolides ha estat
ampliament estudiada en els ultims anys. Els métodes desenvolupats es poden dividir en dues

categories, els tradicionals, que normalment son més simples perd consumeixen grans volums
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de dissolvent, i els metodes més nous, que tenen les avantatges d’una major velocitat
d’extraccid, reduccid dels volums de solvents utilitzats, disminucié del temps d’analisi i
automatitzacio, perd que, per contra, requereixen de 1’Gs d’instruments que encareixen el preu
de I’analisi i que, moltes vegades, no es troben a disposicid de tots els laboratoris. En general,
tots els metodes es basen en el contacte de la mostra solida amb una solucié que pot ser
organica o aquosa. Per ajudar a I’extraccid, en alguns d’ells s’aplica calor, pressid o una
combinacio6 dels dos, radiacio electromagneética per accelerar 1’escalfament o ones de so per

afavorir I’agitacié de la mescla.

4.1.1.1 Meétodes tradicionals

Els métodes d’extraccid de sols tradicionals o convencionals son l’extraccié amb
soxhlet, I’extraccié per agitacio mecanica i I’extracciéo amb ajuda d’ultrasons.

El soxhlet és la técnica de referéncia per a I’extraccio de sols i és la que es recomana en
molts métodes oficials d’analisi. Es un métode en el que es treballa a reflux i que consumeix
grans volums de dissolvents, generalment organics, per tal de dur a terme repetidament cicles
d’extraccid durant periodes que van des de les 8 a les 24 hores. Tot i ser un métode tedios,
requereix d’instrumental senzill 1 s’ha aplicat ampliament a 1’analisi de compostos fenolics ja
sigui com a metode Unic [2,3] o, en molts casos, com a metode estandard per comparar amb
altres metodologies desenvolupades o ja conegudes perd que s’apliquen en unes determinades
condicions [4-6]. Existeix una variant del metode soxhlet convencional en la que
s’aconsegueix reduir en gran mesura el temps d’extraccid 1 fins en un 80% el volum de
solvents utilitzat. Coneguda com a soxtec, ¢és una técnica que consisteix en tres fases: contacte
de la mostra solida amb el solvent en el seu punt d’ebullicié durant aproximadament una hora,
una segona etapa consistent en una extraccio soxhlet normal perd durant no més de 60 minuts
1 Pevaporacio del dissolvent enriquit en els analits, tots tres passos emprant un mateix aparell
[7].

L’us de I’agitaci6 mecanica, ja sigui orbital o circular, per posar en contacte la mostra
solida amb D’extractant és la forma d’extraccid més senzilla que es coneix. Cal escollir un
dissolvent apropiat en funcidé de les caracteristiques dels analits a extreure i el periode
d’agitacid sol ser bastant més curt que per al cas del soxhlet. En el cas dels compostos
fenolics s’han utilitzat mescles metanol/aigua [8] o solucions acides (acid clorhidric) [6]
encara que, aprofitant les propietats acid-base que presenten els fenols, es poden extreure

facilment en la seva forma fenolat mitjancant solucions alcalines [9-12]. Una manera

149



CAPITOL 4

d’augmentar I’eficacia del procés d’extraccid per agitacido mecanica és col-locant la mescla en
un bany d’ultrasons o utilitzant una sonda d’ultrasons. En aquest cas, les ones sonores
aplicades son les encarregades de produir D’agitacio6 de la mescla sol-dissolvent i
s’aconsegueix que els temps de contacte siguin més curts. Solvents com diclormeta [13,14] o
aigua [15] s’han aplicat per a I’extraccié de compostos fenolics de matrius solides fent s dels
ultrasons. Un inconvenient de les extraccions que utilitzen el contacte sol-solucio, ja sigui per
agitacio o ultrasons, és que el procés cal repetir-lo de dues a tres vegades amb extractant nou
per aconseguir bones eficacies. Aixo fa que el temps d’analisi i els volums de solvent, que

s’han aconseguit reduir respecte al soxhlet, es tornin a allargar.

4.1.1.2 Meétodes instrumentals

En aquest grup s’han volgut incloure totes aquelles metodologies d’extraccié de sols
més recents que incorporen 1’Gs d’instrumental més complex i I’aplicacid, a més de
temperatura, de pressio, radiacié electromagneética i solvents en el seu estat supercritic. De
totes les metodologies que s’inclouen dins aquest grup, potser la més aplicada a 1’analisi de
fenols és I’extraccié assistida per microones (MAE), ja sigui sota pressio, pMAE [16-18], o
a pressio atmosferica, aMAE [19,20]. Les microones actuen escalfant la mostra de manera
diferent als metodes convencionals. En aquests ultims, el primer que té lloc és 1’escalfament
del recipient i, poc a poc, la calor és transferida a la soluci6. Les microones, en canvi,
concentren tota 1’energia sobre la mostra (sense produir-se 1’escalfament del recipient que la
cont¢) 1 d’aquesta manera s’assoleix més rapidament el punt d’ebullicié del solvent i
s’escurcen els temps d’extraccid. No obstant, cal tenir en compte que els extractants escollits
han de ser capacos d’absorbir les microones. En general s’utilitzen dissolvents organics
convencionals perd Mahugo Santana et al. [21] apliquen una técnica MAE per a I’extracci6 de
vuit compostos fenolics utilitzant com a extractant un tensioactiu no idnic (&ter de
polioxietilen-6-lauril). Els parametres a controlar en un procés MAE son la pressio, el temps,
el poder de la radiacio i el volum 1 tipus d’extractant. Moltes vegades, degut al gran numero
de variables a optimitzar, s’apliquen técniques quimiomeétriques com el disseny experimental
per tal de reduir el nombre d’experiments a realitzar [4,22]. A més, quan ¢és necessari dur a
terme derivatitzacio dels compostos fenolics préviament a la seva deteccio, és possible
incorporar els reactius derivatitzants dins els reactors de microones perque 1’extraccid i la
derivatitzacié tinguin lloc en un sol pas [23]. Tot i que fins ara només ens hem referit a

I’extraccié de compostos fenolics, els metodes MAE s’han aplicat extensament a nombrosos
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grups 1 families de compostos com plaguicides organoclorats [24], carbamats, triazines,
bifenils policlorats (PCBs) i hidrocarburs aromatics policiclics (PAHs) [25,26], compostos
organometal-lics [27] 1 productes farmaceutics 1 naturals [22].

Un altre métode instrumental aplicat a I’extraccio de fenols en sols €és 1’extraccié amb
solvents accelerada (ASE) o també coneguda com extracci6 amb fluids pressuritzats (PFE).
Aquesta metodologia utilitza la combinaci6 de pressio i temperatura per extreure analits, de
forma rapida i eficag, de mostres solides. L’augment de la temperatura permet debilitar les
interaccions existents entre els analits a extreure 1 els punts actius de la matriu solida i
disminueix la viscositat i la tensid superficial dels solvents utilitzats de manera que
s’afavoreix la penetracio del solvent dins el solid. Amb un augment de la pressio,
s’aconsegueix que els extractants utilitzats es mantinguin en forma liquida per sobre del seu
punt d’ebullicio. Alguns dels solvents utilitzats en I’ASE de compostos fenolics son
acetonitril [28], aigua, ja sigui sola [29] o combinada amb modificadors organics com
acetonitril [30], mescles acetona-metanol (1:1 v/v) [31], diclormeta [6] o hexa [32]. En aquest
ultim cas, la incorporacié de modificadors organics tal com metanol o acetona fa que
augmenti la solubilitat dels compostos més polars 1 d’aquesta manera es millora 1’eficacia del
procés d’extraccio.

Un fluid supercritic és una substancia que a unes determinades condicions de pressid i
temperatura (conegudes com el seu punt critic) adopta un comportament intermedi entre un
liquid 1 un gas. Algunes de les propietats que ofereixen aquests tipus de fluids son un bon
poder solvatant, alta difusibilitat, baixa viscositat i una tensi6 superficial minima. Degut a
totes aquestes caracteristiques, els fluids supercritics son uns bons extractants per a compostos
organics. El dioxid de carboni resulta ser un dels solvents més adequats per aplicar la técnica
d’extraccié amb fluids supercritics (SFE) degut a que les seves condicions supercritiques
son simples d’assolir (74.8 atm 1 31.1°C) [7], és quimicament inert i no €s toxic ni explosiu.
En el seu estat supercritic té€ unes caracteristiques similars a les del penta, pel que resulta ser
adient per a I’extraccidé d’analits poc polars. S’ha aplicat també a I’extraccidé de compostos
fenolics de mostres de sol [33] essent necessaria en aquest cas 1’addicio d’un modificador
organic (metanol) per aconseguir una mescla capa¢ de donar lloc a extraccions més eficaces
per als derivats més polars. Altres solvents que es poden utilitzar per a la SFE de compostos
organics sobn amoniac, metanol, 0xid nitrds o fins i tot aigua, encara que els valors de pressio i
temperatura que s han d’assolir en alguns casos es troben molt per sobre dels que s’utilitzen
amb CO,. En I’extraccié amb fluids supercritics es pot operar en condicions estatiques, quan

la mostra i solvent es barregen i es deixen en repos, o dinamiques, quan és el fluid supercritic
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el que circula continuament a través de la mostra. El seu avantatge principal és que és una
técnica molt neta perque el CO, s’elimina facilment i no s’introdueix cap altra substancia
contaminant, pero requereix d’un equipament especial i costos.

L’extracci6 mitjancant purga i atrapament (purge and trap) és una técnica
ampliament usada en 1’extraccié de compostos organics volatils presents en mostres aquoses.
També és aplicable a 1’analisi de mostres solides, concretament Zuloaga et al. [34] I’han
utilitzat per a 1’analisi de compostos fenolics en mostres de sol fortificat. L’extraccio té lloc
en dos passos, la volatilitzacié dels analits a 1’espai en cap del recipient que conté la mostra,
seguida d’una purga i arrossegament dels analits amb un corrent de gas inert que els
transporta fins a una trampa (¢rap) que els adsorbeix. Finalment, els compostos sén desorbits
térmicament i enviats directament al port d’injeccié d’un cromatograf de gasos.

Una altra técnica que t€ més aplicacid per a I’analisi d’aigiies pero que s’ha utilitzat per
a I’extraccié de sOls és la microextraccié en fase solida (SPME). Es, principalment, un
metode de preconcentracié de matrius liquides tal com hem vist en el capitol 1 (apartat 1.3.2)
1 consisteix en un procés de particio dels analits entre la mostra 1 una fase estacionaria que es
pot submergir en la mostra o posar en contacte amb 1’espai en cap del recipient que la conté,
en el cas de I’analisi de substancies volatils. Quan s’aplica la SPME al monitoratge de mostres
solides es poden seguir dos esquemes de treball, tal com presenten Sarridon et al. [35] per a
I’analisi de clorobenzens: extraccid directa del sol per exposicio de la fibra a I’espai en cap o
extraccidé d’una suspensio sol-aigua on es submergeix la fibra. La técnica de microextraccio
en fase solida també s’ha aplicat per a I’extraccid de fenols en sols [36,37].

Per ultim, potser una de les técniques d’analisi de sols més innovadores ¢és la que rep el
nom de dispersié6 en matriu de fase solida (Matrix Solid-Phase Dispersion, MSPD). Es
analoga a la SPE pero aplicada a matrius solides. El sol que conté els analits a extreure es
mescla amb una certa quantitat d’un sorbent dels utilitzats per a 1’extraccié en fase solida.
S’empaqueta una columna amb la mescla sol-sorbent (recomanat en proporcié 1:4) i s’elueix

amb un solvent adequat, tal 1 com es fa en un procés de SPE [7].

Cal considerar que la major part dels métodes comentats per a I’extraccié de matrius
solides han estat validats per I’Agencia de Proteccié del Medi Ambient dels Estats Units. La
Taula 4.1 mostra un recull de les metodologies oficials actuals establertes per I’EPA per a
I’analisi de mostres solides juntament amb algunes de les caracteristiques més rellevants de

cada una d’elles.
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consum
dissolvent
/extraccio

meétode | técnica temps

aplicacié (*) cost nivell
EPA extraccio P extraccio

equipament | automatitzacio

compostos

3540 soxhlet OTganies no | ¢ »4 hores 150-300 baix

volatils 1 mL

semivolatils
bifenils

policlorats,

minim

3541 soxtec plaguicides 2-4 hores | 40-50 mL | baix-moderat minim
organoclorats

1 compostos
semivolatils
compostos

3545 ASE Organics no | aprox. 12 25 mL At completament

volatils 1 min. automatitzat
semivolatils

compostos
organicsno | 5-15 min. 50-100
volatils 1 (3-4 cops) mL
semivolatils
hidrocarburs
3560 SFE semivolatils
del petroli
hidrocarburs
3561 SFE aromatics
policiclics
bifenils
policlorats 1
3562 SFE plaguicides
organoclorats

()

3550 ultrasons baix-moderat minim

30 min.—

10-20 mL alt de minim a alt
lhora

(*) compostos presents en sols, fangs relativament secs i residus solids.

(**) compostos presents en sediments, cendres i altres matrius solides sensibles a I’extraccié amb solvents convencionals
(a més de sols, fangs relativament secs i residus solids)

Taula 4.1 Métodes oficials de I’EPA per a I’extracci6 de matrius solides.

4.1.2 Interferéncies associades a I’extraccio de sols

Un dels principals problemes de la majoria de metodes d’extraccido de sols és que es
porten a terme en condicions experimentals molt agressives i aix0 provoca que, en general,

s’extreguin un nombre gran de compostos i els meétodes no son gaire selectius. Aquest fet,
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lligat a que els sols presenten una composicid molt heterogénia, amb moltes substancies
susceptibles a ser extretes amb els solvents, condiciona que els extractes obtinguts siguin
complexos 1 que els analits d’interés dificilment es puguin quantificar sense un pas previ
d’eliminacié d’interferéncies. Aquesta etapa de purificacid (clean-up) es pot dur a terme
simultaniament amb una preconcentracio dels analits que millora la deteccié dels mateixos. El
metode més utilitzat a tal efecte és 1’extraccio en fase solida perque resulta ser un procediment
senzill 1 que es pot acoblar facilment a les técniques de deteccid cromatografica, tal com ja
hem vist en el capitol 2 d’aquesta memoria. Altres técniques utilitzades son I’extraccio liquid-
liquid 1 la microextraccid en fase solida. En alguns casos no s’apliquen técniques de clean-up
després de I’extraccid del sol, perd degut a que els volums de solvents utilitzats en molts
metodes son elevats €s necessari reduir aquest volum per mitja de meétodes d’evaporacio per
aconseguir concentrar les substancies d’interés abans de dur-ne a terme la quantificaci6. Sota
aquestes circumstancies es corre el risc de tenir peérdues dels analits més volatils o que es
produeixi contaminaci6 o adsorci6 dels mateixos en el material de vidre emprat.

Per al cas de I’extraccié de compostos fenolics presents en sols i el seu posterior analisi
per cromatografia liquida, les principals interferéncies que poden dificultar la quantificacid
d’aquests analits son constituents de la fraccio organica del propi sol. La matéria organica del
s0l es composa de materials inalterats i altres que no conserven el seu estat original sind que
han patit transformacions per mitja de processos d’humificacio. A la vegada, aquest ultim
grup es divideix en les substancies himiques i les no himiques. Les substancies no humiques
son compostos que pertanyen a families bioquimiques comunes com carbohidrats, lipids o
aminoacids, mentre que el grup de les substancies humiques esta format per una scrie de
compostos d’alt pes molecular, acolorits (amb tons que van des del groc fins al negre) i que
poden ser extrets del sol per mitja de solucions alcalines, sals neutres 1 dissolvents organics.
Es una mescla de substancies heterogenia formada, basicament, per acids humics, acids
falvics 1 humines, les quals presenten diferent solubilitat en funcié del medi. Els acids fulvics,
de coloraci6 groguenca, son solubles en aigua en tot el rang de pH mentre que els acids
humics precipiten en condicions acides (pH<2) i1 son de color marr6 fosc. Les humines sén
negres i insolubles a qualsevol valor de pH [1]. Ateses les condicions de solubilitat de les tres
fraccions 1 donat que realitzarem D’extraccid del sol mitjangant solucions en condicions
alcalines, en el nostre cas les substancies interferents més importants seran els acids himics i

falvics del sol.
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L’estructura d’aquests components del sol no es coneix amb exactitud, perd es sap que
es tracta de macromolécules aromatiques que contenen majoritariament grups carboxilics 1
hidroxils fenolics. Els acids humics presenten un major grau de polimeritzacid, majors pesos
moleculars, un alt percentatge en contingut en carboni i un menor percentatge en oxigen en
relacio als acids fulvics, els quals, per la seva banda, tenen pesos moleculars més petits i
contenen un major percentatge en grups funcionals de naturalesa acidica, concretament
carboxilics. Estructures hipotétiques dels acids humics 1 falvics proposades per Stevenson i

Buffle, respectivament, es poden observar a la Figura 4.1 i1 Figura 4.2.

HC=0
(Ht':—OH) (sucre) H

COCH i
R— (IZH Hfl?_o
% H s
CH CH,
% Q oS

(l::O (peptid)
MH

v

COaH

Figura 4.1 Estructura model per als acids htimics [38]

OH  COOH ?HEC'H
HOOC CH; CH CHy
¢’ el
L CH;—COOH
HOOC CH, CHOH
i P
COOH OH CHz—lﬁ COOH
0

Figura 4.2 Estructura model per als acids falvics [38].

Tal com es pot deduir de la Figura 4.1, els acids humics poden contenir, a més del que
s’ha comentat anteriorment, grups aminoacid, sucres, peptids o altres compostos alifatics
enllacats entre els diferents anells aromatics. Tot i que els acids falvics son els que més

facilment es degraden, la seva vida mitja s’estima entre 10 i 50 anys. El temps de vida mitja
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dels acids humics es mesura, generalment, en segles. Aquesta gran resisténcia a la degradacio
provoca que aquests materials romanguin inalterats en el sol per llarg temps i que, en aplicar
processos d’extraccid sobre el mateix, es coextreguin juntament amb els analits d’interes,
causant importants problemes d’interferéncies. Quan la deteccid dels compostos d’interés té
lloc per cromatografia liquida, la preseéncia d’aquests constituents del sol provoca ’aparicid
d’una gran banda a I’inici dels cromatogrames que dificulta la quantificacié dels analits més

polars, tal com veurem més endavant a I’apartat de resultats 1 discussio.
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4.2 EXPERIMENTAL

4.2.1 Reactius

- 4-cloro-3-metilfenol: solid, 99.5%, ref. C11440300, Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg,
Alemanya).

- 2-clorofenol: liquid, 99.5%, ref. C11470000, Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg,
Alemanya).

- 2,4-diclorofenol: solid, 99.5%, ref. C12451000, Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg,
Alemanya).

- 2,4-dinitrofenol: solid, 83.5%, ref. C12785000, Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg,
Alemanya).

- 2,4-dimetilfenol: liquid, 98%, ref. C12731000, Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg,
Alemanya).

- 2-nitrofenol: solid, 98.5%, ref. C155902, Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg,
Alemanya).

- 4-nitrofenol: solid, 99%, ref. C15590400, Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg,
Alemanya).

- Fenol: solid, 99.5%, ref. C16025000, Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Alemanya).

- 2,4,6-triclorofenol: solid, 97%, ref. 91340, Aldrich (Steinheim, Alemanya).

- Pentaclorofenol: solid, 98%, ref. P260-4, Aldrich (Steinheim, Alemanya).

- 2-metil-4,6-dinitrofenol: solid, 90%, ref. C13050000, Dr. Ehrenstorfer GmbH
(Augsburg, Alemanya).

- Acid clorhidric (HCI): liquid, p.a. 37%, ref. 30721, Riedel-de Haén, Sigma-Aldrich
GmbH (Gilligham-Dorset, Regne Unit).

- Acid acétic (CH3COOH): liquid, 99.7% ACS reagent, ref. 32009-9, Aldrich (Steinheim,
Alemanya).

- Acetonitril (CH3CN): liquid, RS-PLUS per HPLC >99.9%, ref. 412392, Carlo Erba
(Rodano, Italia).

- Metanol (CH3;0H): liquid, RS-PLUS per HPLC 99.9%, ref. 412383, Carlo Erba
(Rodano, Italia).

- Acetona (CH3COCH;): liquid, RS reactiu per a 1’analisi de residus de pesticides 99.8%,
ref. 401022, Carlo Erba (Rodano, Italia).

157



CAPITOL 4

Hexa (Cg¢Hg): liquid, RS reactiu per a 1’analisi de residus de pesticides 98%, ref.
446963, Carlo Erba (Rodano, Italia).

Hidroxid de sodi (NaOH): llenties, reactiu per analisi-ACS-ISO 98%, ref. 131687,
Panreac Quimica S.A. (Barcelona, Espanya).

Sulfat sodic anhidre (Na;SOy): pols, reactiu (PAR) PAI 99.5%, ref. 325709.1611,
Panreac Quimica S.A. (Barcelona, Espanya).

Sol de Referencia Certificat ref. CRM112-100, LGC Promochem (Teddington, Regne
Unit).

Dicromat de potassi (K,Cr,0O7): solid, reactiu purissim 99%, ref. 141500, Panreac
Quimica S.A. (Barcelona, Espanya).

Acid sulfuric (H,SOy): liquid, reactiu quimicament pur 96%, ref. 211058, Panreac
Quimica (Barcelona, Espanya).

Sal de Mohr [Fe(NHy4),(SO4),-12 H,O]: solid, ref. 092320, Probus (Barcelona,
Espanya).

Acid fosforic (H;POy): liquid, reactiu purissim 85%, ref. 111032, Panreac Quimica S.A.
(Barcelona, Espanya).

Indicador ferroina preparat a partir de o-fenantrolina (reactiu per analisi, ref. 1971,
F.E.R.O.S.A., Barcelona, Espanya) i sulfat de ferro (II) heptahidratat (reactiu ACS
>99% ref. 7782-63-0, Sigma-Aldrich GmbH, Gilligham-Dorset, Regne Unit).

Es preparen dissolucions estoc de cadascun dels compostos fenolics individuals en

metanol i acetonitril de concentracié aproximada 1000 mg'L™'. A partir dels estocs en

acetonitril es preparen dues solucions intermeédies, una que conté tots els analits excepte 2-

metil-4,6-dinitrofenol i una altra que només conté aquesta ultima substancia de concentracid

50 0 10 mg-L™". Els patrons de calibratge, de concentracid en un rang adient per a cada cas, es

preparen per dilucid6 de les solucions intermeédies amb acetonitril. Per altra banda, les

solucions de fortificacié del sol sempre contenen els 11 compostos fenolics objecte d’estudi 1

es preparen en metanol. Totes les solucions es conserven a 4-5°C.

4.2.2 Aparells i material

Cromatograf liquid Spectra System de Thermofinnigan (San Jose, CA, Estats Units)
equipat amb una valvula d’injecci6 Rheodyne 77251 (Rohnert Park, CA, Estats Units)
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amb un /oop de 20 pL, bomba peristaltica P2000, sistema de desgasificaci6 SCM 1000,
controlador SN4000 i detector UV-Vis de diodes en linia. Per dur a terme la separacio
dels analits s’utilitza una columna cromatografica Kromasil 100 C18 de Sum de mida
de particula 1 20cmx0.46¢cm i.d. (ref. TR-011942) amb una precolumna de tipus ODS
(ref. TR-C-160-1), ambdues de Teknokroma (Barcelona, Espanya).

Bomba peristaltica Minipuls3 model M312, Gilson (Villiers, Francga).

pHmetre GLP22, Crison (Barcelona, Espanya).

Ultrasons Pselecta (Abrera, Espanya) per desgasificar les fases mobils.

Balanga analitica electronica A200S amb una precisié de £ 0.1 mg, Sartorius Analytic
(Gottingen, Alemanya).

Agitador rotatori ROTARY MIXER, DINKO Instruments (Barcelona, Espanya).
Centrifuga Mixtasel, Pselecta (Abrera, Espanya).

Rotavapor RE100B, Bibby (Nemours Cedex, Franga).

Sistema de filtracié6 amb membrana de nil6é de 47 mm i 0.45 um de mida de porus, ref.
7404-004, Whatman (Maidstone, Anglaterra).

Xeringues per a HPLC de 100 uL, Hamilton (Bonaduz, Suissa).

Adaptador per a cartutx PTFE Isolute (1, 3, 6 mL) ref. 120-1100, International Sorbent
Technology LTD (Hengoed, Regne Unit).

Filtre de membrana d’acetat de cel-lulosa de 47 mm i 0.45 pum de mida de porus, ref.
7184-004, Whatman (Maidstone, Anglaterra).

Tamis molecular de 2 mm de llum, ref. 013148.4, Cisa (Barcelona, Espanya).

Llana de vidre per a I’analisi de plaguicides, ref. n® 20409, Supelco (Bellefonte, Estats
Units).

Cartutx Bakerbond SDB-1 de 200mg i 3mL de capacitat, J.T. Baker (Deventer,
Holanda).

4.2.3 Procediment experimental

4.2.3.1 Analisi dels compostos fenolics

Els compostos fenolics estudiats son els 11 fenols considerats com a contaminants

prioritaris per 1’Agéncia de Proteccio del Medi Ambient dels Estats Units, les propietats dels

quals s’han resumit al capitol 2 (apartat 2.1.6). Aquests compostos s’han analitzat mitjangant
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cromatografia liquida d’alta resolucié (HPLC) amb deteccido UV-Vis. El métode desenvolupat

s’ha descrit i caracteritzat ampliament en el capitol 2.

4.2.3.2 Mostres de sol

El sol utilitzat en els estudis de caracteritzacié del metode d’extraccid és un sol
superficial d’una zona de pastura de Girona. El sol, un cop recollit, es neteja de fulles i
fraccions grolleres, s’estén sobre un paper de filtre 1 es deixa assecar a temperatura ambient.
Un cop sec, es tamisa a una mida de particula inferior o igual a 2 mm per aconseguir que sigui
homogeni.

La caracteritzacido del metode d’extraccid s’ha dut a terme mitjancant la utilitzaci6 de
mostres de sol fortificades seguint dues metodologies diferents que es coneixen amb el nom
de spot spiking i slurry spiking [5]. El primer cas, spot spiking, consisteix en afegir un petit
volum de solucié de fortificacié a una massa relativament gran de sol (en comparacié amb el
volum de liquid). La mescla s’homogeneitza i I’extraccid té lloc immediatament després de la
fortificacid. A la segona metodologia (slurry spiking), s’utilitza una massa concreta de sol, la
qual es posa en contacte amb un volum equivalent de solucio6 de fortificaci6 (e.g., 10 grams de
sol amb 10 mL de solucid). En aquest cas és necessari que el solvent s’evapori abans de
realitzar I’extracci6 del sol, fet que comporta que la mescla sol-solucié es mantingui a
temperatura ambient durant un temps que varia en funci6 del volum de liquid afegit. Tal com
veurem més endavant, totes dues técniques tenen avantatges i inconvenients.

Per a realitzar una part de la validacié del meétode s’ha utilitzat un sol de referéncia
certificat ja contaminat amb alguns dels fenols objecte d’estudi. En aquest cas no ha estat

necessari realitzar cap tractament sobre el sol abans de la seva extraccio.

4.2.3.3 Extraccio del sol

4.2.3.3.1 Extraccio alcalina

El métode proposat per a ’extraccidé de compostos fenolics utilitza el contacte del sol
amb una solucid alcalina per tal d’extreure aquests analits en la seva forma fenolat. Per
realitzar ’extracci6 alcalina, es posen en contacte porcions d’1-10 grams de sol amb volums
de 10 o 20 mL de solucié d’hidroxid de sodi 0.1M 1 es manté la mescla en agitacio durant 30

minuts. Passat aquest temps, la barreja es filtra a través d’una membrana d’acetat de cel-lulosa
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de 0.45 pm de mida de porus i I’extracte obtingut s’ajusta al pH adient en cada cas mitjangant

I’addici6 d’acid clorhidric diluit.

4.2.3.3.2 Extraccio Soxhlet

L’extraccid soxhlet s’ha dut a terme seguint el procediment descrit en el metode 3540
de la EPA. Es mesclen 10 grams de sol fortificat amb 10 grams de sulfat sodic anhidre i,
després d’homogeneitzar la mescla, aquesta es col-loca en el recipient adaptat per a la mostra
de I’aparell de soxhlet el fons del qual es recobreix préviament amb llana de vidre.
L’extraccid té lloc a reflux amb 300 mL d’una mescla hexa/acetona (1:1, v/v) durant 24 hores.
Un cop passat aquest temps, es deixa refredar la mescla, es filtra a través de paper de filtre 1 es
rotavapora a sequedat. El residu es redissol amb acetonitril i s’arrasa a un volum final de 3
mL 1 aquesta solucié final s’analitza mitjancant el métode de cromatografia liquida descrit

anteriorment.

4.2.3.4 Preconcentracio dels extractes per SPE

Als extractes derivats del metode d’extraccid en condicions alcalines se’ls aplica una
etapa de clean-up 1 preconcentracid mitjancant SPE. El sorbent utilitzat per retenir els
compostos fenolics és una fase polimeérica comercial de poliestireé-divinilbenze, Bakerbond
SDB-1. El procediment experimental inclou fonamentalment quatre etapes: (1)
condicionament de la fase solida amb 2 mL d’acetonitril, 2 mL de metanol i 2 mL d’aigua
bidestil-lada ajustada amb acid clorhidric al mateix pH dels extractes; (2) carrega de la mostra
amb els analits a 5 mL-min™' amb ajuda d’una bomba peristaltica; (3) rentat de la fase amb 2
mL d’aigua bidestil-lada igual que la utilitzada en el condicionament i assecat de la mateixa,
deixant passar aire durant cinc minuts per eliminar les restes de solucio dels intersticis 1 (4)
elucio dels analits adsorbits a la fase solida amb diferents porcions d’1 mL d’acetonitril per

gravetat, les quals s’analitzen amb el métode de cromatografia liquida descrit.
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4.3 RESULTATS I DISCUSSIO

En aquest capitol es descriu una metodologia per determinar els compostos fenolics
considerats com a contaminants prioritaris per la EPA presents en mostres de sols mitjancant
extraccid per agitacio6 de la mostra amb una solucidé alcalina, posterior clean-up i
preconcentracid per extraccid en fase solida amb un sorbent polimeéric i deteccid per

cromatografia liquida acoblada a un detector de diodes en linia.

4.3.1 Caracteritzacio del sol

El sol utilitzat per tal de dur a terme les proves de caracteritzacioé del métode d’extraccid
proposat és un sol mostrejat a I’ Alt Emporda (Girona). Es tracta d’un sol de textura argilosa al
tacte, d’estructura prismatica o columnar en sec i amb activitat biologica abundant, compacte,

plastic i adherent. Algunes de les seves propietats quimiques es resumeixen a la Taula 4.2.

parametre unitats valor
argila % 52.35
llim % 39.85
sorres % 7.80
pH 6.95
Conductivitat electrica dS/m 2.40
carbonats % 6.75
Materia organica % 6.70
Capacitat canvi cationic ~ meq/100g 63.70
Ca de canvi meq/100g 49.90
Mg meq/100g 10.64
K meq/100g 3.32
Na meq/100g 2.50

Taula 4.2 Caracteritzacio analitica del sol estudiat.

Destaca el seu elevat contingut en matéria organica (6.7%), el qual pot ser indicatiu de
fraccions importants d’acids humics 1 falvics que es poden extreure juntament amb els
compostos fenolics d’interes 1 causar-nos greus problemes d’interferéncies en la quantificacio

d’aquests analits.
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4.3.2 Caracteritzacio del metode

4.3.2.1 Avaluacio de I’etapa d’extraccio

En aquesta memoria s’estudia ’extraccié de compostos fenodlics per contacte del sol
amb una soluci6 alcalina aprofitant les propietats acid-base que tenen aquestes substancies i
que fan que s’extreguin facilment en la seva forma fenolat (forma anionica). L’extraccié de
fenols en aquestes condicions €s rapida degut a la gran afinitat dels ions fenolat per la fase
liquida. S’han assajat diferents temps de contacte del sol amb una solucié alcalina d’hidroxid
sodic 0.1M per tal d’avaluar la cinética del procés i trobar les condicions optimes d’extraccid
(30 min, 3 h, 5 hi 8 h). En tots els casos s’ha obtingut la mateixa eficacia del procés el que
indica que la cinética d’extraccio €s rapida. Per tant, els experiments es duran a terme amb un
temps de contacte de 30 min. Un estudi anterior al nostre grup de recerca va comprovar que
I’augment de la concentracié d’hidroxid sodic per sobre de 0.1 M no condueix a millores
significatives en les recuperacions de compostos fenolics perd suposa un augment en les
quantitats d’acids humics 1 fulvics coextrets [39]. Per altra banda, la realitzacié d’una segona
etapa d’extraccio alcalina del sol no es tradueix en una millora significativa de les
recuperacions obtingudes.

Com es pot observar pels resultats obtinguts, una Unica extraccio del sol amb una
soluci6 d’hidroxid sodic 0.1M durant 30 minuts proporciona resultats adients en la
recuperacio dels compostos fenolics, tot 1 que en altres treballs es reporta 1’us de condicions
més drastiques [9,40,41]. L’extraccio alcalina t¢ com a avantatges que ¢s simple, rapida i

precisa d’instrumentacid senzilla.

4.3.2.2 Avaluacié de I’etapa de clean-up

L’extraccid dels analits del sol en condicions alcalines provoca que els acids humics 1
fulvics presents siguin coextrets juntament amb els analits. Tal com ja s’ha comentat, aquest
fet provoca greus problemes en la deteccid 1 quantificacié cromatografica si no es duu a terme
una etapa previa de clean-up per eliminar aquestes substancies. En el nostre cas, s’ha aplicat
un procés d’extraccid en fase solida amb un sorbent polimeric de poliestire-divinilbenze
d’elevada area superficial, 1’estructura i1 caracteristiques del qual es resumeixen a la Figura

4.3.
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—CH,—CH—CH,-CH—CH,~-CH— Parametre Valor
@ massa de sorbent per cartutx 200 mg
volum de porus 0.73 mL-g"
—CH,—CH—CH,—CH—CH,~CH— diametre de porus 30 nm

mida de particula (89.5%) 43-123 pm

area superficial especifica 916 m*g"
Figura 4.3 Estructura d’una matriu de poliestire-divinilbenze i propietats fisiques del sorbent
Bakerbond SDB-1.

Per avaluar I’eficacia del clean-up aconseguit amb el cartutx Bakerbond SDB-1 s’ha
preparat un blanc utilitzant un gram de sol lliure de compostos fendlics, el qual s’ha extret
amb 10 mL d’hidroxid sodic 0.1M en les condicions descrites. La Figura 4.4 compara els

cromatogrames obtinguts per a I’extracte analitzat abans i després de dur-ne a terme el clean-

up.

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
temps (min)

Figura 4.4 Cromatogrames obtinguts per a un extracte lliure de compostos fenolics analitzat
abans (linia continua) i1 després (linia discontinua) del seu pas pel sorbent de poliestire-

divinilbenzé avaluat.
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Tal com es pot veure a la Figura 4.4, després de passar 1’extracte pel sorbent poliméric
s’ha eliminat part de la banda corresponent a les substancies hiimiques que apareix a 1’inici
del cromatograma. Encara que no s’eliminen totalment les substancies fulviques, la linia base
del cromatograma es recupera a partir d’'uns 5.5 minuts, el que permet analitzar sense
problema tots els compostos d’interes, ja que el primer d’ells apareix a uns 7.5 minuts.
L’etapa de SPE dels extractes aconsegueix, a més d’un clean-up, una concentracié dels analits
atenent que el volum de mostra que es passa pel cartutx (de 10 a 20 mL) es recupera en només
2-3 mL del solvent d’elucio.

El segilient pas fou avaluar el comportament de la fase solida en la preconcentracid
d’extractes de so0l a diferents valors de pH. Per a cada un d’aquests experiments s’han utilitzat
20 mL d’extracte de sol net, fortificats posteriorment amb els compostos fenolics estudiats a
un nivell d’1 mg-L". Els extractes s’han ajustat a pHs compresos entre 2 i 12 unitats (per als
experiments a pH=12 no es requereix d’ajust, s’utilitza I’extracte directament després de
I’extracci6 alcalina del sol) i s’han concentrat amb el sorbent polimeric. La Taula 4.3 mostra

les recuperacions obtingudes en aquest estudi.

pH=2 pH=4 pH=6 pH=8 pH=10 pH=12
4C3MP 103 +6 101 +2 99.0£0.7 99 +£2 100+ 5 89 +£8
24DCP 104 £3 97 +8 96 + 1 90 +13 n.d. 93+5
2CP 78 £2 n.d. 79+ 4 76 +7 58+16 5+2
24DMP 103+4 101.8+0.7 102+ 1 102 +2 102+2 100.2+0.4
24DNP 94+3 n.d. 89.3+0.9 92 +4 91+3 99 + 2
2M46DNP 105+3 n.d. 101.5+£04 102.6+0.3 103+3 102 +3
2NP 106 +4 104.2+0.6 101 + 1 70+ 6 78 +7 19+4
4NP 108 £ 4 100+ 5 96 + 7 865 83+6 56+ 6
PCP 101 £5 n.d. n.d. 107+9 96 + 17 96 + 4
Ph 108 £9 102+ 1 104 £2 104 £2 104 £1 10+ 2
246TCP 103 +4 98+3 96.4+0.9 n.d. 91 +2 88 +4

n.d. analit no determinat en aquestes condicions

Taula 4.3 Recuperacions obtingudes (n=3) en passar a través del cartutx SDB-1 diferents
aliquotes de 20 mL d’extracte de sol, fortificat a un nivell d’1 mg-L™" i a diferents pHs.
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L’analisi estadistica de les dades obtingudes mostra que tots els compostos sén
recuperats quantitativament sense diferencies estadisticament significatives a pHs acids 1
neutres (amb valors de P que van des de 0.05 per a Ph fins a 0.90 per a 24DMP). En
condicions alcalines, per contra, les recuperacions aconseguides no son quantitatives per a tots
els analits. Els compostos fenolics estudiats es poden agrupar en quatre blocs en funcié del
rang de pH en que poden ser preconcentrats en el sorbent. Hi ha un primer grup de quatre
compostos que no mostren diferéncies estadisticament significatives en tot el rang de pH
avaluat, fins a pH=12 (24DCP, P=0.29; 24DMP, P=0.86; 24DNP, P=0.87 i 2M46DNP,
P=0.63). Un segon grup de dos analits mostra els mateixos resultats fins a pH=10 (4C3MP,
P=0.59 i Ph, P=0.05). Les recuperacions del 2CP, per la seva banda, son significativament
iguals fins a pH=8 (P=0.70). Els darrers tres compostos, 2NP (P=0.11), 4NP (P=0.09) i
246TCP (P=0.08) només son recuperats quantitativament en condicions acides i neutres. Els
resultats per a PCP no s’han inclos en aquesta analisi estadistica ja que aquest compost
presenta un limit de deteccio elevat (0.7 mg-L") en el métode de cromatografia liquida
utilitzat fet que provoca que, en alguns casos, la reproductibilitat a la concentracio de treball
no sigui bona. Aixi, per no obtenir una analisi estadistica incorrecta, s’han obviat els resultats
per a aquest compost. La conclusié que es pot extreure d’aquest estudi és que és necessaria la
neutralitzaci6 dels extractes abans de dur a terme el procés SPE perd que no és precis
acidificar-los fins a pH 2-3 tal com passa per a altres tipus de sorbents (e.g., les fases Cjg).
L’acidificaci6 dels extractes a valors baixos de pH provoca la precipitacio de les substancies
humiques 1 fulviques coextretes que es troben en elevades quantitats degut a 1’alt contingut en
materia organica del sol avaluat. La formacié d’aquest precipitat pot causar adsorcid
irreversible d’alguns dels fenols en ell 1, en conseqiiencia, perdues en les seves recuperacions i
també un augment en 1’error de determinacio. L’Gs del sorbent de poliestiré-divinilbenze
Bakerbond SDB-1 evita els possibles problemes de pérdua dels analits per adsorcid ja que no
precisa de valors de pH molt acids i per tant no té lloc precipitacié de les substancies
humiques.

Si es comparen els comportaments observats per als compostos fenolics amb els seus
valors de pK, podem comprovar que no és condicié indispensable tenir els analits en forma
neutra per obtenir recuperacions quantitatives amb aquest tipus de sorbents. Un exemple clar
¢s el 24DNP, el qual, tot 1 tenir un pK, de 4.04, proporciona bones recuperacions fins i tot
quan es preconcentra a pH=12 (condicions en que es troba totalment ionitzat). Aixi doncs, el

sorbent avaluat també difereix d’altres fases solides estudiades en les que disposar dels analits
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a preconcentrar en forma neutra ¢és totalment necessari. Aquest fet es pot explicar tenint en
compte que el mecanisme principal d’adsorci6 en les matrius de poliestiré-divinilbenze son
interaccions hidrofobiques de tipus n-m entre els anells aromatics dels compostos fenolics i les

parts aromatiques del sorbent.

4.3.2.3 Efecte de la concentracio i la massa de sol

Per tal d’estudiar 1’efecte de la concentracio dels analits en el sol en la seva extraccio
amb el métode proposat s’han fortificat porcions d’un gram de sol a tres concentracions
diferents, 1, 10 i 20 pg-g™”, les quals s’han sotmés a I’extraccié amb 10 mL d’hidroxid sodic
0.1 M 1 posterior clean-up amb el cartutx Bakerbond SDB-1. Les recuperacions obtingudes

per a 3 replicats en cada cas es mostren a la Taula 4.4

1pgg’ 10 pg-g™ 20 pg-g’
R(%) RSD(%) R(%) RSD(%) R(%)  RSD (%)
4C3MP 86 3 96 2 93 3
24DCP 92 2 107 5 97 5
2CP 116 5 96.3 0.8 122 2
24DMP 79 1 95 1 94 2
24DNP 94 2 94 8 90 12
2M46DNP 100 2 109 2 100 2
INP 99 3 95 1 96 2
ANP 100 3 106 1 101 3
PCP <LOD - 101 1 80 10
Ph 112 3 96 2 96 2
246TCP 97 | 101 2 98 5

LOD: limit de deteccio del métode d’analisi

Taula 4.4 Valors mitjans (n=3) de les recuperacions obtingudes en I’extraccio d’1 gram de
sol fortificat amb spot spiking a tres nivells de concentracio. Elucié del sorbent amb 3 mL
d’acetonitril.

L’elevat limit de deteccid del pentaclorofenol no permet obtenir resultats per a aquest
compost al nivell de concentracié més baix estudiat (1 pg-g™). Exceptuant aquest compost,
I’analisi estadistica del conjunt de dades obtingudes mostra que no existeixen diferéncies

estadisticament significatives entre les recuperacions aconseguides als tres nivells de
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concentracié avaluats (P=0.14). Aixd vol dir que ni al nivell més alt de concentracié s’ha
saturat la fase solida.

A la Taula 4.5 podem veure I’efecte de la quantitat de sol utilitzada per a 1’analisi.
Diferents porcions d’1, 5 i 10 grams de sl s’han fortificat a un nivell d’ 1 pg'g”' per a cada un
dels compostos fenolics mitjancant spot spiking 1 s’han extret seguint les condicions del
metode proposat (masses d’1 1 5 grams s’han extret amb 10 mL de NaOH 0.1 M i masses de

10 grams s’han extret amb 20 mL de NaOH 0.1 M).

1 gram 5 grams 10 grams
R (%) RSD (%) R (%) RSD (%) R (%) RSD (%)
4C3MP 86 3 83 2 75 5
24DCP 92 2 94 3 89 5
2CP 116 5 99 1 82 10
24DMP 79 1 86 3 83 7
24DNP 94 2 73 3 71 3
2M46DNP 100 2 90 2 90 4
2NP 99 3 94 2 98 2
4NP 100 3 98 4 102 4
PCP <LOD -- <LOQ -- 93 25
Ph 112 3 121 2 128 2
246TCP 97 1 96 3 94 2

LOD: limit de deteccidé del metode d’analisi
LOQ: limit de quantificacié del metode d’analisi

Taula 4.5 Valors mitjans (n=3) de les recuperacions obtingudes en I’extraccio de diferents
masses de sol fortificades a un nivell d’1 pg-g™”. Eluci6 del sorbent amb 3 mL d’acetonitril.

De la Taula 4.5 es dedueix que les recuperacions obtingudes, per norma general,
decreixen en augmentar la quantitat de sol extreta. Aquesta tendéncia €s logica si considerem
que un augment de la massa de sol comporta un augment de la quantitat de substancies
hamiques coextretes, les quals poden saturar parcialment la fase solida i provocar una
disminucié en la retencio dels analits. L’analisi estadistica de les dades conclou que si
existeixen diferéncies estadisticament significatives per a un nivell de confianca del 95%
(P<0.05) entre les recuperacions obtingudes per a les tres masses de sol. En aquest cas, no ha
estat possible detectar el pentaclorofenol en I’analisi d’1 gram de sol i s’ha pogut detectar

pero no quantificar en treballar amb 5 grams de sol.
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4.3.2.4 Validacio del métode

El meétode d’extraccid i1 preconcentracid avaluat s’ha validat seguint dues metodologies
diferents. En primer lloc s’ha aplicat el metode complert a 1’analisi d’un sol de referéncia
certificat (CRM112-100) que conté vuit dels onze compostos fenolics estudiats a nivells de
concentracié entre 2 i 6 pg'g’. Es tracta d’un sol contaminat amb fenols que prové d’una
planta de tractament de fusta amb un pH de 6.96 i un contingut en matéria organica del 1.05
% mesurat per oxidaci6 amb dicromat de potassi en condicions acides. Els resultats obtinguts
en ’extraccio i preconcentracid d’aquest material es poden veure a la Taula 4.6. En ella es
recullen les recuperacions dels analits en 1’elucid de la fase solida amb acetonitril (condicions
habituals) i també amb metanol, els valors de concentracio certificats per a cada un dels fenols

i els intervals de confianga per a aquest valors.

valors experimentals (ug*g'l)

valors certificats

(ug'g'l) interval (ug-g'l) acetonitril (n=6) metanol (n=2)
4C3MP 4.94 3.04-6.84 54+04 4.82+0.01
2CP 2.38 1.35-3.41 29+0.2 2.70 £0.06
24DNP 0.65 v.n.c. 1.3+04 43+0.1
2M46DNP 4.75 2.35-7.15 99+04 8.85+0.07
2NP 4.33 2.40-6.27 7.3+0.2 6.9+0.3
4NP 5.66 2.56-8.76 5.8+04 5.6 0.1
PCP 5.05 2.12-7.98 6+1 8.1+0.1
Ph 2.45 1.35-3.55 2.42 +£0.04 2.21+£0.02

v.n.c.: valor no certificat

Taula 4.6 Resultats per a I’analisi del sol de referéncia certificat amb el métode proposat.

Els valors de desviacio estandard de les concentracions obtingudes experimentalment
son baixos, tant per 2 com per 6 replicats, el que demostra que el metode proposat gaudeix
d’una elevada repetibilitat. A la vegada, les concentracions trobades estan en consonancia
amb els intervals de confianca proporcionats per la casa comercial per al material de

referéncia.
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L’eficacia del metode també s’ha comparat amb 1’obtinguda mitjangant 1’aplicacié del
metode oficial 3540 de la EPA (extraccio soxhlet) [42]. Els resultats d’aquesta comparacio es

poden observar a la Figura 4.5.

1204
1004
80

601

% recuperacio

40-

204

\d < < $ \ N S S < N S
N 9 9 » S s < &S ¢ Q C
RS I - AT S

Figura 4.5 Comparaci6 de les recuperacions obtingudes amb el métode d’extraccio estudiat
(barres blau clar) i el soxhlet (barres blau fosc) per a n=3.

L’analisi estadistica de les dades obtingudes indica que les recuperacions aconseguides
aplicant ambdues metodologies son significativament iguals. Només dos compostos, 2CP i
2M46DNP, mostren diferéncies estadisticament significatives (P<0.05) entre els resultats dels
dos métodes, perd per a tots dos analits les recuperacions obtingudes aplicant el métode
proposat son superiors a les aconseguides amb el métode oficial.

Dels estudis realitzats es dedueix, doncs, que el metode d’extraccid i concentracid de
compostos fenolics estudiat en aquest capitol és apropiat per a la determinacid d’aquests
contaminants considerats com a prioritaris per la EPA. A més, presenta certs avantatges
respecte a altres metodes d’analisi de sols com la seva rapidesa i senzillesa, utilitza
instrumentacid assequible per a tot tipus de laboratoris i1 les condicions d’extraccid no son
agressives.

Els limits de deteccié del métode de determinacid de compostos fenolics en sols,
incloent totes les etapes de pretractament de la mostra (extraccio i SPE) i la d’analisi, s’han

determinat fortificant diferents porcions de 5 grams de sol per mitja de la técnica spot spiking
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a diferents nivells de concentraci6 i analitzant els eluats obtinguts segons el metode proposat.
Els valors assolits es troben, en tots els casos excepte per al PCP, a nivells de pg-Kg™' tal com

es pot veure a la Taula 4.7.

compost limit de deteccié (ng-Kg™)
4C3IMP 64
2CP 22
24DCP 18
24DMP 30
24DNP 20
2NP 20
4NP 20
PCP > 1 mgKg"
Ph 22
246TCP 65
2M46DNP 13

Taula 4.7 Limits de deteccié del metode d’extraccio i analisi de compostos fenolics en sols.

Pel que fa al pentaclorofenol, el seu limit de detecci6 instrumental (0.7 mg-L™") és massa
elevat per aconseguir limits de deteccido del metode complert als nivells aconseguits per la

resta de compostos.

4.3.2.5 Estudis de degradacio de compostos fenolics

A la seccid experimental ja s’ha comentat que estan descrites dues metodologies
diferents de fortificacid de sols. Tots els experiments realitzats fins aquest punt s’han dut a
terme mitjangant spot spiking. En realitat, aquest metode, al no deixar temps perque els
contaminants interaccionin amb el sol, no simula les interaccions reals que tenen els analits
amb els compostos presents al sol. Amb I'slurry spiking, en canvi, les interaccions dels
contaminants amb el sol son més similars a les reals ja que, durant el temps en que es deixa
evaporar el solvent de fortificacio a temperatura ambient, els analits poden crear enllagos més
forts amb el sol. De totes maneres, el sol és un material molt heterogeni i resulta dificil predir
de quina manera trobarem els contaminants enllagats a ell a I’igual que el tipus d’interaccions
seran diferents en cada sol concret 1 dependran de les seves propietats fisiques 1 la seva

composicid quimica.
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En aquest apartat s’han fortificat sols mitjangant slurry spiking per tal d’estudiar els
efectes de la composicid del sol en les recuperacions de compostos fenolics. En un primer
bloc d’experiments s’han fortificat diferents porcions de 5 grams de sol amb 5 mL de solucid
de fortificacio (en metanol) de manera que la concentraci6 final de cada compost en el sol fos
1 pg-g’. Passats cinc dies, en els que es deixa la mescla a temperatura ambient per evaporar
totalment el metanol, s’ha extret el sol en les condicions exposades anteriorment. Els resultats
obtinguts es poden veure a la Taula 4.8. Els valors per a pentaclorofenol no s’han pogut
determinar en aquest cas degut a que el limit de quantificacid per a aquest compost es troba

per sobre del nivell estudiat.

R (%) RSD (%)
4C3MP 66 11
24DCP 67 11
2CP 33 14
24DMP 43 12
24DNP 71 5
2M46DNP 78

2NP 62 3
ANP 88

PCP <LOQ -
Ph 67 9
246TCP 69 4

LOQ: limit de quantificacio

Taula 4.8 Recuperacions obtingudes (n=3) en la fortificacié de diferents porcions de 5 grams
de sol mitjangant slurry spiking.

Les recuperacions obtingudes en aquest cas resulten ser fins a un 60% inferiors a les que
obteniem mitjangant spot spiking. Aquests resultats suggereixen que els compostos fenolics
pateixen degradacid en el sol durant I’etapa d’evaporacio del solvent.

El segon bloc d’experiments s’ha destinat a estudiar 1’evolucio d’aquesta degradacio al
llarg del temps. Per aix0 s’han fortificat dues porcions de 10 grams de sol amb 10 mL de
solucid metanodlica de manera que cada un dels compostos fenolics tingués una concentracid
d’1 pg-g” en el sol. Després del temps necessari d’evaporaci6 a temperatura ambient (5 dies)

s’han analitzat porcions de 2 grams d’aquests soOls segons el metode proposat. Les
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recuperacions obtingudes es recullen a la Taula 4.9. Després d’aquesta primera extraccio, el
sOl que resta d’una de les porcions de 10 grams es guarda a 4°C mentre que 1’altre es conserva
al congelador (-21°C). Passat un mes, es duu a terme una segona extraccio d’aquests sols en

les mateixes condicions que en el primer cas. Els resultats també es recullen a la Taula 4.9.

Sol guardat a -21°C Sol guardat a 4°C
1? extraccié6 2% extraccio 1% extraccio 27 extraccio

R (%) R (%) (n=2) R (%) R (%) (n=2)
4C3MP 78 £2 74 +3 72+3 57+4
24DCP 101 +£ 15 84+ 6 67+6 66+ 10
2CP 50+4 31+5 60+ 1 2+1
24DMP 14+2 19+5 46.2+0.6 25+0.5
24DNP 71+3 74+ 4 72+ 4 69 +7
2M46DNP 87+2 87+2 77+2 80+ 9
2NP 48 +2 46 £2 64 +3 21+£2
4NP 92 +3 89 +2 78+ 4 89+ 9
Ph 43 +4 48 +4 63.0+0.2 36+2
246TCP 89.3+0.9 85+3 85+ 6 85+4

Taula 4.9 Recuperacions obtingudes (n=3) en les proves de degradacié de compostos fenolics
en el sol estudiat (sol fortificat amb slurry spiking).

En el cas de conservar el sol a 4°C després de la primera extraccid, els resultats
aconseguits en la segona extracci6 per a cinc dels compostos (4C3MP, 2CP, 24DMP, 2NP i
Ph) son fins a 30 cops inferiors als obtinguts en la primera. Aquest fet indica que la
degradacio dels compostos fenolics en el sol té lloc durant un periode de temps llarg i que els
resultats que obtindrem en 1’analisi d’un sol contaminat amb fenols dependra del moment en
que aquesta es dugui a terme. A més, en el sol utilitzat en aquest estudi, la conservaci6 a baixa
temperatura (4°C) no ajuda a aturar el procés de degradacio. Els resultats obtinguts amb el sol
conservat a -21°C no mostren variacions tan elevades entre les recuperacions obtingudes
inicialment 1 després d’un mes de conservaci6 a aquesta temperatura com succeeix amb el sol
conservat a 4°C, excepte pel cas del 2-clorofenol. Aquest fet indica que la conservacio de les
mostres congelades a baixes temperatures ajuda a frenar la degradaci6 dels compostos
fenolics al sol. Per tant, a I’hora d’analitzar mostres de sol contaminat amb aquestes
substancies sera necessari conservar-les congelades si volem mantenir uns nivells de

contaminacio similars als existents en el moment de la presa de mostra.
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Un segon s0l (Celra) amb un contingut en matéria organica inferior (4.2%) a 1’estudiat
fins ara també ha estat avaluat utilitzant el metode de s/urry spiking per poder comprovar la
degradaci6 dels compostos en aquest altre sol (Taula 4.10). Els valors de recuperacio
obtinguts sén lleugerament superiors als del sol amb un contingut superior de matcria
organica. Aquest fet es pot associar al menor contingut en matéria organica d’aquest segon sol
(Celra). Les dades experimentals mostren que, igual que per al cas del primer sol, els fenols

han patit degradacio també¢ en el sol de Celra.

R (%) RSD (%)
4C3MP 78.8 1.0
24DCP 70 22
2CP 77 3
24DMP 62 2
24DNP 59 5
2M46DNP 75 4
2NP 84 1
4NP 88 5
PCP <LOD
Ph 86 10
246TCP 52 14

LOD: limit de deteccio

Taula 4.10 Recuperacions obtingudes (n=2) en la fortificaci6 de diferents porcions d’1 gram
de sol de Celra mitjangant slurry spiking.

Per tal d’entendre les causes de la degradacié dels fenols produida durant 1’etapa de
fortificacié del sol ens hem de fixar en els processos que poden patir aquests compostos en

aquest medi, els qual es poden veure a la Figura 4.6.
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Figura 4.6 Representacid dels processos que pot patir un contaminant organic (OC, en el
dibuix) en el sol [1].

Un contaminant organic abocat en un sol pot ser transportat, degradat o transformat tot
seguint diferents processos que dependran, en gran mesura, de les caracteristiques fisiques 1
quimiques del so0l en qiiestio. Per al cas que ens ocupa, que és 1’estudi de sols contaminants de
forma sintetica al laboratori (fortificats), el nombre de transformacions patides pels compostos
fenolics sera inferior a les que podrien patir en un sol natural en el qual s’hi haguessin abocat.
En el nostre cas no hem de tenir en compte la fotodescomposicio, la percolacié d’aquestes
substancies a través del sol 1 posterior pas als aqiiifers o aigiies subterranies o la seva
assimilacid per part d’espécies vegetals. També és improbable que es produeixi I’evaporacio
dels compostos a temperatura ambient del laboratori. En canvi, en un sol fortificat, els fenols
poden ser adsorbits irreversiblement per alguns dels seus components, com la materia

organica o D’argila, patir degradacid quimica per I’accid d’enzims i Oxids metal-lics o
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degradaci6 biologica per la preséncia de microorganismes [43]. La degradacié observada no
es pot associar a un sol d’aquests factors sind que és un camul de tots ells. Aixi, per exemple,
s’han realitzat una série d’experiments de fortificaci6 de sol préviament esterilitzat en
autoclau 1 els resultats obtinguts han estat similars als que s’han obtingut anteriorment. Aixo
ens indica que la degradacidé no és Unicament deguda a la preséncia de microorganismes
perque en esterilitzar un sol el que s’aconsegueix és frenar la seva activitat. També podriem
pensar que es pateixen peérdues dels compostos estudiats per adsorcid d’aquests sobre el
material de vidre utilitzat, perd aquesta suposicié queda descartada perque en els experiments
de degradacid del primer bloc s’ha dut a terme fortificacid i extraccio alcalina en el mateix
recipient.

Els factors responsables de la disminucido de les recuperacions obtingudes per a
compostos fenolics poden ser processos de caracter fisic (adsorcio), quimic (transformacio
quimica) i biologic (degradacid microbiologica) que estan intimament lligats a la composicid
del propi sol. A més, en dur a terme 1’analisi d’un sol contaminat per derivats fendlics, la
concentracio d’aquests compostos que trobarem sera diferent en funcié del temps que deixem
passar entre I’abocament i la seva analisi. D’aquesta manera la informacié que obtindrem sera
temporal i només reflectira el nivell de contaminacié present en el moment de la presa de

mostra el qual, en general, sera menor que el que realment hagi patit el sol.

176



ANALISI DE SOLS: 11 FENOLS METODE 604 (EPA)

4.4 REFERENCIES

10.
11.
12.
13.
14.

15.
16.
17.
18.

19.

20.

21.

22.
23.

24.

N.C. Brady, R.R. Weil, The nature and properties of soils, Pearson Education, (Estats
Units) (2002), ISBN 0-13-016763-0.

O. Jauregui, F.J. Santos, F.J. Pinto, M.T. Galceran, Quim Anal. 16 (1997) 247.

O. Jauregui, E. Moyano, M.T. Galceran, J. Chromatogr. A 823 (1998) 241.

E. Egizabal, O. Zuloaga, N. Etxebarria, L.A. Fernandez, J.M. Madariaga, Analyst 123
(1998) 1679.

O. Zuloaga, N. Etxebarria, L.A. Fernandez, J.M. Madariaga, Quim Anal. 20 (2001) 131.
D. Li, J.-R. Oh, J. Park, J. Chromatogr. A 1012 (2003) 207.

J.R. Dean, Methods for environmental trace analysis, John Wiley & Sons Ltd,
Chichester, West Sussex (Anglaterra) (2003) ISBN 0-470-84422-1.

P. Hancock, J.R. Dean, Anal. Commun. 34 (1997) 377.

J. Frébortova, Biosci. Biotech. Biochem. 59 (1995) 1930.

W.E. Rae, C.A. Lucy, J. AOAC Int. 80 (1997) 1308.

M.A. Crespin, M. Gallego, M. Valcarcel, Anal. Chem. 71 (1999) 2687.

M.A. Crespin, M. Gallego, M. Valcarcel, Environ. Sci. Technol. 35 (2001) 4265.

M. Czaplicka, Chromatographia 53 (2001) S-470.

O.P. de Amarante Jr., N.M. Brito, T.C.R. dos Santos, G.S. Nunes, M.L. Ribeiro, Talanta
60 (2003) 115.

X. Li, Z. Zeng, J. Zhou, Anal. Chim. Acta 509 (2004) 27.

V. Lopez-Avila, R. Young, W.F. Beckert, Anal. Chem. 66 (1994) 1097.

M.A. Crespin, M. Gallego, M. Valcarcel, J. Chromatogr. A 897 (2000) 279.

J. Patsias, E.N. Papadakis, E. Papadopoulou-Mourkidou, J. Chromatogr. A 959 (2002)
153.

M.-C. Wei, J.-F. Jen, J. Chromatogr. A 1012 (2003) 111.

Y. Hu, Y. Zheng, G. Li, Anal. Sci. 20 (2004) 667.

C. Mahugo Santana, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodriguez, Anal. Chim. Acta 524
(2004) 133.

C. Sparr Eskilsson, E. Bjorklund, J. Chromatogr. A 902 (2000) 227.

M.P. Llompart, R.A. Lorenzo, R. Cela, K. Li, J.M.R. Bélanger, J.R. Jocelyn Paré¢, J.
Chromatogr. A 774 (1997) 243.

F.I. Onuska, K.A. Terry, Chromatographia 36 (1993) 191.

177



CAPITOL 4

25.
26.

27.
28.
29.

30.
31.
32.
33.
34.

35.
36.
37.
38.

39.
40.
41.
42.

43.

L. Sun, HK. Lee, J. Sep. Sci. 25 (2002) 67.

J.R. Jocelyn Paré, J.M.R. Bélanger, B. Lesnik, R. Turpin, R. Singvi, Soil & Sediment
Contamination 10 (2001) 375.

V. Camel, TrAC Trends Anal. Chem. 19 (2000) 229.

J.R. Dean, A. Santamaria-Rekondo, E. Ludkin, Anal. Commun. 33 (1996) 413.

J. Kronholm, P. Revill-Ruiz, S.P. Porras, K. Hartonen, R. Carabias-Martinez, M.-L.
Riekkola, J. Chromatogr. A 1022 (2004) 9.

L. Wennrich, P. Popp, M. Moder, Anal. Chem. 72 (2000) 546.

M. Petrovic, S. Lacorte, P. Viana, D. Barceld, J. Chromatogr. A 959 (2002) 15.

K. Li, M. Landriault, M. Fingas, M. Llompart, J. Hazard. Mater. 102 (2003) 93.

Y.S. Fung, Y.H. Long, J. Chromatogr. A 907 (2001) 301.

O. Zuloaga, N. Etxebarria, L.A. Fernandez, J.M. Madariaga, J. Chromatogr. A 849
(1999) 225.

M.N. Sarrién, F.J. Santos, M.T. Galceran, J. Chromatogr. A 819 (1998) 197.

M.-R. Lee, Y.-C. Yeh, W.-S. Hsiang, B.-H. Hwang, J. Chromatogr. A 806 (1998) 317.
R. Baciocchi, M. Attina, G. Lombardi, M.R. Boni, J. Chromatogr. A 911 (2001) 135.
V.P. Evangelou, Environmental soil and water chemistry. Principles and applications,
John Wiley & Sons, Nova York (Estats Units) (1998) ISBN 0-471-16515-8.

S. Moret, J.M. Sanchez, V. Salvad6, M. Hidalgo, J. Chromatogr. A, submitted.

P. Bartak, P. Frnkova, L. Cép, J. Chromatogr. A 867 (2000) 281.

Y.I. Korenman, I.V. Gruzdev, B.M. Kondratenok, J. Anal. Chem. 56 (2001) 166.

US EPA method 3540, Soxhlet Extraction, in Federal Register, Revision 3, December
1996, Environmental Protection Agency, Washington, DC (Estats Units).

A. Bhandari, J.T. Novak, W.D. Burgos, D.F. Berry, J. Environ. Eng.-ASCE May (1997)
506.

178



CAPITOL 5

ESTUDI DE L’ADSORCIO DE COMPOSTOS FENOLICS EN
SOLS DE DIFERENTS CARACTERISTIQUES






ADSORCIO DE COMPOSTOS FENOLICS EN SOLS

5.1 INTRODUCCIO c..couimirrcusnsinsssessssusssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 181
5.1.1 L’adsorcié com a métode d’eliminacié de contaminants ............cccccceevveeniiennnnnns 182

5.1.2 El paper de 1’adsorci6 en la mobilitat dels contaminants en el medi .................. 184

5.1.3 MecaniSmes d’adSOTCIO .......ccvieeriieeiiieeieeciee ettt e e e e eeaeeeeaeesaaeeenreeees 186

5.1.4 Caracteritzacio de I’adSOTCIO .....ccuiieiiieeiiieciiieciee ettt e see e s 188
5.1.4.1 Isotermes d’adSOTCIO.....cccuieeiuiieeiiieeiieeeiee ettt 188

5.1.4.1.1 Modelitzacio dels processos d’adsorcid..........ceeeevveeviverieenennne. 190

5.2 EXPERIMENTAL ..ccuiiivinnniinsninsnicssnisssnesssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 194
5.2.1 REACLIUS. c..eeitieiiieeiieetieeie ettt et e ettt eite et e st e et e e sateesbeessbeeabeesnseenseensseenseennsaans 194

5.2.2 Aparells 1 Material.........ccccuiiiiiiieiiie e 194

5.2.3 Procediment eXperimental ..........cceeeruiieiiieiiiiiecie ettt 195
5.2.3.1 Analisi de compostos fenOliCS........cccvuieriiiieriiiieiieeiee e 195

5.2.3.2 Estudis d’adSOTCIO ......c.eevuiieiieiiieiieniie ettt 195

5.2.3.2.1 Cinetiques d’adSOrCIO......eeruiieriierieeiienieeieeeie et 196

5.2.3.2.2 Isotermes d’adSOTCiO ........ccouveeiiieriieeiienie ettt 196

5.3 RESULTATS I DISCUSSIO ....coouereereereereesessesssssssssssssssssessessessessessessessesssssssassessesses 197
5.3.1 Caracteritzacio del metode cromatografic.........cccvveeevieeeiieeniieeieecieeeee e, 197

5.3.2 Estudis d’adSOTCIO...cuuiiiiiiiiiieeiie ettt ettt e sveeeeaeeetaeeeraeessnaeeenneeens 199
5.3.2.1 Estudis preliminars ...........eeceerieeiieenieeiienie et sve e 201

5.3.2.1.1 Cinetiques d’adSOrCIO......eerurieiiieriieiieeieeieesee ettt 201

5.3.2.1.2 Seleccio de la relacid s01:30IUCIO .......covveeiieniieiieiieiieeieee 204

5.3.2.1.3 Assaigs de control .........ccceeeviieeiiiiiiiiee e 205

5.3.2.2 Isotermes d’adSOTCIO.....cccuuiieriiieeiiieciie ettt ee et vee e 205

5.4 REFERENCIES.......eceveveeresnesnesssessessessessessessessessessesssssssessessessessessessessessessesssssssessesses 216

5.1 INTRODUCCIO

L’adsorcio és un fenomen fisicoquimic que pot ser definit com 1’acumulacié d’un
determinat compost a la superficie o interfase entre dues fases. Aquestes fases poden ser
qualsevol de les segiients combinacions: liquid-liquid, liquid-solid, gas-liquid i gas-solid. La
fase que adsorbeix s’anomena adsorbent i qualsevol substancia que sigui adsorbida s’anomena
adsorbat [1].

En aquesta memoria s’estudia 1’adsorcio sobre solids de substancies presents en fases
liquides (adsorci6 liquid-solid). En aquest cas, els processos d’adsorcié poden tenir dues
finalitats, per una banda la investigacio de sorbents amb aplicabilitat per a 1’eliminaci6 de

substancies contaminants d’afluents aquosos 1, per 1’altra, 1’estudi del desti dels contaminants
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un cop abocats al medi ambient (estudis d’adsorcid sobre sols) per tal de predir I’impacte que

aquests causaran sobre el medi natural.

5.1.1 L’adsorcio com a metode d’eliminacio de contaminants

L’adsorcié sobre solids adsorbents és un procés que té una gran transcendéncia
ambiental ja que és capac d’eliminar substancies contaminants tant d’afluents aquosos com
gasosos. Aquesta técnica és molt aplicada a I’eliminacié de compostos fenolics d’aiglies
residuals juntament amb altres processos com la degradacio biologica, 1’oxidacido quimica
(emprant agents tal com 0z, peroxid d’hidrogen o dioxid de clor), la incineracio, 1’extraccid
amb solvents o la irradiacio.

La viabilitat de I’adsorci6 com a metode de tractament passa per una correcta seleccid
de I’adsorbent. Es considera que els atributs més importants d’un adsorbent son la seva
capacitat, entesa com la quantitat de solut que pot ser eliminada per un pes donat de sorbent, 1
les caracteristiques cinctiques del sistema, perd també caldra considerar el seu cost i el
potencial de regeneracio.

El carbd actiu és el sorbent més ampliament utilitzat per a I’adsorcidé de contaminants
organics entre els quals trobem els compostos fenolics. El seu alt grau de porositat i una area
superficial extensa fan que aquest material presenti una elevada capacitat d’adsorcio per a
molts tipus de compostos. Aioueche et al. [2] proposen una teécnica d’activacido de carbd
basada en I’aplicacié d’un camp eléctric que €és capag de millorar significativament la
capacitat d’adsorcio d’aquest material per al fenol. Un inconvenient del carbo actiu comercial
¢s el seu elevat cost pel que s’intenten trobar matéries primeres més assequibles per preparar
el carbo que s’utilitzara com adsorbent. Residus carbonosos i de tipus mineral son considerats
com alternatives de baix cost al carbo actiu. Alguns d’aquests materials son subproductes
agricoles o industrials i la seva reutilitzaci6 com a adsorbents contribueix a la recuperaci6 de
residus. Exemples de residus tractats i reutilitzats per a ’adsorcié de compostos fenolics sén
carbons preparats a partir de llavor de cautxu [3], clofolla de coco [4] o restes de cendres [5].
En aquest ultim cas no és necessari aplicar cap tractament previ a la seva utilitzaci6 com a
adsorbent per a fenol, o-hidroxifenol, m-hidroxifenol i 4-nitrofenol. Nakagawa et al. [6]
reutilitzen envasos de plastic, pneumatics i residus procedents de la fermentacié de deixalles
domestiques per preparar carbons i troben que les capacitats assolides per aquests materials

per al fenol son comparables a les obtingudes per carbons actius comercials.
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Un altre grup de materials utilitzats per a 1’adsorcié de compostos fendlics son sorbents
polimérics, els quals ja s’han descrit en el capitol 2, doncs també s’utilitzen per a la
preconcentracio de fenols en ’analisi d’aigiies. Alguns dels materials polimérics emprats en
estudis d’adsorcié sén copolimers d’acrilonitril o metacrilonitril amb divinilbenze [7],
poliestire-divinilbenzé o poli (N-p-vinilbenzil acetilamida) [8]. Li et al. [9] comparen
I’eficiéncia de la resina Amberlite XAD-4 (poliestire-divinilbenze) amb la del seu derivat
acetilat MX-4 en ’adsorcio de fenol, p-cresol, 4-clorofenol i 4-nitrofenol 1 observen que la
capacitat de MX-4 per aquests compostos ¢és fins a un 20% superior a la del seu precursor.
Aquest increment es deu, per una banda, a 1’augment de 1’area superficial provocat per la
introducci6 del modificador i, per 1’altra, al fet que el grup carbonilic del substituient acetil
actua com a una base de Lewis més forta que I’anell aromatic de la resina XAD-4 i, en
conseqiiéncia, s’espera que MX-4 presenti una major interaccid6 amb els compostos fenolics,
considerats com a acids de Lewis. L’augment de la capacitat d’adsorcié de fenols per la
incorporacid de grups polars a la superficie de 1’adsorbent també es veu reflectit en un treball
posterior dels mateixos autors [10] en el que comparen de nou I’eficiencia de I’adsorbent
XAD-4 amb la d’un nou polimer de base de poliestire-divinilbenze perd en el que s’han
introduit grups carbonil, hidroxil i clorometil a la seva superficie (NJ-8). En aquest cas també
s’ha de tenir en compte que 1’adsorbent NJ-8 presenta una distribucié de porus amb una major
area interna que facilita ’acomodament dels compostos estudiats en el seu interior. Pan et al.
[11] comproven que la modificaci6 d’un sorbent poliméric amb grups amino millora
I’adsorci6 de set compostos fenolics, acid ftalic 1 acid benzensulfonic degut a I’establiment
d’enllacos per pont d’hidrogen entre els adsorbats i els grups amino de 1’adsorbent.

Altres materials estudiats per a la recuperacio de fenols de matrius aquoses son la silice
1 I’alimina activada [12] els quals resulten ser ineficients a menys que aquest Ultim es
modifiqui amb tensioactius com el dodecilsulfat de sodi (SDS), que tendeix a agregar-se
formant micel-les a la superficie de I’alimina les quals sén capaces d’incorporar compostos
organics amb caracter hidrofobic com certs clorofenols [13]. També s’ha avaluat 1’efectivitat
de polimers naturals com el chitosan (poli D-glucosamina) [14], materies humiques extretes
de medis hidrics naturals [15,16], argiles naturals modificades amb cadenes alquiliques [17] o
zeolites [12,18]. Aquests ultims materials tenen 1’avantatge de ser facilment regenerats; s’ha
comprovat que la capacitat d’adsorci6 per a fenol d’una zeolita comercial (HiSiv 1000, UOP
Molecular Sieve, Estats Units) no disminueix ni després de 14 cicles d’adsorcid-regeneracio

en els quals aquesta ultima etapa té lloc exposant el material a 360°C durant 16 hores.
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5.1.2 El paper de I’adsorcio en la mobilitat dels contaminants en el medi

L’adsorcid €és un procés important aplicable a ’hora de predir el desti dels compostos
quimics un cop han estat abocats al sol. El sol actua com un filtre quimic 1 biologic dels
contaminants capa¢ de reduir, en alguns casos, I’impacte d’aquestes substancies al medi
ambient. El grau d’afinitat d’un compost organic per la superficie d’un sol afecta a la seva
bioactivitat, persisténcia, mobilitat i volatilitat. Aixi doncs, con¢ixer en quina proporcié un
determinat compost s’enllaca al sol ens permetra pronosticar si aquest tindra més o menys
tendeéncia a arribar a les aiglies, tant superficials com subterranies. L’extensio de 1’adsorcid
esta relacionada amb les caracteristiques del sol, com el seu contingut en matéria organica, el
contingut i tipus d’argila, la capacitat d’intercanvi o 1’acidesa, i també amb alguns parametres
fisics 1 quimics dels adsorbats, com la seva solubilitat en aigua. Algunes vegades, propietats
associades tant a 1’adsorbent com a ’adsorbat ens poden servir per fer prediccions sobre el
comportament d’aquest Gltim en el medi encara que no es disposi de dades experimentals. En
aquest sentit, Gawlik et al. [19] demostren que les dades d’adsorcidé obtingudes
experimentalment per a més de 40 compostos organics no ionitzables es poden correlacionar
de forma satisfactoria amb el seu comportament cromatografic en un sistema de
cromatografia liquida que utilitza una columna de fase cianopropilica, fent possible
I’estimaci6 dels coeficients d’adsorcié d’aquestes substancies en els anomenats Eurosols (cinc
sols que, per les seves propietats, es considera que son representatius de tots els territoris de la
Unio6 Europea) amb la mesura del seu factor de capacitat en el sistema HPLC citat.

Son nombrosos els estudis realitzats per establir la capacitat d’adsorcié de compostos
fenolics en sediments [20] 1 en sols [21-25]. La majoria d’aquests treballs coincideixen a
destacar que el contingut en matéria organica del sol és un dels factors més relacionats amb la
capacitat d’adsorcidé que presenta aquest sol per als compostos fenolics. Aixi, un sol amb un
alt contingut en carbd organic mostra una capacitat d’adsorcié més gran per a la majoria de
fenols 1, en conseqiiéncia, es retarda el seu transport cap a les aiglies subterranies. Aquesta
immobilitzacié al so0l, a la vegada, afavoreix la degradacio biologica d’aquestes substancies.
Per contra, un sol amb un baix contingut en matéria organica presenta un factor de retencid
menor 1 condiciona que les substancies fenoliques presentin una major mobilitat 1 es
distribueixin en horitzons més profunds del sol. L’afinitat dels compostos fenolics per la
fraccié organica del sol és molt gran; Bollag et al. [26] demostren, per al cas del 2,4-
diclorofenol, que aquest compost és capa¢ d’incorporar-se a I’humus per mitja de varis

mecanismes com enllacos electrostatics, enllagos per pont d’hidrogen o reaccions
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d’acoblament oxidatiu catalitzades per enzims. Bhandari et al. [27] demostren que aquest
acoblament pot ser irreversible sobretot per a fenols amb un grau de cloracio elevat.

A més del contingut en materia organica d’un sol, la naturalesa d’aquesta també juga un
paper important en les capacitats d’adsorcid per a compostos fendlics, al igual que per a molts
altres contaminants organics [28]. La materia organica d’un sol es pot classificar atenent a
I’estadi de degradaci6 en que es troba o bé, en una segona classificacio, es pot diferenciar
entre substancies humiques i substancies no humiques [29]. En funci6 del grau de degradacio
ens podem trobar amb materials inalterats o compostos transformats que no conserven cap
similitud estructural amb la seva font d’origen. Les substancies humiques es defineixen com
organics que provenen de la descomposicidé quimica i biologica de materials no humics, els
quals son compostos inalterats o parcialment degradats. Les substancies humiques,
diferenciades en acids humics, acids fulvics i humines en funcid de la seva solubilitat, son
polimers majoritariament aromatics de pesos moleculars elevats que poden contenir diferents
grups funcionals com grups hidroxil, acids carboxilics, fenols o amines. El grau d’aromaticitat
1 el contingut en grups funcionals d’aquestes substancies varia en funci6 de 1’origen i1 del
clima en que s’ha desenvolupat el sol 1 s’ha trobat a la literatura que la seva fraccié aromatica
pot variar entre el 35 i el 92% [30]. Le Boeuf i Weber [31] formulen una hipotesi en la que
s’afirma que la matcria organica del sol sembla estar dividida en dues fraccions que es
diferencien entre si per la seva reactivitat: una fraccidé que anomenen fova, altament amorfa, i
una fraccid dura o condensada que posseeix un elevat grau d’entrecreuament. Segons aquests
autors, les dues fraccions presenten diferents comportaments pel que fa a la seva capacitat
d’adsorcid. Mentre I’adsorcid a la fraccid tova és rapida, acostuma a ser lineal i no presenta
competencia de tipus solut-solut, la fraccid dura promou una adsorcid més lenta, no lineal i
amb competencia solut-solut per a compostos hidrofobics. També és possible que part de la
materia organica sigui inaccessible als compostos que entren en contacte amb el sol ja sigui
perque es troba formant agregats amb argiles o amb altres particules. En aquests casos, la
quantitat de matéria organica que pot actuar com a adsorbent per a aquests compostos ¢és
menor al contingut organic total del sol 1 és possible observar capacitats d’adsorcid per sota de
les que es podrien predir a priori [32]. Es dedueix, doncs, que la fraccid organica dels sols és
molt heterogénia ja que pot contenir molts tipus de substancies i en diferents proporcions.
Aix0 provoca que el grau d’adsorcid que s’observa per als compostos fenolics, a 1’igual com
per a la majoria de xenobiotics, sigui altament dependent de les caracteristiques de cada sol en
concret. En alguns estudis de complexacid, adsorcid o transport, s’utilitzen fraccions

especifiques aillades del contingut organic total d’un sol per mitja de técniques quimiques. En
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aquests casos, els tractaments aplicats poden alterar la conformacio i la reactivitat del material
original pel que és dificil extrapolar les dades obtingudes a les condicions naturals en les que
la fraccid aillada només representa una petita part del total de mateéria organica [33]. Altres
estudis han servit per concloure que les substancies humiques comercials no sén
representatives d’aquelles que es troben de forma natural en ambients tant terrestres com
aquatics [34,35].

Un altre parametre que condiciona el grau d’adsorci6 d’un determinat compost en un sol
¢s la distribucié de mida de particules del mateix. Haberhauer et al. [36] observen que per a
quatre plaguicides fenoxiacids i els seus derivats fenolics, 2,4-diclorofenol, 4-cloro-2-
metilfenol i 4-clorofenol, I’adsorcid augmenta en disminuir la mida de particula en 1’ordre
argila > Ilim > sorra. El fet que I’argila tingui una capacitat d’adsorcié superior a la de les
altres dues fraccions del sol es deu a que t€ un major contingut en carb6é 1 una major area
superficial.

Igualment s’han dut a terme estudis en els quals s’avalua el comportament pel que fa a
la desorci6 de compostos fenolics presents en sols utilitzant diferents solucions com clorur
calcic [36,37] o aigua a pH acid [38,39]. En aquest sentit, You et al. [40] demostren que la
desorcié de 2,6-diclorofenol, 2,4,6-triclorofenol i pentaclorofenol presents en dos sols de
diferents caracteristiques és més important en augmentar el pH de la solucié emprada, alhora
que el grau de desorcio de pentaclorofenol es veu incrementat de forma important si la solucio

d’estudi conté metanol o tensioactius anionics.

5.1.3 Mecanismes d’adsorcio

L’estudi dels mecanismes d’adsorcio inclou 1’analisi de tots aquells processos que fan
possible que un determinat compost s’acumuli sobre la superficie o a I’interior d’un solid. Les
forces implicades en aquests processos son de naturalesa diversa i no sempre ¢és facil
identificar inequivocament la contribuci6é de cada una d’elles en un determinat sistema sol-
solut. Podem agrupar els processos de transferéncia de soluts des d’una fase aquosa a un sol
en tres categories: sorcid, complexacio 1 precipitacié [29]. El terme sorcid6 o adsorcio
s’utilitza per designar mecanismes en els que els soluts es distribueixen entre una fase liquida
i el so0l 1 hem de distingir entre els processos de caracter fisic (fisisorcid), governats
principalment per reaccions d’intercanvi ionic o forces de Van der Waals, i els processos

quimics (quimisorcio), els quals impliquen la formacié d’enllacos quimics entre les molécules
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d’adsorbat 1 la superficie del sol. En els mecanismes de fisisorcido s’estableixen forces
intermoleculars febles que no impliquen ni la comparticio ni la transferéncia d’electrons per la
qual cosa son totalment reversibles 1 la variaci6é d’entalpia involucrada en aquests processos €s
baixa. A més, no son mecanismes especifics 1 les moleécules de solut no s’enllacen en punts
determinats de 1’adsorbent sind que es poden distribuir per tota la seva superficie. Els
processos de quimisorcio, per contra, provoquen la formacié d’enllagos quimics (covalents o
10nics) dels soluts en punts especifics dels adsorbents, els quals acostumen a ser irreversibles i
les energies d’activacid6 que s’han de superar poden ser elevades pel que la consecucio
d’aquests processos pot ser altament dependent de la temperatura del sistema [1]. En el procés
d’adsorci6 intervenen tant les propietats superficials del sol, regides pel tipus de grups
funcionals o components que aquest conté, com les propietats fisico-quimiques dels soluts. En
els casos en que les substancies a adsorbir poden patir ionitzaci6 (i.e. els compostos fenolics)
tamb¢ s’ha de tenir en compte el pH del sistema. La complexacié és un fenomen que té lloc
quan un catié metal-lic (el solut en aquest cas) forma enllagos de coordinaci6 amb grups
especifics dels components del sol, que actuen com a lligands. Per ultim, un tercer mecanisme
que es pot donar entre un sol i un solut és la precipitacidé d’aquest ultim. Aquest procés depén
en gran mesura del pH del sol, del pH de la solucié que conté el solut i de la concentracid
d’aquest.

Els compostos fenolics poden interaccionar amb el sol bé a través del grup OH, que és
capa¢ de formar enllagos per pont d’hidrogen, o bé a través de 1’anell aromatic per
interaccions de tipus m-7 amb les substancies humiques. En general els autors coincideixen a
afirmar que per al cas dels clorofenols, un augment en el nombre d’atoms de clor a la
molécula es tradueix en un augment de la seva adsorcid en els sols [21,23,25]. L’augment de
la hidrofobicitat i una disminuci6 de la solubilitat en solucions aquoses per als compostos més
clorats provoca aquest comportament. No obstant, Boyd [24] troba que, en alguns casos,
I’adsorcid observada en els seus estudis €s superior a la que es podria esperar només tenint en
compte les interaccions hidrofobiques citades anteriorment. Aquestes “irregularitats”
s’expliquen considerant que és possible la formacié d’enllagos d’hidrogen a través del grup
hidroxil fenolic 1 amb posicions especifiques de la mateéria organica i I’argila presents al sol.
Aixi, per exemple, la preseéncia de substituients electro-donadors a 1’anell aromatic augmenta
el caracter basic del grup OH i d’aquesta manera s’incrementa la possibilitat de formacio
d’enllagos d’hidrogen actuant com a un acceptor de protons. Els factors estérics també
influeixen en 1’extensié en que es formen aquests enllagos per pont d’hidrogen: la introduccio

en posicio orto de grups —CHj, -OCHj3 1 —Cl resulta en una disminucié de 1’adsorcid si la
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comparem amb la que es dona si les substitucions tenen lloc en la posicié para. Per ultim, per
al cas del catecol, I’existeéncia de dos grups OH a la molécula, realga la formacioé d’enllagos

d’hidrogen doblant la capacitat d’adsorcié d’aquesta substancia per aquesta via.

5.1.4 Caracteritzacio de I’adsorcio

Per tal d’estudiar les caracteristiques adsortives dels sols es poden utilitzar dos tipus de
técniques experimentals que ens proporcionen informacio diferent. Per una banda, els estudis
en batch estan dissenyats per analitzar els equilibris d’adsorci6 de sol préviament assecat i
homogeneitzat en contacte amb solucions d’un determinat compost a diferents
concentracions. Com a norma general, una vegada es posa en contacte un adsorbent amb una
fase liquida que conté un adsorbat, el procés d’adsorcid evoluciona fins que s’assoleix
I’equilibri entre les concentracions d’adsorbat a la fase solida 1 en solucid. Aquests estudis
permeten avaluar el comportament del sol en aquest cas davant de concentracions creixents
d’un determinat compost. Per altra banda, el segon tipus d’estudi son els tests en columna
que es poden realitzar amb un sol inalterat, €s a dir, que conserva la seva estratificacié 1 la
distribucié dels components que presenta en la seva forma natural. El sol es disposa a
I’interior d’una columna d’acer 1 es fa passar a través seu una solucié del compost a estudiar
per avaluar la interaccié d’aquest amb el sol, la seva velocitat de migracio i1 I’existéncia o no

de camins preferents [29].

5.1.4.1 Isotermes d’adsorcio

Les isotermes d’adsorcid descriuen les relacions d’equilibri entre un adsorbent i un
adsorbat 1 les dades que les caracteritzen s’extreuen dels estudis en batch descrits a I’apartat
anterior. SOn representacions grafiques de les concentracions de solut adsorbides al sol en
funci6 de les concentracions que romanen en solucié un cop el sistema ha assolit 1’equilibri.
Poden donar-se diferents relacions isotérmiques d’adsorcio, €s a dir, entre la capacitat
d’adsorci6 (ug solut / g adsorbent) i la concentracid residual de solut en la solucid, tal com es
pot veure a la Figura 5.1. Els quatre tipus basics son els que es designen amb les lletres L, S,
C i H. Les isotermes d’adsorci6 de tipus L descriuen una elevada afinitat entre 1’adsorbat i
I’adsorbent: 1’adsorcid creix a I’augmentar la concentracidé de solut fins que s’arriba a la
saturacio del solid. Poden ser indicatives de processos de quimisorcid. Les isotermes de tipus

H, per la seva banda, representen el cas extrem de 1’exemple anterior. S6n indicadores d’una
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forta interaccio entre els punts actius de 1’adsorbent 1 les molecules de solut, les quals queden
totalment adsorbides fins a assolir la capacitat maxima de 1’adsorbent. Les corbes convexes (L
1 H) es coneixen com a isotermes favorables, doncs suposen I’obtencié d’una carrega
d’adsorbat forga alta en fase solida en equilibri amb una concentraci6 d’aquesta substancia
prou baixa en el fluid. El cas oposat a I’adsorcié favorable és el representat per les corbes
concaves conegudes com a isotermes desfavorables (no representades a la Figura 5.1) les
quals son poc freqilients [41]. Les representacions conegudes com a isotermes C descriuen una
situacio de particid que sovint suggereix la interaccio entre un sorbent hidrofobic i un solut
tamb¢ hidrofobic. S’estableix una relacidé constant entre la quantitat de solut fixat damunt el
solid 1 la concentracié que resta en solucid. Aquest tipus d’isoterma es presenta poques
vegades a la practica i representa la situaci6 inicial de les isotermes S i L quan es treballa amb
solucions molt diluides de solut. Totes les formes descrites fins al moment representen
sistemes on 1’adsorcid té lloc en una sola capa de molécules sobre 1’adsorbent perdo podem
trobar-nos amb el cas que es doni adsorcid cooperativa (isoterma S) en la que interaccions de
tipus adsorbat-adsorbat son més fortes que les interaccions entre 1’adsorbat i la superficie del
solid.

tipus L tipus S

tipus C tipus H

Figura 5.1 Les quatre formes basiques d’isotermes d’adsorcid. Eix de les x: concentraci6 de
solut en solucié a I’equilibri (ug'mL™); eix de les y: concentraci6 de solut adsorbida a

’equilibri (ug-g™)

189



CAPITOL 5

A part de les quatre isotermes basiques representades a la Figura 5.1, tamb¢é es poden
obtenir formes més complexes encara que poden considerar-se hibrids de les anteriors. Es
important tenir en compte que la forma de la representacid grafica obtinguda a partir de les
dades d’adsorcié no ens proporciona informaci6 suficient per establir de forma inequivoca els
mecanismes involucrats en el procés. Pot indicar quines son les interaccions que, amb més
probabilitat, s’estan produint entre adsorbent i adsorbat perd sempre cal una confirmacié per

metodes més directes com I’espectroscopia molecular.

5.1.4.1.1 Modelitzacio dels processos d’adsorcio

Existeixen un gran nombre d’expressions matematiques per descriure 1’equilibri
isotermic d’adsorcid, cadascuna d’elles amb un nivell de complexitat diferent. Els estudis
d’adsorcio que van portar al plantejament d’aquestes expressions matematiques es van dur a
terme principalment en sistemes de tractament de gasos. L’aplicacio d’aquestes expressions a
I’adsorcié de components d’una dissolucio s’ha demostrat també valida en la majoria de casos
[42].

L’expressio més simplificada correspon al cas d’isoterma lineal també coneguda com a
llei de Henry. A concentracions molt baixes d’adsorbat a la fase liquida, les molecules
adsorbides es troben molt separades sobre la superficie de 1’adsorbent de manera que cap
d’elles no interaccionara ni influira en ’adsorci6 de les altres. En aquest cas és licit assumir
que la concentraci6 d’adsorbat en una fase és directament proporcional a la concentracié en
I’altra (Taula 5.1).

Els models de Freundlich 1 Langmuir, tot i ser introduits per primera vegada fa gairebé
un segle, encara continuen essent les dues equacions més utilitzades per la seva capacitat
d’ajustar les dades experimentals d’adsorcié de molts tipus de sistemes adsorbent-adsorbat. El
seu exit recau, majoritariament, en la facilitat en que es poden estimar els parametres que
caracteritzen el procés d’adsorcidé en aquests models, ja sigui mitjangant 1’ajust de les dades
amb les equacions generals o bé a partir d’ajustos lineals de les mateixes en els que aquests
parametres es calculen a partir del pendent i ’ordenada a I’origen de 1’equaci6 de la recta
obtinguda [43]. Ambdos métodes suposen una adsorcid6 monocapa en la que no es donen
interaccions entre les diferents molecules de solut.

El model de Langmuir va ser desenvolupat originariament per descriure sistemes en
els quals tenia lloc adsorcié quimica en llocs especifics de la superficie d’un adsorbent.

Considera un equilibri d’adsorci6 dinamic en el que unes molecules d’adsorbat es van unint a
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la superficie del solid mentre se’n desorbeixen d’altres i s’assoleix 1’equilibri quan s’igualen
les velocitats dels dos processos. A banda de les consideracions cinétiques, 1’equacié de
Langmuir es deriva d’una s€rie d’assumpcions: la superficie de I’adsorbent és homogenia, tots
els punts d’enllag son energeticament idéntics 1 les molécules adsorbides ho fan en llocs fixes
sense interaccionar entre elles i no es desplacen sobre la superficie de 1’adsorbent. L.’equacio
del model ¢és la que es pot veure a la Taula 5.1 a partir de la qual es pot calcular la capacitat
d’adsorci6 maxima per a un solut donat (Qnax). En el punt de saturacio, quan la concentracio
de solut en solucio tendeix a infinit, la quantitat adsorbida tendeix a Quax, mentre que a baixes
concentracions, la isoterma de Langmuir convergeix amb la llei de Henry pel que dona una

relacio lineal [1].

Isoterma Expressio matematica
Llei de Henry 9=K,C,
b Qmax Ceq
Langmuir q =—1 +bC,
Freundlich g=K,C,/n
b Qmax Ceq
Redlich-Peterson 9= 5
1 + (b Qmax )
Langmuir-Freundlich q= (b Ceq )B O
- - B
1+ ib C, )
BET _ b Qmax Cr
0-c )-(-C +bCr)
400 oy
Jaeder i Erdos q =—Z
1+4C,,
q capacitat a I’equilibri (ug adsorbat / g adsorbent)
Ceq concentracio a la solucid a I’equilibri (ug adsorbat / mL)
Ky coeficient de la llei de Henry
b parametre d’afinitat
Qumax capacitat d’adsorcié maxima
Kr constant relacionada amb la capacitat d’adsorci6 (Freundlich)
C, concentraci6 reduida (Cequilibri / Caturacio)
1/n, A, B parametres empirics

Taula 5.1 Models matematics que descriuen 1’equilibri isotérmic d’adsorci6 [43]
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La isoterma de Freundlich ¢és, probablement, 1’equacié més utilitzada donat que
condueix generalment a un bon ajust, malgrat presentar algunes limitacions. Segons 1’equacié
de Freundlich (Taula S5.1), la quantitat de solut adsorbida augmenta en augmentar la
concentracid del mateix en dissolucido pel que I’ajust per a sistemes amb una cobertura
superficial elevada no és bo i a concentracions baixes no convergeix cap a la isoterma lineal.
La isoterma de Freundlich ha estat deduida fent una série de suposits: no es produeix
associacid, dissociacid ni canvi en la configuracido de les molecules un cop aquestes estan
adsorbides, hi ha una abséncia completa d’adsorcidé quimica i assumeix que la superficie és
heterogenia i que 1’adsorcié en cada tipus de punts actius obeeix I’equacié de Langmuir. En
general, un gran nombre de resultats experimentals en els quals té lloc una adsorci6 a través
d’interaccions de tipus Van der Waals poden ser expressats a través de I’equacid de
Freundlich en un rang de concentraci6 intermig [1]. Els parametres que es poden calcular a
partir de I’equaci6 de Freundlich son la constant K, que és una mesura del grau d’adsorcio i la
constant n, que €s un parametre empiric que varia amb el grau d’heterogeneitat de I’energia
associada en el procés d’adsorci6é. En general, valors de n<l, representats com a grafics
convexos, son indicatius d’adsorcié en medis heterogenis en els quals primer s’ocupen els
punts actius d’elevada energia i després els de menor energia. Quan n>1 s’obtenen grafics
amb forma concava; en aquests casos, les molécules que s’adsorbeixen en primer lloc
modifiquen la superficie del solid de tal manera que s’afavoreix 1’adsorcid de posteriors
molecules. Per ultim, un valor de n=1 es tradueix en una isoterma de tipus lineal [22].

S’han proposat moltes altres equacions per a isotermes que descriuen els equilibris
d’adsorcio partint d’assumpcions similars a les anterior i d’altres de més complexes. La
majoria d’elles, pero, contenen un major nombre de parametres a ajustar 1 precisen
d’algoritmes complexes. La isoterma de Redlich-Peterson (Taula 5.1) és una equaci6 més
general que les de Freundlich i Langmuir, doncs assumeix |’adsorci6 en superficies
heterogenies més enlla d’una sola capa de moleécules d’adsorbent retingudes i, alhora, té¢ un
rerafons termodinamic que li dona convergeéncia amb la llei de Henry a baixes concentracions
d’adsorbat. Tot i ser una equacio apta per descriure un gran nombre de sistemes, no és massa
utilitzada, basicament a causa de la dificultat que representa 1’ajust de tres parametres. El
mateix succeeix amb la isoterma de Langmuir-Freundlich (Taula 5.1); aquesta intenta
aprofitar el bon ajust generalment aconseguit amb la isoterma de Freundlich donant
consisténcia termodinamica a 1’equacié proposada. Una altra expressid que val la pena

comentar ¢s la isoterma de Brunauer, Emmet i Teller, més coneguda com la isoterma BET
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(Taula 5.1), la qual admet I’existéncia de varies capes d’adsorbat encara que assumeixi que la
superficie buida o associada a una monocapa, bicapa, etc. €s constant per a unes condicions
d’equilibri determinades. En aquest cas, cada molecula adsorbida serveix de lloc per a una
segona capa 1 aixi successivament. La isoterma de Jaeder i Erdos (Taula 5.1) pretén
resumir en una equacio general les expressions de les diferents isotermes proposades fins al
moment. Diferents autors han proposat isotermes basades en diferents suposits pero totes elles
son versions simplificades de la isoterma de Jaeder 1 Erdos [41].

Cap de les isotermes comentades es pot aplicar de manera universal, com tampoc es pot
predir quina donara un millor ajust a un sistema en particular. Les expressions més simples
son les de Langmuir i Freundlich les quals presenten un bon ajust de les dades experimentals

sense una complexitat excessiva en els calculs.
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5.2

EXPERIMENTAL

5.2.1 Reactius

Fenol: solid, 99.5%, ref. C16025000, Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Alemanya).
2-clorofenol: liquid, 99.5%, ref. C11470000, Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg,
Alemanya).

2-nitrofenol: solid, 98.5%, ref. C155902, Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg,
Alemanya).

2,4-diclorofenol: solid, 99.5%, ref. C12451000, Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg,
Alemanya).

Clorur de calci anhidre (CaCly): solid purissim, 95%, ref. 141219, Panreac Quimica
S.A. (Barcelona, Espanya).

Acetonitril (CH3CN): liquid, RS-PLUS per a HPLC >99.9%, ref. 412392, Carlo Erba
(Rodano, Italia).

Acid acétic (CH;COOH): liquid, 99.7% ACS reagent, ref. 32009-9, Aldrich (Steinheim,
Alemanya).

Totes les solucions de fenols es preparen en medi clorur de calci 0.01M. Els patrons de

calibratge es preparen per dilucié d’una solucié mare que conté els quatre compostos objecte

d’estudi a una concentracié aproximada de 120 mg-L’. Els experiments d’adsorcié es

realitzen amb cadascun dels fenols de forma individual excepte pel cas dels estudis cinétics.

Les solucions de treball utilitzades per determinar les isotermes d’adsorcid sén dissolucions

individuals de cada compost a concentracio de 200 o 300 mg-L™.

5.2.2 Aparells i material

Cromatograf liquid Spectra System de Thermofinnigan (San Jose, CA, Estats Units)
equipat amb una valvula d’injecci6 Rheodyne 77251 (Rohnert Park, CA, Estats Units)
amb un /oop de 20 pL, bomba peristaltica P2000, sistema de desgasificaci6 SCM 1000,
controlador SN4000 i detector UV-Vis de diodes en linia. Per dur a terme la separacio
dels analits s’utilitza una columna cromatografica Kromasil 100 C18 de S5um de mida
de particula 1 20cmx0.46¢cm i.d. (ref. TR-011942) amb una precolumna de tipus ODS
(ref. TR-C-160-1), ambdues de Teknokroma (Barcelona, Espanya).
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- Agitador rotatori ROTARY MIXER, DINKO Instruments (Barcelona, Espanya).

- Centrifuga Mixtasel, Pselecta (Abrera, Espanya).

- pH-metre GLP22, Crison (Barcelona, Espanya).

- Filtres de xeringa de 25 mm de diametre i 0.45 um de mida de porus, ref. TR-200104,
Teknokroma (Barcelona, Espanya).

- Balanga analitica electronica A200S amb una precisié de + 0.1 mg, Sartorius Analytic
(Gottingen, Alemanya).

- Sistema de filtraci6 amb membrana de nil6 de 47 mm i 0.45 pm de mida de porus, ref.
7404-004, Whatman (Maidstone, Regne Unit).

- Xeringues per a HPLC de 100 pL, Hamilton (Bonaduz, Suissa).

- Tamis molecular de 2 mm de llum, ref. 013148.4, Cisa (Barcelona, Espanya).

5.2.3 Procediment experimental

5.2.3.1 Analisi de compostos fenolics

Els compostos estudiats en aquest capitol son quatre dels fenols inclosos en les llistes de
contaminants prioritaris de la EPA: fenol (Ph), 2-clorofenol (2CP), 2-nitrofenol (2NP) i 2,4-
diclorofenol (24DCP). La seva analisi s’ha dut a terme per cromatografia liquida d’alta
resolucio amb deteccié UV-Vis. La correcta separacié dels quatre compostos fenolics té lloc
en condicions isocratiques amb una fase mobil composta d’acetonitril i aigua en proporcio
50:50 (v/v) amb un 1% d’acid acétic. El flux de fase mobil és d’1 mL-min” i el temps
necessari per analitzar cada mostra és de 12 minuts. La deteccio es realitza amb un detector de
diodes en linia a 275 nm per a tots els compostos excepte 2,4-diclorofenol que es detecta a

286 nm. El volum de mostra injectat en cada cas ¢és de 20 pL.

5.2.3.2 Estudis d’adsorcio

En els estudis d’adsorci6 s’ha de diferenciar entre els experiments cinétics i la
determinaci6 de les isotermes d’adsorcid. Els primers ens proporcionen informaci6 del temps
necessari per a que el sistema sol-solucid assoleixi 1’equilibri, mentre que els segons avaluen
el comportament del sistema davant de concentracions creixents del compost o compostos

estudiats.
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5.2.3.2.1 Cinétiques d’adsorcio

Es pesen porcions de 3 grams de sol en tubs de centrifuga (de vidre) i es deixen
equilibrar durant unes 12 hores amb 10 mL de soluci6 de clorur de calci 0.01M. Passat aquest
temps, s’afegeix als tubs 5 mL d’una solucid que conté els quatre derivats fenolics a una
concentracié aproximada de 300 mg-L"' en CaCl, 0.01M. De nou es posen a agitar durant
temps variables, entre 30 minuts i 72 hores. Passat el temps d’agitacid pre-establert per a cada
un dels tubs (experiments per duplicat per a cada temps), aquests es centrifuguen a 210" rpm i
els sobrenedants es filtren a través d’un filtre de xeringa d’acetat de cel-lulosa de 0.45 um. Les

mostres s’analitzen emprant el meétode de cromatografia liquida descrit anteriorment.

5.2.3.2.2 Isotermes d’adsorcio

Tots els experiments s’han dut a terme conforme a les normes de la OCDE [44]. Segons
aquesta norma, és convenient utilitzar una relacio sol-solucid que proporcioni un percentatge
d’adsorci6 com a minim del 20%, i preferiblement superior al 50%, per tal de minimitzar
I’error en els calculs. Es decideix treballar amb una relacio 1:2 per a tots els compostos
excepte per a 2,4-diclorofenol amb el que s’utilitza una relacié 1:5 atesa la gran afinitat del sol
per aquest compost. Aixi, per a Ph, 2CP i 2NP es pesen porcions de 5 grams de sol les quals
s’equilibren amb 5 mL de soluci6 de CaCl, 0.01M mentre que per a 24DCP el pes de sol és de
3 grams 1 la solucié de CaCl, 0.01M de 10 mL; passat el temps d’equilibracid, s’afegeix el
volum de solucié stock del fenol corresponent (200 mg-L" per a Ph, 2CP i 2NP i 300 mg-L™
per a 24DCP) necessari per obtenir concentracions en la suspensi6 sol-soluci6 d’entre 51 100
mg-L™", afegint-se clorur calcic 0.01M fins aconseguir un volum final de 10 mL per a les
isotermes de Ph, 2CP 1 2NP i 15 mL per al cas del 24DCP. Els tubs s’agiten durant el temps
necessari per assolir I’equilibri (determinat préviament als estudis cinetics). Un cop assolit
I’equilibri, es centrifuguen els tubs, es filtren els sobrenedants i1 s’analitzen per cromatografia

liquida.
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5.3 RESULTATS I DISCUSSIO

Aquest capitol esta dedicat a I’estudi de ’adsortivitat de quatre compostos fenolics
(fenol, 2-clorofenol, 2-nitrofenol i 2,4-diclorofenol) en sols de diferents caracteristiques. Es
vol determinar les caracteristiques del sol 1 dels adsorbats que més influeixen en les capacitats
d’adsorcio dels sols pels compostos estudiats, per tal de predir el seu comportament un cop

abocats al medi natural.

5.3.1 Caracteritzacio del métode cromatografic

El métode cromatografic descrit en el capitol 2 s’ha modificat lleugerament per a la
seva utilitzacio en la separaci6 i determinacié de Ph, 2CP, 2NP i 24DCP.

La fase mobil més adient per tal de dur a terme la separacid cromatografica dels quatre
compostos fenolics d’interés en aquest cas consisteix en una mescla acetonitril:aigua 50:50
(v/v) que conté un 1% d’acid acetic. Proporcions inferiors d’acetonitril resulten en un
augment en els temps de retencid dels analits ja que que la disminuci6 en la quantitat de
CH;CN a la fase mobil provoca un augment de la seva polaritat i els analits, sobretot els més
apolars (2NP 1 24DCP), passen a tenir més afinitat per la fase estacionaria 1 son arrossegats
més lentament per la fase mobil. L’augment de la quantitat d’acetonitril no es tradueix en una
disminuci6 considerable en els temps de retencid, pel que s’opta per treballar amb la relacid
CH3CN:H,0 50:50 (v/v).

El flux de fase mobil utilitzat és d’1 mL-min™ i el volum de mostra en cada injecci6 és
de 20 pL. Pel que fa a la deteccid, una longitud d’ona de 275 nm resulta ser la més sensible
per a tots els compostos estudiats excepte per a 24DCP que presenta una major sensibilitat a
286 nm, tot i que es pot detectar a 275 nm. La Figura 5.2 mostra un exemple d’un

cromatograma obtingut a partir de les condicions seleccionades.
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Figura 5.2 Cromatograma obtingut per a un patré dels quatre compostos fenolics a un nivell
de concentracié d’1 mg-L" en medi CaCl, 0.01M (A= 275 nm).

El métode cromatografic s’ha caracteritzat respecte als intervals de linealitat, limits de
deteccio 1 repetibilitat. L’interval de linealitat del métode s’ha estudiat en medi CaCl, 0.01M
fins a 100 mg-L"' (Taula 5.2) essent aquest lineal en tot el rang estudiat. No obstant, per a la
quantificaci6 de les mostres més diluides s’han utilitzat calibratges amb un rang de

concentracions menor per minimitzar els errors associats.

pendent (10*) ordenada origen (‘107 r’

Ph 9.92 +0.09 6.5+4.7 0.9998
2CP 10.75 £0.07 9.1+39 0.9997
2NP 30.6 0.1 7.3+4.7 0.9999
24DCP 9.54 + 0.04 55+2.1 0.9999

Taula 5.2 Parametres de caracteritzacio del métode cromatografic (n=7).

Els limits de detecci6é del meétode s’han determinat per mitja de la injeccié dels analits
en el sistema a concentracions cada cop més baixes fins trobar aquella en que 1’algada de pic

¢€s, com a minim, tres vegades el soroll de fons del cromatograma al voltant del pic. Atenent a
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aquesta consideracid, es determina una concentracié de 15 pg'L™" com a limit de detecci6 per
a Ph, 2CP i 2NP i 20 pg'L" per a 24DCP.

Per avaluar la repetibilitat del métode cromatografic s’han realitzat sis injeccions
consecutives d’un patrd que conté els quatre compostos estudiats a una concentracio d’1
mg-L'l. Els valors de desviaci6 estandard relativa (RSD) obtinguts es mostren a la Taula 5.3.
D’aquests valors es dedueix que el senyal es manté estable al llarg d’una sessio de treball.
També s’ha avaluat la reproductibilitat realitzant punxades del mateix patrd indicat
anteriorment en dos dies consecutius 1 els valors de RSD també es poden veure a la Taula
5.3. Els resultats obtinguts en els dos casos son similars pel que podem concloure que el

metode cromatografic desenvolupat és suficientment precis.

n=6 (1 dia) n=9 (2 dies)

RSD (%) RSD (%)
Ph 0.6 0.5
2CP 0.3 0.3
2NP 0.6 0.6
24DCP 0.4 0.5

Taula 5.3 Estudis de repetibilitat i reproductibilitat del métode cromatografic realitzats amb
una solucié estandard dels quatre fenols de concentracié 1 mg-L™.

5.3.2 Estudis d’adsorcio

Es vol determinar 1’adsorcié de compostos fenolics amb diferent grau i tipus de grups
funcionals en sols de diferent procedéncia. S’han escollit sis sols representatius de les
comarques de Girona amb atributs molt diferenciats entre ells. El primer que s’ha dut a terme
¢s una caracteritzacié completa de les mostres de sol pel que fa a les seves propietats fisiques 1
quimiques, la qual es recull a la Taula 5.4. Tal com podem veure, son sols amb valors molt
diversos de pH, fraccions d’argila, sorra i llim, percentatge de matéria organica i capacitat de
canvi cationic, entre d’altres. Aquestes diferéncies es poden observar a simple vista a través
de la textura i el color de cadascuna de les mostres.

Un cop feta la presa de mostra de sols, tots ells de 1’horitz6 més superficial, s’assequen
a temperatura ambient i es tamisen a una mida de particula igual o inferior a 2 mm. Tots els
experiments d’adsorcio s’han dut a terme amb aquesta fraccio, tal com indica la norma OCDE

[44].
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SOLS ESTUDIATS
S o e , St.
Vilaiit Pedret | Vilajuiga | Cadaqués | Orfes Dalmai
s majoritari pastura | agricola vinya pastura pastura cultiu
densitat aparent 1.57 1.43 137 1.96 1.59 125
(gem’)
capacitat infiltracio
1 224 17.04 165.20 9.06 21.25 126.55

(mm-h™)
capacitat de retencio
hidrica (%) 74 .45 47.70 25.83 48.66 43.25 53.18
argila 52.35 55.71 4.32 8.61 15.65 34.15
Llim 39.85 31.08 14.85 17.06 25.19 25.19
sorres 7.80 13.21 80.83 74.34 59.43 40.66
PH 6.95 8.03 5.17 5.78 8.18 6.55
conductivitat
eléctrica (dS-m'l) 2.40 0.16 0.08 0.11 0.24 0.28
carbonats (%) 6.75 12.15 0.0 0.0 19.13 0.0
materia organica 6.70 0.98 0.60 4.10 0.83 8.11
(%)
nitrogen total (%) 0.65 0.09 0.05 0.09 0.17 0.33
C/N 5.97 6.31 6.96 6.31 2.83 14.25
capacitat canvi
catidnic (meq/100g) 63.70 21.30 8.83 13.60 19.40 31.35
Ca (meq/100g) 49.90 14.21 4.63 5.29 16.86 6.33
Mg (meq/100g) 10.64 4.64 2.67 1.55 3.17 4.33
K (meq/100g) 3.32 0.42 1.03 1.42 0.52 1.52
Na (meq/100g) 2.50 0.83 0.55 2.83 0.67 1.67
saturacio bases (%) 104 94 100 82 109 44
P assimilable 32068 | 2668 | 3240 3891 | 28.15 | 38.15
(mg-Kg™)

Taula 5.4 Caracteritzaci6 fisicoquimica dels sols utilitzats en I’estudi d’adsorcio.
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5.3.2.1 Estudis preliminars

Abans de dur a terme els estudis d’adsorcid €és necessari realitzar una serie de tests per
determinar el temps que ha de transcorrer perque el sistema sol:solucié assoleixi I’equilibri, la
relacio sol-solucié més adient en cada cas, aixi com estudis d’adsorcid dels analits a les parets
dels recipients on es realitzen els assaigs i proves sobre el sol per determinar la preséncia

d’artefactes que puguin interferir a I’analisi cromatografica de les substancies estudiades.

5.3.2.1.1 Cinétiques d’adsorcio

Els estudis cinétics ens permeten determinar el temps necessari per a que els sistemes
sol-solucio6 assoleixin 1’equilibri. Per tal de dur a terme aquests assaigs es posen en contacte
diferents porcions de sol amb una solucid que conté els quatre analits i s’agiten les mescles
durant diferents temps (0.5, 1, 2, 5, 10, 24, 48 1 72 hores), tal com es descriu a la seccio
experimental.

Les cinetiques es poden representar de dues maneres diferents; per una banda el
percentatge d’analit adsorbit al sol en funci6 del temps d’equilibracio, 1 per una altra el
percentatge d’analit que resta en solucid en funci6 del temps. Els grafics de la Figura 5.3
representen les cinctiques d’adsorcio, representades com al percentatge d’analit adsorbit en

funcié del temps de contacte sol-solucio, per a cada compost en cadascun dels sols estudiats.
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Figura 5.3 Grafics corresponents a les cinetiques d’adsorcié de cada fenol en cadascun dels
sis sols estudiats (concentraci6 inicial: 100 pg'mL™"; relacio sol:solucio 1:5).

Tal com es pot veure, la cinética d’adsorcid varia lleugerament en funcié del sol. En
general, un temps de contacte de 24 hores ¢s suficient per arribar a 1’estat d’equilibri, excepte
per al sol de Vilaiit, on després de 24 hores encara hi ha un lleuger increment del percentatge
d’adsorci6 a mesura que s’incrementa el temps. Es decideix treballar amb un temps de 24
hores en la determinaci6 de les isotermes d’adsorci6 ja que per a la majoria dels sols s’ha

assolit I’equilibri en aquest temps. Per al sol de Vilaiit, on no s’ha assolit 1’equilibri a les 24
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hores, les variacions passat aquest temps son escasses i es pot assumir que es troben dins

I’error experimental del metode emprat per a la determinacio.

L’ordre d’adsorcié dels compostos avaluats €s similar per a tots els sols. El compost que
presenta una retencid més gran és el 24DCP, mentre que el 2CP i el 2NP tenen nivells
d’adsorci6 similars. El compost menys retingut en tots els sols és el fenol (compost més

polar).

5.3.2.1.2 Seleccio de la relacio sol:solucio

La seleccio de la relacid sol:solucido més apropiada és important a ’hora de dur a terme
estudis d’adsorci6. La quantitat de solut adsorbida al sol a 1’equilibri habitualment es calcula
per diferéncia entre la quantitat inicial i la que resta en solucid. El resultat d’aquesta
diferéncia no convé que sigui molt petit per tal de minimitzar els errors produits en el calcul.
D’altra banda, sobretot en els casos en els que s’assoleixen percentatges elevats d’adsorcio,
tampoc convé que les concentracions d’adsorbat a la soluci6 a I’equilibri siguin molt petites 1
proximes als limits de quantificaci6 del métode de deteccid per, igualment, minimitzar els
errors associats a les mesures. Les normes de I’OCDE [44] recomanen que el percentatge
adsorbit es trobi per sobre del 20%, preferiblement superior al 50%, i aconsellen dur a terme
un seguit de proves prévies amb tots els analits i1 sols de diferents caracteristiques a estudiar
per tal de trobar les condicions optimes de treball. Donat que la norma estableix una relacio
sol:solucido 1:5 com un bon punt de partida, els primers experiments s’han realitzat amb
aquesta proporcio (3 grams de sol amb 15 mL de solucié). Amb aquesta relacio, el 2,4-
diclorofenol, que és el compost que s’adsorbeix en major proporcid a tots els sols, presenta
uns percentatges de retencid entre 30 i 80%. Aixi, una relacio sol:solucid 1:5 és apropiada per
tal de dur a terme els estudis amb aquest compost. Per contra, la resta de fenols estudiats, tot i
presentar una adsorcid adequada, entre el 30 1 el 60%, per al sol amb major contingut en
materia organica (St. Dalmai), 1’adsorci6 és inferior al 10% en altres sols, pel que es decideix
provar una relacié sol:solucié 1:2 (5 grams de sol amb 10 mL de solucid). Aquesta altra
relacid ha donat com a resultat percentatges d’adsorcio adients per a 2CP, 2NP i Ph en tots els
sols. Aixi doncs, els estudis s’han dut a terme amb una relacio 1:5 (3 grams de sol i 15 mL de
solucid total) per a 2,4-diclorofenol i amb una relacié 1:2 (5 grams de sol 1 10 mL de solucio

total) per a fenol, 2-clorofenol i 2-nitrofenol.
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S’ha de precisar que els percentatges d’adsorcid assolits per als compostos fenolics
estudiats presenten variacions en funcid de si s’analitzen conjuntament o per separat degut a
fenomens de competéncia. En aquest treball s’han determinat les isotermes d’adsorcid en
situacid de no competencia, €s a dir, portant a terme el procés per a cada compost individual

en els sis sols avaluats.

5.3.2.1.3 Assaigs de control

Aquests assaigs consisteixen en determinar si el procés condueix a perdues dels analits
per adsorciod al material utilitzat (i.e., a les parets de vidre dels tubs), i també per detectar si els
sols estudiats contenen substancies que ens poden interferir en el procés d’analisi o bé si ja es
troben contaminats amb els compostos fendlics estudiats.

Per al primer dels casos s’utilitzen mostres control que contenen unicament la
substancia estudiada en cada cas sense el sol 1 aquestes son sotmeses a tot el procés. Aquestes
proves, a més de detectar possibles pérdues dels analits per adsorcid sobre el material de
vidre, també ens serveixen per avaluar la seva estabilitat en el medi, CaCl, 0.01M. Els
resultats obtinguts mostren que no es pateixen perdues de cap dels analits i que aquests son
estables en el medi d’estudi.

Per al segon cas, es realitzen blancs dels sols on les suspensions emprades contenen el
sol i CaCl, 0.01M pero sense la presencia de cap dels analits. Igualment es sotmeten les
mescles a tot el procés. S ha portat a terme un blanc per a cada sol i en cap cas s’han detectat
els fenols estudiats ni substancies amb temps de retencié similars que ens podrien interferir en

la seva analisi cromatografica.

5.3.2.2 Isotermes d’adsorcio

En els equilibris d’adsorci6 s’estudia la relacid entre la capacitat d’adsorcid i la
concentracio d’analit lliure. Aquesta relacio, mesurada a temperatura constant, dona lloc a les
anomenades isotermes d’adsorcio.

S’han ajustat les dades d’adsorcié obtingudes per als quatre compostos fendlics,
utilitzant els sis sols mostrejats, a tres dels models matematics proposats com a expressio de
les isotermes d’adsorcid: el model d’isoterma lineal, el model de Freundlich i el model de
Langmuir. Els dos ultims sén els models més utilitzats per fer I’ajust de les dades obtingudes,

tant en sistemes solid-liquid com solid-gas. Aquests models representen, en el cas concret
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d’estudi, la relaci6 entre la quantitat de compost fenolic adsorbida en el solid adsorbent (g, en

ng'g") i la concentracié de compost fenolic en solucié (Cey, €n pg'mL™), una vegada s’ha

assolit I’equilibri. L’interval de concentracions estudiat per a cada un dels compostos és de 5 a

100 ug'mL™". Amb I’ajust de les dades experimentals als models matematics proposats s’han

obtingut, en cada cas, els valors dels parametres de I’equacio utilitzada (Taula 5.5).

FREUNDLICH LANGMUIR LLEI de HENRY

K | 1/n | r’ Quuax | b | r’ Ky | r’
VILAUT
Ph
2CP 3,741 | 0,680 | 0,998 | 130,406 | 0,014 | 0,992 0.950 0.980
2NP 1,825 | 0,686 | 0,996 | 72,699 0,012 | 0,988 0.446 0.984
24DCP 8,304 | 0,739 | 0,998 | 418,628 | 0,011 | 0,998 2.752 0.986
PEDRET
Ph
2CP 6,783 | 0,636 | 0,986 | 147,575 | 0,024 | 0,980 1.533 0.956
2NP 2,582 | 0,813 | 0,992 242.9 0,007 | 0,992 1.163 0.986
24DCP 8,117 | 0,779 | 0,988 | 638,216 | 0,007 | 0,980 3.210 0.984
VILAJUIGA
Ph 0,579 | 0,778 | 0,976 | 51,385 0,007 | 0,978 0.208 0.990
2CP 1,182 | 0,859 | 0,980 | 176,143 | 0,005 | 0,984 0.644 0.974
2NP 2,623 | 0,657 | 0,954 | 87,563 0,014 | 0,947 0.559 0.929
24DCP 3,040 | 0,853 | 0,988 | 626,906 | 0,003 | 0,986 1.582 0.988
CADAQUES
Ph
2CP 6,471 | 0,685 | 0,984 | 197,729 | 0,018 | 0,984 1.825 0.964
2NP 9,170 | 0,601 | 0,947 | 148,317 | 0,034 | 0,958 1.791 0.891
24DCP 9,950 | 0,904 | 0,996 | 2615267 | 0,003 | 0,996 6.844 0.996
ORFES
Ph
2CP 3,446 | 0,692 | 0,988 | 129,044 | 0,014 | 0,986 0.926 0.968
2NP 0,798 | 1,052 | 0,984 | -305,481 | -0,0027 | 0,986 0.972 0.984
24DCP 9,475 | 0,697 | 0,955 | 326,518 | 0,016 | 0,964 2.618 0.924
St. DALMAI
Ph 7,340 | 0,762 | 0,992 | 526,910 | 0,008 | 0,984 2.640 0.986
2CP 11,054 | 0,892 | 0,996 | 1689,792 | 0,005 | 0,996 7.443 0.992
2NP 10,219 | 1,050 | 0,986 | -1977,472 | -0,005 | 0,988 11.691 0.984
24DCP 52,485 | 0,870 | 0,992 | 2097,873 | 0,023 | 0,990 | 38.027 | 0.988

Taula 5.5 Parametres de caracteritzacid dels models de Freundlich, Langmuir i isoterma
lineal obtinguts en els estudis d’adsorci6 de compostos fenolics.

206




Concentracio adsorbida a I’equilibri (ng-g™!)

ADSORCIO DE COMPOSTOS FENOLICS EN SOLS

A la Taula 5.5 podem veure que s’obtenen bons ajusts de les dades experimentals per
als tres models matematics estudiats. La Figura 5.4 mostra les isotermes d’adsorcid

corresponents als quatre fenols per al sol de Pedret.
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Figura 5.4 Ajust de les dades experimentals a les isotermes de Freundlich i de Langmuir per a
Ph, 2CP, 2NP 1 24DCP en el sol de Pedret.
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Els grafics del fenol per a aquest so0l i per als sols de Cadaqués, Vilaiit i Orfes segueixen
el patrd caracteristic d’una isoterma de tipus H en la qual té lloc una adsorcié completa
d’analit a les concentracions més baixes fins a assolir la capacitat maxima. Aquest
comportament €s caracteristic de la preseéncia de fortes interaccions entre els punts actius del
sol 1 les molecules de fenol. En aquests casos no és possible I’ajust de les dades per cap dels
tres models avaluats. Unicament podem determinar de forma grafica la capacitat maxima

d’adsorci6 d’aquest compost per a cadascun dels sols, valors que es mostren a la Taula 5.6.

Sol Capacitat d’adsorciéo maxima (pg'g'l)
Pedret 80
Cadaqués 214
Vilaiit 40
Orfes 60

Taula 5.6 Valors de capacitat d’adsorcidé maxima per a fenol determinats graficament a partir
de les isotermes d’adsorcio.

La resta de compostos, 2-clorofenol, 2-nitrofenol i 2,4-diclorofenol, proporcionen bons
ajusts de les dades experimentals a I’equaci6 lineal, de Freundlich i de Langmuir. En general,
la capacitat d’adsorcio d’aquests analits és directament proporcional a la seva hidrofobicitat.
Aixi, el 2,4-diclorofenol és el compost que més s’adsorbeix en tots els sols estudiats. El 2-
clorofenol és més hidrofobic (apolar) que el 2-nitrofenol, no obstant, aquest ultim proporciona
valors de K 1 de Quax superiors als de 2-clorofenol en alguns casos. L’adsorcié de les
substancies fenoliques en els sols té lloc, principalment, a través de la fraccid6 humica
d’aquests ultims. Les substancies humiques son estructures macromoleculars formades per
una gran proporcié d’anells aromatics amb diferents tipus de funcionalitzacions. Aquestes
parts aromatiques poden interaccionar a través d’enllagos m-w amb els anells fendlics. El grup
nitro actua com un fort retirador de carrega i, en conseqliencia, redueix la densitat electronica
de I’anell aromatic. Aquest fet permet que el 2-nitrofenol formi adductes més forts que el 2-
clorofenol amb la materia organica. Aixi, les capacitats d’adsorci6 obtingudes per a 2-
nitrofenol poden ser anormalment elevades considerant només la seva hidrofobicitat.

S’ha dut a terme una analisi de components principals amb els valors de les propietats
fisicoquimiques de cadascun dels sols per tal d’observar si existeix alguna agrupacio entre

elles i poder determinar quines variables soén les més importants a I’hora d’avaluar el
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comportament dels sols estudiats. D’aquesta analisi es conclou que les dades obtingudes es
poden analitzar a partir de tres components principals que expliquen, respectivament, el 61.3
%, el 229 % 1 el 7.0 % de la varianca total (globalment, un 91.2 %). La Figura 5.5

reprodueix el grafic dels loadings del primer factor respecte al segon factor principal.
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Figura 5.5 Representacio grafica de les agrupacions obtingudes per a les diferents propietats
fisico-quimiques dels sols estudiats (1, % sorra; 2, concentracio de P; 3, concentracio de Na;
4, % materia organica, 5, concentracio de K; 6, % N, 7, capacitat de canvi cationic; 8,
conductivitat electrica; 9, capacitat de retencio hidrica; 10, concentracio de Mg, 11,
concentracio de Ca, 12, % llim; 13, % argila, 14, pH del s0l).

La visié conjunta dels grafics corresponents a les relacions entre els tres factors
principals obtinguts permet deduir que les variables s’agrupen en sis blocs, els quals es poden
veure encerclats a la Figura 5.5. El dendograma de les distancies Euclidees (Figura 5.6)
permet veure amb més claredat 1’agrupacié formada per les variables concentracié de potassi
(K), percentatge d’argila (%ARG), percentatge de llim (%LLIM), conductivitat eléctrica
(CONDELEC), concentraci6 de calci (Ca), percentatge de nitrogen (%N), capacitat de canvi
cationic (CANVCAT), concentraci6 de magnesi (Mg) i1 capacitat de retencid hidrica
(CRETHID). Per tal d’avaluar les capacitats d’adsorcié dels compostos fenolics no cal
utilitzar totes les variables sind una variable de cada un dels blocs. La resta de variables es pot
considerar que no donen informaci6 rellevant i el percentatge de desviacio estandard explicat
per aquestes dades és del mateix ordre que el soroll. Aixi, les variables que es poden utilitzar

per avaluar les capacitats d’adsorcio dels compostos fenolics son el percentatge d’argila, el
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pH, el percentatge de matéria organica (%MO), la concentraci6 de sodi (Na), la concentracio

de fosfor (P) i el percentatge de sorra (%SORRA).

%ARG
%LLIM
CONDELEC
Ca
%N
CANVCAT —
Mg

CRETHID

K
%MO

Na
P

pH
%SORRA

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

distancies

Figura 5.6 Dendograma de les distancies de les variables dels sols estudiats.

Per avaluar la preséncia d’agrupacions als sols avaluats, s’han dut a terme diferents
analisis de components principals utilitzant com a variables les constants obtingudes amb els
tres models utilitzats. En una primera analisi de components principals s’han utilitzat les
constants d’adsorcié (K) obtingudes amb 1’equacido de Freundlich, la segona analisi s’ha
realitzat utilitzant les capacitats d’adsorcid6 maxima (Q,.,) de ’equacio de Langmuir, i a la
darrera analisi s’han fet servir les constants d’adsorcio (Ky) de 1’ajust de dades a 1’equacio
lineal. Per a tots els casos s’han utilitzat les dades autoescalades. Per als tres casos s’han
obtingut resultats equivalents i la varianca de les dades s’explica amb dos factors principals
(un 95.3 % de la varianca total en el cas del model de Freundlich, un 99.7 % per al de
Langmuir, i un 99.9 % per al Lineal). La Figura 5.7 representa els grafics corresponents als
scores per a cadascun dels models. Aquestes representacions ens permeten observar com
s’agrupen les mostres (sols) en funcid de les variables utilitzades. Per als models de
Freundlich 1 de Langmuir, els sols de Vilajuiga (VILj), Orfes (ORF), Vilaiit (VILu) i Pedret
(PED) queden agrupats, mentre que el sol de St. Dalmai (DAL) queda totalment allunyat de la

resta i el s0l de Cadaqués (CAD) tampoc forma cap agrupacié amb la resta de sols. En el cas
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del model lineal, el sol de Cadaqués sembla apropar-se més i formar una agrupacié amb els
sols de Vilajuiga, Orfes, Vilaiit i Pedret i el sol de St. Dalmai es troba separat de la resta. No
obstant, aquest model és el més inexacte dels tres 1, per tant, es pot assumir que els resultats
obtinguts a partir de 1’as de les constants de Freundlich i Langmuir son més correctes que
I’obtingut amb el model lineal i que el so0l de Cadaqués no s’agrupa amb els altres. Aquestes
tendeéncies es poden veure més clarament a partir dels dendogrames de distancies, els quals es

representen a la Figura 5.8.

12
¢ CAD FREUNDLICH
11
VILj
L 2
-1 VILu, 1 2
L 2
DAL«
ORF* PED
1-1
(g\]
~
S
[t
3
-
= 11
DAL, ORF
PED. .VILu
( 4
3 2 -1 VILj 1
1-1
CAD *1-2
LANGMUIR

FACTOR 1

211



CAPITOL 5

VILj
L 4
’ A 1
ORF
(g\}
o DAL,
O L] ’ L] T
3 -1 VILu 1 2
< .
= CAD
1-1
*
PED | ) LINEAL

FACTOR 1

Figura 5.7 Representacié grafica de les agrupacions obtingudes per les mostres de sol en
funci6 dels parametres d’adsorcid obtinguts en I’ajust de les dades experimentals.
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Figura 5.8 Dendograma de les distancies de les mostres de sol.

Arran d’aquests resultats es dedueix que el percentatge de materia organica del sol, tot i
ser el parametre que es considera habitualment com a més important a 1’hora d’establir
’afinitat dels compostos organics per un sol determinat, no es 1’unic parametre que s’ha de
tenir en compte per als sols avaluats en aquest estudi. Existeixen altres variables que afecten a

la variabilitat de les dades de forma prou important perque sigui necessari tenir-les en compte.
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Si només es té en compte el contingut de materia organica com a factor principal,
caldria esperar que el sol de St. Dalmai no formés cap agrupaci6é amb la resta de sols degut a
I’elevat percentatge de mateéria organica que presenta (Taula 5.5), com aixi succeeix. No
obstant, aquesta propietat del sol no €s la inica que ens condiciona el comportament dels sols
respecte a [’adsorcid dels compostos fenolics donat que el sol de Vilaiit, que t€ un contingut
en materia organica forca elevat (6.7 %) s’agrupa, segons 1’analisi estadistica, amb els sols de
Vilajuiga, Orfes 1 Pedret que son els que en tenen un menor percentatge (0.60, 0.83 1 0.98 %,
respectivament).

Aquest comportament es pot explicar per diferents factors. Per exemple, és possible que
part de la matéria organica sigui inaccessible per als compostos fenolics perque es trobi
formant agregats amb particules o amb la fraccidé argilosa del sol. D’aquesta manera, el
percentatge de materia organica susceptible a participar en el procés d’adsorcié de fenols per
mitja de mecanismes hidrofobics és inferior al contingut total mesurat.

El pH del so0l també és un parametre important, sobretot en 1’estudi de les propietats
adsortives de compostos ionitzables, com ¢és el cas dels fenols. Els ions fenolat son repel-lits
de la superficie de la fracci6 organica del sol degut a que aquesta sempre conté una carrega
neta negativa [45]. En conseqiliéncia, ’adsorci6 d’aquests compostos disminueix quan es
troben en forma ionitzada. S’ha mesurat el pH de la soluci6 de CaCl, 0.01M després del
procés d’equilibracio 1 s’han obtingut valors diferents per a cada sol. Per al cas del sol de
Vilaiit, el pH després d’equilibrar el sol és de 7.68, el valor més basic de totes les mostres.
Considerant els valors de pK, de cada fenol, a aquest pH hi ha un percentatge important de
2CP, 2NP i 24DCP que es troba ionitzat, el que pot comportar la disminucié de la seva
adsorcid.

El tipus de fraccio argilosa associada a cada tipus de sol també pot influir en la seva
capacitat d’adsorci6. Existeixen dos tipus principals de minerals argilosos en funci6 de la seva
estructura, els de tipus 1:1 i els de tipus 2:1. L’estructura d’aquests minerals pot ser en capes
tetraedriques formades per I’associacio de diferents tetraedres on cadascun conté quatre atoms
d’oxigen i un atom de silici o en capes octaédriques formades per octaedres amb sis oxigens
coordinats amb un atom d’alumini o un atom de magnesi central [45]. Les argiles de tipus 1:1
alternen una capa tetra¢drica amb una capa octaeédrica mentre que la unitat basica de les
argiles de tipus 2:1 esta formada per una capa octa¢drica entre dues lamines tetracdriques. Pel
que fa a la seva carrega, les argiles de tipus 1:1 poden adoptar carrega negativa o positiva en

funcio6 del pH del sol i quan presenten carrega negativa aquesta sol ser globalment baixa. Les
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argiles de tipus 2:1 solen presentar, en general, una gran quantitat de carregues negatives i una
elevada capacitat d’adsorcid6 comparada amb les de tipus 1:1. Els sols avaluats en aquest
estudi contenen, basicament, dos tipus de minerals argilosos, kaolinita, de tipus 1:1 i illita, de
tipus 2:1. No es coneix 1’abundancia de cada un d’ells en cada sol, no obstant, aquesta pot fer
variar la carrega neta total de la fraccio argilosa i, en conseqiiéncia, 1’adsorcid de compostos
fenolics en ells.

Podem dir, doncs, que 1’adsorcié de compostos fenolics en els sols estudiats esta
condicionada pel contingut en materia organica d’aquests. No obstant, altres parametres, com
el pH del sol, el seu contingut en argila, etc., son parametres que influeixen de forma

significativa en el procés d’adsorcid dels compostos ionitzables.
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Els resultats obtinguts en els estudis que es recullen en aquesta memoria permeten

extreure les conclusions segiients:

Primera. S’ha desenvolupat un meétode de determinacid en aigiies dels onze compostos
fenolics presents en el métode 604 de la EPA basat en la determinacid per cromatografia
liquida amb deteccid per ultraviolat-visible. La separacié dels analits és possible amb una fase
mobil d’acetonitril 1 aigua modificada amb un 1 % d’acid acetic, en mode gradient, durant un
temps total de 35 minuts i deteccid a 275 1 316 nm. El métode cromatografic desenvolupat és
lineal en tot el rang de concentracié estudiat (fins a 50 mg-L'l) 1 proporciona limits de
deteccio i quantificaci6 per a tots els fenols de Iordre dels pg-L”, excepte per a
pentaclorofenol, analit que pel seu elevat temps de retencid, dona lloc a pics amples i amb
poca sensibilitat i limits de deteccié de 0.7 i 1 mg-L' en medi acetonitril i metanol,
respectivament. El métode presenta elevada repetibilitat amb valors de RSD inferiors al 5.3
%. En I’estudi de I’estabilitat de la resposta en 5 dies consecutius, els resultats obtinguts ens
suggereixen la necessitat de realitzar un calibratge diari degut a la baixa reproductibilitat del

metode per a alguns analits (valors de RSD de fins al 21 %).

Segona. L’Gs del cartutx comercial Spe-ed Advanta®, basat en una matriu polimérica amb
preséncia de grups carbonilics, és adient per a I’extraccio i preconcentracié dels compostos
fenolics en aigiies. Les condicions d’extraccid més adients son un flux de carrega de mostra
igual o superior a 5 mL-min”, pH inferior o igual a 2 unitats i 2 mL d’acetonitril com a

solvent d’elucio.

Tercera. En les millors condicions experimentals assajades per 1’etapa d’extraccidé en fase
solida s’han analitzat volums de 0.1 a 1 L d’aigua MilliQ fortificada a nivells de 0.5 a 10
ug'L! i s’han obtingut recuperacions quantitatives per a tots els analits i en tots els casos.
Igualment s’ha aplicat el metode a la preconcentracio d’aigua natural amb un elevat contingut
en matéria organica fortificada a 2 1 0.5 pug-L" amb els compostos fendlics d’interés. S’han
obtingut recuperacions superiors al 87 % en tots els casos excepte en treballar amb volums de
mostra d’1 L, cas en el que la quantitat d’acids htimics 1 falvics presents €s prou important

com per saturar el cartutx i evitar que s’hi adsorbeixin totalment els analits.

Quarta. S’han comparat els resultats obtinguts amb el cartutx Spe-ed Advanta® amb els

aconseguits amb altres tipus de matrius com una fase de silice funcionalitzada amb cadenes
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C,s, amb la qual s’obtenen eficacies molt menors per als analits més polars (Ph, 4NP i 2CP), i
dues fases polimeriques comercials, Bakerbond SDB-1 i Oasis HLB, amb les que s’obtenen

resultats similars als de la fase avaluada.

Cinquena. S’han desenvolupat dos métodes per a la determinaci6 de vuit compostos fenolics
bromosubstituits, bisfenol A i tetraclorobisfenol A en aigiies, basats en la cromatografia de
gasos amb deteccio per espectrometria de masses (GC-MS 1 GC-MS/MS). Ambdds métodes

son lineals en tot I’interval estudiat i presenten limits de deteccié de I’ordre de pocs pug-L™.

Sisena. S’han avaluat dos metodes per a la derivatitzacio dels compostos fenodlics exposats en
el punt anterior, acetilaci6 amb anhidrid acétic 1 sililacié amb diferents agents, MSTFA,
MTBSTFA 1 BSTFA. La sililaci6 amb MSTFA ha resultat ser el métode més adient ja que
proporciona millors resolucions que els altres reactius en el cas de compostos de temps de
retencid similars 1 els derivats que forma son més estables en preséncia de traces d’acetona,
metanol i aigua en el medi de reaccio. La derivatitzacio té lloc de forma immediata en el port
d’injeccid del cromatograf i, tot i que el volum d’agent derivatitzant no €s un factor
significatiu a I’hora d’aconseguir bones eficiéncies del procés, és necessari un excés de

reactiu de 110 pL per aconseguir que els derivats formats siguin estables al llarg del temps.

Setena. El métode desenvolupat de derivatitzaci6 amb MSTFA 1 deteccid per GC-MS dels
compostos fenolics s’ha aplicat a I’analisi d’aigua MilliQ 1 aigiies residuals fortificades (0.5-
10 pg'L™") prévia preconcentracié de les mostres per extraccié en fase solida amb el cartutx
comercial Oasis HLB. S’obtenen recuperacions quantitatives, factors de concentracié elevats i

limits de deteccié del métode global de 1’ordre de pocs ng'L™.

Vuitena. L’analisi dels onze compostos fenodlics considerats contaminants prioritaris en el
metode 604 de la EPA, presents en mostres de sol amb un elevat percentatge de materia
organica, ¢s possible per mitja de I’extraccio dels analits del sol amb una soluci6 de NaOH
0.IM 1 posterior clean-up dels extractes per SPE amb una matriu polimérica de poliestire-
divinilbenze, la qual és capa¢ d’eliminar part de la banda corresponent a la preséncia de
substancies humiques 1 permet dur a terme, alhora, la preconcentracié dels analits prévia
neutralitzacio dels extractes. Els limits de deteccid del metode global es troben entre els 13 1

65 ug'Kg "' excepte per a pentaclorofenol (> 1 mg-Kg™).
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Novena. El métode d’extraccio i preconcentracio de sols s’ha validat analitzant un material de
referéncia certificat (CRM112-100) que conté vuit dels onze compostos fendlics estudiats a
nivells de concentracié entre 2 i 6 pg'g™. Els resultats obtinguts estan en consonancia amb els
intervals de confianca proporcionats per la casa comercial pel sol de referencia. S’ha dut a
terme una segona validacié mitjancant la comparacié dels resultats obtinguts amb el nou
metode amb els aconseguits amb el metode oficial 3540 de la EPA (extraccio soxhlet) per a
I’extraccié d’un sol fortificat a un nivell d’1 pg'g™, i s’han obtingut recuperacions equivalents

o fins 1 tot superiors a partir del nou metode proposat.

Desena. S’han assajats dos metodes de fortificacid de sols, slurry spiking 1 spot spiking. S ha
constatat la degradacié de compostos fenolics en el sol durant I’evaporacio del dissolvent en
la fortificacid per slurry spiking. Aquesta degradacio, causada per adsorcid irreversible dels
fenols sobre alguns dels components del sol, com la matéria organica o 1’argila, degradacid
quimica per 1’accié d’enzims i Oxids metal-lics o degradacié biologica per la preséncia de
microorganismes, té lloc en un periode llarg de temps i, en ’analisi de mostres reals, €s
necessari conservar-les al congelador per tal de mantenir els nivells de contaminaci6 presents

al s0l en el moment de la presa de mostra.

Onzena. S’ha estudiat 1’adsorcié de quatre compostos fenolics (Ph, 2CP, 2NP 1 24DCP) en
sis sOls de diferents caracteristiques (contingut de matéria organica, pH, capacitat
d’intercanvi, percentatge d’argila, sorra i llim, etc.). Les dades experimentals s’han ajustat,
amb bons coeficients de correlacid, a les equacions de les isotermes de Freundlich, Langmuir
1 lineal. Les constants d’adsorci6 (K) i els valors d’adsorcié maxima (Qmax) SOn, en general,
més grans pels compostos més hidrofobics com el 24DCP; pel que fa als compostos fenolics
monosubstituits, el 2-clorofenol és més hidrofobic (apolar) que el 2-nitrofenol, no obstant,
aquest ultim proporciona valors de K 1 de Qnax superiors als de 2-clorofenol en alguns casos.
Les isotermes per a tots aquests compostos son de tipus L, excepte per a fenol, compost que
per la majoria de mostres estudiades presenta un perfil d’isoterma de tipus H. Aplicant una
analisi per components principals a les dades obtingudes s’ha trobat que la capacitat
d’adsorcié d’un sol no només depen del percentatge de materia organica sind que el pH del
sol 1 el seu contingut en argila son parametres que cal tenir en compte aixi com també

propietats dels analits com la seva hidrofobicitat 1 estructura quimica .
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