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Resumen

RESUMEN

Los avances cientificos y tecnoloégicos han permitido la sintesis y utilizacion de
nuevos productos quimicos sintéticos, lo que conlleva a un creciente desarrollo
econdémico e industrial, y por ende a una mejor calidad de vida. Sin embargo, también
se ha producido un aumento creciente de la contaminacion del medio ambiente,
ocasionando diferentes efectos téxicos y nocivos en los seres vivos. Uno de éstos, son
los difenil éter polibromados (PBDESs), utilizados como retardantes de llama dentro del
proceso de fabricacion de plasticos, cuyas propiedades generales son alta
hidrofobicidad, resistencia a la degradacion y relativamente baja presion de vapor,
entre otras, lo que los hace similares a algunos plaguicidas, bifenilos policlorados
(PCBs), dioxinas y furanos; estos ultimos clasificados como contaminantes organicos

persistentes (COPs).

La mediciéon quimica de este tipo de contaminantes es compleja y requiere de
procesos de medida robustos y muy eficientes, particularmente la preparaciéon de la
muestra. Frente a esto, el grado de avance en las operaciones previas para la
preparacién de muestra permite que los procesos de medida quimica sean mucho mas
eficientes, y por lo tanto, los resultados obtenidos sean mas exactos. En este plano, el
estudio de cuales son las variables mas importantes en la retencion de un compuesto
organico en las matrices ambientales, permitiria conocer cuales serian las vias por las
cuales estos compuestos reaccionan con los componentes de dichas matrices y su

comportamiento en el ambiente.
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Resumen

Durante el desarrollo de esta tesis se desarrollaron metodologias analiticas
cuantitativas, basadas en la extracciéon de PBDEs desde muestras-modelo de biosélido
y sedimento, seleccionadas segln estudios previos de sorcion. La extraccion de los
PBDEs se realizo a través de la técnica de extraccion con solvente presurizado (PLE),

optimizando las variables en estudio a través de un disefio de experimentos.

Dado que existen materiales de referencia certificados para estos analitos en matrices
ambientales soélidas, en la primera etapa de esta tesis se desarrollaron muestras-
modelo de sedimento y biosélido. Se elaboraron 5 modelos de matriz sedimento con un
contenido variable de carbono organico, entre 0,56 y 2,3% y 5 modelos de matriz
biosélido con un maximo de 256% de carbono organico. De estos modelos se
seleccionaron como muestras representativas y de referencia un sedimento y un
biosélido, para los estudios posteriores. Los estudios de sorcion de los PBDEs en las
muestras-modelo seleccionadas mostraron la tendencia de que un contenido organico
mayor, la sorcién de los analitos es mas alta, obteniendo una mayor sorcion a medida

que el compuesto es mas apolar.

Se establecieron las condiciones de medicion de los analitos desde todos los
extractos obtenidos a través de cromatografia gaseosa con detector de captura de
electrones (GC-ECD) y la comprobacion de las sefiales cromatograficas con
cromatografia gaseosa con detector de masa (GC-MS). Previo a los estudios de
sorcién y extraccion se seleccionaron las condiciones de limpieza (clean up) de los

extractos obtenidos.
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Resumen

Con las condiciones seleccionadas se realizaron estudios de recuperacion de
los analitos desde muestras sintéticas con altos porcentajes de recuperacion; se
comparé el sistema de extraccion propuesto, con un sistema de extraccion
presurizados con ultrasonidos, y el sistema convencional Soxhlet. EI método se aplico
en muestras reales de sedimento y biosdlido, donde no se detecté PBDEs. Los
resultados obtenidos la extraccion por PLE. resulté ser eficiente va aue en un tiempo
de extraccion (3045 min) v cantidad de disolvente baias (50 — 60 mL) loard
porcentaies de extraccion similares a la técnica Soxhlet siendo. por lo tanto. una

alternativa viable para la extraccion de estos analitos.
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Abstract

ABSTRACT

The scientific and technological advances have enabled the synthesis and use
of new chemicals, leading to an economic and industrial development, and hence a
better life’'s quality. However, there is also an increasing environmental pollution,
causing different toxic and harmful effects on living beings. One of these products are
the polybrominated diphenyl ether (PBDEs), used as flame retardants in the plastics
manufacturing process, whose general properties are high hydrophobicity, resistance to
degradation and relatively low vapor pressure, that makes them similar to some
pesticides, polychlorinated biphenyls (PCBs), dioxins and furans, all of them classified

as persistent organic pollutants (POPs).

The chemical determination of such pollutants is complex and requires a robust
and very efficient measurement processes, particularly during sample preparation.
Recent developments in sample preparation process allow chemical analysis more
accurate and the results obtained more precise. The study of the most important
variables in the retention of an organic compound in environmental matrices, would
show the pathways by which these compounds react and their behavior in the
environment.

The chemical determination of such pollutants is complex and requires a robust
and very efficient measurement processes, particularly during sample preparation.
Recent developments in sample preparation process allow chemical analysis more
precise and to obtain accuracv in the results. The studv of the most important

variables in the retention of an oraanic compound in environmental matrices. would

B i e I
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Abstract

show the pathways by which these compounds react and their behavior in the
environment.

During the work of this thesis a quantitative analytical method for the extraction
of PBDEs was developed. The extraction of PDBEs was performed using the technique
of pressurized solvent extraction (PLE), optimizing the variables under study through an
experimental design. It was applied in biosolid samples and sediment models, selected

according to previous studies of sorption.

The first step of this thesis was to developed model samples of sediment and
biosolids: 5 models of sediment matrix with variable amount of organic carbon, between
0.56 and 2.3% and 5 biosolid matrix models with a maximum of 25.6% of organic
carbon. These models were selected as representative samples of reference sediment
and sewage sludge for further studies. Sorption studies of PBDEs in samples selected-
model trend showed a higher organic content, sorption of the analytes is higher,

resulting in a greater sorption as more apolar compound.

Conditions were established for measuring the analytes from the extracts
obtained by gas chromatography with electron capture detector (GC-ECD) and the
verification of the chromatographic signals with gas chromatography with mass detector
(GC-MS). Prior to the study of sorption and extraction conditions were selected cleaning

(clean up) of the extracts.

The extractions of analytes from synthetic samples were obtained at the
optimum condition with high recovery rates, the comparison between the proposed

extraction system, a system pressurized with ultrasonic extraction and Soxhlet
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Abstract

conventional system was done. The results obtained by PLE extraction, proved to be
efficient as an extraction time (30-45 min) and low amount of solvent (50-60 mL)
achieved similar rates of extraction Soxhlet technique being, therefore, a viable

alternative for the extraction of these analytes.

The method was applied to actual samples of sediment and sewage sludge,

which was not, detected PBDEs.

m
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1.- INTRODUCCION

1.1.- Proceso de medida quimica

La quimica analitica es una ciencia metrologica que a través del desarrollo,
optimizacion y aplicacion de distintas herramientas, se obtiene informacion de calidad,
tanto parcial como global sobre materia o sistemas de estudio, lo que permitira la
resolucion de problemas de distinta indole (Valcarcel, 1999). La quimica analitica tiene
varios componentes que se deben considerar, entre ellos, una investigacion y
desarrollo eficaces, de manera que las herramientas analiticas sean la base para la
implementacién de nuevos procesos analiticos innovadores, mejorar los ya descritos o
resolver nuevos problemas analiticos, utilizar el conjunto de herramientas y procesos
analiticos existentes, que se encuentran en la literatura, para resolver problemas
analiticos mas o menos semejantes a los ya planteados y resueltos con un nulo o
minimo componente de informacion. Para la obtencion de resultados de calidad es
necesario desarrollar un sinnimero de procesos que sean de calidad con el objetivo
que dichos resultados sean confiables, con baja incertidumbre y representativos de los

sistemas.

Al plantearse el analisis quimico de una muestra se deben considerar los tipos
de muestra, los analitos de interés que contiene, la metodologia a usar, entre otras. La
manera de realizar el andlisis se concreta en los procesos de medida en quimica

(PMQ); éste se define como un conjunto de operaciones que separa a la muestra (sin
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tomar, sin medir, sin tratar) de los resultados generados y expresados segun los
requerimientos del problema analitico planteado (Valcarcel, 1999). Un PMQ se puede
dividir en tres etapas generales, las operaciones previas, que incluye la toma vy
preparacion de muestra; medicién y transduccion de la senal, directamente relacionada
con las caracteristicas/concentracion de los analitos e implica el uso de un instrumento
(técnica analitica) y adquisicion y tratamiento de datos, que entregan los resultados

segun lo requerido (Figura 1).

Toma de muestras

Adquision y tratamiento
de datos

Figura 1. Esquema de las etapas del proceso de medida quimica, desde la toma de muestra hasta el

analisis de resultados.

La primera etapa del PMQ es una de las mas importantes, ya que tiene un
impacto clave en la calidad de los resultados, incidiendo directamente sobre las
caracteristicas del proceso analitico (precision, selectividad y sensibilidad), e
indirectamente sobre las propiedades de los resultados obtenidos (exactitud y

representatividad) (Valcarcel, 1999).

Las operaciones previas son complejas y diferentes entre si, existe una alta
participaciéon humana, son fuentes potenciales de errores aleatorios como sistematicos,

y de un control sistematico mas complejo que sobre el uso de un instrumento. Son las

ﬁ
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W
etapas que plantean mayor variabilidad, debido a la cantidad de sub-etapas implicitas
que incluye, ademas que éstas son muy diferentes en numero y complejidad, como
homogeneizacién, secado, técnicas de separacién/extraccion, triturado/tamizado,

medicién de masa y volumen, etc.) (Valcarcel, 1999).

En los desarrollos actuales existe una tendencia a simplificar (reducir sub-
etapas), automatizar y miniaturizar para disminuir las caracteristicas negativas de las
operaciones previas (Pawliszyn, 2003). De esta forma la quimica analitica plantea
algunas soluciones para optimizar las operaciones previas, que permitan disminuir los
errores y hacer mas eficiente el proceso analitico, lo que naturalmente influye en la
obtencion de resultados de mayor calidad; entre estas soluciones estan la minimizacion
o eliminacién de reactivos y disolventes que sean toxicos o que deterioren el medio
ambiente, la utilizacion de nuevas herramientas metodologicas y/o materiales y el
desarrollo de nuevas sub-etapas (metodologias) en el PMQ en las que se destruyan o

inactiven las herramientas materiales daninas.

1.2.- Sistemas de Extraccion

En los Gltimos 30 afios, el interés en los contaminantes ambientales se debe a
sus efectos sobre los seres vivos y el medio ambiente, lo que ha ido de la mano con el
aumento en el monitoreo de estos compuestos en diferentes matrices. Para esto se
hace necesario el uso de metodologias que incluyan una etapa de extraccion, para
aislar y preconcentrar el compuesto de interés, sobre todo en aquellos casos donde se

deben determinar concentraciones a nivel de trazas de éste.

M
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Las técnicas analiticas de separacion, en las que se incluyen los procesos de
extraccion, juegan un papel relevante en las operaciones previas de los PMQ. Estas se
basan en la transferencia de materia entre dos fases, que pueden plantearse
técnicamente de manera estatica y dinamica. La materia transferida pueden ser los
analitos extraidos desde una matriz o las especies que pueden interferir en la
determinacién. La extraccion preferida se basa esencialmente en la eficiencia de la
extraccion, selectividad, simplicidad de operacion, pequefias cantidades de disolvente

utilizado, tamafio de muestra, rapidez, posibilidad de automatizacioén y costo.

El proceso de extraccion se basa en principios termodinamicos y cinéticos. En
el caso del primero, el principio comun de todas las técnicas se basan en la distribucion

del analito entre la matriz (Cs) y la fase extractante (Ce).

Kes = — (1)

Esta constante ha sido extensamente estudiada con la distribucion que se
produce dentro de la columna cromatografica, y puede entregar informacion para los
procesos de extraccion. Kes puede estimar algunas propiedades de los analitos, como

sucede con la constante de distribucién octanol-agua (Kow).

Dentro de los procesos de extraccion se deben considerar varios aspectos, y
los dos mas importante son los efectos que ejerce la matriz (en general sdlida), sobre
la retencion de los analitos, entre ellos los espacios de cabeza (fases gaseosas),

liquidos inmiscibles y tamario de sélidos, por lo que los analitos se pueden distribuir en

#
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diferentes fases de la matriz. El otro aspecto a considerar son las propiedades que
debe tener la fase de extraccion (polaridad, estabilidad térmica, reactividad y capacidad

de solubilizacién con los analitos, etc.) (Pawliszyn, 2003).

Si consideramos efectos cinéticos, por ejemplo en una matriz sélida, con una
capa de MO sobre un nucleo de poro impermeable, |a remocion del analitos por parte
de la fase de extraccion, en general liquida para estos casos (Figura 2), debe ser
capaz de desorber el analito de la superficie, luego el analito se debe difundir a través
de la matriz organica, para después reaccionar con la fase matriz/extractante, para que
el analito sea finalmente solvatado por el extractante y poder salir de la matriz. Este
fenémeno puede ser observado en una extraccion Soxhlet, con microondas, con
ultrasonido, o con disolventes presurizados, y ha sido estudiado a través de los

fendmenos de transporte de masa en medio porosos (Pawliszyn, 2003).

1
[

— 0 Niteleo de prrmcula
Miatetal orgguiey |

Figura 2. Procesos involucrados en la extraccion de muestras heterogéneas contenidas en
particulas sélidas porosas. K.s es la constante de distribucion fase de extraccion/matriz, kq es la
constante de velocidad de disociacién del complejo analito-matriz, y Ds y D, representan la difusién

del analitos en matriz y la fase de extraccién, respectivamente

F
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Las técnicas convencionales de extraccion, como la extraccion liquida (Burreau
y col., 2004; Kazda y col., 2004; Shen y col., 2006) y Soxhlet (Kivirantaa y col., 2004;
Gevao y col., 2008), han mostrado buenos resultados, siendo usadas para el
monitoreo de algunos analitos en una muestra. Es asi, que se han modificado las
condiciones de extraccion utilizando fuentes de energia externa que asistan la
extraccion, ya que una extraccion a mayor temperatura permitiia una mayor
recuperacion de analito (Pawliszyn, 2003). Dentro de las técnicas modernas que usan
fuentes adicionales de energia, que modifican las propiedades del disolvente, estan la
extraccion con microondas (MAE) (Bayen y col., 2004; Tan y col., 2007), fluidos
supercriticos (SFE) (Kou y Mitra, 2003), disolvente presurizado (PLE) (De la Cal y col.,
2003), ultrasonido (USE) (C. Salgado-Petinal y col., 2006, Marvin y col., 2007), entre

otras.

Desde el punto de vista de los componentes de la matriz, los analitos pueden
interaccionar con parte de estos componentes, de tal manera que queden muy
retenidos y por ende sea dificultoso lixiviarlos con algun disolvente, a pesar de que éste
tenga propiedades similares a las del analito, e independiente del caracter de las
interacciones y el mecanismo asociado a dicho comportamiento. Naturalmente, las
posibilidades de una extraccion cuantitativa se ven disminuidas, porque sélo se podrian
extraer aquellas moléculas de analitos que se encuentren en zonas mas labiles y de

facil acceso para el disolvente.

Es recomendable que el disolvente tenga propiedades similares a la de los
analitos que se desean extraer, para que las interacciones que los mantienen unidos a

los componentes de la matriz se puedan romper y éstos puedan interaccionar con el
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medio. De esta forma, disolventes con valores relativamente altos de constante
dieléctrica (acetona, etanol, acetato de etilo), podran disolver analitos relativamente
polares. A su vez, disolventes con valores pequefios de constante dieléctrica (n-
hexano, n-pentano, benceno) seran capaces de interactuar con analitos apolares, pero
en algunos casos, el uso de mezclas de disolventes de distintas polaridades, aumenta
los porcentajes de recuperacion, debido a que un mismo analito puede interactuar con

la matriz a través de interacciones de caracter polar y apolar.

Por la complejidad de las matrices ambientales solidas, la eleccion de un
disolvente de extraccion es también compleja, ya que un mismo disolvente no lixiviara
de la misma manera un compuesto en matrices similares, porque las interacciones
analito/matriz no seran las mismas, por ejemplo se ha utilizado con disolvente
presurizado mezcla 1:1 de diclorometano/n-hexano (Shen y col., 2006), con
microondas mezclas de acetona/n-hexano, 1:3 (Yusa y col., 2006) y 4.1 (Salgado-
Petinal y col., 2006) y con Soxhlet, tolueno (Won Choi y col., 2006), mezclas
acetona/n-hexano 1:3 (Kiviranta y col., 2008) y 1:1 (Cai y Jiang, 2006) para la

extraccion de difenil éter polibromados (PBDEs) en sedimentos.

En la extraccién PLE, el punto de ebullicion del disolvente aumenta bajo alta
presion, por lo que la extraccion se produce en temperaturas mas altas. La alta presion
también permite que el disolvente penetre mas profundo en la matriz de la muestra,
facilitando la extraccion de los analitos atrapados en poros de la matriz. A estas
temperaturas elevadas, se produce un aumento de la solubilidad del analito y la
transferencia de masa es mas rapida; ademas la alta temperatura debilita las

interacciones analito/matriz debido a fuerzas de Van der Waals, puentes de hidréogeno

M
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o interacciones dipolo—dipolo y reduce la viscosidad del disolvente y la tension de
superficial. Esto permite una extraccion mas rapida y una mejor recuperacion del

analito (lkarashi y col., 2005).

La extraccion USE es, junto con la Soxhlet, la técnica convencional de
extraccion mas ampliamente aceptada, pero proporciona mejor reproducibilidad. La
reduccion del tiempo de extraccién (respecto al método desarrollado en ausencia de
ultrasonidos) se debe a un incremento tanto en la presion (lo que favorece la
penetracion y el transporte), como en la temperatura (que mejora la solubilidad y
difusividad); incrementando asi el fenémeno de transporte y desplazando el equilibrio

de particion (Fifield, 2000).

Dentro de las modalidades de trabajo para la extraccién se distinguen los
sistemas batch o estaticos y en continuo o dinamicos. El primero es el método mas
utilizado, en la cual dos fases se agitan dentro de un recipiente, o se somete a algin
tipo de energia externa, hasta que se alcanza un equilibrio y se realiza la separacion
de fases, donde en una de ellas se encuentra el analito de interés. Este método es
bastante lento, ya que se pueden procesar pocas muestras y contaminante porque se
utiliza una gran cantidad de disolvente. Los sistemas en continuo permiten el ingreso al
dispositivo de extraccion, volimenes de disolvente fresco, lo que permite que la

extraccion de analitos sea mas eficiente y rapida (Mitra, 2003).

Al igual que con la eleccion del disolvente, el uso de un técnica de extraccion se
basa en su eficiencia sobre la capacidad de extraer analitos desde un matriz sélida,

pero una misma técnica no puede ser igualmente efectiva para matrices del mismo

.
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tipo, porque éstas no estan compuestas por la misma cantidad y tipo de componentes.
De este modo, el uso de modelo de matriz, proporcionara la informacién que permita

elegir una técnica que sea adecuada para un tipo de matriz.

1.3.- Comportamiento de un contaminante organico en matrices sélidas

Los suelos y sedimentos son sistemas heterogéneos y complejos, formados por
una fase organica e inorganica, por ende las interacciones de un contaminante con los
componentes de estas matrices dependera de las propiedades quimicas y

estructurales que ambas posean.

La materia organica (MO) que incluye a los organismos vivos, fracciones
facilmente disponibles y complejas como el humus, esta formada por fase expandida
(“carbono suave o amorfo”) y otra condensada (“carbono duro o vidrioso”). Estas fases
son las principales responsables del enlace y transporte de contaminantes organicos
en suelos y sedimentos. El carbono amorfo es el responsable primario de los
mecanismos de particion de los contaminantes organicos, mientras que el carbono
condensado sirve como medio de adsorcion y posible formacion de residuos
atrapados. La fase condensada es menos polar y considerada mas aromatica que la

amorfa, de acuerdo a estudios espectroscopicos (Ehlers y Loibner, 2006).

La MO se puede clasificar, de acuerdo al tipo de sustancia que forma, en
sustancias no humicas y hlmicas, estando las Ultimas en mayor proporcién con

respecto a las no humicas. Las sustancias himicas poseen una conformacion

m
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supramolecular de moléculas heterogéneas autoensambladas que derivan de la
degradacion del material biolégico muerto. Al extraer las sustancias humicas con
NaOH y posterior separaciéon se obtienen el 4cido filvico (AF), soluble en acidos y
bases, el acido humico (AH), soluble en alcalis, pero insoluble en acidos y la humina,
la fraccion mas polimérica e insoluble en acidos y bases. A su vez, los AH se clasifican
en pardos (solubles en Ca®") y AH grises (insolubles en Ca’*) (Figura 3). El AH tiene
un menor contenido de grupos carboxilicos y fendlicos, siendo menos polar que el AF.
Las propiedades de la humina son mas desconocidas debido a su no extractabilidad

con NaOH (Ehlers y Loibner, 2006).

Soluble Insoluble
Soluble HCI Insoluble
| |
Acidos Acidos Huminas (y
Fulvicos Hidmicos minerales)
Fag
Ca
Soluble I Insoluble
Acidos hiimicos Acidos hiimicos
pardos grises

Figura 3. Clasificacién de las sustancias himicas de suelo

La fase inorganica formada por minerales primarios (feldespatos, cuarzos,
micas) y secundarios (arcillas, silicatos, aluminosilicatos), incluye superficies de poro
interno y superficies externa e intercapa interna. Estas areas superficiales producen
diversos comportamientos de sorcion que dependen de la diferente accesibilidad del

sorbato, debido esencialmente a la geometria del poro y la sorcién preferencial por
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moléculas de agua. Muchos minerales comunes exponen hacia la superficie exterior
del poro una capa que contiene grupos hidroxilos que son empujados hacia el medio
por metales deficientes de electrones, como el Si, Al y Fe, y ligandos ricos en

electrones como carbonatos e hidroxilos (Ehlers y Loibner, 2006).

Debido a la cantidad y composiciéon variable en el espacio y tiempo de los
componentes que forman las matrices ambientales, existen diferentes mecanismos por
los cuales las moléculas organicas pueden asociarse con sedimentos, suelos y
biosodlidos (Ehlers y Loibner, 2006), por ende, la cantidad de interacciones
matriz/analito son mdltiples; entre ellas puentes de hidrégeno, interacciones
electrostaticas, fuerzas de van der Waals, dipolo-dipolo, entre otras (lkarashi y col.,

2005).

Entre los mecanismos de asociacion estan la sorcién, que involucra las
interacciones de un contaminante por un sorbente sin hacer referencia a un proceso
especifico; la adsorcién, que hace referencia a las interacciones superficiales, la
absorcion, en el cual el contaminante penetra en las matrices tridimensionales y la
particién, que es la distribucion de una especie entre las fases acuosa y soélida
(organica y/o inorganica) (Ehlers y Loibner, 2006). Como resultado de estos procesos,
pueden ocurrir otros que afecten al contaminante como el secuestro de moléculas (se
produce cuando los contaminantes permanecen un tiempo prolongado en la matriz) o
formacién de residuos atrapados, que quedan remanentes después de una extraccion

exhaustiva (Ehlers y Loibner, 2006).

e ———
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Tomando en cuenta los componentes de las matrices sélidas, un contaminante
organico interaccionaria con los componentes inorganicos y organicos de suelos,
sedimentos y biosélidos. La sorcidén por superficies inorganicas naturales podria ser
una ruta importante de recaptaciéon para algunos tipos de contaminantes organicos,
sobre todo si el contenido de MO es bajo. Entre los mecanismos por los cuales las
moléculas del contaminante interactuarian con los componentes de las matrices estan
la adsorcion desde el aire con sitios de bajo contenido de agua, adsorcion por
interacciones donor/aceptor o interacciones electroestaticas. Cuando el contaminante
participa en reacciones superficiales de formacién y ruptura de enlaces, especialmente
aquellas en donde las superficies inorganicas dejan expuestos a metales como el
hierro y aluminio, el cual el sorbato utiliza como suplemento de ligandos, se produce

una quimisorcion (Ehlers y Loibner, 2006).

Por su parte, la MO, juega un rol fundamental en la sorcién y persistencia de
contaminantes organicos. La materia organica disuelta (SOM) se puede encontrar en
aguas, suelos y sedimentos naturales, y distribuirse desde el suelo o sedimento a
poros de agua o a aguas circundantes. El comportamiento de distribucion o de
sorcién/desorcion entre los compartimientos ambientales sélidos y acuosos depende
de la concentracién y naturaleza de la SOM, del pH y fuerza ionica de la solucion
(Haftka 2006). Ademas, la SOM influye en la biodegradacién microbiana y puede
actuar como un surfactante, desplazando los equilibrios de particion desde la fase
solida hacia la fase acuosa, incrementando la velocidad de transferencia de masa

hacia la fase acuosa (Haftka, 2006).
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Dentro de las matrices sélidas, los procesos de transporte de las moléculas de
un contaminante son importantes, ya que por esta via, las moléculas alcanzaran sitios
potenciales de interaccién, como también influiran en la cinética de los procesos
quimicos que se produzcan entre los contaminantes y los componentes de las

matrices.

Entre los mecanismos de difusion, existen dos tipos que son responsables de la
desorcion, la difusién a través de la MO con distincion entre la fase amorfa y
condensada, siendo la ultima la que provoca una desorcion muy lenta, y la difusion a
través y a lo largo de meso-, micro- y nanoporo (difusién intraporo) (Ehlers y Loibner,
2006). Si los contaminantes organicos estan en un nanoporo, la entrada de bacterias

seria limitada y por ende su descomposicion mas lenta (Ehlers y Loibner, 2006).

Desde ofra perspectiva, se sabe que algunas especies vegetales alteran la
disponibilidad y degradacion en los contaminantes organicos persistentes (COPs) en el
suelo. Muller y colaboradores (Muller y col., 2006) estudiaron el efecto de rabanos y
zapallos italianos sobre la recuperacion de PBDEs desde suelos, demostrando un
aumento en el porcentaje de recuperacion en presencia de estas especies vegetales.
Si el desplazamiento dentro de los tejidos de los vegetales fuera simplemente debido al
movimiento pasivo en la corriente de la transpiracion del vegetal, se esperaria que
contaminantes organicos mas livianos sean transportados mas facilmente, pero la
recaptacion depende de otras variables, como la morfologia de la raiz de la especie,
fisiologia, cantidad de agua y alimento, y los mecanismos especificos de la adquisicion

(Muller y col., 2006).
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En el caso de las plantas de tratamiento de aguas residuales, los compuestos
sintéticos son removidos de las corrientes de desecho durante el proceso de
tratamiento por degradacién biolégica o quimica, sorcién al floculo biolégico o
volatilizacion (Langford y col., 2005). El grado y la velocidad de remocion de un
compuesto son dependientes de las propiedades fisicoquimicas del compuesto
(Langford y col., 2005). Conocer el comportamiento de particion entre la fase solida y
acuosa es esencial para determinar la velocidad de un compuesto en tratamiento de
las aguas residuales, y la extension de los posibles efectos ambientales (Langford y

col., 2005).

Una de las variables que influyen en los procesos de eliminacion de
compuestos sintéticos de los lodos durante el tratamiento de aguas residuales
corresponde al tiempo hidraulico de la retenciéon (HRT) y la relacion entre el contenido
de MO y el mecanismo de particion (Kom). EI HRT representa la edad del lodo (6c), y
es la cantidad de tiempo que las aguas residuales pasan en el compartimiento de
aireacion durante el tratamiento del lodo activado y es un factor importante, ya que
determina si el tiempo que tendran las bacterias sera lo suficientemente largo para
degradar o de adsorber un compuesto (Langford y col., 2005). Kow es la cantidad
sorbida por unidad de peso de la MO en la fase sélida y como el contenido organico
del carbon tiene un impacto en el potencial de la absorcién del fléculo, debe ser
considerado en el calculo del coeficiente de particion (Langford y col., 2005). En los
biosolidos, compuestos con logKow menores a 2,5 exhiben minimo potencial de
sorcién y probablemente el principal mecanismo de remocién es la degradacion si es
que los compuestos son susceptibles. Para compuestos con valores de logkow mayor

de 4, como los PBDESs, la asociacion con los solidos sera el principal mecanismo de

w
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remocién debido a su alto potencial y velocidad de sorcién (Langford y col., 20035). La
naturaleza hidrofobica de los PBDEs influyen en su acumulacioén en los biosolidos, ya
que si los compuestos son altamente hidrofébicos y estables, mayor sera la cantidad

que se acumulara en el biosélido (Langford y col., 2005).

| 1.4.- Caracteristicas de los AH

Los AHs son los constituyentes principales de la MO vegetal en un estado
avanzado de descomposicion. La humificacion es, por lo tanto, un proceso evolutivo
por el cual la MO se va transformando, primero en humus joven, para pasar a humus

(Figura 4) estable hasta llegar a la definitiva mineralizacion formando el AH, el cual ya
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Figura 4. Representacién del humus y los grupos fenolatos y carboxilato.
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esta estabilizado y cuya composicién no cambiara sustancialmente, y es el utilizado en

todos los ensayos realizados.

Las sustancias himicas son de color negro a pardo muy oscuro y su intensidad,
se relaciona con la concentracion de los grupos funcionales estables con un alto grado
de resonancia, presentes en los AHs, como también en los acidos fllvicos (AFs),
generalmente del tipo semiquinona (Schnitzer y Khan, 1978), como grupos aromaticos
nitrogenados (indélico y pirrdlico), grupos bencénicos aromaticos (naftaleno y
benceno), y grupos reactivos, responsables de importantes propiedades de la MO
(hidroxilo, carboxilo, amino, metoxilo, etc.), puentes de unién (nitrilo, amino, cetonicos,

etc.) y cadenas alifaticas.

Asimismo, empiricamente, la intensidad del color se relaciona con la
aromaticidad, incrementandose con el grado de transformacion de las sustancias
hamicas (hecho relacionado con el grado de humificacién — grado de diagénesis de las
moléculas biogénicas que pueden constituir el material de origen para la formacion del

humus) (Traina y col., 1990).

La formacion de las sustancias humicas es uno de los aspectos menos
conocidos de la quimica del humus, aunque se sabe que el proceso de obtencion del
humus es realizado por diferentes microorganismos. Existen varias vias para la
formacion de sustancias humicas, cuyo origen es principalmente restos animales y
vegetales en el suelo. Entre las teorias existentes, la teoria de Selman Waksman
(Sparks, 2003) o teoria de la lignina expresa que las sustancias humicas se forman a

partir de ligninas modificadas que quedan remanentes después del ataque bacteriano.

m
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Las ligninas modificadas se caracterizan por perder un grupo metoxilo, la presencia de

un grupos orto-hidroxifenoles y oxidacion de cadenas alifaticas para formar grupos

carboxilicos, para luego formar los AHs y finalmente los AFs.
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POL[MBZIZADO
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Figura 5. Formacién de sustancia himicas desde la formacién de quinonas a partir de productos

de la degradacién de la lignina provocada por microorganismo

Esta teoria no sélo incluye esta via de formacion sino otra, la que incluye
mecanismos en los cuales se forman intermediarios quinonas (Figura 5), hasta la
formacién a partir de condensaciones de azucares con grupos aminas (Figura 6).

No existe predominancia de una u otra via para la formacioén de las sustancias
humicas, sino que dependera del tipo de suelo y/o sedimento, y de las condiciones de

temperatura, humedad, luz solar, microorganismos, etc.
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Figura 6. Formacién de sustancia humicas a partir de quinonas y aminoacidos.

1.5.- Modelamiento de matrices soélidas

Al realizar el estudio de un contaminante organico dentro de una matriz sélida,
se deben tomar en cuenta una serie de factores. En el caso de las superficies
inorganicas, no se ha establecido sistematicamente cual es su rol sobre su capacidad
de sorcién de contaminantes organicos, pero si que puede alterar la capacidad de

enlace de las sustancias humicas (Ehlers y Loibner, 2006).

En el caso de la MO, ésta se ve afectada por el pH y la presencia de iones en
aguas naturales. A pH alcalinos, los grupos funcionales, como acidos carboxilicos y los
grupos fendlicos estan desprotonados, aumentando la polaridad, por ende la
interacciéon hidrofébica disminuira. Al mismo tiempo la SOM se expandira debido a su

carga superficial, y por lo tanto, proporcionara pocos sitios para la sorcién de
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contaminantes organicos. A pH &cidos, estos grupos estaran protonados, y las
condiciones seran contrarias, aumentando la posibilidad de interacciones hidrofébicas
por la disminucién de la polaridad de la SOM, lo cual crea sitios de sorcion adicionales

(Haftka, 2006).

Aunque la mayoria de la MO es intrinsecamente labil, una cierta porcién de ella
se preserva en suelos y sedimentos, donde permaneceria inalterable a procesos
microbianos de descomposicion, ademas las interacciones mineral/MO son de
importancia central para explicar los diversos fenomenos tales como el secuestro,

migracion y posible remediaciéon de contaminantes organicos.

Se han observado correlaciones directas entre el area superficial y el material
organico de suelos y sedimentos, lo que sugiere que el complejo mineral/MO pueda
estabilizar las formas labiles de MO contra ataque degradante de bacterias o enzimas
extracelulares bacterianas. A través de diferentes estudios se ha sugerido que los
mesoporos minerales influyen en el secuestro y preservacion de la MO en sedimentos,
protegiendo la MO de la degradacién bacteriana dentro del poro por oclusion fisica
(Harmes y Bosma, 1996; Mayer, 1994). Las moléculas sorbidas en microporos
minerales se encuentran mas atrapadas dentro de las paredes del poro, debido a que
las energias de adsorcion son mas fuertes que en mesoporos; ademas, los efectos
estéricos pueden también inhibir la remocién de los compuestos organicos de

microporos (Zimmerman y col., 2004).

Gouin y colaboradores (Gouin y Harner, 2003) sugirieron el uso de un modelo

simple multimedia de 4 compartimientos (agua, aire, suelo y sedimento) para explicar
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la posible particién de compuestos organicos. Este metodo es usado para determinar
la persistencia total de una sustancia, y basado en los coeficientes de particién se

identifica la ubicacién mas probable del contaminante.

De acuerdo a lo expuesto, los estudios de contaminantes organicos en matrices
sélidas son complejos, debido a que la interpretacion de resultados es dificultosa ya
que existen muchas interacciones entre las moléculas a través de diversos
mecanismos, como también diferentes procesos de transporte de las moléculas

organicas dentro de estas matrices.

En este contexto, la utilizacion de modelos mineral/MO, con porcentajes
conocidos de MO y material inorganico simple, permite tener un conocimiento de
cuales serian las interacciones de las moléculas organicas dentro de las matrices
reales. Esto permitiria conocer si estas interacciones se producirian en zonas mas
labiles o inertes de la misma MO y/o material inorganico. De esta forma, la eleccién de
los materiales inorganicos y organicos debe ser tal, que éstos sean representativos y
por ende se logre una interpretacion mas simple de las posibles interacciones y

mecanismos.

La MO que se puede utilizar en estos modelos, puede ser aquella que contenga
distintos monémeros, dimero, trimeros y polimeros (proteinas) de aminoacidos, debido
a su ubicuidad en el ambiente y porque se encuentran a menudo en suelos y
sedimentos. Ademas, los grupos amina y carboxilos de los aminoacidos son
predominantes en una variedad amplia de MO natural tal como ligninas y materiales

humicos.
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La silica (SiO,) y alumina (Al,O3) son muy Utiles como sorbentes inorganicos, ya

que son representativos de las superficies inorganicas, frecuentemente encontrados en
ambientes naturales y exhiben caracteristicas quimicas superficiales muy diversas, lo
que proporciona un contraste fuerte en reactividad. Por ejemplo, el punto de la carga
neta cero (p.z.n.c.) de SiO; esta a pH 2,0, mientras que el de Al,O; es a pH 8.7. Asi, la
silica se carga sobre todo negativamente a través de la gama del pH de aguas
naturales, mientras que la alimina se carga positivamente excepto bajo condiciones
altamente alcalinas. Las superficies hidroxiladas de oOxidos de Fe y Al débilmente
acidicas han mostrado promover el enlace fuerte de MO carboxiladas y aromaticas a
través de un mecanismo del intercambio del ligandos. En contraste, la sorcion de MO a
los silicatos se ha atribuido a efectos tales como los hidrofébicos (Zimmerman y col.,

2004).

Para estudiar los fenémenos de sorcion de contaminantes organicos y otros
dentro de matrices, existen diferentes modelos matematicos que describen el
comportamiento de estos contaminantes en las matrices solidas. Entre los modelos
matematicos, los modelos de sorcion de Langmuir y de Freundlich, son los mas
utilizados (Huang y col., 2003). Estos modelos permiten describir la relaciéon entre la
concentracion de la especie no adsorbida en la fase liquida o gaseosa y la cantidad

que es adsorbida por el sélido a una temperatura dada.
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1.6.- Caracteristicas de los PBDEs y Problematica Ambiental

Los PBDEs (Figura 7) tienen estructuras similares a los PCBs, pero con un
4tomo de oxigeno entre los anillos aromaticos. El nimero teérico de congéneres es de
209, lo que corresponden a los distintos compuestos e isomeros de PBDEs con 1 hasta
10 atomos de bromo. La numeracién es analoga a la usada por la IUPAC para la
numeracién de los PCBs (Sanchez-Prado y col., 2005). Dentro de sus propiedades
fisicoquimicas generales mas caracteristicas estan su alta hidrofobicidad, resistencia a
la degradacion y una relativamente baja presion de vapor, entre otras (ATSDR, 2004)

(Tabla 1).

Tabla 1. Propiedades fisicas y quimicas generales de algunos congéneres de PBDEs

(Kuramochi y col., 2007)

Congénere Presién de vapor Solubilidad en agua Constante de ley de logKow
[mmHg] (ug/L] Henry [atm m*mol]
BDE-28 1,64x10” 70 5,03x10™ 5,94
BDE-47 1,40x10° 15 1,48x10° 6,81
BDE-85 7,40x10° 6 1,09x10° ND
BDE-99 1,32x107 9 2,27x10° 7,32
BDE-100 2,15x10” 40 6,81x107 7.24
BDE-153 1,57x10° 1 6,61x107 7,90
BDE-154 2,85x10° 1 2,37x10° 7,82

Los compuestos de grado técnico de los PBDEs son producidos
comercialmente por bromacion del difenil éter bajo condiciones cataliticas dando por

resultado mezclas de productos con diferentes grados de bromacién (Alaae, 2003).
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Figura 7. Estructura de algunos retardantes de llama bromados

Los PBDEs son un tipo de retardante de llama bromado (BFRs) clasificado
como aditivos, ya que se mezclan con el material polimérico y no se encuentran
enlazados covalentemente comop los BFRs reactivos, por lo tanto presentan un mayor
riesgo, ya que se pueden lixiviar en el ambiente mas faciimente que los BFRs reactivos
(Hyoétylaginen y Hartonen, 2002). Bajo stress térmico, los BFRs producen HBr, el que
inhibe la expansion del fuego por sustitucion de radicales H- y -OH, mas reactivos, y
por radicales Br-, menos reactivos, en la reacciéon radicalaria en cadena (Figura 8).
Debido a la formacion de HBr, la concentracién de compuestos inflamables en la llama
se reduce, y se forma una capa protectora sobre la superficie del plastico (Ebert y

Bahadir, 2003).
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Figura 8. Formacion de HBr, PBDDs y PBDFs a partir de BDE-209 (Eberty Bahadir, 2003)

En la practica, no todos los congéneres de PBDE son utilizados en los
productos comerciales. Los tres principales productos son el pentaBDE (DE-71%),
octaBDE (DE-79%) y decaBDE (DE-83R®, Saytex 102E®). Los productos penta— y
octa—bromados contienen distintos congéneres, mientras que el producto deca esta
compuesto casi enteramente de decaBDE (Moon y col., 2007). El pentaBDE se usa
comunmente en textiles, espumas de poliuretano, paneles de aislamiento del sonido; el
octaBDE en resinas de acrilonitrilo-butadieno-estireno (ABS); y el decaBDE en
numerosas resinas y polimeros como el poliestireno de alto impacto (HIPS) (Huwe y

col., 2007).
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Aunque el decaBDE es el mas frecuentemente usado, congéneres menos
bromados han sido encontrados en muestras ambientales. E| BDE-209, el congénere
principal del decaBDE, es pobremente absorbido, rapidamente eliminado y por ende no
es bioacumulado. Este congénere es el que presenta la menor bioactividad de los
PBDEs. En contraste, los congéneres de menor masa molar (tri— y hexa—-bromados)
son casi completamente absorbidos, lentamente eliminados y altamente
bioacumulados, siendo el BDE—-47, BDE-99 y BDE-100, los tres mas abundantemente

encontrados en muestras ambientales (Sanchez-Prado y col., 2005).

Durante el proceso de manufactura de PBDEs, se forman dibenzo-p-dioxinas
polibromadas (PBDDs) y dibenzofuranos polibromados (PBDFs) (Figura 8). Ademas, la
combustion de PVC y PBDEs pueden generar PBDDs y PBDFs, ademas de otros
productos como dibenzo-p-dioxinas bromadas y cloradas, dibenzofuranos bromados y
clorados, dibenzo-p-dioxinas policloradas (PCDDs) y dibenzofuranos policlorados
(PCDFs) (Wang y col, 2007), que son compuestos altamente toxicos en

concentraciones muy bajas (Convenio de Estocolmo, 2004).

Los PBDEs se encuentran distribuidos en los sedimentos, suelos y vegetacion,
y su cantidad depende de su interaccién con estas matrices. A pesar de exhiben una
baja solubilidad en agua tienden a unirse fuertemente con material particulado de estos

sistemas (Alaee y col., 2003; Marvin y col., 2007).

Los PBDEs se pueden encontrar en el aire, esto debido a las diferentes
fluctuaciones de temperaturas estacionales, con lo que puede producirse un

intercambio activo entre la superficie de los suelos y el aire (Gouin y Harner, 2003). Si
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bien no estd completamente claro el transporte y movilidad de los PBDEs en el
ambiente una de las fuentes mas importantes de estos analitos son las plantas de
tratamientos de agua residuales (Alcock y col., 2003; EPA, 2006), otra via de entrada
de los PBDEs al ambiente es a través de la basura (Harrad y col., 2004), o desde la
fabricacién directa o productos que los contienen, o por la eliminacion o reciclado de

productos en desuso que los contienen (ATSDR, 2004).

De acuerdo a su estructura, se presume que la degradacién en el ambiente
podria ser limitada, debido a la baja solubilidad que presentan estos compuestos. Por
lo que la degradacién de los PBDEs se produciria en la superficie de sedimentos y
suelos, en donde primaria la debromacion reductiva en un medio anaerébico, en estos
compartimientos (Granelli y col., 2010). En muestras de lodos, Gerecke y
colaboradores (Gerecke y col., 2005) mostraron que la degradacion reductiva se
produce en estas muestras, estudiando la degradacién del BDE-209, la cual se produjo

luego de 238 dias de incubacion de las muestras.

La fotodegradacion de los PBDEs seria otra via por la cual estos compuestos
se degradan, por ejemplo se han reportado estudios de fotdlisis del BDE-209 en
mezcla de solventes bajo la accion de radiacion UV y de luz solar directa (Niu y col.,
2006). Por lo que estas vias serian las mas importantes transformaciones abiéticas de
los PBDEs en el ambiente. En la atmésfera, la via de degradacién para los PBDEs es
probablemente similar a la de los PCBs, comparados a través de la reaccion con

radicales hidroxilos (Gouin y Harner, 2003).
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Independiente de la via por la cual los PBDEs pueden llegar a medio ambiente,

las posibilidades de exposicion de los seres vivos, incluyendo los seres humanos es
alto, siendo una de las principales formas de ingreso a la biota y a los seres humanos
la cadena alimenticia (EPA, 2006). En el caso de los seres humanos otra fuente de
PBDEs son los ambientes de interior (polvo de la casa, aire interior, y superficies de
interior de la ventana) donde la migracién de PBDEs se produce desde diferentes
articulos, incluyendo los muebles, espumas y los plasticos de la alfombra en

televisores y computadoras etc.

Granelli y colaboradores (Granelli y col., 2010) estudiaron la degradacién de los
PBDEs nona bromados. De acuerdo a los resultados obtenidos, el BDE-206 perdio
pierde un atomo de bromo formado los congéneres BDE-194, BDE-196 y BDE-199 en
proporciones iguales, sin encontrar un patrén con respecto a la reactividad del
borohidruro de sodio (NaBH,) ocupado para la reduccion del congénere nona bromado.
El resultado mostré una tendencia, que la transformacién tomé lugar sobre el anillo que
poseia mayor cantidad de atomos de bromo (Figura 9). Este resultado se repitié con el
congénere BDE-207, a partir del cual se obtuvo en mayor proporcion el congénere

BDE-196, y con el congénere BDE-199 que se obtuvo a partir del congénere BDE-208

Los PBDEs son de caracter ubicuo, por lo que se han detectado en diferentes
muestras ambientales y biolégicas desde el Artico a la Antartica. Estos compuestos se
detectaron por primera vez en el medio ambiente en 1979 (Alaee y Wenning, 2003), y
en la biota en 1980 (Jansson y col., 1987), y se ha demostrado que son
bioacumulables y biomagnificables (Haglund y col., 1997; Hites y col., 2004; Erdogrul y

col., 2005; Isosaari y col., 2006).
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Figura 9. Congéneres octabromados obtenidos a partir de debromacién reductiva de

congéneres BDE-206, BDE-207 y BDE-208

Se han realizado estudios toxicolégicos en ratas, lo cuales indicaron que los
PBDEs inducen toxicidad hepatica, hiperplasia tiroidea y adenomas de tiroides,
neurotoxicidad cuando se mantiene contacto durante el periodo sensible del
crecimiento cerebral (Hui-Ying y col., 1998). Ademas se ha sugerido que varios PBDEs
y/o sus metabolitos son compuestos disruptores endocrinos (EDCs) (Fowles y col.,

1994; Meerts y col., 2000).

De esta manera en este proyecto de tesis, se propone el desarrollo de
diferentes metodologias que mejoren las operaciones previas, esencialmente la etapa
de extraccion, para la determinacion de los PBDEs desde matrices ambientales sdlidas
(sedimentos, biosélidos), con un estudio exhaustivo del comportamiento de diferentes

disolventes para el proceso de la extraccion de los PBDESs por técnicas convencionales

L T e T T T e B T T T T S S e R T T e
Tesis Doctoral — Jorge E. Rivas Pérez 29




Introduccién
#
y aquellas metodologias que utilizan fuentes de energias adicionales (PLE en batch y
en continuo y USE en continuo). Para los estudios de optimizacion del comportamiento
de los PBDEs en las matrices solidas, se utilizaran modelos con contenidos simples y

cantidades conocidas de material inorganico (silica y/o alimina) y de materia organica.

W
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2. HIPOTESIS

Las hipotesis se sustentan en los siguientes postulados:

- Los difenil éter polibromados son compuestos que poseen propiedades fisicas y
quimicas variadas entre los diferentes congéneres, lo que provoca diferentes
interacciones de éstos con los componentes de distintas matrices.

- Las etapas de tratamiento y preparacion de muestra, dentro del proceso
analitico, consumen mucho tiempo siendo una importante fuente de errores.

- Las técnicas de extraccion modernas utilizan fuentes de energia externa, que

asisten el proceso de extraccion de los analitos desde diferentes matrices.

En consecuencia, se establecen las siguientes hipétesis de trabajo:

“Debido a las diferentes interacciones que pueden existir entre una matriz solida y los
analitos (difenil éter polibromados, PBDEs), una extraccion convencional con
disolvente permitira lixiviar la fraccion mas labil de los analitos, siendo necesaria la
utilizacién de energia adicional (temperatura, presion, o ultrasonido) que asista el

proceso de extraccion para liberar la fraccion mas inerte de ellos”.

“El estudio del comportamiento de un analito (difenil éter polibromados, PBDEs) en una
matriz compleja a través de las muestras-modelo propuestas, permitira identificar si la
principal interaccion del analito con la matriz es a través del contenido de materia
orgénica de ésta y determinar la utilizacion de una técnica de extraccion apropiada

para una extraccion cuantitativa”.

#
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

El objetivo general de este proyecto es llevar a cabo una comparacion critica en
términos de eficiencia, rapidez y uso de disolventes entre diferentes estrategias de
extraccion modernas y clasicas para la determinacién de difenil éter polibromados

(PBDESs) en matrices ambientales sélidas (sedimento y biosolido).

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1.- Implementar de un método cromatografico para la separacion de PBDEs por

cromatografia de gases/espectrometria de masa (GC-MS) y/o captura de electrones

(GC-ECD).

3.2.2.- Elaborar muestras-modelo de biosélido y sedimento con contenido variable de

MO. Caracterizar las muestras-modelo elaboradas en términos del contenido organico

3.3.3.- Optimizar factores que influyen en la adsorcién de los PBDEs en las muestras-

modelo de biosélido y sedimento seleccionados.

3.2.4.- Confeccionar isotermas de adsorcion para los PBDEs en las muestras-modelo

de biosélido y sedimento seleccionados.

e —
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32 5- Estudiar la eficiencia de extraccién de los PBDEs inmovilizados en las
muestras-modelo seleccionadas, a través de un sistema de extraccion con disolvente

en frio, discontinuo y con agitacion.

3.2.6.- Desarrollar metodologias de extraccion de los PBDEs desde los modelos de las
matrices solidas usando extracciéon con disolvente presurizado (PLE) en batch y en
continuo y extraccion asistida por ultrasonido (UAE) en continuo, con el disolvente

seleccionado en 3.2.5.

3.2.7 - Aplicar una de las metodologias desarrolladas a la determinacion de los analitos
en matrices reales (sedimentos y biosélidos). Comprobar la validez de los modelos

propuestos.

32 8- Validar el método desarrollado, a través de una muestra certificada y/o muestra

real fortificada con los PBDEs. Obtener los parametros analiticos correspondientes.

3.29.- Implementar la metodologia de extraccion clasica Soxhlet utilizando el

disolvente o mezcla seleccionado en 3.2.5.

3.2.10.- Realizar una comparacion entre las metodologias indicadas en 3.2.7 y 3.29en

términos de eficiencia, rapidez y volumen de disolvente utilizado en cada caso.

#
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Aparatos

Material de vidrio (vasos, pipetas, matraces, embudos de decantacién, etc.)
pH-metro WTW, modelo pMX-3000

Bomba HPLC, LabAlliance, modelo Series ||

Bario de ultrasonido Branston modelo 2210

Incubadora y agitador Heidolph modelo C24.

Agitador reciproco Heidolph, modelo 2020.

Centrifuga Labofurge 400 Haraeus

Agitador vortex Heidolph, modelo Reax 2000

Balanza analitica digital Sartorius modelo R200D.

4.2. Instrumentacion

Cromatégrafo de gases FISONS modelo serie 8000 con una columna capilar
Supelco HP 5 de 30 m x 0,25 mm x 0,25 um de film, acoplado a un detector de
masas FISIONS modelo MD 800.

Cromatografo de gases Hewllett Packard modelo 5890 con detector de captura
de electrones, con columna capilar ZB-5 de 30 m x 0,25 mm, 0,25 um film.
Espectrofotémetro UV-visible, UV-2, Unicam, con celda de paso o6ptico de 10

mm.
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4.3. Reactivos

- Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico o de alto grado de
pureza de procedencia MERCK® SIGMA-ALDRICH®, Dr. Ehrenstorfer®, Fisher
Scientific®.

- Solucién de mezcla de PBDEs Great Lakes DE-71. TBDE-71X 1150 £ 1 mg/L.
Se disolvié 11,5 mg del reactivo en metanol y se llevé a 10 mL con el mismo
disolvente.

- Solucioén de tribromoanisol (TBA) 4 £ 0,01 mg/L. Se disolvié 40 mg del reactivo
en ciclohexano y se llevé a 10 mL con el mismo disolvente. Posteriormente se
realizd la correspondiente dilucién para preparar la disolucion ocupada en
ciclohexano.

- Solucién de dicromato de sodio (Na;Cr,0;-2H,0) 0,50 mol/L. Se disolvidé 149 g
del reactivo en agua destilada y se llevé a 1000 mL con el mismo disolvente.

- Solucién de sacarosa (C1;H2,044) 100 mg/mL de carbono. Se disolvi6é 238 g del

reactivo en agua destilada y se llevé a 1000 mL con el mismo disolvente.

4.4. Procedimiento Analitico

4.4.1. Optimizacion del programa de temperatura para GC-ECD

A partir de una solucion de 100 mg/L, se realizaron las diluciones
correspondientes, y se inyectdé 1 pL de la disolucién de PBDEs de 10 pug/mL, en un
cromatografo de gases con detector de captura de electrones (GC-ECD), con un split

1:10 con una temperatura del inyector de 250 °C. La fase movil consistié en nitrégeno
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extrapuro (N, 99,995%) y la fase estacionaria en una columna capilar del 30 m, HP-
5ms. Para este estudio se realizaron los correspondientes cambios de temperatura del
horno del cromatégrafo, desde un sistema isotérmico hasta un programa de

temperatura.

4.4.2. Eliminacion de la MO de una muestra de biosoélido por calcinacion

Se mas6 50 g de una muestra de biosolido de una planta de tratamiento de
aguas servidas, abril de 2007 (BET 2007), previamente secada en estufa a 105 °C por
2 h. Esta muestra, se dividié en varias porciones, y se puso dentro de una mufla a
360°C durante 24 h. Posteriormente, la muestra de biosélido se guardo por 6 h dentro

de una desecadora.

4.4.3. Eliminacion de la MO de una muestra de biosélido por reaccion de 6xido-

reduccion

A 20 matraces Erlenmeyer de 250 mL se agreg6 2 g de la muestra de biosoélido
BET 2007. A cada uno de ellos, se agregd 20 mL de agua destilada, 10 mL de acido
clorhidrico (HCI) 1,0 mol/L y volimenes de 1 mL en forma continua de peréxido de
hidrégeno (H,0,) al 30 % hasta completar 40 mL. Cada matraz se tap6 con un embudo
de vastago corto y se calentaron hasta 70°C, agregando pequefios volumenes de agua

destilada, para evitar la evaporacion total de la disolucién.
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4.4.4. Purificacion de acido humico (AH)

Se disolvié 25 g de acido huimico (AH) impuro (SIGMA-ALDRICH) en 200 mL de
una disolucion de hidréxido de sodio (NaOH) 0,10 mol/l. La mezcla se agité por 30 min
a 95°C; una vez enfriada la disolucion se llevé a pH = 2 con acido sulfurico (H,SO,) 1,0
y 0,1 mollL, para precipitar el AH. La separaciéon del precipitado se realizé por
centrifugacion a 2000 rpm por 30 min. El precipitado se lavd 2 veces con agua
destilada y luego una mezcla 1:1 v/v de HCleone Y HFcone, la cual previamente se diluyé
1:3 en volumen. Finalmente, la mezcla final se centrifugé a 2000 rpm por 30 min., y el

precipitado se secd en estufa a 50 °C por 12 h.

4.4.5. Extraccion de AH de muestras de suelo y biosdlido

Se masé una muestra de 100 g de suelo Conyuncavi Bajo (mollisol, textura
franco arenoso) dividido en 4 porciones. A estas muestras se agregé 250 mL de una
disolucion de NaOH 0,1 mol/L y se calentd por 30 min a 95°C. Este procedimiento se
repiti6 2 veces. La disolucion resultante se centrifugdé a 3000 rpm por 30 min, y se
separé el sélido del sobrenadante. El sobrenadante se llevé a pH = 2 con disoluciones
de H,SO4 0,1 y 1,0 eq/L para precipitar el AH presente. La separacion se realizé
centrifugando la disoluciéon a 3000 rpm por 30 min. El precipitado obtenido se lavé con
agua destilada y luego con pequefios volimenes de una mezcla de HCl y HF
concentrados 1:1 en volumen que previamente se diluyé 1:3 en volumen. Este

procedimiento se repitié 3 veces. Finalmente el AH obtenido, de cada muestra, se traté

m
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con dialisis con agua destilada, se centrifugd a 3000 rpm por 30 min y se secé en una
estufa a 50 °C.
Para la extraccién del AH del biosdlido, se masé 25 g de biosélido BET 2007, y se

realizé el mismo procedimiento descrito anteriormente.

4.4.6. Caracterizacion de AH utilizado como material de referencia para la MO de

las muestras-modelo.

4.4.6.1. Determinacion de la acidez total de los AHs comercial, extraida de suelo y

de biosolido

En matraces Erlenmeyer se agregdé 50 y 100 mg de las muestras de AH
comercial, extraida de suelo y de biosélido. Se preparé cada muestra por duplicado. A
cada muestra se agreg6 20 mL de una disolucion de hidréxido de bario (Ba(OH);) 0,2
eg/L. Simultaneamente se prepar6 una muestra blanco que contenia sélo 20 mL de
Ba(OH), 0,2 eg/L. De cada muestra se elimin¢ el aire, por desplazamiento con N, y se
tapd cuidadosamente para evitar la entrada de aire al sistema. Cada matraz se agitd
por 24 h a temperatura ambiente; luego la suspension obtenida se filtré y el residuo se
lavé con agua destilada exenta de CO,. Finalmente, tanto el filtrado como los lavados
de cada muestra se combinaron y junto con el blanco se titularon
potenciométricamente con una disoluciéon previamente estandarizada de HCI 0,5604

eg/L hasta pH = 8,4.

“
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4.4.6.2. Determinacion de la acidez carboxilica y fendlica de los AHs comercial,

extraida de suelo y de biosélido

En matraces Erlenmeyer, se masé entre 50 y 100 mg de las muestras de AH
comercial, extraida de suelo y de biosélido. Se prepard cada muestra por duplicado. A
cada muestra se agregd 10 mL de una disolucién de acetato de calcio (Ca(CH3;CO0),)
1,0 eg/L y 40 mL de agua destilada exenta de CO,. Simultaneamente se prepar6 una
muestra blanco que contenia sélo 10 mL de Ca(CH,C0OQ), 1,0 eg/L y 40 mL de agua
destilada exenta de CO,. Cada matraz se agit6 por 24 h a temperatura ambiente: luego
la suspension obtenida se filtr6 y el residuo se lavé con agua destilada exenta de CO,.
Combinando el filtrado y los lavados, se procedi6 a titular potenciométricamente tanto
las muestras como el blanco con una disolucién previamente estandarizada 0,1140
eq/L hasta pH =9,8.

La acidez fendlica se obtuvo por la diferencia entre la acidez total y la acidez

carboxilica.

4.4.6.3. Determinacion de la relacion EJE; de los AHs comercial, extraida de

suelo y de biosélido

Se prepard 4 disoluciones de las muestras de AH comercial, extraida de suelo y
de biosolido de 20, 40, 60 y 80 ug/mL, en solucién de bicarbonato de sodio (NaHCO;)
0,05 eq/L. Se midi6 la absorbancia a 465 nm (E,) y 665nm (Es) de cada muestra en un

espectrofotdmetro UV-visible con celda de 10 mm de paso 6ptico.
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4.4.7. Preparacion de muestras-modelos de sedimento

Se mezclé en distintas proporciones en masa 6xido de aluminio 90 activo-
neutro (Al,O3), MERCK® con AH purificado. Luego, cada mezcla se homogenizé en un
mortero de agata, durante 10 min. Las mezclas realizadas fueron tales que se

obtuvieron 5 muestras con distinto contenido de MO.

4.4.8. Preparacion de muestras-modelos de biosélido A

Se mezcld en distintas proporciones en masa, biosélido calcinado previamente
de la muestra de biosélido BET 2007, con la misma muestra. Luego, cada mezcla se
homogeniz6 en un mortero de agata, durante 10 min. Las mezclas realizadas fueron

tales que se obtuvieron 5 muestras con distinto contenido de MO.

4.4.9. Preparacion de muestras-modelos de biosélido B

Se mezclé en distintas proporciones en masa de biosélido calcinado
previamente con AH purificado. Luego, cada mezcla se homogenizé en un mortero de
agata, durante 10 min. Las mezclas realizadas fueron tales que se obtuvieron 5

muestras con distinto contenido de MO.
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4.4.10. Preparacion de muestras-modelos de biosélido C

Se mezclé en distintas proporciones en masa el AH purificado con la muestra
de biosdlido tratado con H,0,. Luego, cada mezcla se homogenizé en un mortero de
agata, durante 10 min. Las mezclas realizadas fueron tales que se obtuvieron 5

muestras con distinto contenido de MO.

4.4.11. Caracterizacion del contenido de carbono organico en muestras solidas

Se maso entre 100 y 300 mg de cada muestra (biosélido A, B y C y sedimento)
en un matraz Erlenmeyer de 250 mL. Luego, se agregé 10 mL de la disolucién de
Na,Cr,0; 0,50 mol/L y 20,0 mL de H;SOucone. Esta mezcla se dejo enfriar y reposar
bajo campana por 30 min. En seguida, se agregé 70 mL de agua destilada, se mezcld
y se dejo en reposo durante la noche. Finalmente, para cada solucién se midié la
absorbancia a 600 nm en un espectrofotémetro UV-visible con celda de 10 cm de paso

Optico.

4.4.12. Optimizacién del tratamiento de limpieza de los extractos de biosélido

Se mezcld 1 g de la muestra de biosélido BET 2007 con 10 mL de metanol.
Esta mezcla se agité por 2 h y se centrifugé a 2000 rpm por 10 min. El extracto se
evapord casi a sequedad bajo corriente de N, y se agregé 5 mL de n-hexano. Al
extracto en n-hexano se adicion6 100 pl de la solucién estandar de PBDEs 10 png/mL,

sobre el cual se realizé el tratamiento de limpieza. Dentro de un embudo de

e ———————————————————————————————————————————————
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decantacién se mezclé el extracto organico con 2 porciones de 50 mL de H2SO0u4c0ne:
esta mezcla se agité por 2 min. Alcanzada la separacion de fases, se descarté la fase
acuosa y se agregaron 3 porciones de 50 mL de NaCl al 5 % p/v; nuevamente la
mezcla se agitd por 2 min., y se descarté la fase acuosa. El extracto se secé a través
de una columna con 15 g de sulfato de sodio anhidro (Na;S0O,), eluyendo con 5 mL de

n-hexano. En la etapa final, al extracto se adicioné 10 ul de tribromoanisol (TBA) 4

pg/mL, y bajo corriente de N, se llevo a 1 mL.

4.4.13. Tratamiento de los extractos de sedimento

El extracto obtenido se sec6 a través de una columna con 15 g de Na,SO,,
eluyendo con 5 mL de n-hexano. Finalmente, se agrego 10ul de TBA 4 pg/mL, y bajo

corriente de N, se llevdo a 1 mL.

4.4.14. Procedimiento para estudio del efecto de la MO sobre la sorcién de

PBDEs en las muestras-modelo de biosélidos y sedimento

Para cada muestra de biosdlido (A, B y C), se mas6 1 g de muestra, se agreg6
1 mL de solucién en metanol de PBDEs en dos niveles de concentracion 0,1y 10
ug/mL) y se llevé a 10 en metanol. La mezcla, contenida dentro de un vial, se agité por
15 h, luego se dejo6 reposar y se centrifugé a 2000 rpm por 20 min. El sobrenadante se
evapor6 casi a sequedad con N,, cambiando el disolvente por 5 mL de n-hexano. En el

caso de los extractos de las muestras-modelo de biosdlido, se realizé el tratamiento de
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limpieza; posteriormente se inyecté 1 pl de cada extracto para ser evaluado por GC-

ECD. Para el estudio de la muestra de sedimento se realizé el mismo tratamiento.

4.4.15. Efecto del medio acuoso sobre la adsorcion de PBDEs en las muestras-

modelo de biosélido y sedimento

A 500 mg de biosdlido, se agregé 1 mL de solucién en metanol de PBDEs 1.0
Hg/mL y se completé con 4 mL de agua destilada. La mezcla se agité a25 °C por 15 h
y luego se centrifugd a 2000 rpm por 20 min. Se realizé una extraccion de la fase
acuosa con 5 mL de n-hexano. A continuacién, se realiz6 el tratamiento de limpieza y
secado de los extractos de biosélido y sedimento, respectivamente. Posteriormente se
inyect6 1ul de cada extracto para ser evaluado por GC-ECD.

En el caso de la muestra de sedimento se realizé el mismo procedimiento.

4.4.16. Efecto del tiempo de agitacion sobre la adsorcion de PBDEs en las

muestras-modelo de biosélidos y sedimento

A 500 mg de biosolido, se agregd 1 mL de solucién en metanol de PBDEs 1,0
Hg/mL y se completé con 2 mL de metanol y 2 mL de solucién de cloruro de calcio
(CaCl;) 0,010 mol/L. La mezcla se agité a 25 °C en un intervalo de tiempo de 1 a 24 h,
y luego se centrifugé a 2000 rpm por 20 min. Se realizdé una extraccion de la fase
acuosa con 5 mL de n-hexano. A continuacién, se realizé el tratamiento de limpieza y
secado de los extractos de biosélido y sedimento, respectivamente. Posteriormente se

inyect6 1ul de cada extracto para ser evaluado por GC-ECD.

_%
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En el caso de la muestra de sedimento se realizé el mismo procedimiento.

4.4.17. Elaboracion de las isotermas de adsorciéon de PBDEs sobre las muestras-

modelo de biosédlidos y sedimento

A 500 mg de biosdlido o sedimento, se agregé 1 mL de solucién en metanol de
PBDEs en distintos niveles de concentracion (desde 0,1 a 500 pg/mL) y se completd
con 2 mL de metanol y 2 mL de solucién de CaCl, 0,01 mol/L. La mezcla se agité a 25
°C durante 15 h siendo, posteriormente centrifugada a 2000 rpm por 20 min. Se realizd
una extraccion de la fase acuosa con 5 mL de n-hexano. A continuacién, se realizo el
tratamiento de limpieza y secado de los extractos de biosdlido y sedimento,
respectivamente. Posteriormente se inyectdé 1pl de cada extracto para ser evaluado por

GC-ECD.

4.4.18. Elaboracion de la muestra de referencia para los estudios de extraccion

de PBDEs desde las muestras-modelo de biosélido y sedimento

En un matraz Erlenmeyer, se masé 100 g de la muestra de biosélido y/o
sedimento, se agregé 50 mL de acetona, seguido de un volumen de la disolucién
estandar de PBDEs de 1240 ug/mL correspondiente a 200 y 500 pL para sedimento y
biosolido, respectivamente. Estas muestras (sin contacto con luz directa) se agitaron a
velocidad constante, en un agitador magnético hasta la evaporaciéon del disolvente.
Estas muestras se guardaron por un periodo de 90 dias a una temperatura de -18 °C

para luego llevar a cabo los estudios de extraccion.

E... . -————— ]
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4.4.19. Estudio del tiempo de envejecimiento de la muestra-modelo de referencia

de biosélido y sedimento

Se mas6 500 mg de las muestras-modelo de referencia de biosdlido y
sedimento, a las cuales se agreg6 una cantidad de la disoluciéon estandar de PBDEs
1240 pg/mL, para obtener una concentracion de 1 mg/kg. Las muestras se extrajeron a

distintos tiempos (2 dias, 1, 2, 3 y 6 meses).

4.4.20. Eleccion del tipo de disolvente para la extraccion de PBDEs

Se masd 8 muestras de 500 mg por duplicado de las muestras-modelo de
biosélido y/o sedimento, se agregd 5 mL de los siguientes disolventes puro y mezclas,

a cada una de ellas:

- Acetona - Acetona/DCM
- Metanol - Metanol/DCM
- Diclorometano (DCM) - Acetona/n-hexano
- n-hexano - Metanol/n-hexano

Cada muestra se agité por 12 h a 25 °C, luego se centrifugé a 2000 rpm por 20
min, y el sobrenadante se llevé casi a sequedad con N, para realizar el cambio de
disolvente a n-hexano y seguir con las etapas de limpieza y secado para biosoélido y

sedimento, respectivamente.
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4.4.21. Estudios de extracciéon por extracciéon con disolvente presurizado (PLE)

de los PBDEs desde las muestras-modelo de biosodlido y sedimento

Las condiciones subcriticas de los disolventes se obtienen al aumentar la
presion y temperatura del disolvente, a través de un equipo disefiado en el laboratorio
(Figura 10a y b), que consiste en una bomba HPLC conectada en linea a un horno de
aluminio con control de temperatura en donde se ingresa la muestra, dispuesta dentro
de una columna HPLC sin relleno y un tubo de acero inoxidable enrollado, donde se
calienta previamente el disolvente, antes de ingresar a la celda de extraccion. Fuera
del horno otro trozo de tubo de acero inoxidable enrollado puesto dentro de un bafio
con agua para enfriar el extracto y finalmente una valvula de paso que permite manejar
este equipo en dos modalidades, discontinuo (Extraccion estatica o en batch) y
continuo (Extraccion dinamica), en el cual se hace fluir en forma controlada un flujo de

disolvente que finalmente es colectado dentro de un vial.

CERRADA: Exwaccion Estaice
ABIERTA: Extraccion (mamice
WALVULA

Vial de coleccion

Figura 10a. Esquema del equipo de extraccién con disolvente presurizado (PLE).

Tesis Doctoral — Jorge E. Rivas Pérez 48




Materiales y Métodos

Figura 10b. Fotografia del equipo de extraccién PLE.

Para los estudios de extraccion se eligio el método multivariado y para la
elaboracion de todos los disefios se utilizdé el programa STATGRAPHICS XV

CENTURION

4.4.21.1. Disefio de “screening” para extraccion en las muestras-modelo de

biosélido y sedimento

Para este disefio se eligio un disefio factorial completo con dos factores
quimicos en estudio, cantidad de muestra y tipo de disolvente, el cual dio cuatro
experimentos mas tres puntos centrales con los siguientes intervalos de estudio: para
la cantidad de muestra se eligié un intervalo de 200 (-1) a 600 (+1) mg y como punto
central 400 (0) mg de biosdlido y/o sedimento. Para el disolvente se eligio el intervalo
acetona (+1) a DCM (-1) y como punto central una mezcla 1:1 en volumen de

acetona/DCM (0) (Tabla 2). Cada experimento se realizé a una presion del sistema de
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1500 psi, temperatura de extraccién 100 °C, flujo de disolvente 2 mL/min y un tiempo
de extraccion dinamico de 20 min. Cada extracto obtenido se evaporé a una cantidad
minima de disolvente con un rotavapor, y posteriormente se llevé casi sequedad bajo
una corriente de N,. A este extracto se le adicioné 5 mL de n-hexano, para seguir con
las etapas de limpieza y secado para biosolido y sedimento, respectivamente de cada

muestra.

Tabla 2. Diseiio experimental factorial para la extraccion de PBDEs en muestras-modelo de

biosdlido y sedimento. Entre paréntesis se muestran las cantidades de muestra en mg y disolvente

usado.

Experimento Cantidad de muestra Tipo de disolvente
1 -1 (200) - 1 (DCM)
2 +1(600) -1(DCM
3 - 1 (200) + 1 (Acetona)
4 + 1 (600) + 1 (Acetona)
5 0 (400) 0 (Acetona/DCM)
6 0 (400) 0 (Acetona/DCM)
7 0 (400) 0 (Acetona/DCM)

4.4.21.2. Diseiio de compuesto central para extraccion en las muestras-modelo

de biosélido

Para esta etapa se utilizé6 un disefio de compuesto central ortogonal con cuatro
factores en estudio (temperatura de extraccién, tiempo estatico, tiempo dinamico y flujo
de disolvente), el cual dio 24 experimentos mas tres puntos centrales con los
siguientes intervalos de estudio: para la temperatura de extraccién se eligié un intervalo

S —
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de 40 (-1,55) a 200 °C (+1,55), con un punto central de 120 °C (0), y con dos puntos
intermedio de 69 (-1) y 174 °C (+1). Como tiempo de extraccién estatico y dinamico se
eligié un intervalo de 10 (-1,55) a 60 min (+1,55), con un punto central de 35 min (0), y
con dos puntos intermedios de 19 (-1) y 52 min (+1). Para el flujo de disolvente se
eligioé un intervalo de 1 (-1,55) a 5 mL/min (+1,55), con un punto central de 3 mL/min
(0), y con dos puntos intermedios de 2 (-1) y 4 mL/min (+1). Para cada experimento
(Tabla 3) se tomaron 200 mg de biosélido con una presion del sistema de 1500 psi y
acetona como disolvente. Cada extracto obtenido se evapord a una cantidad minima
de disolvente con un rotavapor, y posteriormente se llevo casi sequedad bajo una
corriente de N,. A este extracto se adicioné 5 mL de n-hexano para seguir con las

etapas de limpieza y secado para biosélido y sedimento, respectivamente.

Tabla 3. Disefio experimental factorial para la extraccion de PBDEs en muestras-modelo de
biosdlido. Entre paréntesis se muestran la temperatura en °C, el tiempo de extracciéon en minutos

y el flujo de disolvente en mL/min usados.

Experimento T[°C] testaTico [Min] toinamico [Min] Flujo disolvente [mL/min]
1 -1(69) +1(52) +1(52) +1(4)
2 - 1,55 (40) 0 (35) 0(35) 0(3)

3 0(120) 0 (35) + 1,55 (60) 0(3)

4 0 (120) 0 (35) - 1,55 (10) 0(3)

5 0(120) 0 (35) 0 (35) + 1,55 (5)
6 0 (120) - 1,55 (10) 0 (35) 0(3)

7 0 (120) + 1,55 (60) 0(35) 0(3)

8 0 (120) 0(39) 0(35) -1,55 (1)
9 -1(69) +1(52) -1(19) -1(2)
10 -1(69) -1(19) +1(52) +1(4)
11 +1(174) +1(52) -1(19) -1(2)
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Experimento TI[°C] tesTATIcO [MiN] tomamico [min] Flujo disolvente [mL/min]
12 +1(174) +1(52) +1(52) -1(2)
13 +1(174) +1(52) +1(52) +1(4)
14 -1(69) -1(19) -1(19) -1(2)
15 +1(174) +1(52) -1(19) +1(4)
16 -1(69) +1(52) -1(19) +1(4)
17 +1(174) -1(19) -1(19) +1(4)
18 +1(174) -1(19) +1(52) -1(2)
19 -1(69) +1(52) +1(52) = 1{2)
20 + 1,55 (200) 0 (35) 0 (35) 0(3)
21 +1(174) -1(19) -1(19) -1(2)
22 -1(69) -1(19) -1(19) +1(4)
23 -1(69) -1(19) +1(52) -1(2)
24 +1(174) -1(19) +1(52) +1(4)
25 0 (120) 0 (35) 0 (35) 0(3)
26 0 (120) 0 (35) 0 (35) 0(3)
27 0 (120) 0 (35) 0 (35) 0(3)

4.4.21.3. Disefio de compuesto central para extraccion en las muestras-modelo

de sedimento

Se utilizé un disefio de compuesto central ortogonal con cinco factores en
estudio (temperatura de extraccion, tiempo estatico, tiempo dinamico, flujo de
disolvente y tipo de disolvente), el cual dio 26 experimentos mas tres puntos centrales
con los siguientes intervalos de estudio: para la temperatura de extraccion se eligio un
intervalo de 40 (-1,66) a 200 °C (+1,66), con un punto central de 120 °C (0), y con dos

puntos intermedio de 75 (-1) y 175 °C (+1). Como tiempo de extraccion estatico y
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dinamico se eligié un intervalo de 10 (-1,55) a 60 min (+1,66), con un punto central de
35 min (0), y con dos puntos intermedios de 20 (-1) y 50 min (+1). Para el flujo de
disolvente se eligié un intervalo de 1 (-1,66) a 5mL/min (+1,66), con un punto central de
3 mL/min (0), y con dos puntos intermedios de 2 (-1) y 4 mL/min (+1). Para el tipo de
disolvente se eligio DCM (-1,66) y acetona (+1,66), con un punto central de una
mezcla de acetona/DCM 50:50 en volumen (0), y con dos puntos intermedios de una
mezcla de acetona/DCM 19:81 en volumen (-1) y una mezcla de acetona/DCM 81:19
en volumen (+1). Para cada experimento (Tabla 4) se tomaron 200 mg de biosélido con
una presion del sistema de 1500 psi. Cada extracto obtenido se evaporé a una
cantidad minima de disolvente con un rotavapor, y posteriormente se llevé casi
sequedad bajo una corriente de N,. A este extracto se adicioné 5 mL de n-hexano para
seguir con las etapas de limpieza y secado para biosélido y sedimento,

respectivamente.

Tabla 4. Disefio experimental factorial para la extraccion de PBDEs en muestras-modelo de
biosélido y sedimento. Entre paréntesis se muestran la temperatura en °C, el tiempo de extraccion

en minutos, el flujo de disolvente en mL/min y el tipo de disolvente* usados.

Flujo disolvente Tipo
Experimento T[°C] testATico [min] toinamico [min]

[mL/min] disolvente*
1 0 (120) 0 (35) 0 (35) 0(3) - 1,66 (A)
2 +1 (175) -1(20) -1(20) +1(4) +1(D)
3 +1 (175) + 1 (50) +1(50) +1(4) +1(D)
4 +1 (175) +1(50) -1(20) -1(2) +1(D)
5 - 1,66 (40) 0 (35) 0 (35) 0(3) 0(C)
6 0 (120) 0 (395) - 1,66 (10) 0(3) 0 (C)
7 + 1,66 (200) 0 (35) 0 (35) 0(3) 0(C)

e e e e
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Flujo disolvente Tipo
Experimento T [°C] testaTico [min] tonamico [min] imUimin] disolvente®

8 -1 (75) -1 (20) -1 (20) +1(4) -1(B)
9 0 (120) 0 (35) 0 (35) - 1,66 (1) 0(C)
10 -1(75) +1(50) +1(50) +1(4) -1(B)
1 +1 (175) + 1 (50) -1(20) +1(4) -1(B)
12 - 1(75) +1(50) - 1(20) -1(2) -1(B)
13 +1 (175) - 1(20) +1(50) -1(2) +1(D)
14 0 (120) 0 (35) + 1,66 (60) 0(3) 0(C)
15 0 (120) 0(35) 0 (35) + 1,66 (5) 0(C)
16 -1(75) -1(20) -1 (20) -1(2) +1(D)
17 +1 (175) -1(20) -1(20) -1(2) -1(B)
18 -1(75) +1(50) +1(50) -1(2) +1(D)
19 0 (120) - 1,66 (10) 0 (35) 0 (3) 0(C)
20 -1(75) -1(20) +1(50) -1(2) -1(B)
21 -1(75) -1(20) +1(50) +1(4) +1(D)
22 0 (120) 0 (35) 0 (35) 0(3) + 1,66 (E)
23 -1(75) +1(50) -1 (20) +1(4) +1(D)
24 +1 (175) +1(50) +1(50) -1(2) -1(B)
25 +1(175) -1(20) +1(50) +1(4) -1(B)
26 0 (120) + 1,66 (60) 0 (35) 0(3) 0(C)
27 0 (120) 0 (35) 0 (35) 0(3) 0 (C)
28 0 (120) 0 (35) 0 (35) 0(3) 0(C)
29 0 (120) 0 (35) 0 (35) 0(3) 0(C)

TIf)isolvente'.-: usados
A: -1,66, Acetona/DCM 0:100 B: - 1, Acetona/DCM 19:81 C: Acetona/DCM 50:50
D: + 1, Acetona/DCM 81:19 E: +1,66, Acetona/DCM 100:0
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4.4.22. Procedimiento optimizado de extraccion con disolvente presurizado (PLE)

de PBDEs desde las muestras-modelo de biosélido y sedimento.

Con las condiciones de extraccidon optimizadas (Tabla 5), se prepararon
muestras con una cantidad conocida de la solucion estandar de PBDEs 1240 pg/mL, y
se llevé a cabo el proceso de extraccidon de ellas para evaluar el porcentaje de
recuperacion de la metodologia para los analitos de interés. Para estos experimentos
se utilizd 200 mg de muestra de cada matriz por duplicado. Una vez obtenidos los
extractos correspondientes, se realizé las etapas de limpieza y secado para biosélido y
sedimento, respectivamente. Finalmente se inyecté 1 yL de cada extracto en el GC-

ECD.

Tabla 5. Condiciones 6ptimas de extraccion por PLE para las muestras de biosélido y sedimento

Muestra T[°C] tesTATico [min] tomnamico [min] Flujo Disolvente
“Biosolido 43 33,2 10,2 2.5 Acetona
Sedimento 40 10,30 20,3 1.7 Acetona

4.4.23. Procedimiento optimizado de extraccion con disolvente presurizado y
ultrasonido (PLE-USE) de PBDEs desde las muestras-modelo de biosdlido y

sedimento.

Con las condiciones de extraccion optimizadas (Tabla 6), se modificé el sistema
de trabajo de extraccion de un homo por un bafio de ultrasonido. Se prepararon
muestras con una cantidad conocida de la solucion estandar de PBDEs 1240 pg/mL, y

se llevé a cabo el proceso de extraccion de ellas para evaluar el porcentaje de
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recuperacion de la metodologia para los analitos de interés. Para estos experimentos
se utilizé 200 mg de muestra de cada matriz por duplicado. El tiempo estudiado
correspondi6 al tiempo de extraccion estatico con ultrasonido por un intervalo 5 a 60
min para la muestra de biosélido y de 2 a 40 min para la muestra de sedimento. Una
vez obtenidos los extractos correspondientes, se realizé las etapas de limpieza y
secado para biosélido y sedimento, respectivamente. Finalmente se inyectdé 1 uL de

cada extracto en el GC-ECD.

Tabla 6. Condiciones 6ptimas de extraccion por PLE-USE para las muestras de biosélido y

sedimento
Intervalo de
Muestra T [°C] tonamico [min] Flujo Disolvente
testamico [min]
Biosolido 43 5-60 10,2 2.5 Acetona
Sedimento 40 2-40 20,3 g Acetona

4.4.24. Aplicacion a muestras reales y muestras reales fortificadas

El método optimizado se aplico en muestras reales de biosdlido de una planta
de tratamiento de aguas servidas, del afio 2007 (BET 2007 y 2008 (BET 2008), y de
sedimento de las Cuencas del Rio Aconcagua (Rios Colorado y Juncal) y del Rio
Cachapoal (Rios Coya y Coinco). Se utilizaron 200 mg de cada muestra, y extrajeron
de acuerdo al método optimizado descrito en la Tabla 5.

En el caso de las muestras reales fortificadas de biosélido y sedimento se realiz6 el

mismo procedimiento descrito anteriormente.
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4.4.25. Extraccion Soxhlet de PBDEs desde las muestras-modelo de biosélido y

sedimento

Se extrajo 2 g de muestra de biosélido y sedimento con 200 mL del disolvente
seleccionado de la etapa de optimizacién PLE para cada matriz. Este procedimiento se
realizd por duplicado y por 24 h, con 4 a 6 ciclos/h de extraccion. Una vez obtenidos los
extractos correspondientes, se realizo6 las etapas de limpieza y secado para biosolido y
sedimento, respectivamente. Finalmente se inyectd 1uL de cada extracto en el GC-

ECD.

S
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Optimizacién del programa de temperatura para GC-ECD.

En el dltimo tiempo, se ha dado énfasis a la utilizacion de técnicas
cromatograficas para la determinacion de un sinnimero de analitos, por la posibilidad

de analizar una gran cantidad de especies en un tiempo relativamente corto.

La cromatografia es un método fisico de separacién, en la cual, los analitos que
se necesita identificar, se distribuyen en dos fases, donde una de ellas es estacionaria
y la otra se mueve en una direccion definida. Para el caso de los PBDEs, se eligio la
cromatografia gaseosa (GLC) con detectores de captura de electrones (ECD) y
espectrometria de masa (MS), debido a que estos analitos poseen una relativamente
baja presion de vapor, por ende se pueden volatilizar a temperatura ambiente y son
altamente hidrofébicos (Braekevelt y col., 2003), entre otras caracteristicas generales.
Por tratarse de compuestos bromados, se seleccioné un detector ECD, dado que este
detector es altamente sensible a compuestos con grupos electronegativos, como el
bromo, y ha mostrado una buena linealidad a los niveles de concentraciones de trabajo

(Skoog y col., 2001).

Dentro las herramientas analiticas, la espectrometria de masas es una técnica
que permite identificar la estructura de las moléculas, la composicion elemental de
muestras y realizar analisis cualitativos y cuantitativos. De esta manera, el detector MS

permitié confirmar las sefiales que se obtuvieron a través del detector ECD, pero este

F
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ultimo se utilizé para la cuantificacion de todas las sefiales obtenidas para los PBDEs

(Skoog y col., 2001).

En GC, a medida que la temperatura de la columna aumenta, la presion de
vapor del analito aumenta y se eluye mas rapidamente dentro de la columna
cromatografica. Cuando se alcanza una determinada temperatura, durante el proceso
cromatografico, se produce la separacion de las especies segun su intervalo de
polaridades (interaccion con el film de relleno de la columna) o presién de vapor. De
esta forma, en una separacién cromatografica, uno de los objetivos es obtener la
mayor resolucién de los picos cromatograficos en el menor tiempo posible; para esto
se optimizd el programa de temperatura de la columna para la determinacion de los
PBDESs, a través del uso de muestras estandar de 10ug/mL para GC-ECD y 50 pg/mL

para GC-MS. Los programas de temperatura estudiados se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Estudio del programa de temperatura para la determinacion de PBDEs por GC — ECD*

Programa 1

Paso 1: 160°C x 2min  Paso 2: 160 — 280°C a 10°C/min
trotaL: 14min
Programa 2 Paso 1: 160°C x 2min  Paso 2: 160 — 260°C a 15°C/min
trotaL 22min Paso 3: 260 —280°C a 1,5°C/min (280°C x 1min)
Programa 3 Paso 1: 160°C x imin  Paso 2: 160 — 260°C a 20°C/min
trota: 17min Paso 3: 260 — 280°C a 1,5°C/min (280°C x 1min)
Programa 4 Paso 1: 160°C x imin  Paso 2: 160 — 260°C a 25°C/min
troTaL: 17min Paso 3: 260 — 280°C a 2°C/min (280°C x 2min)
Programa 5 Paso 1: 160°C x Omin  Paso 2: 160 — 260°C a 15°C/min
trotau: 20min  Paso 3: 260 — 280°C a 1,5°C/min

Programa 6 Paso 1: 160°C x 1min  Paso 2: 160 — 260°C a 15°C/min
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troTaL: 23min Paso 3: 260 — 280°C a 1,5°C/min (280°C x 2min)
Programa 7 Paso 1: 160°C x 1min  Paso 2: 160 — 260°C a 30°C/min

trotaL: 19min Paso 3: 260 —280°C a 1,5°C/min (280°C x 1min)

*T. Inyector: 250°C, T. Detector: 250°C, Inyeccion: 1ul, split 1:10, P = 10psi, Columna: HP-5ms, 30m

Como se observa en la Tabla 6, el rapido aumento de temperatura, produce una baja
resolucién de los picos, sobre todo para los analitos mas apolares, por lo que los
cambios en el programa se realizaron en términos de disminuir el incremento en la
temperatura de la columna. En consecuencia, el programa 6 fue el 6ptimo, ya que
ademas de obtener la mejor resolucion (Tabla 8) para los analitos mas concentrados.
En la tabla 7 se muestran los resultados para los analitos estudiados, y de aquellos que
separados entre ellos (Figura 11). Los parametros cromatograficos se calcularon de
acuerdo a las ecuaciones para describir la eficiencia de separacion de la columna

cromatografica (Skoog y col., 2001)
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Tabla 8. Datos de eficiencia de la columna para la determinacion de PBDEs por GC-ECD*

Ancho de
tr[min]  twr [min] Rs K o N H [cm]
pico [min]
BDE-47 11,52 9,93 0,345 6.2 40x10° 7,5x107
12,3 12
BDE-102 13,53 11,93 0,097 7.5 31x10° 96x10°
1,8 1,0
BDE-100 13,79 12,19 0,192 7.7 83x10° 36x10?
44 1,1
BDE-99 14,86 13,27 0,289 8,3 42x10" 7,1x107
5,0 1,1
BDE-85 16,57 14,97 0,410 9.4 27x10¢ 11X10
27 11
BDE-154 17,46 15,86 0,236 10,0 7.1x10°  4,3x10?
49 1,1
BDE-153 19,16 17,57 0,431 11,1 32x10* 6,4x10?
Promedio 7,7x10° 6,4x107

tr: Tiempo deretencion
t'r: Tiempo de retencién corregido

Rs: Resolucion

k': factor de retencién

a: factor de selectividad
N: Namero de platos tetricos
H: Altura de plato

En resumen, el uso del detector ECD, permitié determinaciones mas sensibles,

ya que es un detector especifico para compuestos halogenados, confirmando las

sefiales por comparacion de los tiempos de retencion. El detector MS permitio

comprobar las sefales obtenidas ya que entrega el espectro de masa del analito

estudiado.

e —
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Figura 11: Cromatograma de los PBDEs en estudio por GC-ECD. Condiciones cromatograficas:
Volumen de inyeccién 1L, split 1:10, Temperatura del inyector 250°C, Programa de temperatura:

160°C (1min), 160 — 260°C a 15°C/min, 260 — 280°C a 1,5°C/min (280°C x 2min).

De los parametros cromatograficos calculados para los PBDEs estudiados, el
factor de retencioén (k) relaciona la velocidad de migracién de un analito dentro de la
columna. La retencién de un analito depende de las interacciones que éste tenga con
los sitios activos del film que recubre la columna, y esto es una medida del grado de
polaridad que presentan los compuestos estudiados. A través del calculo del k', se

pueden determinar los valores de logKow (Nemeth-Konda y col., 2002).

Es asi, que podemos observar que los analitos mas apolares son aquellos que
tienen tiempos de retencion mayores y valores de k' también mayores; y al comparar
estos valores con los de logKow (ATSDR, 2004) de literatura, se encontré que existe

una relacién lineal, predicha para estos valores por la polaridad de los PBDEs.

F
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5.2. Caracterizacion de AH utilizado como material de referencia para la MO de

las muestras-modelo.

Para verificar si el tipo de AH utilizado en la elaboracién de las muestras-
modelo es el adecuado para modelar el contenido de MO de las matrices de trabajo, se
realizaron algunos ensayos comparando los resultados con un AH extraido desde una

muestra de suelo y de biosdlido (Palladino y col., 2007).

5.2.1. Determinacién de la acidez total, acidez carboxilica y acidez fendlica de los

AHs comercial, extraida de suelo y de biosodlido

El analisis de la acidez de las sustancias hiimicas es de utilidad para el estudio
de los grupos acidos contenidos en la macromolécula. La acidez de las sustancias
humicas (AFs y AHs) se debe principalmente a la presencia de grupos carboxilicos y
fenolicos, y esta propiedad influye, por ejemplo, en la solubilidad y la capacidad de

complejacion (Tan, 1996).

Se han descrito varios métodos experimentales para analizar la acidez total,
carboxilica y fenélica, basado en metodologias que incluyen titulaciones acido-base.
Estos métodos se pueden clasificar en dos grupos, los métodos basados en la
valoracién directa con una base, en la cual se titulan los AFs y/o AHs con alguna base,
que puede ser NaOH o KOH; y el método de Schnitzer y Khan (Schnitzer y Khan,
1978) en el cual, la acidez total se determina con Ba(OH), la acidez carboxilica con

Ca(CHsCO0), y la acidez fenélica por diferencia entre ambos valores (Skhonde y col.,

W
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2007). Para la determinacion de la acidez se utilizé el método descrito por Schnitzer y

Khan (Tabla 9).

La acidez de las sustancias humicas se atribuye a la presencia y distribucion
dentro de la estructura de algunos grupos funcionales (como, -CHO, COOH, PhOH),
los cuales se pueden encontrar disponibles en distinto grado de acuerdo a la
estabilidad termodinamica de las sustancias himicas (Palladino y col, 2007). De esta
manera la determinacién de la acidez por el método de Schnitzer y Khan permite tener
una descripcion de los tipos de grupos funcionales fendlicos, carboxilicos, y dar una

tendencia del grado de acidez total.

Tabla 9. Determinacién de la acidez carboxilica, fendlica y total para los AH comercial y

extraidos de suelo y biosdlido

Acidez Carboxilica Acidez Fendlica Acidez Total

(meqg/g £ o) (meg/g + o) (meqg/g + o)
AH comercial 47+00 83+1,2 13,0+1,2
AH de suelo 37407 8407 12,1+£0,0
AH de biosélido 5607 114204 17,0+ 04

o: desviacion estandar, n=2

Como se observa en la Tabla 9, los valores de la acidez total del AH comercial y
el AH de suelos, son similares, e inferiores a lo obtenido para la acidez del AH de
biosélido. Si se analiza la acidez carboxilica para los tres sistemas, los valores
obtenidos son relativamente similares, en cambio en la acidez fendlica, lo obtenido
para la muestra de AH de biosdlido es mucho mayor. Debido a los procesos

involucrados en el tratamiento de aguas, el contenido de MO de los biosélidos, en la

e —
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cual hay sustancias huimicas, se pueden modificar generandose una mayor cantidad de
grupos fendlicos (por procesos de metilacion) y carboxilicos (por procesos de

oxidacioén).

5.2.2. Determinacion de la relacion EJ/E; de los AHs comercial, extraida de suelo

y de biosélido

La espectroscopia de absorcion molecular es uno de los métodos
espectroscopicos empleados para la caracterizacién de las sustancias humicas. El
color de los AHs se debe a los grupos croméforos y auxécromos, potenciadores del
color. La absorcion de radiaciéon UV-visible, por las sustancias humicas, esta dada por
el grado de condensacion de los anillos aroméaticos presentes en las estructuras;
relaciéon entre el carbono contenido en estructuras aromaticas y alifaticas; contenido
total de carbono y masa molar (Rivero y Paolini, 1994). La relacion E4/Es propuesta por
Kononova (Kononova, 1966) ha sido utilizada como parametro para caracterizar tanto
los AHs como los AFs, determinando desde el espectro de absorcién UV-visible, la
absorbancia medida de diferentes soluciones en medio basico de los AHs y/o AFs a
465 y 665 nm. Este parametro se considera como indice de humificacion (Kumada y
Sato, 1980), estimandose la calidad de los materiales organicos, el cual indica la
cantidad de carbono no humificado en relaciéon al carbono humificado (Acosta y col.,
2004). En la Tabla 9 se muestran los resultados obtenidos para la relacién E4/E¢ de los

acidos humicos comercial, extraida de suelo y de biosélido.
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En el caso del AH comercial y de suelo (Tabla 10) se obtuvieron valores
promedio para la relacién E4/Es de 5,3 + 0,4 y 56 + 0,8, respectivamente, valores
dentro del intervalo encontrado para los AHs de distintos suelos (Vaca Paulin y col.,
2006). De acuerdo a los estudios de Chen y colaboradores (Chen y col., 1977a), la
relacion E4/Eg esta inversamente relacionada con el tamafio, masa molar y grado de
asociacion entre las moléculas de las sustancias humicas, pudiendo considerarse
como un indicador del grado de complejidad. Ademas esta relacion presenta una alta
correlacion con el contenido de radicales libres, O, C y COOH presentes en la
molécula (Chen y col., 1977), y guarda una alta dependencia del pH por cuanto éste
define las estructuras quimicas y la disociacion de los grupos funcionales (Rivero y

Paolini, 1994).

Tabla 10. Determinacion de la acidez carboxilica, fenélica y total, t de la Relacion EJEs, para los

AH comercial y extraidos de suelo y biosélido

Concentracion de AH 20 pg/mL 40 pyg/mL 60 pg/mL 80 pg/mL Xto
"EdEs EuEs E4/Ee E4/Es E4/Es
AH comercial 59 5,1 52 50 5304
AH de suelo 6,8 52 51 5.1 56+0,8
AH de biosgélido 1.6 32 47 7.9 44+27

Al comharar los valores de E4/Eg para la muestra comercial y extraida de suelo,
se puede deducir que su grado de humificacion es similar, y ambos serian Utiles en su
uso como representativo de la MO. Para el AH de biosélido el valor de Es/Eses 4,4 +
2,7 no es representativo ya que al analizar los valores a diferentes concentraciones

muestra una dependencia con la concentraciéon del AH (Esta tendencia no se observa
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en las otras muestras). Esto se podria deber al origen de la muestra, ya que los
diferentes procesos por los cuales pasa el biosdlido en el tratamiento de aguas,
provocaria una diferencia en los grupos funcionales existentes en la estructura
organica, y que en este caso reaccionarian con el NaHCO; con el cual se prepararon

todas las soluciones medidas.

Los resultados obtenidos de estos ensayos indican que el uso de AH comercial
como representativo de la MO de sedimento y de biosolido, es una alternativa viable,
para la elaboracién de muestras-modelo de sedimento y de biosélido. Ademas, permite
suprimir una etapa dentro del proceso de preparacion de las muestras-modelo,

correspondientes a la extraccion de AHs desde una muestra de suelo.

5.3. Optimizacion del tratamiento de limpieza de los extractos de biosdlido

Dentro de las etapas de preparacion de muestra del PMQ, hay una serie de
procedimientos que se deben realizar antes de la medicion de una sefial analitica.
Todas estas etapas deben efectuarse de tal forma, que hagan al proceso analitico lo
mas preciso, sensible y selectivo posible y que permitan obtener resultados de alta

calidad (Valcarcel, 1999).

Lamentablemente, algunas metodologias de extraccién no son selectivas, y en
muchos casos las muestras a tratar son complejas y poseen un sinnimero de otros
componentes que afectaran la medida de la sefial analitica para el compuesto objetivo.

Asimismo, es necesario optimizar metodologias de limpieza que permitan eliminar

M
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componentes que pudiesen interferir en la sefial analitica del analito, sin eliminar al
analito en cuestién ya que sobre los extractos obtenidos se realizara la determinacion

cuantitativa.

Existen una serie de procedimientos de limpieza reportados en la literatura, que
consisten esencialmente en la utilizaciéon de columnas multicapas, que poseen silica
gel, florisil y/o alimina, modificados en distintos grados y en distintas proporciones
(National Environmental Research Institute, 2003; Oberg y col., 2002; Litten y col.,
2003; Liu y col., 20086). El tratamiento de limpieza se utiliza luego de la etapa de
extraccion y es especialmente importante para muestras con un alto grado de
interferentes como son los extractos de biosodlidos. Se decidié utilizar un tratamiento de
limpieza modificado a lo reportado por Eljarrat y Gevao (Eljarrat y col., 2008; Gevao y
col., 2008). La metodologia consiste en mezclar distintas cantidades de H,SO,
concentrado con el extracto de la muestra-modelo de biosélido, y luego con una
disolucién de NaCl. Finaimente, el extracto se seca con Na,SO, anhidro. Como una
ultima etapa fue necesario agregar cobre en polvo para eliminar la presencia de azufre
desde el extracto. En el caso del extracto de la muestra-modelo de sedimento sélo fue

necesario realizar el secado con Na;SO, anhidro.

El H,S0, tiene un punto de ebullicién alto (290 °C) y una gran afinidad por el
agua, por lo que en la dilucion de éste se genera una gran cantidad de calor. El H,SO,
es un poderoso deshidratante, propiedad que se deja notar especialmente cuando
entra en contacto con compuestos organicos o tejidos vivos, a los que extrae toda el

agua, hasta la carbonizacion, eliminando asi la MO (Mitra, 2003).

m
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Una de las ventajas del uso del H,SO, para la limpieza de extracto de PBDEs

se debe a que los éteres son inertes en presencia de un gran numero de reactivos,
que si reaccionan con otras sustancias, como los alcoholes. Salo el acido yodhidrico
(HI) y bromhidrico (HBr) rompen el enlace éter. En el caso de los PBDEs, la estabilidad
de este enlace se ve aumentada, por la energia de resonancia propia de los anillos

aromaticos de los grupos fenilos (Carey y col., 2000)

Otra etapa importante en la limpieza del extracto de biosélido, fue la eliminacién
de azufre con cobre en polvo. El azufre presente en los biosolidos y otras matrices
solidas se degrada en forma microbiana por reduccion del i6n sulfato o se puede
encontrar como azufre solido, el cual es utilizado como fungicida. De esta forma, la
molécula de Ss se descompone en agregados mas pequerios, lo que se evidencié en
los resultados obtenidos por Bowart y Riis, los cuales detectaron sefiales claras y
definidas correspondientes a estos agregados (Bowart y col., 1994; Riis y col., 1999),
que solapan los analitos de interés. Existe una serie de procedimientos que permiten
eliminar al azufre, pero la utilizacién de cobre es la mas eficaz (Riis y col., 1999). La
eliminacién de azufre se produce por la formacion de sulfuro de cobre (CuS),
precipitado de color negro. Un mecanismo probable de la reacciéon entre cobre y
azufre, es la oxidacion del cobre metalico a Cu(ll) y la reduccion de azufre a sulfuro,

que producen el CuS.

Se optimizo la cantidad de acido que se agrego a las muestras, debido a que
este agente es el que elimina la mayor cantidad de interferentes. El protocolo de
trabajo fue el siguiente: el extracto de la muestra de biosolido BET 2007, que tiene la

mayor cantidad de interferentes, se agregé una alicuota de concentracion conocida de

#
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PBDEs. A esta mezcla en n-hexano, se agregd H,SO,, de acuerdo a las siguientes

estrategias:

E-1. 50 mL x 1 H,SO,4 conc. + 50 mL x 3 NaCl 5 % p/v
E-2. 50 mL x 2 H,SO, conc. + 50 mL x 3 NaCl 5 % p/v

E-3. 50 mL x 3 H,SO, conc. + 50 mL x 3 NaCl 5 % p/v

En cada una de las etapas de proceso, se descart6 la fase acuosa y se siguié
con el tratamiento descrito anteriormente. Los resultados obtenidos para los analitos

en estudio se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Porcentaje de recuperaciones de los PBDEs* para la optimizacion del tratamiento de

limpieza

E-1(% to) E-2 (% % o) E-3(% t o)
BDE-47 746 +3,2 938+15 97,7+14
BDE-85 65,8+3,0 937+05 876+88
BDE-99 78,3+3,2 951+2,1 879+25
BDE-100 76,0+ 49 929+14 97,7+23
BDE-153 59,3+£1,0 95,5+0,3 87,9+85
BDE-154 93,8130 99,7+0,5 88,6+88

*Concentracion agregada: 1pg/mL, o: desviacion estandar, n =2

Al utilizar 50 mL de H,SO,, para el caso del BDE-85, y BDE-153, el
solapamiento de las sefiales cromatograficas, por parte de los interferentes, descartd
la posibilidad de realizar el tratamiento. A pesar que con 3 volumenes de acido, las
recuperaciones son cuantitativas para todos los analitos, los porcentajes de

ﬂ
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recuperaciones mas bajos en este caso, hizo descartar esta posibilidad. Este resultado
puede ser atribuido a pérdidas de los analitos durante la manipulaciéon de la muestra.
Este tratamiento de limpieza es similar a una extraccion liquido-liquido, ya que se
efectia dentro de un embudo de decantacién, y cada vez que se descarta la fase
acuosa, cabe la posibilidad de ir perdiendo pequefias cantidades de la fase organica

que contiene a los analitos.

Para la eliminacién de los restos de acido de la fase organica se utilizé una
solucion de NaCl 5 % p/v. Esta solucién no tiene un efecto sobre las sefales
cromatograficas de los analitos. Se utiliza una solucién salina, para aumentar la fuerza
i6nica de la fase acuosa, y de esta manera evitar la posibilidad, aunque minima, de
transporte de analitos a esta fase, porque los PBDEs tienen una muy baja solubilidad
en agua. Conforme a estos resultados el tratamiento de limpieza se optimiz6 con 2
porciones de 50 mL H,SO, concentrado y 2 porciones de 50 mL de NaCl al 5% p/v, ya

que se obtuvieron las mayores recuperaciones de los analitos.

5.4. Preparacion de muestras-modelo de sedimento y biosélido

5.4.1. Muestra-modelo de sedimento

Para la elaboracion de la muestra de sedimento se eligieron los materiales
representativos de los componentes de un sedimento, alimina (Al;O;) (como material
inorganico), que junto con la silice son los componentes esenciales en las arcillas

(Ehlers y col., 2006), y AH, como componente de las sustancias humicas de la MO

B T i e e e
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(Figura 12). En la Tabla 11 se muestran los resultados obtenidos para la determinacion

del contenido de MO.

Como se observa en la Figura 12, existen variados modelos de la estructura
molecular de los AHs establecidos por diferentes autores. Aunque existen
discrepancias entre las estructuras propuestas, éstas poseen semejanzas en cuanto al
numero y tipo de grupos funcionales presentes (Vivas-Reyes y col., 2007). Los
resultados de la Tabla 12 muestran la obtencion de muestras-modelo con un contenido
de MO representativo, a lo encontrado en muestras reales de sedimentos; y con
valores de desviacion estandar bajo, con lo que se obtuvo un resultado con alta
precisién. La determinacion del contenido de MO se realiz6 a través de un método
colorimétrico (Miyasawa y col., 2000; Sadzawka y col, 2006), el cual se basa en la
oxidacion de la MO con dicromato (Cr,0;*) (ecuacién 2), y luego con una medicion

espectrofotométrica del cromo reducido.

2Cr,03~ + 16H* + 3C — 3C0, + 4Cr3* + 8H,0 (2)

Tabla 12. Caracterizacion de las muestras-modelo de sedimento

Carbono organico (% * ) pH
MODELO 1 ND 6,12 + 0,01
MODELO 2 0,56+ 0,3 5,68 + 0,01
MODELO 3 0,93+ 0,4 5,65 + 0,01
MODELO 4 15+03 5,63 + 0,01
MODELO 5 23+0,2 5,23+ 0,01

ND: no detectado, o: desviacion estandar, n = 2
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Figura 12. Modelos de la estructura quimica de acido himico (AH).
1: Modelo de Steelink, 2: Modelo de Temple-Northeastern-Birmingham (TNB)

3: Modelo de Flaig, 4: Modelo de Fuchs, 5: Modelo de Dragunov 6: Modelo de Stevenson
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El pH de las muestras-modelo se determiné potenciométricamente, y los
resultados se muestran en la Tabla 10. La disminucién del pH entre las muestras se
debe a la cantidad de AH agregado en la elaboracion de los diferentes modelos. Para

los estudios realizados posteriormente se seleccioné la muestra-modelo 2.

5.4.2. Muestra-modelo de biosélido

Para la elaboracién de esta muestra-modelo, se tomaron varias alternativas
para destruir parcial y controladamente el carbono organico presente en la muestra de
biosoélido, y asi obtener varios modelos con un contenido creciente de MO. El primer
paso fue determinar la MO de la muestra de biosélido utilizado (BET 2007). La
cantidad de carbono organico es de 23,2 + 0,2 %, con un pH de 7,01 + 0,01. Dentro
de las estrategias utilizadas para la destruccion de la MO de esta muestra se utilizé en
primera instancia la oxidacién controlada del carbono organico utilizando distintos
agentes oxidantes, entre ellos permanganato (MnO4) en medio acido, y peroxido de
hidrogeno (H;0;) en medio acido, etc. Los resultados obtenidos no fueron
satisfactorios, ya que en ninguno de los casos estudiados se encontré una relacion
entre el contenido de MO destruida con respecto a las cantidades estequiométricas de
los reactivos agregados. La siguiente estrategia fue disolver y extraer con distintos
disolvente la MO presente. Se utiliz6 agua, diclorometano (DCM), n-hexano y NaOH
0,1 mol/L. Este ensayo se realiz6 en forma individual y secuencial sobre la muestra de
biosélido original. Se esperaba lograr una extraccién mayor con NaOH y que fuera
disminuyendo hasta agua (NaOH > n-hexano > DCM > agua), pero no se logré ningun

resultado 6ptimo. Ademas se probd, usando agua y n-hexano a ebullicion, no
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encontrandose grandes diferencias con lo obtenido con agua y n-hexano a
temperatura ambiente. Finalmente, la elaboracién de las muestras-modelo de biosélido
se bas6 en la eliminacién total del contenido organico por combustion seca a 360°C
por 24 h de la muestra de biosélido original BET 2007 (Sadzawka y col, 2006), y la
mezcla en distintas proporciones de este sustrato inorganico con material organico,
preparandose 3 muestras distintas (biosélido A, B y C). Para asegurar que la MO se
oxidaba a CO,, la muestra se separ6é en varias porciones pequefias en capsulas de
porcelana, las cuales se calentaron en mufla. En todos los casos se midié
espectrofotométricamente el contenido organico de las muestras (Miyasawa y col.,

2000; Sadzawka y col, 2006).

Se realizé un analisis termogravimétrico (TGA), para verificar la pérdida de
masa de la muestra de biosélido. Si todavia existia una cierta cantidad de material

organico en la muestra (Figura 13).
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Figura 13. TGA para la muestra de biosdlido utilizada en elaboracién de muestras-modelo
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La obtencion de biosélido es parte del proceso de tratamiento de aguas, cuya
estrategia es similar en las diferentes plantas de tratamiento, basado en un tratamiento
previo del agua, una etapa de sedimentacién primaria, un tratamiento biolégico y una
etapa de desinfeccién para la eliminaciéon de agentes patégenos. Finalmente el solido
obtenido se trata segun la via de desecho o uso que el biosélido tendra, ya sea para la

enmienda de suelos, incineracion un eliminacién en monorrellenos (Halcrow, 2005).

La composicién de un biosdlido es relativa al origen del agua a tratar, y por
ende las modificaciones al proceso dependen de los reactivos utilizados. Dentro de los
componentes sélidos solubles y no solubles de origen organico e inorganico que se
pueden encontrar en un biosdlido estan carbohidratos, proteinas, grasas, aceites,
celulosa, sustancias humicas, metales como Ni, Mn, Pb, Cr, Cd, Zn, Cu, Fe, Hg,
aniones, como cloruros, hidroxidos, carbonatos y bicarbonatos de calcio, magnesio,
sodio, potasio, o amonio, 6xido de calcio, de potasio, de fosforo (Metcalf & Eddy,
1985), entre otras sustancias solidas, y una cantidad de agua variable, pero con un
alto porcentaje de sustancia de origen organico.

Como se observa en la Figura 13, la pérdida de masa de la muestra coincide
con los resultados obtenidos de la medicion de masa que se atribuye al contenido
organico, y medido espectrofotométricamente. A temperaturas superiores se continud
perdiendo masa, lo que representaria otras sustancias que se fueron descomponiendo
entre ellas un contenido organico remanente de material organico. En este sentido, en
resultados posterior, este remanente seria responsable del comportamiento
encontrado en algunas muestras modelo de biosélido para la sorcion de los PBDEs
sobre éstas. De esta manera el material que es el soporte del modelo de biosélido

corresponde a un material organico remanente.
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5.4.2.1. Muestras-modelo de biosélido A, By C

Con el objetivo de elaborar una muestra-modelo de manera eficiente y eficaz se
decidio calcinar la muestra de biosélido BET 2007, eliminando el contenido de MO y
después mezclarlo con un material que represente la MO, para lo cual se mezclé el
biosodlido calcinado con el biosélido BET 2007, en distintas proporciones en masa
(biosélido A) y el otro modelo se mezclo el biosélido calcinado con AH (biosélido B). En
orden a comprobar si existe un efecto de la temperatura a la cual se llevé a cabo la
calcinacion sobre las muestras, se eliminé el contenido organico usando H;O, en
medio acido y luego mezclar en distintas proporciones en masa, con AH (biosolido C).

Los resultados se muestran en la Tabla 12.

Dentro de las caracteristicas que debe tener la muestra-modelo es su
homogeneidad, y para mezclar los componentes de cada una de ellas, se utilizaron
varias alternativas, la primera de ellas fue mezclar los correspondientes componentes
dentro de un balén que se hizo girar con la ayuda de un rotavapor durante 20 min.,
pero al medir el contenido de materia organica en cada muestra, las desviaciones
estandar relativas variaron entre 3 y 35%, descartando esta opcion de agitacion. Luego
se homogenizdé en un mortero de agata, para lo cual se mezclaron los
correspondientes componentes de cada muestra en el mortero durante 10 min., y
finalmente dentro del frasco contenedor por otros 10 min. Esta metodologia de
homogenizacion fue efectiva, ya que las mediciones realizadas para el contenido de

MO tuvieron una alta precision, como se muestra en la Tabla 13.
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Tabla 13. Caracterizacién de las muestras-modelo de biosélidos A, By C.

BIOSOLIDO A
Carbono orgéanico (% t s) pH

MODELO 1-A ND 6,27 £ 0,01
MODELO 2-A 52+09 6,29 + 0,01
MODELO 3-A 11,8 0,1 6,48 + 0,01
MODELO 4-A 16,4+0,7 6,67 + 0,01
MODELO 5-A 232402 6,95 + 0,01

BIOSOLIDO B
MODELO 1-B ND 6,27 £ 0,01
MODELO 2-B 78+09 4,59 + 0,01
MODELO 3-B 14,7 + 0,1 4,21+0,01
MODELO 4-B 193+1,9 4,15+ 0,01
MODELO 5-B 243+05 4,02 + 0,01

BIOSOLIDO C
MODELO 1-C ND 6,56 + 0,01
MODELO 2-C 59+09 4,68 + 0,01
MODELO 3-C 12,4+0,9 4,60 + 0,01
MODELO 4-C 18,7 0,6 4,53 + 0,01
MODELO 5-C 256+ 17 4,23+ 0,01

ND: no detectado, s: desviacion estandar, n = 2

Los resultados obtenidos para el biosélido A son satisfactorios con respecto al
contenido de MO, pero al estar formada por las dos muestras de biosélidos, no existe
una concordancia entre los diferentes modelos debido a la distinta cantidad de

biosélido BET 2007 y calcinado con los que se elaboran las muestras-modelo, por lo

e —
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tanto, existen varios componentes que forman cada muestra, y no se cumple con la

condicion de que las muestras-modelo sean simples en cuanto a su composicion.

De esta manera, se elaboré la muestra-modelo B. Se eligi6 el AH como
representativo de la MO, ya que se ha encontrado la presencia de éste en muestras de

biosdlido.

En el caso de la muestra-modelo C se utilizé H,O,, debido al alto potencial de
oxidacién de este agente, comparado con otros agentes (ecuaciones 3a-3d), y que se
refuerza en medio acido, el producto de la semirreaccion de reduccion del peréxido es
agua, y la semirreaccion de oxidacion del carbono organico es CO; (ecuacion 4), por lo
que no se generan sustancias que puedan tener alguna interferencia a diferencia de
otros agentes, como permanganato o dicromato, que producen Mn?* y Cr*,
respectivamente; siendo esta propiedad, en el caso de la elaboracion de la muestra-
modelo, importante para evitar la presencia de nuevas sustancias que interfieran en el
estudio, y que puedan afectar el comportamiento del analitos de interés en los

experimentos posteriores.

HyOopy + 2H* + 2¢ & 2H,0 E? = #1776V (3a)

HOT + Hy0+ 2¢ & 30H-  E°= +088V (3b)

MnO; + 8H* + 5¢ & Mn** + 4H,0  E°= +151V (3c)
Cra0F + 14H* + 6e & 203 + TH,0  E% = +1,33% (3d)
IH; 0y + Corgey = COyg + 2H0 (4)
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La forma en la cual se elaboré la muestra-modelo de biosélido C fue similar a
las anteriores, se tom6 una muestra del biosélido BET 2007, se le agregé H;O; en
medio de HCI (que sirve para eliminar el carbono inorganico que pudiese estar
presente como carbonato y/o bicarbonato), en forma continua, y se calenté a una
temperatura cercana a lo 60°C hasta eliminar el contenido total de carbono organico,

para luego mezclar en distinta proporcién en masa con AH.

Las dificultades de la obtencién de este modelo se debe a que la reaccién
redox genera una gran cantidad de espuma formada por el CO; y el vapor de agua
generados, con lo que no se puede obtener una cantidad importante de material sin
MO, lo que operativamente es complejo, comparado con lo realizado con la muestra-
modelo de biosélido B, en la cual se puede tratar una gran cantidad de la muestra de
biosélido BET 2007, y de esta manera tener una cantidad importante de la muestra-

modelo para los estudios posteriores.

5.5. Efecto de la MO sobre la sorcion de PBDEs en las muestras-modelos de

biosoélido

El carbono organico disuelto se puede encontrar en todas las aguas, suelos y
sedimentos naturales como compuestos organicos macromoleculares. Este se puede
distribuir dentro del suelo o sedimento hacia la solucion suelo o a las aguas
circundantes (Ehlers y col., 2006). El carbono organico disuelto desempefia un papel
importante en la particion de todas las clases de compuestos organicos hidrofébicos

(HOCs). La asociacion de HOCs al carbono organico disuelto ocurre principalmente via
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interacciones hidrofébicas. El enlace de HOCs al carbono organico disuelto influye en
su comportamiento dentro del ambiente, aumentando la movilidad de HOCs sorbidos o
haciéndolos menos biodisponible, por ejemplo para la biodegradacion microbiana y la

recaptacion por los invertebrados (Haftka y col., 2006).

De esta manera, el estudio del efecto de la MO sobre la sorcién de los PBDEs
en las muestras-modelo de biosélido y sedimento entrega una orientacion de cuales
serian las técnicas de extraccién mas apropiadas para las especies en determinadas
condiciones de las matrices, dadas por sus propiedades, que afectan la retencion de

los analitos en ellas.

Este estudio consisti6 en agregar una cantidad conocida de los PBDEs sobre
cada una de las muestras-modelo y analizar qué cantidad quedé retenida en la fase
sélida y qué cantidad quedoé en solucion. Se trabajé en dos concentraciones, (0,1y 1,0
ng/mL) para todas las muestras-modelo y estudiar el efecto de la concentracion sobre
la retencién de los analitos. En la Tabla 14, 15 y 16 se muestran los resultados para

las muestras-modelo de biosoélido.

-
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Tabla 14. Concentraciones sorbida y agregada para los PBDEs en biosélido A

B A G =
MODELO1 MODELO2 MODELO3 MODELO4 MODELOS

Conc. Sor. Conc. Sor. Conc. Sor. Conc. Sor. Conc. Sor. Conc. Ag.
x10™ x10™ x10™ x10* x10* x10*
[ug/mL]* [ug/mL]* [pg/mL]* [ng/mL]* [ug/mL]* [ug/mL]

BDE - 47 90 314 510 809 828 3730
BDE - 85 10 28 48 67 66 278
BDE - 99 190 625 795 1230 1226 5050
BDE - 100 40 141 170 25 258 1030
BDE - 1583 18 72 99 124 119 442
BDE - 154 15 61 79 108 105 38
BDE - 47 16 61 113 157 187 373
BDE -85 2 11 12 15 i 8 28
BDE - 99 25 196 209 258 309 505
BDE - 100 6 41 43 53 61 103
BDE - 153 3 20 25 28 32 44
BDE - 154 2 17 22 24 27 38

*s para cada una de las concentraciones, menor a 0,1%

#
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Tabla 15. Concentraciones sorbida y agregada para los PBDESs en biosoélido B

e e e

MODELO1 MODELO2 MODELO3 MODELO4 MODELOS

Conc. Sor. Conc. Sor. Conc. Sor. Conc. Sor. Conc. Sor. Conc. Ag.
x10™ x10™ x10™ x10* x10” x10*
(ug/mL]* [ug/mL]* [ug/mL]* [ug/mL]* [ng/mL]" [ug/mL]

BDE - 47 16 61 113 804 824 3730
BDE - 85 2 11 12 67 255 278
BDE - 99 25 196 209 1220 1220 5050
BDE - 100 6 41 43 246 255 1030
BDE - 163 3 20 2,5 123 118 442
BDE - 154 2 17 2,2 123 104 38
BDE - 47 1,6 6,1 11,5 156 186 373
BDE -85 0,19 1.4 1,2 1,47 67 28
BDE - 99 24 18,9 21,9 262 308 505
BDE - 100 0,61 4 45 5,02 63 103
BDE — 153 0,32 33 3.5 28 31 44
BDE - 154 02 1 2,3 25 28 38

*s para cada una de las concentraciones, menor a 0,1%

—ﬂ—ﬁﬁ

Tesis Doctoral — Jorge E. Rivas Pérez 84




Resultados y Discusion
#

Tabla 16. Concentraciones sorbida y agregada para los PBDEs en biosélido C

#
MODELO1 MODELO2 MODELO3 MODELO4 MODELO5S

Conc. Sor. Conc. Sor. Conc. Sor. Conc. Sor. Conc. Sor. Conc. Ag.
x10™ x10™ x10* x10™ x10™ x10*
[ug/mL]* [ug/mL]* [wg/mL]* [wg/mL]* (wg/mL]* [ug/mL]

BDE - 47 12,3 68,3 1051 1496 2104 3730
BDE -85 17.1 1168 1692 2117 2236 278
BDE - 99 8,7 142,1 1474 1956 2454 5050
BDE - 100 191 135,4 203,5 198,6 2238 1030
BDE - 153 29,3 210,9 209,8 2251 262 442
BDE - 154 31,1 184,8 198,9 235 2557 380
BDE - 47 1.3 7.4 10,4 14,9 252 373
BDE - 85 1,9 12,7 16,7 21,1 26,8 28
BDE - 99 1 15,5 14,6 19,5 243 505
BDE - 100 251 14,8 20,1 21,8 251 103
BDE - 153 3,2 23,0 20,8 248 31,4 44
BDE - 154 34 201 19,7 259 30,7 38

*s para cada una de las concentraciones, menor a 0,1%

Al analizar los resultados obtenidos, se observa que existe una mayor sorcién
de los PBDEs, a medida que el contenido de MO aumenta, entre los diferentes
modelos, por lo que existe un efecto de ésta sobre los analitos, que afectarian su
comportamiento dentro de sistemas reales. Esta tendencia se encontré en las tres

muestras-modelo de biosolido (Figura 14).

Si se comparan los resultados entre las diferentes muestras, se observan
algunas diferencias propias de la constitucién de cada muestra-modelo; es asi, que el

tipo de MO de la muestra-modelo A es diferente que el contenido para las muestras-

W
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modelo B y C, ademas del contenido inorganico dentro de la muestra A, ya que esta

formada por una mezcla del biosélido calcinado y el biosdlido BET 2007.
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Figura 14. Efecto de la MO sobre la sorcion de PBDEs en muestras-modelo de biosdlido A,By C

Los resultados obtenidos mostraron que en la medida que la concentracion
agregada de los PBDEs aumentd, la cantidad sorbida de éstos en las muestras mostré
un incremento, ya que hay una mayor cantidad de moléculas que ocupan los sitios
activos de la fase soélida. Este resultado entrega una importante informacion para la
elaboracién de las isotermas de adsorcion de los PBDEs sobre la muestra elegida, que
de acuerdo a lo obtenido es la muestra-modelo B que esta constituido por el biosélido
calcinado y AH, como representativo de MO, ya que su elaboraciéon es mucho mas

simple que el de la muestra C y mucho mas representativa que la muestra A.

m
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Se han realizado algunos estudios en los cuales se describe el contenido
inorganico de los biosolidos (Jaynes y Zartman, 2005), aunque los estudios para los
biosolidos son principalmente en el conocimiento de la cantidad y tipo de material
organicos (porcentaje de carbono, nitrégeno, oxigeno, etc.), debido a su uso en la

acondicionamiento de suelos agricolas (Eljarrat y col., 2008; Peng y col., 2009).

Jaynes y Zartman han descrito la presencia de diferentes componentes
inorganicos existentes en un biosdlido, como algunas arcillas, presencia de algunos
metales (zinc, cobre, plomo, etc.) y 6xidos (de aluminio, hierro, manganeso, etc.), entre
otros. Estas sustancias se pueden encontrar en los suelos y sedimentos. Jackson
(Jackson, 1958) describe numerosas metodologias para la caracterizacion de suelos,
dentro de ellas, en el analisis de MO por calcinacion hace referencia que la
temperatura de trabajo para oxidar la MO de suelos no deberia alterar las propiedades

del material que queda sin reaccionar.

5.6. Efecto de la MO sobre la sorcion de PBDEs en las muestras-modelo de

sedimento

Para la muestra de sedimento se realiz6 el mismo estudio de sorcion. En el
caso de las muestras-modelo de sedimento (Tabla 17), hay una menor retencién de los
analitos, comparando lo obtenido con las muestras de biosélido, que tienen un mayor
contenido de MO, y a medida que el contenido de ésta disminuye en las muestras, la

adsorcion de los analitos es menor (Figura 15).
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Figura 15. Efecto de la MO sobre la sorcién de PBDEs en muestras-modelo de sedimento.

Se obtuvo una tendencia con respecto a la retencion de los analitos, en la cual
las interacciones hidrofébicas serian importantes para la sorcion de los PBDEs en la
matriz, ya que los PBDEs estudiados mas apolares son méas retenidos que los mas

polares (hexa-BDE > penta-BDE > tetra-BDE) (Langford y col., 2005).

Para moléculas, como los PBDEs ademas de tener la posibilidad de unirse por
interacciones hidrofébicas a través de los anillos aromaticos, éstos pueden formar
puentes de hidrégeno, a través de los atomos de bromo. Los puentes de hidrogeno son
una fuerte interaccién dipolo-dipolo, por lo que tienen un fuerte efecto en la estructura y
propiedades de muchos compuestos. En el caso de las muestras-modelo de biosélido
A, a medida que la cantidad de MO aumentaba, el pH es menos éacido; pero en el

biosolido B se da la tendencia contraria.
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Tabla 17. Concentraciones sorbida y agregada para los PBDEs en muestra-modelo de sedimento

e e o e e
MODELO1 MODELO2 MODELO3 MODELO4 MODELOS5

Conc. Sor. Conc. Sor. Conc. Sor. Conc. Sor. Conc. Sor. Conc. Ag.
x10* x10* x10* x10* x10* x10*
[ug/mL]* [ug/mL]* [ug/mL]* [ug/mL]* [ug/mL]* [ng/mL]

BDE-47 97 150 280 300 370 3730
BDE-85 12 20 260 39 34 278
BDE-99 250 270 380 440 580 5050
BDE-100 47 84 94 92 109 1030
BDE-153 26 59 40 46 63 442
BDE-154 22 19 30 49 60 380
BDE—47 31 81 62 92 111 373
BDE-85 3 5 T 70 10 28
BDE-99 40 71 97 131 148 505
BDE-100 12 15 26 28 33 103
BDE-153 6 8 10 12 16 44
BDE-154 3 6 8 10 13 38

*s para cada una de las concentraciones, menor a 0,1%

En el caso de las muestras-modelo de biosélido B, los grupos de caracter acido
del AH son los grupos carboxilos y fenélicos, ademas de grupos basicos como algunos
grupos amino. El pKa de los fenoles varia entre 8 y 10, y de los carboxilos entre 3 y 6
(Carey y col., 2000); es decir, que a los valores de pH de las muestras de biosdlido B
los grupos fendlicos estan protonados, y la mayoria de los grupos carboxilos. Por esta
razoén las posibilidades de formar puentes de hidrogeno entre los atomos de bromo de
los PBDEs y los hidrogenos del AH es probable, lo que haria que la sorcidon de los
analitos se vea acrecentada y no sélo las interacciones hidrofobicas contribuyen a la
retencién de los PBDEs.
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Cuando los grupos carboxilos y fenélicos se encuentran desprotonados, hay un
aumento de la polaridad y las interacciones hidrofébicas disminuiran, hay una
expansion de la MO, y por lo tanto, los sitios activos para la sorcion disminuyen. A pH
acidos, estos grupos estaran protonados, la carga superficial disminuira, lo cual crea
sitios de sorcion adicionales (Haftka y col., 2006) por este motivo, se encontré una
mayor sorcion, aunque leve, en la muestra de biosélido B comparado con la muestra
de biosélido A. En este contexto, se obtuvo una tendencia de mayor sorcion con la
muestra-modelo C, ya que el pH de éstas es acido, debido a la cantidad de AH y el

medio acido agregado para la eliminacion de la MO desde la muestra inicial (Tabla 13).

La literatura muestra que en los suelos y sedimentos la sorcion a través del
material inorganico sera muy dificil, debido al caracter apolar de algunos compuestos
organicos que ingresan a ellos, como los PBDEs, por lo que la sorcién se producira
preferentemente a través de la MO. El proceso sera gobernado por la baja solubilidad
de las moléculas apolares en la fase liquida, mas que por una significativa fuerza de
atraccion a la MO. Se producira una atraccién hidrofobica por este tipo de compuestos,
es decir la atraccion sorbato (analito)/disolvente (agua) es muy débil en comparacion
con la interaccion sorbato/sorbente (MO). Se explica la afinidad de estos compuestos
por la MO, en funcién de su caracter apolar. Este interferiria en la interaccion de las
moléculas de agua a través de los puentes de hidrégeno entre moléculas de agua, asi
las moléculas organicas son desplazadas desde la solucion hacia las particulas de

solido (Muller y col, 2006; Ehlers y col., 2006; Parsons; lkarashi y col., 2005).

Se han logrado determinar algunas caracteristicas fisicoquimicas que entregan

indicios de cual seria el comportamiento de un compuesto dentro de una matriz, y de
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esta manera postular mecanismos de transporte y de interaccion, posible degradacion,
etc. Entre ellas estan la solubilidad (S), presion de vapor (Py), constante de la Ley de
Henry (H), el coeficiente de particion Octanol-Agua (Kow). El Kow €s una medida de
cémo una sustancia quimica puede distribuirse entre dos disolventes inmiscibles, agua
(Disolvente polar) y octanol (es un disolvente relativamente no polar), por consiguiente
es una medida del comportamiento de un analito dentro de los sistemas polares y/o

apolares.

De acuerdo a los resultados obtenidos, las muestras-modelo 5 para biosélido y
2 para sedimento fueron seleccionadas para la elaboracion del material de referencia

para los estudios de extraccién.

5.7. Estudio de sorcion de PBDEs en las muestras-modelos de biosélido y

sedimento.

5.7.1. Estudio del medio acuoso.

Dentro de todas las condiciones que se necesitan controlar para realizar un
estudio de sorcion de contaminantes organicos, como los PBDEs, el medio de
reaccion se hace significativo, ya que los analitos necesitan estar disueltos en un

determinado medio, para luego mezclarlos con el material sorbente en estudio.

Para esto, debemos tomar en cuenta, las propiedades quimicas de los analitos,

pero mas importante es conocer el efecto del medio acuoso, ya que sera en agua, el
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Figura 16. Efecto del medio acuoso para la sorcién de los PBDEs en muestras-modelo de

biosdlido y sedimento
medio con el cual los PBDEs interaccionen en el ambiente. Los resultados obtenidos

se muestran en la Figura 16.

Los PBDEs presentan una baja solubilidad en agua (entre 6 y 40 pg/L, para los
PBDEs en estudio), es decir, que la posibilidad de que estos queden en solucién
acuosa es muy baja (ATSDR, 2005) y los mas probable es que queden retenidos en la
superficie del sorbente o precipiten. Debido a esta baja solubilidad, el intervalo de
concentraciones seria muy pequefio y en muchos casos, practicamente se llegaria a
niveles de concentracion por debajo del limite de deteccién de GC-ECD. En este caso,
para determinar las concentraciones se consideraron las sefales cromatograficas
segun los tiempos de retencion de los estandares de los analitos. Para las muestras de
biosodlidos, las sefiales analiticas en la mayoria de los casos se encontraban presente
sobre la linea base del equipo. Por ende, la utilizacién de un medio acuoso para este

estudio no daria buenos resultados, por lo que se decidié utilizar un medio mixto, que
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permita incrementar la solubilidad de los PBDEs en la fase liquida, el cual corresponde
a la mezcla en proporcién 60:40 de metanol y una disolucién de CaCl, 0,01 mol/L
(Cooke y col., 2004). El Ca®* se utiliza para mantener la fuerza iénica y el metanol
porque es un medio donde los PBDEs son muy solubles de acuerdo al nivel de
concentracién de trabajo (solubilidad de PBDEs en estudio en metanol 20g/mL) y

porque es completamente miscible con agua.

El Ca?" actlia como intercambiador entre los sitios activos y los analitos en
estudio, por lo que éste podria tener un efecto sobre la sorcion de los analitos. Se
midié la conductividad de la solucién antes y luego de finalizado el proceso de sorcién.
En este caso no hubo una variacién significativa de la conductividad, por lo cual el Ca®
agregado y presente en la muestra-modelo de biosélido no tendria una influencia
importante en la sorcién de los analitos, considerando que este cation se intercambia
en los sitios con los H' del sdlido, modificando el pH del sistema. Este parametro
modificaria la superficie del componente organico disminuyendo la carga, ya que se
protonarian los grupos acidicos (fenolatos y carboxilatos, principalmente). Segun el pH
de las muestras seleccionadas, las variaciones producidas por la presencia de H",
seria minima, segun lo obtenido al medir la conductividad del sistema, y tomando en

cuenta ademas, las caracteristicas apolares de los PBDEs

5.7.2. Estudio del tiempo de agitacion

Cada compuesto organico tiene un comportamiento diferente dentro de una

matriz, el cual depende de sus propiedades fisicas y quimicas, ademas depende de

m
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las caracteristicas que la matriz posea. Por esto, fue necesario estudiar el tiempo que
los PBDEs necesitan para alcanzar el equilibrio entre la fase liquida y la fase sélida.

Para esto se realizo el estudio, en el medio de metanol/CaCl, 0,01 mol/L a 25°C.

Este estudio se llevo a cabo en batch, con un intervalo de tiempo de 0 a 24
horas, y se dejaron de agitar las correspondientes mezclas a intervalo de 3 horas.
Como se puede observar para las Figuras 17 y 18, los PBDEs analizados alcanzaron

el equilibrio a partir de las 6 h de agitacion, excepto para el congénere BDE-153, el

60- ik —d
> —8—BDE - 47

. —o— BDE - 85
< 504 ® —» BDE-99
o a8 —e— BDE - 100
] e G BDE - 153
8 40- —— —e— BDE - 154
o .'.‘
m - ‘r
L+
= 30- | /’* —e ®
e
c
5
o 20+
o

104

I ¥ I ¥ T

0 . 6 12 18 24
Tiempo de agitacion (h)

Figura 17. Efecto del tiempo de agitacion para la sorcion de los PBDEs en muestras-modelo de
biosdélido
cual alcanzé el punto de equilibrio a partir de las 12 h de agitacion, por lo que se
decidid6 dejar como tiempo de agitacion para todas las muestras de biosoélidos y

sedimento de 15 h.
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Figura 18. Efecto del tiempo de agitacién para la sorcién de los PBDEs en muestras-modelo de

sedimento

El BDE-153 presenté un comportamiento atipico al respecto de los otros
congéneres de PBDEs. No se tiene una explicacion certera, al hecho de que el BDE-
153 haya sido el unico analito que no alcanzé el equilibrio a partir de las 6 h, ya que
por comportamiento similar, el BDE-154 es un isdbmero del BDE-153 (BDE-154 y 153,
presentan la misma solubilidad en agua, 1ng/mL). Al cotejar los resultados de los otros
congéneres y compararlos con el BDE-153, éste es el mas apolar de ellos, y deberia
interaccionar mas rapidamente que los otros analitos, pero el BDE-154 es un poco
mas polar que el BDE-153 y alcanza el equilibrio mucho antes. En el caso de los otros
congéneres, llegarian al equilibrio antes, pues por un efecto estérico su reparto entre

las fases es mas rapido.
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5.7.3. Isotermas de sorcion

La sorcién es un proceso de acumulacion de un analito son sobre y en la
interfase de una fase sélida y una fase liquida acuosa, en la cual no se hace mencién a
un mecanismo especifico. Existen otros fenémenos como lo absorcién, donde se
produce un arreglo tridimensional, y hay un cambio en la estructura del analitos; la
adsorcion en el cual, el analito se acumula en un arreglo molecular bidimensional sobre
la interfase del adsorbente (Sposito 1989), es decir que el material adsorbente posee
sitios activos que permiten retener una cierta cantidad de la sustancia adsorbida. La
cantidad adsorbida de una determinada especie depende de las propiedades
fisicoquimicas del adsorbente, de la especie quimica y de su concentracion en la
solucion. Pueden existir tres tipos de adsorcién segun la atraccion entre el soluto y
adsorbente, la adsorcion por intercambio (interaccion electrostatica), la adsorcion fisica
o fisisorcidn (interacciones por Fuerzas de van der Waals) y la adsorcion quimica o
quimisorcién (formacién de fuertes enlaces por el adsorbato en los centros activos del
adsorbente). Para estudiar el comportamiento de un analito sobre un material sorbente
se realizan isotermas de sorcion las cuales describen el equilibrio de la sustancia en

una superficie a temperatura constante.

Las isotermas de sorcion para los PBDEs estudiados se realizaron en sistema
batch y los resultados e muestran en las Figuras 19a, b, c y 20a, b, c. Como se
observa en todos los casos, se observd una afinidad constante a bajas
concentraciones, comportamiento que siguen la mayoria de los compuestos organicos

apolares, como los PBDEs. En esta primera etapa, las moléculas se distribuyen entre
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la fase interfacial y la solucién sin un mecanismo especifico entre el sorbente y el

sorbato.

A la medida en que la concentracion aumenta, las isotermas para los PBDEs en
las muestras-modelo de sedimento y biosolido, tienen la forma de una isoterma del tipo
| (Sing y col. 1985), también conocida como isoterma de tipo-L. En este tipo de
isoterma el sorbato cubre al sorbente hasta que se forma una monocapa y entonces el

proceso se detiene.

En el caso de las isotermas elaboradas, en una primera etapa existe una alta
afinidad entre el sorbato y el sorbente, y la declinacion de la pendiente se produciria
porque disminuyen los sitios activos donde quedan sorbidas las moléculas, a medida
que existe una mayor concentracién. La isoterma de tipo | o L indica una relativamente
fuerte afinidad del sorbato y del sorbente a bajas concentraciones y que disminuye a

medida que aumenta la concentracién (He y col., 2006).

Para describir matematicamente los fenédmenos de sorcién de contaminantes
organicos y otros dentro de matrices, existen diferentes modelos matematicos que
describen el comportamiento de estos contaminantes en las matrices sélidas. Entre los
modelos matematicos estan los modelos de sorcion lineal, de Langmuir, de Freundlich
(Huang y col., 2003), de modo dual (DMM) (Song y col., 2005), de Brunauer-Emmett-

Teller (BET) (Hill, 1996), entre otros.

- _
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Figura 19a. Isoterma de sorcién de los PBDEs en la muestra-modelo de biosélido B
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Figura 19b. Isoterma de sorcién de los PBDEs en la muestra-modelo de biosélido B
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El modelo de sorcién lineal es el mas simple de ellos, ya que es dependiente de

sélo un parametro, el coeficiente de distribucion (Kp):

J. = h‘D[':e (5)

donde q. y C. son las concentraciones de la especie en la fase solida y fase acuosa,
respectivamente. Cuando el Kp estd normalizado a la fraccién de carbono organico
(foc), éste se convierte en el coeficiente de particion de carbono organico (Koc), que
permite la clasificacién a los contaminantes organicos como muy moviles a inméviles

en relacion con su potencial de lixiviacién (Huang y col., 2003):

100

Ko =K
oC D 4y
El modelo de particion lineal afirma que la MO de sedimentos o suelos es una
fase que no tiene ninguna limitacion en los “sitios” o espacios para acomodar las
moléculas de contaminantes mientras que la concentracion del soluto aumenta. El
modelo mas simple que describe el sitio de sorcién limitado es el modelo de Langmuir,

expresado por:

Qi‘.h C,’
1+bC,

2

donde Q@° es la capacidad maxima de sorcién y b es un parametro de energia
relacionado con la interaccion soluto/superficie. Esta ecuacion indica que g. y Ce

pueden ser linealmente correlacionados como muestra la ecuacion 7 cuando C. << b.

w
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Si g. se aproxima a capacidad maxima Q° cuando C. >> b. El modelo de Langmuir es
estrictamente aplicado a sorbentes con energias de superficie homogénea para
interactuar con los sorbatos, y no seria apropiado para el uso de sorcion de
contaminantes organicos en suelos y sedimentos (Huang y col., 2003). El modelo mas
comunmente usado para la cuantificacion de equilibrios de sorcién de contaminantes

organicos en suelos y sedimentos es el modelo de Freundilich, expresado por:

q, = K€ (8)

donde Ke y n son el factor de capacidad del modelo de Freundlich y el parametro de
linealidad de la isoterma, un indicador del heterogeneidad de la energia del sitio,
respectivamente. Esta ecuacion se considera a menudo como ecuacion empirica de la
sorcion, pero puede ser derivada desde parametros termodinamicos (Huang y col.,

2003).

De manera de explicar de mejor manera los resultados de sorcion, se han
introducido algunos cambios a los modelos de Freundlich y Langmuir, con el hecho de

satisfacer la Ley de Henry en un amplio rango de concentraciones.

Weber y colaborador (Song y col, 2005), con el fin de explicar el
comportamiento de compuestos organicos hidrofébicos en suelos o sedimentos
elaboraron el modelo de reactividad distribuida (DRM), el cual incluye los términos de

Freundlich y lineal (modelo de Freundlich con Particion lineal)

m

Tesis Doctoral — Jorge E. Rivas Pérez 105




Resuitados y Discusion
#

q. = KzCJ® + K,C, 9)

Este modelo sélo satisface la ley de Henry en altas concentraciones. De esta
manera, los autores con el propésito de simplificar este modelo, introducen un nuevo
modelo (modelo de dominio reactivo-dual, DRDM), el cual es similar al modelo de
modo-dual, DMM (modelo de Langmuir con Particion lineal), propuesto por Vieth y

Sladck (Song y col., 2005):

g, = 122 + K,C, (10)

1+bC, e

Este modelo incluye el término lineal y el término de la cantidad de sitios
limitado descrito por el modelo de Langmuir. Este modelo incluye el término lineal,
dado por el término K,, y el término de la cantidad de sitios limitados descrito por el
modelo de Langmuir. En las Tablas 18 a la 21, se muestran los parametros calculados

para cada modelo.

”

Tesis Doctoral — Jorge E. Rivas Pérez 106




Resultados y Discusion
_———————#_'——

Tabla 18. Parametros del modelo de sorcion de Freundlich

K 1/n & Koc

BIOSOLIDO
BDE-47 129+1,9 0,64 + 0,04 0,986 30,7£3,2
BDE-85 16,3+ 0,2 0,68 £ 0,04 0,929 38,8432
BDE-99 13,7+0,9 0,71+0,02 0,998 32,646
BDE-100 150£0,7 0,551 0,08 0,936 23,8+3,1
BDE-153 18,5+ 0,3 0,63 ¢ 0,04 0,950 440126
BDE-154 18,010,2 0,79+ 0,03 0,891 429+30

SEDIMENTO
BDE-47 3,3+03 0,80 + 0,02 0,969 3402 + 11,0
BDE-85 20402 0,75+ 0,06 0,991 237,1+18.2
BDE-99 47+09 0,71+0,05 0,993 4844 +226
BDE-100 30x03 0,75+ 0,04 0,997 309,3 + 14,2
BDE-153 40402 0,71+0,05 0,899 412,4 £ 21,0
BDE-154 49+0,1 0,74 £ 0,03 0,909 505,2 + 19,0

-
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Tabla 19. Parametros del modelo de sorcion de Langmuir

BIOSOLIDO
Qo B r Km*

BDE-47 213+25 0,061 + 0,005 0,958 16,4 £ 2,1
BDE-85 410+£0,3 0,053 + 0,001 0,974 18,1+ 0,9
BDE-99 483272 0,031 + 0,005 0,899 323+15
BDE-100 383+20 0,043 + 0,006 0,912 302+15
BDE-153 534+04 0,011+ 0,003 0,879 909+8,3
BDE-154 552+22 0,012 £ 0,003 0,888 83,1+58

SEDIMENTO
BDE-47 12048 0,85+0,02 0,948 1.2£0.1
BDE-85 147+2,0 0,17 £ 0,04 0,998 59+09
BDE-99 38178 0,22+0,09 0,924 45+05
BDE-100 54,737 0,50 £ 0,05 0,856 20103
BDE-153 486+19 0,17 £ 0,02 0,843 6,0+£0,5
BDE-154 472+13 0,12+ 0,01 0,925 83x06

*Kuw=1/b

e —
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Tabla 20. Parametros del modelo de sorcion de modelo DRM

BIOSOLIDO
Ke 1/n Ke F Koc

BDE-47 14,0%2,3 0,66 + 0,07 9,0x10™ + 3 x10™ 0,984 33354
BDE-85 16,31 0,5 0,68 + 0,02 3,9x10% £ 5x10” 0,919 38,8+33
BDE-99 133+25 0,71 +0,02 1,0 x10% £ 3 x10™ 0,998 31,651
BDE-100 19.9+2,9 0,55 + 0,09 3,0x10™ £ 2x10™ 0,945 474+48
BDE-153 18,5+ 1,0 0,63 + 0,04 3,6x10™ + 4x10” 0,919 440+53
BDE-154 19,0+ 0,2 0,79 + 0,04 3,3x10° £ 1x10° 0,918 452145

SEDIMENTO
BDE-47 32:09 0,81+0,2 1,2 x10“ £ 1x10” 0,998 3299+ 10,2
BDE-85 30+03 0,75+ 0,05 1,0 x10 £ 3x10™ 0,982 309,3+12,0
BDE-99 48+04 0,71+ 0,02 5,4x10™ + 9x10~ 0,986 4948 £222
BDE-100 40+0,2 0,75+ 0,03 5,6 x10™ + 2x10™* 0,949 412,4+139
BDE-153 6,0+0,1 0,71+ 0,02 9,9 x10° + 1x10™ 0,913 618,5 + 30,1
BDE-154 59+06 0,74 0,02 1,2 x10% £ 1 x10” 0,996 608,2 + 29,5

#
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Tabla 21. Parametros del modelo de sorcién de modelo DMM

Resultados y Discusion
Wﬁ

BIOSOLIDO
Qo B Ke (Qo*b) /Ke r Km

BDE-47 225+26 0,061+ 0,002 3,8x10™t 5x10™ 361 + 22 0928 164+19
BDE-85 387+31 0,053£0006  7.1x10°+2 x10™ 395 + 22 0918 189%11
BDE-99 481+21 0,052+ 0,003 5,1x10”+1x10™ 490 + 30 0,909 192+1.2
BDE-100 409+31 0049+ 0007  1,5x107 +3x10™ 1336 + 21 0920 204%1.1
BDE-153 536+04 0,037+ 0,001 2,5x10™ £ 7x10™ 793 + 44 0948 27,0%31
BDE-154 552408 0,032+0,009  2,1x10” + 1x10* 841+ 40 0934 313:41

SEDIMENTO
BDE-47 13,705 0,36 + 0,06 6x10~£3x10™ 850 + 4 0958 2802
BDE-85 343+41 0,28 + 0,05 4,1x107¢3x10™ 2342+3 0990 3608
BDE-99 35324 0,27 + 0,02 8,9 x107+8 x10” 1090 + 10 0936 37141
BDE-100 426+88 0,26 £ 0,03 7.3x10°t5x10™ 1517 £ 10 0866 38108
BDE-153 483+07 0,13+0,03 6,6x107+3x10™ 951 + 21 0902 7,7:09
BDE-154 454103 0,14 £ 0,02 5,9 x107+2 x10* 1077 £ 2 0998 7,1+0,1
*Ku=1/b

Al analizar los resultados obtenidos, se puede observar que los modelos de

Freundlich y DRM, en general se obtienen valores similares de Kr. Esto significa que el

comportamiento que tienen los PBDEs en las muestras-modelo de biosoélido y

sedimento no es lineal, es decir, que la cantidad de sitios activos no son los suficientes,

y en un mayor intervalo de concentraciones se llegaria a la saturacion del sistema. El

comportamiento no lineal de los PBDEs que experimentalmente se obtuvo (Figuras 21

y 22) se ve reflejado en los valores de 1/n.
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Con respecto a los valores 1/n, Weber y colaboradores (He y col., 2006)
sugirieron que el valor puede ser tomado como un indice de distribucién de la energia
del sitio activo, y con valores menores a 1 el sitio de sorcion es heterogéneo. De esta

manera estos modelos permitirian interpretar el grado de heterogeneidad del sistema.

Al comparar los analitos de acuerdo a la cantidad agregada de ellos y a la
concentracién en la cual se encuentran en el estandar utilizado, podemos distinguir que
los analitos mas retenidos en las muestras de biosolido y sedimento son los
congéneres BDE-47, BDE-99 y BDE-100. Este resultado, se corrobora al comparar lo
obtenido con el valor de Ky calculado para estos analitos en ambas matrices, donde
los mayores valores reflejan que la mayor sorcién se produce para los analitos ya

mencionados.

Como las constantes de Freundlich varian entre distintas muestras de matrices
sélidas y reconociendo el importante papel que juega la MO en la sorcion de los
PBDEs, estas constantes son normalizadas en alguna medida dividiéndolas por el
porcentaje de carbono organico. De esa manera se obtiene el valor de Koc que permite
la clasificacion y comparacion de los compuestos organicos en relacion con su

potencial de lixiviacion.

En este caso se realizaron correlaciones entre los valores calculados Koc para
los PBDEs estudiados por los modelos de Freundlich y DRM, con respecto a los

valores de Kow. Los resultados se muestran en la Figura 23 (Li y col., 2010).
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Figura 23. Correlacién de log Koc vis log Kow para los PBDEs en muestras de biosélido y
sedimento

Como se observa en la Figura 23, existe una correlacién lineal entre el Koc ¥

Kow. Los valores de log Koc, son relativamente similares a pesar de las variaciones en
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Resultados y Discusion
la solubilidad de estos compuestos. A pesar de que los valores de log Kow son
mayores que de log Koc, lo que daria un tendencia de un mayor grado de PBDEs en la
fase liquida, debido en este caso al sistema metanol:CaCl,. Li y colaboradores (Liy
col., 2010) encontraron una tendencia similar para sedimentos, a la que se muestra en
la Figura 22 y con valores similares de log Koc. Segun los valores obtenidos para las
correlaciones (Tabla 22), el carbono organico tiene una influencia sobre la sorcion de
los PBDEs en las muestras de biosolido y sedimento y gobernaria la distribucion de los
analitos en la fase solida. La pendiente menor que 1 se deberia a una posible particion

de los analitos o una falta de equilibrio entre las fase (Liy col., 2010)

Tabla 22. Datos del modelo de correlacion de log Koc vis log Kow para los PBDEs en muestras de

biosélido y sedimento

Biosoélido
Modelos lineal r [%] Valor-p
Freundlich 0,278x-0.573 81.0 0.0374
DRM 0,281x -0.544 85.5 0.0244
Sedimento
Freundlich 0.164x + 1.42 84.0 0.0286
DRM 0.253x + 0.802 96.1 0.0033

En el caso de los PBDEs estudiados, para los valores de Koc calculados se
observa que los congéneres BDE-47, BDE-99 y BDE-100, son lo que se movilizan en
menor grado comparado con los otros congéneres, por ende son los mas retenidos en
la matriz. Este resultado se obtuvo tanto para los datos calculados por el modelo de
Freundlich y DRM. Ademas, los datos calculados sobre la sorcion en la muestra-

modelo de sedimento mostré la misma tendencia que para la muestra-modelo de

#
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biosélido: asi, los congéneres mayormente retenidos fueron BDE-47, BDE-99 y BDE-

100.

Los resultados obtenidos en las muestras de sedimento comprueban lo
obtenido anteriormente en el estudio del efecto de la MO. Los valores de Koc dan

cuenta que los PBDEs se asocian en mayor grado al contenido de MO.

A pesar que la descripcion del modelo de Langmuir no seria adecuado para el
estudio de contaminantes organicos, se realizaron los estudios con este modelo de
manera de obtener un resultado comparativo con lo obtenido por el modelo de
Freundlich. El modelo de Langmuir cumple con la ley de Henry en un intervalo de
concentraciones distinto al que describe Freundlich (Song y Shin, 2005). Al utilizar el
modelo de Langmuir se observa que los mayores valores de Q, se obtienen para los

congéneres BDE-47, BDE-99 y BDE-100.

En general, los valores calculados de Ku para los PBDEs estudiados, se
observa que los analitos con la mayor adsorcion son aquellos que poseen los valores
mas altos, lo que coincide con lo encontrado con los modelos anteriores. Ademas, al
utilizar el modelo DMM, éste nos entrega informacion de la forma en la cual los analitos
interaccionan. Como se observa en los valores calculados, el comportamiento de los
analitos no es de caracter lineal, sino, que a medida que la concentracion aumenta, los

sitios van siendo ocupados hasta llegar a la saturacion.

Una manera de comparar los modelo utilizados para cada analito en las

muestras-modelos de biosoélido y sedimento, se graficaron los datos obtenidos, con las

ﬁ

Tesis Doctoral — Jorge E. Rivas Pérez 120




Resultados y Discusion
curvas descritas por cada uno de los modelos estudiados (Figuras 19a, b, c y 20a, b,
c), siendo el modelo de Freundiich el que describi6 de mejor manera el
comportamiento de la mayoria de los analitos en las muestras-modelo de biosélido y
sedimento, tomando en cuenta los valores de coeficiente de correlacion (r) y
determinacion (). Este valor estadistico nos entrega una primera medida de si el
modelo elegido, es decir, la ecuacion del modelo calculado es adecuado para la
descripcion de la sorcion de los analitos. Otro parametro que se utiliza es el analisis de
chi-cuadrado ( %?), el cual realiza una comparacion entre los datos experimentales de
sorcién y los calculados con los modelos. Si los datos de los modelos son similares a
los datos experimentales, el valor de +? sera pequefio y viceversa (Ho y Wuang, 2008).
Este parametro permitiria confirmar cual seria la mejor descripcion y el modelo

apropiado, segun la correlacién que los datos describan (Tabla 23).

Segun el resultado obtenido de estos parametros (Tabla 23), ninguno de los
modelos estudiados seria el adecuado para todos los congéneres de PBDEs en las
muestras-modelo de biosélido y sedimento. De acuerdo a estos valores calculados el
modelo de Freundlich, tiene una tendencia mayor de correlacion entre los datos
calculados y los experimentales; ademas este modelo entrega valores de constante de
de distribucion de los analitos entre la fase sélida y liquida en la cual existe una
tendencia de mayor sorciéon a medida que los analitos son apolares sobre la fase
solida. El modelo de Langmuir entrega informacion de la cantidad maxima sorbida y
segln el modelo utilizado, la formacién de una monocapa sobre la superficie del sélido,

tendencia que se mostré para estos analitos segun resultados, al graficar ge/Ce v/e ge.

”
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Tabla 23. Comparacién del coeficiente de determinacioén (r2) y analisis de chi-cuadrado para los

modelos de sorcién de los PBDEs seleccionados en las muestras-modelo de biosélido y

sedimento.
v xz
BIOSOLIDO
5 = 5 5
E E, = = g E = =
£ L & 3 & § & B
“BDE47 0986 0958 0984 0928 0279 3953 0178 3,969
Bl 0929 0974 0919 0918 0990 407 0990 200
BDE-99 0998 0899 0998 0909 0376 0468 0310 1543
BRE-100 093 0912 0945 0920 0447 273 0420 238
BDE-15 0950 0879 0919 0948 1675 0074 1198 0072
SRR~ 0891 0888 0918 0934 0471 07104 0471 0,104
SEDIMENTO
“BDE4T 0969 0948 0998 0958 0128 0273 0835 1,10
BDE-3E 0991 0998 0982 099 0770 0304 0769 0308
BDE-99 0993 0924 0986 0936 1,78 2,63 1,15 2,51
EDE-100 0997 085 0949 0866 264 100 264 469
BUEHES 0899 0843 0913 0902 118 2031 118 0515
BDE-154

0,909 0,925 0,996 0,998 0,553 1,907 0,558 0,163

Uno de los objetivos de la elaboracion de las isotermas para los PBDEs radica
en el hecho de interpretar su comportamiento de sorcion, dentro del sistema modelo; el
cual refleja que los analitos se retienen en un sistema con un contenido organico
importante. De esta manera se deberia tomar en cuenta este factor en el uso de una
técnica de extraccion, ya que los analitos estarian mas fuertemente retenido en dichos
sistemas.

#
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N

En el caso de los modelos DMM y DRM, sirvieron para verificar el
comportamiento de los analitos dentro de las muestras-modelo. Por ejemplo, el
término Q°b/K,, es otro parametro que indica el comportamiento de sorcion no lineal de
los PBDEs estudiados. De esta manera, un alto valor de este indice predice que el
mecanismo de sorcién dominante en estos sistemas, es por la adsorcién “hole-filling”,

sobre el mecanismo de sorcion lineal (He y col., 2006).

He y colaboradores (He y col., 2006) han realizado diferentes estudios de
sorcion de pentaclorofenol (PCP) en arcillas, AH y muestras de suelos. En estos
estudios el PCP no alcanzé la etapa de equilibrio en los diferentes sorbentes
estudiados, pero independiente del sistema estudiado, la tendencia de sorcion se
observa para el pentaclorofenol. Por lo que un estudio, como el realizado con los
PBDEs es aceptable, a pesar de que se produzcan cambios en los parametros
calculados para todos los modelos. En el caso de los PBDEs en las muestras-modelo
de biosolido y sedimento, se observaria que la tendencia de sorcion seria la misma si

se hubiese alcanzado la etapa de equilibrio en la isoterma de sorcion.

A pesar de que el comportamiento de los PBDEs es descrito principalmente por
el modelo de Freundlich, se encontraron algunos casos en los cuales los modelos
DMM y DRM ajustaron igual o incluso de mejor manera que el modelo de Freundlich,

por ejemplo, el caso del congénere BDE-100 en las muestras de biosélido y sedimento.

De esta manera, los modelos estudiados entregan una informacion
complementaria entre ellos, que permite describir el comportamiento de los analitos,

pero en este caso, el modelo de Freundlich ajust6 bastante bien los valores calculados

W
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w
y experimentales, por lo que seria un modelo adecuado para los PBDEs en las
muestras-modelo seleccionado; asimismo se encontré un comportamiento lineal no

significativo segun los modelos DRM y DMM.

Debido a que muchos compuestos organicos pueden exhibir un
comportamiento variable dentro de una matriz sélida, es dificil establecer un unico
mecanismo que describa dicho comportamiento. Es asi como el modelo de Freundlich
reposa sobre las hipétesis de que sdlo interviene la fisisorcion, no hay asociacion de
moléculas después de su sorcibn y no permite representar el caso de sorcion
competitiva cuando la molécula especifica esta en presencia de otras sustancias que
entran en competicién durante la sorcion, y el modelo de Langmuir sostiene que todos
los sitios de sorcion son equivalentes, con un calor de adsorcion constante, y un
numero de sitios de adsorcién finito. Una manera de conocer cual seria el posible
mecanismo de los PBDEs en las muestras modelos es calculando la energia libre de
Gibbs para el proceso de sorcién (ecuacién 11). Los valores calculados se muestran en

la Tabla 24.

AG°= -RTlnK . (11)

Estos resultados reflejan que el proceso de sorcion es espontaneo, por lo que
las fuerzas de sorcion son lo suficientemente fuertes como para romper la barrera de
potencial. Los valores calculados en promedio varian entre un -8 y -16 kJ/mol, lo que
sugiere que el posible mecanismo de sorcién de los PBDEs en las muestras-modelo de

biosolidos y sedimentos es por fisisorcion (He y col. 2006). Por ende, el modelo mas
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adecuado para describir el comportamiento de los analitos seria el modelo de

Freundlich.

El parametro termodinamico calculado (AG) permite expresar so6lo algunas

condiciones con respecto al comportamiento de sorcion, ya que éste se calculo en

funcion de lo Koc, el carbono organico influye sobre la sorcion de los analitos, siendo

éste un proceso espontaneo, pero no se tienen datos para el calculo de otros

parametros termodinamicos que permitan reforzar el analisis del comportamiento de

los PBDEs.

Tabla 24. Calculo de la energia libre de Gibbs para el proceso de sorcién en los sistemas de

estudio.
Modelo de Freundlich Modelo DRM

BIOSOLIDO SEDIMENTO BIOSOLIDO SEDIMENTO

AG® (kJ/mol) AG® (kJ/mol) AG® (kJ/mol) AG® (kJ/mol)
U -10,20 15,82 -10,05 15,76
BEEwSS 8,07 14,58 -8,06 14,56
BDE-99 9,99 16,67 9,92 16,72
BRe-1oe 9,21 15,59 9,18 15,57
BOE-163 -8,80 14,58 -8,80 14,52
BOE-154 8,64 14,40 -8,64 14,39

AG?® calculado a partir de los valores de Koc. R: 8,314J/K mol. T: 298,15K

Debido a la imposibilidad de obtener un material certificado para realizar los

estudios de extraccion de los PBDEs en las matrices solidas, se decidié realizar el

estudio de adsorcion con el objetivo de encontrar una concentracion adecuada para
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elaborar un material de estudio, en el cual los analitos se encuentren fuertemente

retenidos y de esta manera asegurar que éstos no seran extraidos faciimente.

5.8. Estudio del tiempo de envejecimiento del material de referencia para la

extraccion de PBDEs desde muestras-modelo de biosélido y sedimento.

Una de las consideraciones que se debe tener en cuenta en la elaboracion de
una muestra fortificada, es el tipo de muestra con el que se trabajara, pero es muy
importante considerar la cantidad de analito que se debe agregar y naturalmente el
tiempo que éste permanecera en contacto con la matriz, antes de empezar con los
estudios correspondientes, para que se puedan correlacionar con lo obtenido con la
matriz real. En este estudio se establecié el tiempo de envejecimiento correspondiente
a la fijacién de los analitos en las muestras-modelos de biosélido y sedimento. Los

resultados se muestran en las Figuras 24 y 25.

Para este experimento se tomé una cantidad de las muestras-modelo de
biosélido y sedimento, y se agregd previamente 2 ug/g del estandar de PBDEs, se
guardé en frio, para evitar algiin cambio en la composicion de la matriz, y en oscuridad
para evitar cambios en los analitos, ya que estos compuestos se pueden descomponer

fotoquimicamente, perdiendo atomos de bromo, (Rayne y col., 2006).

Para comprobar la posibilidad de una descomposicién de las soluciones
estandares utilizadas en la preparacion de las muestras y/o en la cuantificacion de los

analitos por GC-ECD, se realizaron medidas constantes de las soluciones durante el
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H
desarrollo de los experimentos, comparando el tamafio de las sefales (area del pico
cromatografico) y de los tiempo de retencion de cada analito, obteniendo variaciones
minimas, atribuidas a variaciones instrumentales y no por la descomposicion de los

analitos.

Como se observa en las Figuras 24 y 25, en las primeras muestras se obtiene
un bajo porcentaje sorbido, lo que significa que en las condiciones de extraccion
utilizadas se extrajo de manera muy sencilla los analitos (s6lo se us6 una extraccion
dinamica), por lo que se encontrarian débilmente retenidos y sélo estarian en la
superficie del sélido. A medida que transcurri6 el tiempo las interacciones se hicieron
mas fuertes obteniéndose una constancia en la tendencia de sorcion. La parte final del
estudio se realizé con 6 meses de envejecimiento, para comprobar la factibilidad de la
técnica de extraccion. Con estos resultados se seleccioné un tiempo de 45 dias como
minimo para asegurarse que la retencién de los analitos es la suficiente para tener un
material de referencia 6ptimo y con las condiciones necesarias para realizar una
comparacion con las matrices reales. Se han realizado estudios sobre la degradacion
de los PBDEs (Rayne y col., 2006), los cuales pierden atomos de bromo por un
mecanismo radicalario. Para asegurarse que los analitos de los estandares no se
degradaran en otros, durante los estudios, se midieron diferentes concentraciones de
PBDEs a diferentes tiempos, y no se encontraron mayores diferencias que las

instrumentales.
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Figura 24. Tiempo de envejecimiento de PBDEs sobre la muestra-modelo de biosélido
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5.9. Seleccién del disolvente para la extraccion de PBDEs desde las muestras-

modelo de biosélido y sedimento seleccionados

El proceso de lixiviacion se define como la separacién de uno o varios
componentes de un sélido por contacto con un disolvente adecuado. Este proceso se
diferencia de una disolucion, ya que una parte del analito queda en la fase sdlida. La
lixiviacion depende de las caracteristicas de la muestra sélida (grado de dispersion,
propiedades fisicoquimicas), caracteristicas fisicoquimicas del analito, caracteristicas
del disolvente (viscosidad, difusividad, polaridad, capacidad de solubilidad del analito,
etc.) y condiciones experimentales (temperatura, modos de contacto del sdlido y
liquido, etc.)(Duque y colaboradores, 1993). Por lo tanto, es necesario utilizar un

disolvente que permita penetrar en la fase sélida, y disolver al analito.

A pesar de la utilizacién de técnicas de extraccion clasicas (Soxhlet, agitacién o
sonicacion) o modernas (MAE, ASE, SFE), la eleccion del disolvente es una

caracteristica intrinseca del método de extraccion.

La eleccion de disolvente depende de la experiencia conseguida, o las
recomendaciones de métodos estandarizados. Se han realizado algunas
aproximaciones para la eleccion de disolventes en cromatografia. Asi, trabajos de
Rohrschneider y también de Snyder (Fitzpatrick y Dean, 2002) determinaron el indice
de polaridad para el uso de cromatografia, el cual permite clasificar diferentes
disolventes de acuerdo a la capacidad aceptora y dadora de protones, y momento
dipolar, de acuerdo a una escala establecida con otros disolventes. Existen otros

parametros que permiten estudiar el comportamiento de solubilidad de un compuesto

ﬂ
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en una matriz determinada; entre ellos estan el parametro de solubilidad de
Hindebrand (8;), el cual es una medida de la energia interna de cohesion del sistema

soluto/disolvente (Fitzpatrick y Dean, 2002) (ecuaciéon 12), o el parametro de
solubilidad de Hansen (ecuacién 13), que propone una extension del parametro de

Hildebrand, en la cual la energia cohesiva esta dividida en tres partes una energia de
cohesion dispersiva (84), energia de cohesion polar (5p) y energia de enlace de

hidrégeno (3y) (ecuacion 13) (Yay col., 2008).

(12)

<m|

8, =83+ 8+ & (13)

Para moléculas cuyo calor de vaporizacion puede ser medido o calculado, se
puede determinar &. El parametro de Hansen se ha determinado empiricamente en
base a multiples observaciones experimentales. Asi, los valores de & obtenidos por las
ecuaciones 12 y 13, se han resultado idénticos, pero no iguales, ya que los parametros
de Hildebrand no siempre se determinan a través del calor de vaporizacion, sobre todo

en sustancias con altos puntos de ebullicion (Belmares y col., 2004).

El objetivo de este estudio es encontrar un disolvente que sea capaz de lixiviar
a los analitos en un sistema de extraccion, pero en condiciones “suaves’, es decir, en
las que no se modifiguen las caracteristicas del disolvente, usando una baja

temperatura (25 °C), de forma discontinua y sélo con agitacion.

m
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Los disolventes elegidos fueron los usados comunmente en diferentes
metodologias de extraccién para contaminantes organicos y mezclas 1:1 v/iv entre un
disolvente polar (acetona, metanol) y un disolvente apolar (n-hexano, y diclorometano).
Los resultados obtenidos se muestran en las Figuras 26 y 27, para el modelo de

biosélido y sedimento, respectivamente.
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Figura 26. Efecto del disolvente sobre la extraccién de PBDEs en la muestra-modelo de biosélido

No se encontrd un disolvente que tuviese la capacidad de extraer de la misma
forma a todos los analitos. De manera de comparar los resultados se agrego la misma
cantidad de la mezcla de PBDEs (1 pg/mL), haciendo mencion que dentro del estandar
los analitos estudiados se encuentran en diferente porcentaje que corresponden para

el congénere 47, un 32,4%; congénere 100, 8,93%, congénere 99, un 43,9%;

B e e e e e e o e e e
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congénere 85, 2,42%; congénere 154, un 3,30% y el congenere 153, un 3,84%. Como
se observa en la Figura 26, para la muestra-modelo de biosélido, ningin disolvente o

mezcla extrajo en un alto porcentaje a todos los analitos en las condiciones

experimentales.
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Figura 27. Efecto del disolvente sobre la extraccién de PBDEs en la muestra-modelo de sedimento

De los disolventes o mezclas estudiadas, acetona y DCM son los que tienen los
mejores resultados, pero no asi su mezcla, donde las desviaciones estandares para el
BDE-47 y BDE-85, son muy altas. Dentro de la mezcla el BDE-100 fue el Unico analito
para el que se obtuvo un porcentaje de recuperacion alto con una alta precision. En el
caso de la acetona se obtienen valores de desviacién estandar bajos en todos los

congéneres. El resto de los disolventes se descarté por su menor capacidad de

m
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extraccion y por las grandes diferencias obtenidas entre las repeticiones de las

muestras para los mismos analitos en el mismo disolvente.

El comportamiento obtenido por la mezcla es menor que los disolventes por
separado. Al mezclar acetona y DCM se obtiene un nuevo disolvente, disminuyendo la
capacidad de solubilizacién de los PBDEs por la acetona, y la capacidad de interaccion

de los sitios de caracter apolar que puedan existir dentro de la muestra-modelo.

Para la muestra-modelo de sedimento se obtuvieron resultados similares, y
como se observa en la Figura 27, la mezcla acetona/n-hexano se descarté por su baja

extraccion.

El disolvente elegido para las muestras-modelo de sedimento fue acetona y
DCM, debido a que estadisticamente, éstos son los que se extraen en mayor
porcentaje (Tabla 25). Para la muestra-modelo de biosélido se seleccioné la acetona y
DCM, por el alto porcentaje de recuperacion para el BDE-47 con una buena correlacion
entre las repeticiones. El DCM se eligié debido a que el porcentaje de recuperacion es
similar en casi todos los analitos estudiados, satisfaciendo la condicion de que la

extracciéon debe ser la mayor para todos los analitos y no sobre alguno de ellos.

Como se mencioné anteriormente, debe existir una afinidad entre el analito y
disolvente para la que interaccion entre ellos sea la mas alta, y por ende se produzca la
mayor solubilidad. Se han calculado los parametros de Hildebrand y de Hansen para

diferentes disolventes, como también para algunos analitos. Esto se ha realizado

e —
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tomando en cuenta la contribucién a la solubilidad de cada grupo quimico presente en

la molécula (Fitzpatrick y Dean, 2002).

Tabla 25. Eleccién del disolvente. Media geométrica del porcentaje de recuperacién para la

extraccion de los PBDEs en estudio

Meiosouno * o (ug/ml) [seomento * o (pg/mL)
Acetona 187+25 358+0,7
metanol (MeOH) 16,1+2,7 32828
n-hexano 124+26 36,1+46
diclorometano (DCM) 194134 37,3+39
acetona/n-hexano 186+2,8 25655
MeOH/n-hexano 18,3+2,8 31,345
acetona/DCM 166+ 6,8 33051
MeOH/DCM 16,5+2,6 30220

Concentracién agregada: 1ug/mL, o: desviacion estandar, n = 2

Es asi que se calcularon de manera teérica los parametros de Hildebrand y de
Hansen para los compuestos en estudio (Tabla 26), en la cual se muestran los valores
para los disolventes utilizados y los analitos clasificados de acuerdo al nimero de
atomos de bromo en la molécula. En el caso de las mezclas de disolvente, se tomo el
cuenta el 50% del aporte de cada disolvente (Fitzpatrick y Dean, 2002). De acuerdo a
los valores de solubilidad calculados de para los analitos y los diferentes disolventes,
los valores de & deben ser los mas cercano posible entre el analito y disolvente. Para
el estudio realizado existe una relacién entre el porcentaje de extracciéon de todos los

analitos obtenido con DCM y los valores de &, en las dos muestras. En el caso de la

acetona, a pesar del valor de &, es menor, se debe considerar que el disolvente debe

e
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ser capaz de penetrar en la muestra y romper las interacciones que tiene el analito con

la matriz.

Tabla 26. Parametro de Hindebrand y Hanson teéricos para los PBDEs y de los disolventes utilizados

iZ(calimol)  &f (calimol)  si(calimol)  3:(cal/mol)

4-Br (BDE - 47) 7,43 11,68 76,65 101,73
5-Br (BDE - 85, BDE - 99, BDE - 100) 8.21 12,95 73,63 100,16
6-Br (BDE — 153, BDE — 154) 8.84 13,98 71,19 98.89
Acetona 0,00 0,00 53,04 53,04
Metanol 3,12 24,96 62,09 104,52
n-hexano 10,28 12,21 41,13 82,26
Diclorometano (DCM) 106,90 18,39 66,55 189,54
Acetona/n-hexano 514 6,11 47,09 67,65
Metanol/n-hexano 8,70 18,59 51,61 93,39
Acetona/ DCM 53,45 9,20 59,80 121,29

Metanol/ DCM 55,01 21,68 64,32 147,03

Los valores calculados para & muestran que las mezclas de disolvente no
fueron eficientes (se obtuvieron valores de porcentaje de recuperacion menores), para
estas muestras, ya que se pierde parte de la capacidad de solvatacion de cada

disolvente al mezclarse.
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5.10. Optimizacién de las variables quimicas para la extraccion de los PBDEs
desde las muestras-modelo de biosdlido con extraccion con disolvente

presurizado (PLE), a través un diseiio factorial de “screening”

Uno de los objetivos de las técnicas de extraccion es conseguir una extraccion
cuantitativa del analito desde la matriz, donde el disolvente sea capaz de romper las
interacciones que mantienen al analito unido a la matriz y a su vez lograr disolverlo

para sacarlo desde la matriz de trabajo.

Ademas, se quiere lograr disminuir el gran consumo de tiempo de trabajo y un
volumen de disolvente importante, lo que en la actualidad también es preponderante
debido a los problemas ambientales que causan los desechos de disolvente, y para

procesar una mayor cantidad de muestra.

Es asi, que se utilizan técnicas de extraccion con fuentes de energia
adicionales que mejoran la lixiviacion del analito. Entre las técnicas de extraccion
modemas se encuentran la extraccién con fluidos supercriticos (SFE), la extraccion
asistida por microondas (MAE) (Bayen y col., 2004; Tan y col., 2007), la extraccion
asistida por ultrasonidos (USE) (Marvin y col., 2007; Salgado-Petinal y col., 2006) y la

extraccion con disolvente presurizado (PLE) (de la Cal y col., 2003).

Se optimizaron las condiciones experimentales que influyen en el proceso de
extraccion de los PBDEs desde las muestras-modelo, para lo cual se utilizé un disefio

factorial completo de dos niveles (FFD), de caracter exploratorio, que permite
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determinar si ciertos factores o interacciones entre los factores, tienen un efecto sobre

la extraccion de PBDEs y estimar la magnitud de tales factores.

Para esta etapa se seleccionaron un intervalo de disolvente (acetona a DCM),
con un punto central correspondiente a una mezcla 1:1 v/v acetona/DCM, ademas de
un intervalo de cantidad de muestra (200 a 600 mg) a temperatura, tiempo y flujo
constante. Se seleccionaron estas variables de acuerdo a lo descrito en un trabajo de
Eljarrat y colaboradores (Eljarrat y col., 2008). Los resultados para esta etapa para la

muestra de biosélido se muestran en la Figura 28a, b y c.

El grafico de Pareto muestra la significancia estadistica de cada factor que esta
en estudio; en este grafico se muestra cada uno de los efectos en orden decreciente,
siendo el largo de la barra proporcional al efecto estandarizado, correspondiente al
coeficiente del modelo dividido por su error estandar. En este caso, se utiliza en test de
Student para calcular la significancia estadistica con un limite de confianza igual a un

95%.
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Figura 28a. Gréfico de Pareto estandarizado para la extracciéon PLE de la muestra de biosélido
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Figura 28b. Grafico de Pareto estandarizado para la extracciéon PLE de la muestra de biosdlido
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Figura 28c. Gréfico de Pareto estandarizado para la extraccién PLE de la muestra de biosdlido

Se observa en la Figura 28, que la cantidad de muestra es el factor mas
significativo, pero en forma negativa, es decir, que se obtendria una mayor extraccion
con una menor cantidad de muestra. Al utilizar una mayor cantidad de muestra, no hay
espacio suficiente dentro de la celda de extraccion para que el disolvente entre en

contacto con la muestra.
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El disolvente influye en forma positiva en la extraccién, es decir, a mayor

cantidad de disolvente, la extraccién es mas eficiente. En este caso, el disolvente fluye

por el sistema, por lo que a tiempos mayores de extraccién se obtendrian mejores

resultados, lo que hace necesario el estudio de otros factores. La Tabla 27 resume la

significancia estadistica para los analitos en estudio.

Tabla 27. Resumen de la significancia estadistica y caracteristicas del modelo para biosélido

A B AB r* (%) o p-value
BDE-47 - + - 99,33 0,011 0,1329
BDE-85 - + - 74,01 0,011 0,0024
BDE-99 - . - 91,78 0,003 0,0006
BDE-100 - - + 88,36 0,007 0,0330
BDE-153 - + + 87,41 0,003  0,0004
BDE-154 - + + 87,36 0,003  0,0003

A: Cantidad de muestra, B: Tipo de disolvente

En un disefio experimental es necesario tener 3 valores para cada factor en

estudio, dos valores extremos y punto central. En el caso del tipo de disolvente, en el

que se estudia acetona y DCM, segun lo encontrado en experiencias ya descritas, el

punto central corresponde a un mezcla 1:1 v/iv de los disolventes. En el estudio de

disolvente, el uso de esta mezcla para la extraccion de los PBDEs no fue eficiente en

las condiciones experimentales descritas, por lo que no se deberia estudiar

nuevamente en la optimizacion de las variables de extraccion PLE. En este tipo de

extraccion, las condiciones experimentales son mas “drasticas”, dadas por la presién y
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temperatura, por lo que el comportamiento de la mezcla seria distinto, y es necesario

su uso por el fundamento que tiene el disefio experimental.

Las interacciones entre las variables, como también los valores cuadraticos de
cada uno, describen curvaturas en las superficies de respuesta, lo que permite
encontrar maximos y minimos para la respuesta. En la Tabla 26 se muestran ademas
valores del coeficiente de determinacion () y la carencia de ajuste (p-value), obtenidos
del analisis de varianza. Estos valores representan la confiabilidad del modelo
propuesto, y si éste es capaz de realizar una buena descripcion. Como se observa en
la Tabla 26 los valores de r* son bastante altos, con lo que explican desde un 74%, la
variabilidad del comportamiento de los analitos estudiados. Si el p-value es < 0,05
existe una carencia de ajuste estadisticamente significativa, con un limite de confianza
de un 95%. En el caso del BDE-47, deben existir otros factores que influyan en el

proceso de extraccion (Tabla 28).

Se calculd la funcion de deseabilidad de Derringer (D) (Jimidar y col., 1996;
Jancic-Stojanovic y col., 2009), en la cual, cada valor de respuesta se transforma en un
valor di(x) adimensional, entonces se calcula la deseabilidad total D, dada por la

ecuacion 14

Dxw) = (=, d; )™ (14)

Esta funciéon permite encontral el valor de la variable de entrada que maximice

el valor de D, cuya escala va de 0 a 1 y los coeficientes w;, que corresponden al peso

e —
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especifico para cada respuesta, indicando cual de todas las variables tienen mayor
peso sobre la respuesta combinada. Si w; = 1 para todos los pesos, D se calcula como
la media geométrica (Derringer y Suich, 1980). El modelo propuesto para la extraccion
de PBDEs con un R* = 99,38% y un p-value de 0,0117 con un 95% de confianza,
entregd como resultado de los factores estudiados 200 mg de muestra y acetona como

extractante.

Tabla 28. Valores éptimos de cada factor, para cada grupo de compuestos en la optimizacién

para la extraccion desde la muestra de biosoélido

Cantidad de muestra 1-'ipo de d-isolvente

Valor codificado Valor natural (mg)  Valor codificado Valor natural (%)

BDE-47 -1 200 1 DCM (100%)
BDE-85 -1 200 -1 Acetona (100%)
BDE-99 -1 200 1 DCM (100%)
BDE-100 -1 200 -1 Acetona (100%)
BDE-153 -1 200 -1 Acetona (100%)
BDE-154 -1 200 -1 Acetona (100%)

5.11. Optimizacion de las variables quimicas para la extraccion de los PBDEs
desde las muestras-modelo de sedimento con extraccion con disolvente

presurizado (PLE), a través un diseio factorial de screening

En el caso de la muestra de sedimento se siguié el mismo procedimiento que

para la muestra de biosélido. Los resultados se muestran en la Figura 29a, by c.

A ——
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Figura 29a. Grafico de Pareto estandarizado para la extraccion PLE de la muestra de sedimento
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Figura 29b. Grafico de Pareto estandarizado para la extraccion PLE de la muestra de sedimento
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Figura 29c. Gréafico de Pareto estandarizado para la extraccion PLE de la muestra de sedimento

Los graficos de Pareto (Figura 29) para los analitos en estudio, muestran que
para los congéneres 85, 99 y 100 el disolvente resulta significativo, al igual que la
interacciones entre los factores para los congénres 47, 153 y 154, con lo que seria
necesario una mayor tiempo de extraccion para conseguir una extraccion cuantitativa

desde la muestra-modelo de sedimento. En la Tabla 28, se resumen estos efectos y se
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muestran los valores de r’ y “p-value”, que corroboran la significancia estadistica de los

factores.

Al analizar la Tabla 29, para el congénere 47 se explica un 58,84 + 0,03 % de la

variabilidad de la respuesta, para el congénere 85 un 22,36 * 0,14%, para el

congénere 99 un 38,55 + 0,14% y para el congénere 153 un 82,13 + 0,07% con valores

de p-value de 0,0132, 0,0038, 0,0395 y 0,0387, respectivamente con un limite de

confianza de un 95%.

valores de “p-value” >0,05, lo que no hace confiable la respuesta.

En el caso de los otros congéneres la respuestas presentan

Tabla 29. Resumen de la significancia estadistica y caracteristicas del modelo para sedimento

A B AB R* (%) o p-value
BDE-47 - - - 58,84 0,03 0,0132
BDE-85 - + + 22,36 0,04 0,0038
BDE-99 - - - 38,55 0,14 0,0395
BDE-100 - - + 91,91 0,08 0,7672
BDE-153 - - - 82,13 0,07 0,0387
BDE-154 - - - 56,04 0,04 0,1871

A: Cantidad de muestra, B: Tipo de disolvente

Estos resultados muestran que seria necesario optimizar las otras variables que

influyen en el proceso de extraccion. En la Tabla 30, se muestra un resumen de los

valores optimos calculados para el modelo establecido para cada analito.
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Tabla 30. Valores éptimos de cada factor, para cada grupo de compuestos en la optimizacion

para la extraccion desde la muestra de sedimento

Cantidad de muestra Tipo de disolvente
Valor Valor natural
Valor codificado Valor natural (%)
codificado (mg)
BDE-47 1 200 1 DCM (100%)
BDE-85 K 200 1 DCM (100%)
BDE-99 -1 200 -1 Acetona (100%)
BDE-100 -1 200 -1 Acetona (100%)
BDE-153 1 600 -1 Acetona (100%)
BDE-154 1 600 -1 Acetona (100%)

Acorde a los resultados observados en la Tabla 30 se hace necesario calcular
la funcion de Derringer, para establecer el peso especifico de los factores sobre la

extraccion de todos los analitos, y saber cuales son estadisticamente significativos.

Ninguno de los factores estudiados resultd significativo para la respuesta
combinada, con lo que el modelo propuesto no seria el adecuado, siendo necesario
estudiar la variaciéon de otros factores que influyan sobre la extraccion de los analitos.
Para este disefio, el valor de R? es de 12,34 + 0,08% de la variabilidad de la respuesta
con un p-value de 0,172 a un 95% de confianza. Ademas el modelo arrojé como un
valor 6ptimo una mezcla de ambos disolventes (acetona y DCM) en estudio, por lo que

se decidio optimizar la mezcla de ambos, con una cantidad minima de muestra.
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5.12. Optimizacion de las variables de extraccion con disolvente presurizado

(PLE) para las muestras-modelo de biosolido, a través de un disefio de

compuestos centrales

Para esta etapa de optimizacion de la extraccién de PBDEs, se utilizé un disefio
de segundo orden, que permite describir de manera mas detallada la respuesta

esperada. Un disefio de segundo orden viene dado por (Park y col., 2008):

Vo = "8(} Ell Ztlﬁ;x:u T ZK=1ﬁ""“.:u. +E?=:1 ’g:yxzuxm 2 £y (-Ll =12.., b‘} (15)

(48 ¢
Donde x;, es el valor de la variable x; a un punto experimental u y &, errores

aleatorios no correlacionados con varianza promedio cero.

El disefio de compuestos centrales (CCD) fue propuesto por Box y Wilson como
una alternativa al factorial 3*; basicamente consiste de un nucleo factorial 2%, cuyos
niveles de los factores se codifican con +1 y —1, asi como niveles a que pueden variar
de acuerdo al numero de factores a evaluar. Box y Wilson (Box y Wilson, 1951)
sefialan que el disefio consiste de puntos en los vértices de un cubo correspondiente a
un arreglo factorial 2* o alguna fraccién conveniente, con (1, +1,..., 1), al mismo
tiempo se le hace corresponder n, puntos «estrella» con coordenadas (+a, 0, 0,..., 0),
(0, #a, 0, 0,...,0),..., (0, O, O, ..., £a) y n, puntos en el centro con coordenadas (0, O,
0,...,0). El nimero de tratamientos en un CCD, cuando se usa el nucleo 2% se
determina por la expresion siguiente: N = 2 + 2k + n, donde k es el nimero de

factores, y ny el nimero de repeticiones del tratamiento central. El objetivo de repetir el
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tratamiento central es lograr la estimacion del error experimental, y reducir la varianza
de las estimaciones en el centro de la region experimental. Existen tres posibles CCD
de acuerdo a tres definiciones, diserfios rotables, disefios ortogonales, y disefios

rotables y ortogonales.

La rotabilidad (disefio rotable) expresa la confianza de las predicciones del
modelo en base sélo a la distancia al centro del disefio, distancia que es igual para
todos los puntos definidos y que viene dada por el valor de a. El valor a no depende de

los puntos centrales del disefio (Park y col., 2008).

En el disefio ortogonal todas las covarianzas entre los coeficientes de regresion
estimados, excepto C,, (b, b;) son cero. Pero si la matriz (X'X)" es una matriz
diagonal, entonces el término C,, (b;, b;) también es cero. A esta propiedad se le
conoce como ortogonalidad (Park y col., 2008). Un disefio ortogonal proveera de un
calculo mas simple de obtener y estimaciones no correlacionadas de los coeficientes
de respuesta del modelo. De acuerdo a los resultados mostrados anteriormente, los
disefios de optimizacion para la muestra-modelo de biosélido se muestran en la Figura

29a,byc

Como se observa en los graficos de Pareto (Figura 30), para algunos analitos,
los factores en estudio no fueron significativos, pero en el caso de los congéneres 47 y
99, el tiempo dinamico y el tiempo estatico son significativos para la extraccién,
ademas de interacciones cuadraticas de los mismos factores, como con otros. Por lo

que se necesita un tiempo mayor para el disolvente esté en contacto con la matriz y se
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logre la desorcion de los analitos desde ésta. La Tabla 30 muestra un resumen de la

influencia de los factores.
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Figura 30a. Grafico de Pareto estandarizado para los PBDEs en la muestra de biosélido
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Figura 30b. Grafico de Pareto estandarizado para los PBDEs en la muestra de biosélido
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Tabla 31. Resumen de la significancia estadistica y caracteristicas del modelo para biosélido

r SD p-value
BDE-47 92,31 0,03 0,0024
BDE-85 75,34 0,012 0,42
BDE-99 92,34 0,004 0,0001
BDE-100 86,44 0,014 0,29
BDE-153 82,22 0,011 0,29
BDE-154 83,21 0,012 0,33

Para la optimizacion de la extraccion de la muestra-modelo de biosélido, se
obtuvieron valores de coeficientes de determinacion r? (Tabla 31) sobre un 75% para
explicar la variabilidad de la respuesta y con un pequefio error asociado. El “p-value”
calculado para los congéneres 47 y 99 fueron < 0,05 (con un limite de confianza de un
95%). Ya que el objetivo es lograr la mayor extraccion de los todos analitos en las
condiciones seleccionadas se calculé la funcién de Derringer para conocer cual es el
peso especifico de todos los factores sobre la extraccion de todos los analitos (Figura

31).

El grafico de Pareto (Figura 31) muestra que la interaccion cuadratica del
tiempo dinamico es el factor mas significativo para la extracciéon de todos los PBDEs
estudiados, de acuerdo a todos los criterios ya mencionados. El grafico de superficie
de respuesta entrega una informacién del comportamiento de extraccion de los
analitos, de tal manera que a un flujo y tiempo dinamico constante, se logra obtener un
valor maximo a una temperatura y tiempo estatico determinado. Esta tendencia se

repitid al graficar las otras variables (Tabla 32).
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Tabla 32. Valores 6ptimos de los factores estudiados para cada analito y la Funcién D en la

muestra-modelo de biosolido

T (°C) testiTico (min) tonamico (min) Flujo (mL/min)

Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor

codificado  natural  codificado  natural  codificado  natural codificado  natural

BDE-47 -0,081 115,7 -0,216 31,52 1,54 59,84 0,056 3,07
BDE-85 -0,58 90,0 -1,54 10,16 1,54 59,84 -1,54 1,01
BDE-99 0,083 1241 0,041 35,66 -1,54 10,16 -0,08 2,90
BDE-100 -0,28 105,4 -0,40 28,55 1,54 59,84 -0,097 2,87
BDE-153 -0,98 69,3 -1,54 10,16 -1,54 10,16 -1,54 1,01
BDE-154 -1,54 40,0 -1,54 10,16 -1,53 10,32 -0,74 2,05
D -1,49 43,0 -0,11 33,23 -1,54 10,16 0,41 2,47

Los resultados reflejan que se obtuvo una metodologia de trabajo para la
extraccion de los analitos desde la matriz con un tiempo relativamente corto, de menos
de 45 min., con un gasto de disolvente de aproximadamente 50 a 60 mL y una
temperatura de 43°C. Dentro de las propiedades quimicas del disolvente que se
modifican con las condiciones sub-criticas, la constante dieléctrica es una de ella,
ademas de la densidad y la viscosidad, entre otras. De esta manera no se necesita
elevar la temperatura, por lo que las modificaciones producidas por la presion de
trabajo sobre las condiciones del disolvente serian las necesarias para lograr la
extraccion. En este contexto se realizara una modificacion al equipo de extraccion y se
reemplazara el horno por un bafio de ultrasonido, que permite calentar la celda de

extraccion y nos entrega una energia adicional que también puede asistir el proceso de
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extraccion, con el objetivo de reducir los tiempos de extraccion, de manera de obtener '

una metodologia de trabajo aun mas eficiente.

5.13. Optimizacion de las variables de extraccion con disolvente presurizado

(PLE) para las muestras-modelo de sedimento.

Para la muestra de sedimento no se encontré un Unico disolvente para trabajar,
como lo fue con la muestra de biosélido y fue necesario optimizar este factor, ademas
de los otros factores que se estudiaron. Los resultados para todos los analitos en

estudio se muestran en la Figura 32a, by c.
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Figura 32c. Gréfico de Pareto estandarizado para los PBDEs en la muestra de sedimento

Como se observa en la Figura 32, muchos de los factores, al igual las
interacciones cuadraticas son significativas para la extraccién de los PBDEs desde la
muestra-modelo de sedimento, y en donde el tiempo dinamico de extraccién es

preponderante.

- ]
Tesis Doctoral — Jorge E. Rivas Pérez 159




Resultados y Discusion
#

Dentro de los casos estudiados, destaca el congénere 99, en el cual hay un
gran numero de interacciones que influyen positivamente sobre la extraccion, lo que
permite concluir que las variables de la extraccién interaccionan entre ellas y que un
cambio en una de ellas influyen sobre las ofras, y por ende en el proceso de

extraccion.

Otro caso que sobresale, son los congéneres 153 y 154, en los cuales existen
algunos factores y sus interacciones que influyen sobre la extraccion, pero en uno la
influencia es positiva y en otra es negativa por lo que el congénere 153 quedé mas
retenido que el otro sobre el sélido, ya que al ser mas apolar que el congénere 154
necesitaria un tiempo mayor para romper las interacciones hidrofébicas formadas entre
los analitos y la fase sélida (Braekevelt y col., 2003). Asi, al aumentar los valores de los
factores, aumenta la extraccion de uno (el menos retenido); en cambio, a valores
mayores, ya se extrajo cuantitativamente el analito menos retenido, ademas de extraer
el analito mas retenido. Un resumen de la significancia estadistica de todos los factores

y de los parametros del modelo seleccionado se muestra en la Tabla 33.

Realizando un analisis de los parametros del disefio propuesto, se obtuvieron
regresiones que explican en un alto grado la variabilidad de la respuesta, con un 75% y
un error asociado muy bajo, ademas de valores de “p-value® muy bajos en todos los
casos, con lo que se obtuvo un disefio 6ptimo para la extraccion de los analitos. Se
calculd, al igual que para la muestra-modelo de biosélido, la funcién de Derringer
(Figura 33). En este caso existen varias interacciones entre los factores que influyen en
la extraccion de los analitos, y en general son interacciones con el tiempo, lo que

resultd ser el factor mas importante en la extraccion de los analitos.
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Tabla 33. Resumen de la significancia estadistica y caracteristicas del modelo para sedimento

R* SD p-value
BDE-47 73,76 0,013 0,0031
BDE-85 77,19 0,010 0,0468
BDE-99 73,91 0,0070 0,0133
BDE-100 56,19 0,014 0,0011
BDE-153 76,53 0,0037 0,0057
BDE-154 74,12 0,0039 0,0151

Como se observa en el grafico de Pareto de la Figura 33, al igual que con la
muestra-modelo de biosélido, el tiempo resultdé ser el factor que tiene mayor peso
sobre la extraccion de los analitos desde la muestra-modelo de sedimento.
Independiente del nimero de factores que influyen, el modelo es capaz de entregar los
valores 6ptimos para cada factor estudiado. Al observar el resultado de la funcion D
(Figura 33), se obtuvo un disefio que sera capaz de extraer en forma cuantitativa todos
los analitos estudiados. Con los resultados obtenidos, en la Tabla 33 se muestran los

valores dptimos para cada factor y la funcién D.

Los resultados obtenidos, muestran que se obtuvo un tiempo de trabajo corto
(30 min aproximadamente) y una cantidad de disolvente de entre 40 y 50 mL. En
cuanto al disolvente de extraccién se obtuvo acetona, resultado esperable, ya que los
analitos son relativamente solubles en este disolvente (depende de la concentracion),
por lo que la desorcion de los analitos hacia la acetona es mucho mas efectiva de lo

que resulté con DCM o mezcla de acetona con DCM.
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Tesis Doctoral — Jorge E. Rivas Pérez 161




Resultados y Discusion

#

Tabla 34. Valores 6ptimos de los factores estudiados para cada analito y la Funcién D en la

muestra-modelo de sedimento

Disolvente *

T[°0)] testatico [min]  tomimico [min] Flujo [mL/min]
[%acetona]
Valor Valor Valor
Valor codificado  Valor codificado
codificado codificado codificado
BDE-47 -1,02 -1,66 -1,66 -0,52 -0,14
BDE-85 0,26 -1,66 -1,66 -1,58 -1,65
BDE-99 -1,66 -1,65 -1,66 -1,55 1,64
BDE-100 0,44 0,48 -1,66 -0,55 0,50
BDE-153 -1,66 1,15 1,66 0,99 1,66
BDE-154 -1,66 -1,12 1,66 0,57 1,66
D -1,66 -1,65 -0,98 -1,06 1,66
Disolvente *
T[°C)] testatico [min]  tomamico [min] Flujo [mL/min]
[%acetona]
“BDE-47 70,7 10,00 10,00 2.37 45,78
BDE-85 132,2 10,00 10,00 1,10 0,30
BDE-99 40,0 10,15 10,00 113 99,40
BDE-100 140,9 42,20 10,00 2,34 65,06
BDE-153 40,0 52,32 60,00 419 100,0
BDE-154 40,0 18,13 60,00 3,36 0,0
D 40,0 10,30 20,24 1,72 100,0

*En el caso del disolvente, el porcentaje restante corresponde a diclorometano

Un aspecto que se debe considerar es que no se pueden comparar las
muestras utilizadas ni lo modelos estadisticos, ya que estan formulados con el mismo
procedimiento, pero con diferente cantidad de variables. El hecho que se obtengan

mas interacciones con uno u otro disefio se deberia a que existe una mayor relacion

Bt e e e e
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entre las variables, y no existe sélo una de ellas que influyan de manera importante

sobre la respuesta.
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5.14. Parametros analiticos del método propuesto para la extraccion de PBDEs

desde muestras-modelo de biosélido y sedimento.

Se elaboraron las curvas de calibracion de los analitos en estudio, dentro de un
intervalo que fuese util para todas las mediciones que se realizaron, para lo cual se
trabajaron con 6 valores de concentracion por duplicado, los cuales se midieron en el
GC-ECD, de acuerdo a las condiciones cromatograficas previamente optimizadas

(ecuacién 16).

R=a+b=C (16)

En donde R, representa la relacién de areas entre cada analito y el area del
estandar interno utilizado, a es el intercepto de la ecuacién calculada, b la pendiente de
la curva y C la concentracién de analito. Ademas, se calcularon los limites de deteccion
(LD) y determinacion (LC) del método (ecuaciones 18 y 19), de acuerdo a lo descrito
por Baez y Zinger (Baez y Zinger, 1999) y otros parametros que se muestran en la

Tabla 35.

o3 (19) [ o
SR/C |I-' n-2)
LC= 10 (—h—)‘J—JL— (18)

———@
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Las curvas de calibracion se construyeron con 6 puntos por duplicado de cada
uno, y se realizaron en n-hexano, que fue disolvente en el cual se tiene el extracto final

de todos los experimentos realizados.

Tabla 35. Parametros analiticos del método cromatografico para los PBDEs estudiados (n = 12).

Intervalo de
btop a to, Sric  p-value
concentraciones
BDE-47 0,07452 - 3,645 33,79+ 0,34 -0,8543 + 0,576 1,49 04143
BDE-85 0,005566 - 0,27225 37,90+0,39 -0,1957 + 0,049 0,127 0,1604
BDE-99 0,1010 - 4,93875 24,02 +0,22 0,7425 + 0,499 1,292 00,9196
BDE-100 0,02054 - 1,004625 33,43+0,39 -0,3131 £ 0,182 047 0,1218
BDE-153 0,008832 - 0,432 40,56 + 0,38 -0,2023+0,0755 0,195 0,2529
BDE-154 0,00759 - 0,37125 40,48 + 0,41 -0,1055+0,0703 0,182 0,0780
R r [%] Linealidad* LD [pg/mL] LC [pg/mL]

BDE-47 0,9994 99,90 0,990 0,0190 0,0632
BDE-85 0,9995 99,89 0,990 0,0010 0,0032
BDE-99 0,9996 99,92 0,991 0,0177 0,0591
BDE-100 0,9993 99,86 0,988 0,0064 0,0213
BDE-153 0,9996 99,82 0,991 0,0018 0,0060
BDE-154 0,9995 99,90 0,990 0,0019 0.0065

* Linealidad = 1 — (SDw/b)

“
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5.15. Aplicacion a muestras sintéticas. Comparacion con el sistema de extraccion

Soxhlet

Dentro del desarrollo de nuevas metodologias de extraccion sélido-liquido es
fundamental comparar con técnicas de extracciéon, en las cuales el proceso de
lixiviacién, es gobernado por la capacidad del disolvente, generaimente calentado, de
romper las interacciones que mantienen unido al analito con la matriz, y ademas de ser

capaz de disolver al analito de interes.

La extraccion Soxhlet, se ha utilizado en un sinnimero de métodos analiticos
(Kiviranta y col., 2004; Gevao y col., 2006), y tiene una gran ventaja con respecto a
algunas metodologias de extraccion modernas como el sistema comercial ASE ® o la
técnica MAE, ya que en la extraccion Soxhlet entra en la celda de extraccion una
cantidad de disolvente fresco que estd en contacto con la muestra. Dentro de las
desventajas de este sistema de extraccion es la pérdida de calor en la celda de
extraccion, ya que el calentamiento del disolvente se produce en un lugar distinto en
donde ocurre la lixiviacion del analito, y existe la posibilidad de una descomposicion de
analitos termolabiles. Esta técnica consume un gran volumen de disolventes, y con un
largo tiempo de extraccion. La metodologia de extraccion optimizada utiliza un
disolvente sobrecalentado, ya que se alcanzan presiones similares a la presion critica,
pero temperaturas muy por debajo la temperatura critica. Las metodologias de
extraccion optimizadas se aplicaron sobre una muestra sintética de cada muestra-
modelo, y ademas se realizé una extraccion Soxhlet para comparar los resultados

obtenidos (Tabla 36), de manera de validar la técnica de extraccion propuesta.
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Tabla 36. Porcentajes de Recuperacion de los PBDEs desde muestras-modelo de biosélido y

sedimento por extraccion PLE y Soxhlet

BIOSOLIDO SEDIMENTO
PLE [% % s] Soxhlet [% + s] PLE [% % s] Soxhlet [% + s]
BDE-47 89,7 +41 825+19 976127 88,093
BDE-85 109,2 £ 3,7 98,6+28 104,9 £ 6,1 93,7+13,0
BDE-99 998+24 991+1.4 102,2+1,0 995+20
BDE-100 93,9+42 97,320 101,1+6,0 97,3+20
BDE-153 1019+ 561 96,7 +4,2 101,9+£5/1 796+5,5
BDE-154 104,8+ 5,3 102,6 £ 5,3 1076+48 99,5+1,0

Como se observa en la Tabla 36, se obtuvo una recuperacion cuantitativa de
todos los analitos por las dos técnicas de extraccion, pero con diferencias en los
tiempos y cantidad de disolvente y muestra utilizada (Tabla 37). La diferencia por la
cual la metodologia propuesta es, en término de tiempo y volumen de disolvente, mas

eficiente que la metodologia Soxhlet.

Tabla 37. Comparacion de condiciones de trabajo para la extraccién de PBDEs desde muestras de

biosdlido y sedimento.

PLE Soxhlet

T (°C) t (min) V (mL) m (g) T(°C) t (min) V(mL) m(g)

“Biosolido 432 45 50 - 60 0,2 56,0 1440 200 2,0

Sedimento 40,0 30 40-50 0.2 56,0 1440 200 2,0

El modelo optimizado para la extraccion demostré que la acetona es el
disolvente con el que se obtendrian los mejores resultados. Este, tiene una capacidad

de disolver a los analitos sin problemas en la zona de trabajo, pero se debe pensar que
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la acetona debe ser capaz de romper interacciones de PBDEs con la matriz. Los
PBDEs, compuestos hidrofébicos (Kow altos), de acuerdo a su estructura, pueden
unirse por interacciones hidrofébicas, como también formar puentes de hidrégeno. Asi,
la acetona al ser presurizada y calentada es capaz de romper estas interacciones mas
rapidamente que lo obtenido con el Soxhlet, ya que ademas aumenta la capacidad de

difundir de mejor manera dentro de la matriz.

5.16. Comparacién de Técnicas de extraccion

Para verificar la eficiencia de la metodologia de extraccion propuesta
(extraccion PLE), se realizé la extraccion de los analitos desde la muestra-modelo de
sedimento y biosdlido B con una modificacién a la técnica PLE, la cual presuriza el
disolvente con una bomba HPLC que dispone la configuracion del sistema de
extraccion y un horno que calienta la celda de extraccion y por ende la muestras con el
disolvente. La modificacion consisti6 en reemplazar el horno por un bafio de
ultrasonido, con lo cual se cambia la fuente de energia externa que asiste el proceso

de extraccion (PLE-USE).

Al analizar los resultados de la Tabla 37 y 38, se observa que tanto la
extraccion PLE y la extraccién PLE-USE, la recuperacion promedio de los analitos
estudiados es cuantitativa, en las muestras de biosélido y de sedimento. Para
comprobar que los analitos se pueden extraer cuantitativamente, pero con tiempos
mas cortos y menos cantidad de disolvente, se compar6 los valores de recuperacion

por las técnicas Soxhlet y por agitacién a temperatura ambiente.

#
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Como se observa en la Tabla 38 y 39, para la extraccion Soxhlet, se obtuvo

una extraccién cuantitativa, pero a tiempos mucho mayores que lo obtenido con la
extraccion PLE. La extraccion Soxhlet es un tipo de extraccion, en la cual se realizan el
proceso de lixiviacion de manera sucesiva, ya que ingresa un volumen de solvente
fresco a la muestra, por lo que se alcanzan resultados satisfactorios desde el punto de
vista de la recuperacion de los analitos desde la muestra. Las técnicas de extraccion
propuestas (PLE y PLE-USE) permiten disminuir los tiempos de extraccion, utilizando
cantidades de disolventes bajos, con un resultado cuantitativo, ya que la fuente de
energia externa modifica las propiedades del disolvente, pudiendo éste penetrar mas
facilmente dentro de la muestra, lo que permite interaccionar mas eficientemente con

el analito.

Al tomar en cuenta el proceso de extraccion por agitacion simple, el disolvente
y la muestra con los analitos entran en contacto, sélo por la agitacion continua del
sistema, por lo que el disolvente no penetraria con la misma fuerza dentro de la matriz,
por ende las posibilidades de interaccién analito-disolvente son menores, obteniendo

porcentaje de recuperacion pobres.

De esta manera la fuente de energia externa (presion, temperatura y
ultrasonido), acompafiada de una extracciéon en continuo, permite una extraccion
cuantitativa de los analitos en estudio dentro de las muestras-modelo seleccionadas,
en tiempos cortos de trabajo, ya que se puede extraer el analitos en este tiempo, no
sélo de la fraccién labil, sino de la fraccion mas inerte, en donde el analitos se

encuentra retenido con mayor fuerza.

@
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Tabla 38. Comparacion de condiciones de trabajo para la extraccion de PBDEs desde muestras

de biosélido y porcentaje de recuperacién de los analitos.

P [psi] T[°C] t [min] Flujo
PLE 1500 43,2 45 2,47 [mL/min]
Soxhlet 14 - 1440 6 [ciclos/h]
PLE-USE 1500 50 50 2,47 [mL/min]
Agitacién 14 25 120 0
RECUPERACION [% % s]

BDE-47 BDE-85 BDE-99 BDE-100 BDE-153 BDE-154
PLE 89,7+4,1 109,2 + 3,7 998+24 93,9142 101,9+ 5,1 104,8 +5,3
Soxhlet 825+19 986+28 991+14 97,3+2,0 96,7 +4,2 102,3+53
PLE-USE 80,1+1,3 852+25 90,5+18 98,5+2,1 97,4+ 3,1 98,2+2,3
Agitacion 22107 152 12 17,8+0,3 18,5+1,1 210+ 185+1.8

Disolvente: acetona
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Tabla 39. Comparacion de condiciones de trabajo para la extraccién de PBDEs desde muestras

de sedimento y porcentaje de recuperacion de los analitos.

P [psi] T[°C] t [min] Flujo
PLE 1500 432 30 1,72 [mUmin]
Soxhlet 14 7 1440 6 [ciclos/h]
PLE-USE 1500 50 50 1,72 [mUmin]
Agitacion 14 25 120 0
RECUPERACION [% # s]
BDE-47 BDE-85 BDE-99 BDE-100  BDE-153  BDE-154
PLE 976+27 1049:61 1022%+10 101,160 101,9+51 1076+48
Soxhlet 880£93 937+130 995%20 973+20 796+55 995+10

PLE-USE 98,4+ 3.1 90,1+3,0 982+24 96,2+ 51 896134 926+35

Agitacion 494+87 399+00 35,7157 36,4+28 294178 282+9.2

Disolvente: acetona

ﬁ
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5.17. Aplicacion a muestras reales

El método propuesto se aplicé en muestras reales de sedimentos y de biosolido
disponibles en el laboratorio. Estas muestras se caracterizaron en términos del
contenido de MO y pH, y corresponden a muestras de sedimento de la cuenca del Rio
Cachapoal y Aconcagua, y muestras de biosélidos de una planta de tratamiento de

aguas de 2007 y 2008. Los resultados se muestran en la Tabla 40.

Tabla 40. Aplicacion del método propuesto en muestras reales fortificadas de sedimentos y

biosdlidos.

Cuenca Rio Aconcagua

Carbono organico [% % s] pH

Rio Colorado 2,48 + 0,02 8,00 + 0,02
Rio Juncal 0.95+0,02 8,00 £ 0,02

Cuenca Rio Cachapoal
Rio Coya 0,37 £ 0,02 8,10 £ 0,02
Rio Coinco 0,48 + 0,03 7,27 £ 0,02

Planta de tratamiento de aguas

BET - 2007 24305 7,01
BET — 2008 234+05 -

En este caso, al aplicar el método propuesto a las muestras reales, no se
detect6 la presencia de los analitos, que desde un punto de vista medioambiental es
un resultado positivo, porque estos sistemas no se encuentran contaminados con
PBDEs. Esto no significa que los analitos no se encuentren presentes en las muestras

analizadas, ya que se debe considerar los limites de deteccion y de preconcentracion

p
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de la técnica cromatografica y de extraccion, respectivamente. A pesar de la
cromatografia GC-ECD es una técnica sensible para compuestos halogenados como
los PBDEs, los limites de deteccién y cuantificacion estan a nivel de ug/mL (Tabla 34),
que al comparar con los resultados encontrados en literatura, los niveles de
concentracion encontrados para los PBDEs en muestras de sedimentos y biosélidos
estan a niveles de ng/g y en algunos casos pg/g de muestra (Chen y col., 2009; Leisa-
Marie y col., 2008; Li y col., 2010; Sullivan y col., 2007). Ademas, el nivel de
preconcentracion alcanzado en el trabajo realizado fue alto, ya que las cantidades de
muestra usadas son bajas, pero debido al alcance de la técnica de determinacion se
podria haber utilizado una mayor cantidad de muestra, pero los resultados de la
optimizacion mostraron que una mayor cantidad de muestra no es apropiado para la
obtencién de los parametros mas altos posible con respecto a la eficiencia para la

extraccion de los analitos.

En general, la literatura muestra que el uso de GC-MS se privilegia, ya que esta
técnica entrega el espectro de masa del analitos estudiado, permitiendo no sélo una
comparacion de los resultados de los tiempos de retencion de los estandares. Para
lograr niveles de deteccion a los niveles de ng/g o pg/g de muestra, se utiliza la
modalidad de ionizacién quimica negativa (NCI), que es mucho mas sensible para este
tipo de analito que otras modalidades de ionizacion de los analitos para el detector MS

(Chen y col., 2009; Liy col., 2010)

Para comprobar la validez del método, a una cantidad determinada de cada
una de las muestras, se agregd una cantidad de estandar de PBDEs, de manera que

la concentracion de analito fue de 2 ug/g de PBDEs totales (Tabla 40).

W
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Tabla 41. Porcentajes de Recuperacion de los PBDEs desde muestras-modelo de biosélido y

sedimento por extraccion PLE y Soxhlet

Rio Rio Rio Rio

Colorado Juncal Coya Coinco BET-2007 BET-2008

RECUPERACION [% % s]

BDE-47 86,0+23 95,1+26 935+34 952+17 88,1+25 93,0+1,6
BDE-85 76,7+19 870+3,4 80,337 89,1+36 75,1+ 3,5 90320
BDE-99 899+28 102,0+ 54 97,7+28 91,3137 888+45 878+21
BDE-100 852127 91,2+1,9 98,3+29 927+25 92055 853+1.8
BDE-153 87931 883+23 89,0+27 889+29 91,0145 93,1+28
BDE-154 84031 94,5+4,5 90,1+4,0 833126 857+39 952+3,7

Como se observa en la Tabla 41, los resultados obtenidos para la extraccion de
los PBDEs por la técnica PLE es valida, obteniendo un resultado cuantitativo, con
valores de recuperacion similares, en todas las muestras, siendo levemente superiores
en los sistemas con un contenido organico menor, en el caso de los sedimentos. En el
caso de las muestras de biosélidos, se quiso aplicar en muestras de distintos afios
para ver la posibilidad de cambio en la muestra con respecto al contenido que
pudiesen tener de PBDEs por motivos de contaminacién, pero no se detecto la

presencia de éstos en las muestras.
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6.- CONCLUSIONES

La separacién y determinacion de los difenil éter polibromados (PBDEs) por
cromatografia gaseosa con detector de captura de electrones (GC-ECD) fue exitosa,
ya que se alcanzé un alto grado de linealidad y una alta sensibilidad para los analitos

estudiados, segun los valores de los parametros analiticos instrumentales calculados.

A través de los valores de los parametros cromatograficos calculados, se
encontré una relacion entre los tiempos de retencion de los analitos y su polaridad
dada por los valores de logKow, en donde a mayor tiempo de retencién mas apolar o
mayor es el valor de logKow del compuesto. Los resultados obtenidos por GC-ECD, se
comprobaron a través de cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS),

la cual entrega el espectro de masa de cada compuesto.

Se elaboraron muestras-modelo de biosélido y sedimento simples y con
contenidos similares a muestra reales en cantidades conocidas, las cuales entregaron
una orientacién de las interacciones de los analitos con los componentes de la fase
solida y cudl seria el comportamiento que se obtendria en una muestra real de

biosélido y sedimento.

El estudio del efecto del contenido organico de las muestras sobre la retencién
de los PBDEs mostroé una mayor retencion en aquellas muestras con un alto contenido
organico, por ende una técnica de extraccion con fuente de energia adicional lixiviara
la fraccion de los analitos que se encuentre mas retenida en matriz de estudio.
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En el estudio de sorcién de los PBDEs, se utilizé un medio mixto entre una fase
acuosa y organica miscible, debido al caracter apolar de los PBDEs, Esto permitio
descartar algunos factores que alteren el comportamiento de sorcion. Las isotermas de
sorciéon elaboradas identificaron como uno de los mecanismos mas probables la
fisisorcion, segun los valores calculados para los parametros del modelo de
Freundlich. Se determiné cuales serian las tendencias encontradas entre distintos

analitos de una misma familia.

El uso de las isotermas de sorcion entregd un valor de concentracion adecuada
que permita la elaboracion mas real de un material de referencia para los estudios de
extraccién de los PBDEs en matrices de biosodlido y sedimento. El material de
referencia se validé midiendo a diferentes tiempos la extractabilidad de los PBDEs en
condiciones referenciales de extracciébn con la técnica propuesta y mediciones
continuas de los estandares para controlar una posible degradacion de los

compuestos.

La extraccion con disolvente presurizado (PLE) propuesta es una técnica de
extraccion rapida, eficiente y cuantitativa. Se logro identificar un disolvente adecuado y
correlacionarlas con algunos valores medidos y calculados para los disolventes
estudiados. Ya que existen varios factores que alternan el proceso de extraccion se
eligi6 como metodologia de optimizacion un disefio experimental multivariado, disefio
de compuestos centrales (CCD), el cual entregd estadisticamente los valores optimos

para cada factor estudiado.
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El método propuesto para la extraccion de PBDEs desde muestras-modelo de
biosélido y sedimento se aplico con éxito, obteniendo un método exacto, preciso,
selectivo, y con una alta sensibilidad, de acuerdo a las condiciones experimentales
optimizadas. El método optimizado se aplicé en muestra reales de sedimento y
biosdlido, donde no se encontré la presencia de los PBDEs, resultado que
ambientalmente es positivo, porque no habria contaminacién provocada por estos
compuestos. La técnica PLE, se compar6 con la extraccién Soxhlet, y extraccion PLE-
USE. Los resultados obtenidos la extraccion por PLE, resulté ser eficiente ya que en a
tiempo de extraccion y cantidad de disolvente bajas logré porcentajes de extraccion
similares a la técnica Soxhlet siendo, por lo tanto, una altenativa viable para la

extraccion de estos analitos.
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7. APORTES Y PROYECCIONES DE TESIS

Dentro de los aportes al conocimiento que se realizaron con este trabajo de

tesis se pueden mencionar en dos hechos en los cuales se dividio el trabajo.

El primero de ellos corresponde a la elaboracion de muestras-modelo de
biosélido y sedimento, en donde se modeld el contenido organico, ya que segun el
problema planteado, ésta influye sobre la retencién de los compuestos como los
PBDEs. Estos modelos permitieron, no sélo el estudio de sorcion sino ademas, los
posteriores estudios de extraccion por la técnica PLE en modo discontinuo-continuo

propuesta.

El estudio de sorcion de un compuesto de caracteristicas poco polares como
los PBDEs es un trabajo complejo, ya que las condiciones de laboratorio no se pueden
asemejar en todos los aspectos al comportamiento en la naturaleza, pero permitié
establecer tendencias del comportamiento de los analitos frente a muestras reales. A
través de las isotermas de sorcion se pudo establecer, en una primera linea el
comportamiento de los PBDEs en los sistemas modelo, que luego se podrian replicar
en sistemas reales. Estos modelos permitieron la interpretacion mas simple de los
resultados, ya que las muestras al tener multiples componentes, la interpretacion es
mas compleja. Asi se muestra la utilidad de dicha muestras modelos. Dentro de las
proyecciones y para completar el trabajo, se pueden estudiar el comportamiento de los

analitos en diferentes temperaturas, estudiar otras fases liquidas, ya sea la solucion
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acuosa o el solvente organico, o el estudio con muestras-modelo con otros
componentes.

Los estudios de extraccion realizados con PBDEs por la técnica propuesta a
través de un disefio de experimentos permitieron obtener una alternativa muchos mas
limpia para el medio ambiente, ya que se disminuyé el uso de solvente que la técnica
convencional utiliza, con tiempos de trabajo menores, y con un numero menor de
experimentos con respecto al método de trabajo univariado. Una de las principales
preocupaciones de estos estudios es también pensar en los desechos que se
producen del trabajo experimental. A pesar de que los resultados reflejan que la
técnica es cuantitativa, se pudo observar una tendencia que no se estudio, pero se
pudiera comparar la extraccion de ambas técnicas similares condiciones de tiempos,
se observaria que la extraccion Soxhlet solo extraeria la fase labil de los compuestos
en la muestra, y no la que estaria retenida en la fraccién mas inerte.

Asi, Los métodos desarrollados en este proyecto de tesis son simples, y cuyos
resultados fueron exactos y representativos desde las muestras con un proceso
analitico preciso, sensible y selectivo, entregando un aporte cientifico dtil para el

control de estos analitos en el medio ambiente.
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