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1 RESUMEN

Resumen

El objetivo del presente trabajo es el estudio de la extraccion de algunos de los
alquilfenoles méas comercializados (4-octilfenol, 4-terc-octilfenol y nonilfenol) y bisfenol
A mediante agua a presion sobrecalentada (PHWE) en algas marinas comestibles
comerciales y su posterior analisis mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién
acoplado a espectrometria de masas (HPLC-MS/MS). Se ha utilizado un disefio de
experiencias Plackett-Burman para averiguar las variables que afectan de forma mas
significativa a la extraccion. Se estudiaran como posibles variables la temperatura,
presion, tiempo y ciclos de extraccion, ratio dispersante(C18)-muestra, concentracion de
modificador (MeOH) y tiempo de purga. La importancia de cada variable se vera
representada mediante cartas Pareto de primer orden. Segun los resultados obtenidos,
excepto la presion, todas las demas variables han resultado significativas.

Resumo

O obxetivo do presente traballo é a estudo da extraccion dalguns dos alquilfenois mais
comercializados (4-octilfenol, 4-terc-octilfenol e nonilfenol) e bisfenol A mediante auga
a presion sobrequentada (PHWE) en algas marifias comestibles comerciales e o seu
posterior analise das mediante unha cromatografia de liquidos de alta resolucion acoplada
a espectroscopia de masas (HPLC-MS/MS). Utilizouse un desefio de experiencias
Plackett-Burman para averiguar as variables que afectan de forma mais significativa &
extraccion. Estudiaranse como posibles variables a temperatura, presion, tempo e ciclos
de extraccién, ratio dispersante(C18)-mostra, concentracion de modificador (MeOH) e
tempo de purga. A importancia de cada variable verase representada mediante cartas
Pareto de primer orde.. Segun os resultados obtidos, excepto a presion, todalas demais
variables resultaron significativas.

Summary

The aim of this study is to analyze the extraction of some of the most commercialized
alkyphenolic compounds (4-octylphenol, 4-terc-octylphenol and nonylphenol) and
bisphenol A by pressurized hot water extraction (PHWE) on commercial edible seaweed
and the analysis was performed using a high performance liquid chromatography (HPLC)
coupled to mass spectrometry. A Placket-Burman experimental design was used to find
the significant variables involved in the extraction. The potentially significant variables
are temperature, pressure, time, extraction time and cycles, dispersant(C18)-sample ratio,
modifier concentration (MeOH) and purge time. The importance of each variable will
studied by first order Pareto charts. The results show that, except pressure, every variable
is significative.






2 INTRODUCCION

2.1 ALQUILFENOLES Y BISFENOL A

Los alquilfenoles (APs) son compuestos derivados del fenol con una o mas cadenas
hidrocarbonadas conectadas al anillo aromatico. La longitud de las cadenas varia entre 1
y 12 carbonos y normalmente estan dispuestas en la posicion “para” del fenol. EIl gran
namero de ramificaciones posibles en la cadena hace que existan gran cantidad de
isdmeros, lo que hace que la familia de los alquilfenoles alcance aproximadamente 130
estructuras diferentes. Los mas utilizados industrialmente son los octil, nonil, decil,
dibutil y dodecilfenoles.

Actualmente la sintesis de alquilfenoles mas extendida de forma industrial se realiza a
partir de un fenol y el alqueno deseado en presencia de un catalizador:

P (CHy),
+ /\(CH2)x 4> /@/\ ’
HO HO

Aunque la forma mas extendida antiguamente era a partir del derivado halogenado del
alcano, pero ha caido en desuso:

Cl
OH
FeCl3
+
(CHy)x ’
‘ -HCl1



En la siguiente tabla se expresan los reactivos, condiciones y catalizadores usados en
diferentes sintesis industriales de nonilfenol y octilfenol (Tabla 1):

Tabla 1: Diferentes métodos de sintesis industrial de nonilfenol y alquilfenol.

Reactivos Temp. (C) Catalizador Producto Rend. %
Fenol | Dinonil 160-170 Arcilla activada Nonilfenol 45
Fenol | Propileno 45 BFs Nonilfenol 89
Fenol | Noneno 70 BFs.Me20 Nonilfenol 98
Fenol | Isobuteno 90 ZnCl; Nonilfenol 88
Fenol | 1-noneno 100 Ac. 4-toluensulfonico | Nonilfenol 82
Fenol | Octeno 70 BFs.Me20O Octilfenol 925
Fenol | Diisobuteno | 70 BF3.Me,0O Octilfenol 94
Fenol | diisobutano | 160 Montmorillonita Octilfenol 98

Estos compuestos se utilizan como intermedios sintéticos en la produccién de resinas
epoxi, tensioactivos no ionicos, lubricantes y como aditivos para diferentes tipos de
polimeros [Groshart, C.P. y cols. 2001]. La demanda de alquilfenoles ascendia a 400.000
ton/afio en el 2001, siendo el 80-90% nonilfenol.

Los alquilfenoles presentan varias caracteristicas comunes entre ellos: baja presion de
vapor (<10Pa), baja solubilidad en agua (<15 mg L) y caracter lipofilico acusado (log
Kow=4-5). En la siguiente tabla se exponen otras propiedades especificas para los
alquilfenoles mas utilizados:




Tabla 2: Propiedades fisicoquimicas de los alquilfenoles mas utilizados.

Combuesto Octilfenol 4-tert-octilfenol | n-nonilfenol | Nonilfenol (NP)
P (4-nOP) (4-tOP) (4-n-NP) (ramificado)
Formula C14H220 C14H220 C14H240 C14H240
N° CAS 67554-50-1 99561-03-2 25154-52-3 84852-15-3
Masa molecular 206.33 206.33 220 220
P“”tO(Sg)f“S'O” 79-82 79-82 8 (-8)-10
Punto de
ebullicién (°C) 277 - 306.7 325.3
Presion de vapor
(Pa, 20°C) ! ) 10 10
Densidad (g cm, ]
20°C) 0.95 0.926 0.931
Solubilidad H.O
(mg L%, 20°C) 12.6 7 5 5
Log Kow 3.7-45 5.56 5.76 3.3-45
Log Koc 5.18 4.30 5.39 5.57
Cte. de Henry 6.5*10° 8.0*10° 1.5+10° 3.0*10°

A partir de estas propiedades se puede predecir el comportamiento que adoptaran estos
alquilfenoles en el medio. Debido a las caracteristicas de los vertidos de estos compuestos,
como regla general se encontraran en ecosistemas acuaticos, aunque también se
encuentran en suelos y en biota. También en aire y polvo suspendido en interiores, debido
a impurezas o degradacion de alquilfenoles etoxilados, presentes en detergentes y
productos de higiene personal [Rudel, R.A. y cols. 2003], aunque en mucha menor
concentracion, debido a su baja volatilidad. En el medio acuético tiende a adsorberse en
los tejidos de los organismos presentes (elevado Kow), asi como en lodos, suelos y
particulas en suspension (elevado log Koc). Ademas, parte de estos compuestos pueden
filtrarse a acuiferos subterraneos, aunque se observa una reduccion de la concentracion
importante al aumentar la profundidad [Ahel, M. y cols. 1994].

La degradacion de los alquilfenoles en el agua se produce principalmente por vias
biolégicas y en menor medida, por via fotoquimica en aguas superficiales. Apenas
presentan degradacion por hidrolisis. Los tiempos de vida media del nonilfenol varian
entre 15-20 dias en agua dulce y 50-70 dias en medios marinos en presencia de
microorganismos adaptados. El periodo de adaptacion de lo microrganismos del medio
tarda entre 20-30 dias.

Las fuentes principales de emision al medio son en aguas residuales domésticas e
industriales, principalmente de derivados de productos de limpieza. En las plantas de
tratamiento de agua se eliminan aproximadamente el 90% de los alquilfenoles etoxilados,
sin embargo, una parte de ellos se convierten en alquilfenoles, que se emiten al medio.




El bisfenol A (BPA) (2,2-(4,4-dihidroxidifenol)) esta formado por dos fenoles unidos a
un propano en su carbono central. No son compuestos que existan de forma natural en el
medio, si no que se utilizan como intermedios en distintos procesos industriales, como en
produccion de tensioactivos, retardantes de llama, detergentes... También se usa como
mondmero principal en la sintesis de policarbonato y algunas resinas epoxi. Se producen
anualmente en el mundo aproximadamente 2.200.000 toneladas de BPA (2009).

La sintesis industrial de BPA se lleva a cabo mediante la condensacion de fenol en acetona
en condiciones de pH bajo y temperaturas altas en resinas de intercambio idnico:

(0]
P op e
HO
H

Presenta unas propiedades fisicoquimicas muy similares a los alquilfenoles:

o OH

Tabla 3: Propiedades fisicoquimicas del BPA

N° CAS 80-05-7
Masa molecular 228
Punto de fusion (°C) 155
Punto de ebullicion (°C) 398
Presion de vapor (Pa, 20°C) 5*10°
Densidad (g cm, 20°C) 1.195
Solubilidad H20 (mg L1, 20°C) 12.6
Log Kow 3.40
Log Koc 3.18
Cte. de Henry 4.1*10°

Analogamente a los APs, el BPA puede adsorberse en suelos, sélidos en suspension y
biota, y es susceptible a biodegradacion y, en menor medida, a fotolisis. Son poco
volatiles y poco solubles en agua. El tiempo de vida media en agua con microorganismos
adaptados es de 2.5-4 dias y el tiempo de adaptacion es de aproximadamente 14 dias.

Las principales fuentes de emision de BPA son a partir de emisiones industriales
permitidas, en emisiones fugitivas durante la manufactura o uso de BPA o a partir de
productos que contengan BPA sin reaccionar [Staples, C.A. y cols. 1998].



2.2 TOXICIDAD

El BPA y algunos APs actian como disruptores endocrinos o xenoestrégenos en
organismos Vivos.

Muchos contaminantes acttan en los organismos como disruptores endocrinos, ya que se
unen a los receptores hormonales de los seres vivos provocando distintos efectos no
deseados. Muchos de estos compuestos provocan alteraciones, tanto en el individuo como
en un ecosistema aun en concentraciones muy reducidas en el medio (10°-10%2 g g?)
[Connell, D. y cols. 1999].

Los disruptores pueden actuar de varias maneras, ya sea inhibiendo la produccion o
descomposicion de cierta proteina, reduciendo su actividad o uniéndose a receptores
hormonales. Los disruptores agonistas se unen a un receptor, simulando una hormona
natural y provocando una respuesta bioldgica que no se produciria de forma natural. Los
disruptores antagonistas se unen a un receptor e impiden que interactle tanto con su
molécula asociada como con otras moléculas agonistas, inhibiendo sus posibles repuestas
bioldgicas. También pueden provocar un aumento o disminucion en la concentracion de
determinadas hormonas en el cuerpo. Todo ello provoca gran cantidad de efectos nocivos
como inhibicién del crecimiento, reduccion de la fertilidad, desmasculinizacion,
desfeminizacidn, alteraciones en el sistema inmune y variaciones en el comportamiento
dependiendo de la especie afectada.

El NP, 4-nOP, y el BPA asi como ciertos derivados, actian como disruptores agonistas,
uniéndose al receptor del estrogeno, provocando efectos tales como la sintesis de
vitelogenina en truchas (proteina responsable de producir la yema en lo huevos) o el
aumento de la cantidad de células relacionadas con el cancer de pecho. El xenoestrogeno
mas potente de ellos es el octilfenol, sin embargo, la concentracion necesaria para
producir una respuesta bioldgica seria del orden de 1000 veces la del estrégeno [Crisp,
T.M. y cols.1998].

La directiva 2008/105/CE del parlamento europeo y del consejo regula las substancias
consideradas contaminantes prioritarias en aguas superficiales. Segln este decreto, la
concentracion media anual (MA) y la concentracion maxima admitida (CMA) de OP y
NP son (Tabla 4):

Tabla 4: Concentracion media y concentracion maxima admisible de nonilfenol y
nonilfenol en aguas superficiales

1 -1
MA (ug g™) CMA (ugg™)
Aguas superficiales Aguas superficiales no Aguas superficiales Aguas superficiales no
continentales continentales continentales continentales
Nonilfenol 0.3 0.3 0.2 0.2
Octilfenol 0.1 0.01 No aplicable No aplicable




Segun la directiva 2013/39/UE del Parlamento Europeo y del Consejo, en el nonilfenol
se incluyen los isomeros 4-n-NP y NP ramificado y en el octilfenol, el 4-n-OP y el OP
ramificado.

Segun la directiva 2008/105/CE del parlamento europeo y del consejo, el BPA esta en la
lista de sustancias sometidas a revision para su posible identificacion como sustancias
prioritarias 0 como sustancias peligrosas prioritarias.

No existe legislacion en lo referente a algas de consumo, sin embargo, se ha evidenciado
Su presencia en ecosistemas marinos y su capacidad de bioacumulacién en distintos
organismos, por lo que es necesario su monitorizacion.

En este trabajo se estudiaran: Bisfenol-A, n-octilfenol, 4-octilfenol, n-nonilfenol y una
mezcla de distintos isdmeros de nonilfenol.

A continuacion en la tabla 5 se representan las distintas estructuras de los compuestos
estudiados:

Tabla 5: Estructura de los compuestos a estudiar

Compuesto Estructura
Octilfenol

HO
4-n-octilfenol

HO
n-nonilfenol

HO
Bisfenol A




2.3 CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS ALGAS

El andlisis de la biota es muy importante en los estudios de contaminacion de los
ecosistemas marinos. Los peces, bivalvos, algas y otros organismos acuaticos pueden
actuar como bioindicadores de los niveles de contaminantes presentes en el agua.

Las algas son un grupo muy variado de organismos unicelulares o pluricelulares
eucariotas y fotoautdtrofos que se encuentran principalmente en aguas oceanicas, aunque
pueden encontrarse en tierra, en zonas suficientemente humedas. Aunque pertenecen al
reino de las plantas, carecen de raices, tallo u hojas, a diferencia de las plantas terrestres.
Existen varias familias de algas: algas verdes, pardas, rojas, diatomeas, dinoflageladas y
hongos acuéticos.

Son parte importante de todos los ecosistemas marinos, ya que componen el escalén mas
basico de la cadena tréfica, lo que significa que todo los contaminante que acumulen
pueden pasar facilmente a otras especies. Ademas, son la principal fuente de oxigeno
disuelto en el agua.

En muchos paises orientales se han utilizado como alimento y como medicina natural
durante cientos de afios, sin embargo, se comenzaron a utilizar en la industria japonesa
en el siglo XVII, donde se incineraban algas pardas deshidratadas para extraer sosa
caustica e hidréxido de potasio de sus cenizas. Posteriormente comenzaron a extraerse
otros productos importantes como yodo o ficocoloides como el agar, el carragenano o el
alginato.

En la actualidad, ademéas de usarse como alimento en casi todo el mundo, tienen gran
variedad de aplicaciones, como la produccién de cosméticos, fertilizantes, medicamentos
y agentes emulsificantes, estabilizantes o espesantes. Ademas se estd desarrollando su
uso como fuente de energia, ya que son los organismos que mas biomasa pueden producir
por unidad de tiempo, lo que las hace interesantes como alternativa a los combustibles
fosiles actuales.

En Galicia se usaban de forma tradicional en agricultura como fertilizante. También se
usan para la extraccion de carragenano y productos farmacéuticos, aungue en los tltimos
afios también se usan como alimento, principalmente por influencia de la cocina oriental.

Su uso como bioindicador de contaminacion en medios marinos también ha sido
ampliamente estudiado gracias a su capacidad de asimilar contaminantes del medio.

La lechuga de mar (Ulva rigida) pertenece a la categoria de las algas verdes foliaceas.
Esta presente en todos los mares calidos y templados del mundo y presenta gran
resistencia a cambios fisicoquimicos del medio. Tiene forma de ldminas de dos células
de grosor de color verde intenso unidas, generalmente a rocas o construcciones portuarias.
Se usa en varias culturas como alimento y como aditivo a productos cosméticos. En aguas
tranquilas y ricas en fosforo y nitrogeno puede provocarse una proliferacion masiva de
estas algas, fenOmeno denominado “marea verde”. Generalmente esta provocado por
vertidos de origen agricola y urbano, que aumenta en gran medida la concentracion de
estos nutrientes en el medio.



2.4 EXTRACCION CON AGUA SOBRECALENTADA A PRESION (PHWE)

El aumento de los contaminantes emergentes que se vierten al medio requiere unos
métodos de monitorizaciébn ambiental rapidos, sensibles y eficientes. Sin embargo
muchos métodos consumen mucho tiempo y reactivos que, a su vez, son potencialmente
peligrosos para el medio.

La quimica verde es una forma de enfocar la sintesis y tratamiento de sustancias con el
objetivo de infligir el minimo impacto en el medio. Se basa en los siguientes principios

e 1. Evitar los residuos siempre sera mejor que tener que tratarlos o eliminarlos
luego.

e 2. El producto acabado en los disefios de sintesis ha de incorporar el maximo
posible de materiales utilizados durante el proceso.

e 3. Minimizar la toxicidad en el disefio de los métodos sintéticos debe ser una
prioridad. Idealmente no ha de tener ninguna, y en la practica siempre ha de
minimizarse en la medida de lo posible.

e 4. Preservar la eficacia ha se ser compatible con reducir o eliminar la toxicidad.

e 5. Uso minimo de sustancias auxiliares (disolventes, adsorbentes, etc.), siempre
optando por las mas inocuas.

e 6. Aplicar procesos a presion y temperatura ambiental con preferencia para lograr
la eficiencia energética.

e 7. Los materiales renovables siempre seran prioritarios.

e 8. Evitar derivaciones cuando sea posible, como los grupos de bloqueo o, por
ejemplo, los pasos de proteccion y desproteccion.

e 9. Sustituir los reactivos estequiométricos por reactivos cataliticos siempre que se
pueda.

e 10. Disefiar los productos de modo que resulten biodegradables.
e 11. Vigilar el proceso para evitar que se formen sustancias peligrosas.

e 12. Reducir el riesgo de accidente también mediante la seleccion de los procesos
y las sustancias.

El método de extraccién mediante PHWE permite la extraccién de contaminantes en
matrices solidas como suelos, sedimentos, alimentos 0 muestras bioldgicas utilizando
Unicamente agua destilada como disolvente, lo que evita el uso de otros disolventes
propios de métodos de extraccion liquido-liquido.

Muchos de los analitos presentes en este tipo de muestras son dificiles de extraer con agua
debido a su baja solubilidad, ya que se trata de moléculas organicas apolares. Sin embargo
al calentar el agua a temperaturas elevadas pierde paulatinamente su caracter polar, hasta
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alcanzar una constante dieléctrica similar a la del etanol, permitiendo la extraccion de
analitos de polaridad media-baja. Las temperaturas de trabajo estan en el rango de 100 a
374 °C, por ello es necesario la aplicacion de presiones elevadas para evitar su
evaporacion, normalmente en el rango de 1500-2000 psi.

En este trabajo para la realizacion de la extraccion PHWE se ha utilizado un equipo de
extraccion acelerada con disolventes (ASE), representado en la Figura 1. El equipo consta
de:

-Varios reservorios de distintos disolventes.

-Un horno para calentar el disolvente.

-Una bomba encargada de transportar el disolvente a presion por el equipo.
-Gas de purga.

-Celdas de extraccion.

-Viales de recoleccion

-Sensores de presion.

-~ -~ S,

T

Disolvente Disolvente Disolvente
1 ]

Vahwla do
fa

s

Vilvula d2
alivio

< Celda de extraccion

V ;lvulja estatica

I
E I] Vial colector

Figura 1: Esquema bésico de un equipo ASE (www.chromatographyonline.com)

Durante la extraccion se bombea el disolvente o mezcla de disolventes seleccionados
hacia la celda de extraccion, con la presion deseada. La celda se encuentra alojada en el
horno, a la temperatura seleccionada, donde se realiza la extraccion de los analitos. Una
vez transcurre el tiempo de extraccion el disolvente se transporta al vial de recoleccion y
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se hace pasar un gas de purga por el sistema para arrastrar el disolvente que permanezca
adsorbido en la celda. Generalmente se utiliza nitrdgeno como gas de purga. La eleccion
de las variables viene determinada generalmente por experiencias previas, fuentes
bibliogréaficas y limitaciones de los equipos

Este método presenta otras ventajas, ademas de evitar el uso de disolventes organicos
antes mencionado. El equipo esta totalmente automatizado y permite programar hasta 26
extracciones, los tiempos de extraccion suelen estar entre los 5 y 20 min, es facil de usar
y es muy reproducible. Ademas, aunque requiere altas temperaturas, la aplicacion de
presiones elevadas hace que se pueda utilizar con analitos termolabiles. Las principales
desventajas radican en el elevado coste del equipo, el tiempo necesario para la
preparacion de las celdas y la baja selectividad de la extraccion, lo que hace necesaria una
etapa de purificacion del extracto. EI método de purificacion que se usara es una
extraccion asistida por membranas.

2.5 EXTRACCION ASISTIDA POR MEMBRANAS

La extraccion asistida por membranas (MASE) se basa en el transporte del analito de una
fase acuosa a una fase organica a través de una membrana que permite el paso de los
analitos sin que los disolventes entren en contacto. Los analitos deben ser mucho mas
solubles en la fase organica que en la acuosa para que la extraccion tenga éxito. En este
tipo de membranas, los analitos se disuelven primero en el material de la membrana para
luego pasar al disolvente.

Se utilizan membranas de polipropileno, de 4 cm de largo, con un didmetro interno de 6
mm y un grosor de 0,03mm [Salgueiro N. y cols, 2013].

A la membrana se le incorpora un embudo metalico y se introduce en un vial con la
disolucién acuosa, de forma que no entre agua en la membrana. Posteriormente se afiade
el disolvente organico deseado, se coloca una tapa metélica para evitar la volatilizacién
de los analitos y se deja en agitacion para mejorar la eficacia de la extraccion.

La mayor ventaja que ofrece el sistema es que se requiere muy poca cantidad de
disolvente (400-1000 pL) y evita la aparicion de trazas de agua en el extracto organico.
Sin embargo, en ausencia de un equipo especializado, tanto la preparacion de las
membranas como la posterior recoleccion del extracto son procesos que consumen gran
cantidad de tiempo.
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Figura 2: Sistema de extraccion asistida por membrana

2.6 DISENO DE EXPERIENCIAS PLACKETT-BURMAN

Los disefios de experiencias permiten estudiar la importancia de distintas variables
independientes reduciendo la cantidad de experimentos necesarios sin perder la precision
estadistica de los resultados. Se basa en realizar un proceso varias veces con las variables
que se deseen estudiar oscilando entre un valor maximo y minimo previamente fijados.

A diferencia de los métodos univariantes los disefios e experiencias permiten el estudio
de varias variables y su interaccion entre ellas.

En los disefios de experiencias Plackett-Burman se realizan 4n (siendo n un numero
entero) experiencias para mantener la ortogonalidad. Se crea una matriz donde la primera
fila se desplaza 4n-2 veces hasta completar la matriz.

Las experiencias realizadas reciben un tratamiento estadistico que permite obtener las
cartas Pareto para el proceso. En él, la longitud de las barras representa la influencia que
tiene la variable en cuestion ya sea positiva 0 negativa. Aquellas barras que superan un
valor determinado son consideradas estadisticamente significativas. Normalmente se fija
con respecto a un valor de teritico del 95% de confianza.
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2.7 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION ACOPLADA A ESPECTROSCOPIA DE
MASAS EN TANDEM (HPLC-MS/MS)

Esta técnica analitica se basa en la separacion de los componentes de una mezcla compleja
en HPLC para su posterior determinacion en un espectrometro de masas. La separacion
en el HPLC se lleva a cabo al hacer pasar una disolucidon a presion conteniendo la muestra
a estudiar por una columna rellena de una fase estacionaria adecuada. La principal
diferencia con una cromatografia en columna tradicional es que la fase movil se hace
pasar por el sistema a grandes presiones, lo que permite el uso de adsorbentes con tamarios
de particula menores, mejorando la separacion. Ademas, los equipos de HPLC estan
completamente automatizados.

Las diferentes interacciones de los compuestos con el material alojado en la columna
provocan que eluyan a diferentes tiempos, alcanzando una separacion basada en la
interaccion de los analitos con las fases presentes en el sistema. Constan de una fase
movil, que suele ser un disolvente donde se introduce la muestra liquida, y una fase
estacionaria, que puede ser solida o liquida, contenida dentro de la columna
cromatografia.

La composicion de las fases mavil y estacionaria depende de la modalidad de analisis que
se vaya a efectuar:

-En HPLC en fase normal la fase estacionaria es un adsorbente polar, generalmente silice,
y la fase movil es un disolvente apolar, como hexano. Los analitos polares disueltos en la
fase mdvil quedaran mas retenidos en la fase estacionaria polar, mientras que los
compuestos apolares saldran antes.

-En HPLC en fase reversa la fase estacionaria de silice se modifica afiadiendo cadenas
hidrocarbonadas de longitudes variables entre los 8 y 18 unidades de —CH»- provocando
que el adsorbente tenga caracter apolar. La fase mévil a su vez pasa a ser un disolvente
polar, como agua o mezclas de agua con algun disolvente organico, como acetonitrilo o
metanol. En este caso ocurrira lo contrario a la fase normal. Los analitos apolares
guedaran fuertemente atraidos por las cadenas hidrocarbonadas de la fase estacionaria,
aumentando su tiempo de retencion, mientras que los analitos polares saldran antes de la
columna.

El HPLC de fase reversa es el méas utilizado en cromatografia, y es el que se usara para la
deteccidn de los APs y BPA en este trabajo, dado su caracter apolar.

A continuacion se representa un esquema basico de un sistema de HPLC (figura 3). En
este caso en lugar del detector, estard acoplado a un espectrometro de masas.
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Figura 3: Esquema basico de un sistema de HPLC (www.chemguide.co.uk)

La espectroscopia de masas se basa en la seleccién de analitos en funcidn de su relacion
carga-masa. Las muestras se hacen pasar por una fuente de ionizacion, donde se elimina
la fase movil, por un analizador de masas, donde se separan lo iones del analito y un
detector que proporciona la sefial analitica. A continuacion se representa un esquema
basico de un espectrometro de masas:

Espectrometro de masas

Figura 4: Diagrama de un espectrometro de masas (www.lamondlab.com)

Las principales fuentes de ionizacion capaces de eliminar la fase mévil antes de entrar en
el analizador son: el bombardeo de atomos a gran velocidad (FAB), la ionizacion por
termonebulizacion (TS), desorcion de la matriz asistida por laser (MALDI) e ionizacion
a presion atmosférica (API).

La ionizacién a presion atmosférica es un método que permite la ionizaciéon de gran
cantidad de moléculas de bajo peso molecular sin provocar demasiadas fragmentaciones
en su estructura, evitando espectros con demasiados picos. La principal desventaja es que
no consigue eliminar el efecto matriz lo que reduce la reproducibilidad de los resultados.
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Los métodos de ionizacion a presion atmosférica se dividen segun la forma de realizarse
la ionizacion: por ionizacion quimica (APCI), fotoionizacion (APPI), o ionizacion con
electrospray (ESI).

La técnica ESI se basa en la aplicacién de un campo eléctrico, formando un aerosol que
finalmente dara lugar a la evaporacion del disolvente al aplicar temperaturas elevadas y
nitrégeno gas. Todo esto provoca la ionizacion de los analitos, que pasan al analizador
de masas.

La disolucidn con el analito se hace pasar por una aguja de vidrio desde la que se le aplica
un potencial de 3-4 kV. La disolucién es nebulizada desde la punta de la aguja, formando
un cono (cono de Taylor). Asume esta forma ya que permite la retencion de carga de
forma més efectiva. Las cargas presentes en el cono, al tener el mismo signo, se repelen
entre si, provocando su dispersion y reduccion en tamafio. EI proceso continua hasta la
total volatilizacion del disolvente, obteniendo asi las moléculas del analito cargadas.

Las principales ventajas de esta técnica son que es una técnica suave, que no descompone
compuestos labiles, presenta una buena sensibilidad y aplicabilidad y es valida para
compuesto de elevado peso molecular y de polaridad media-baja. Sin embargo las
mezclas complejas, con contenido en sales o impurezas reducen mucho la sensibilidad
del método, ademas que presenta cierto efecto memoria.

Uno de los analizadores de masas mas utilizados es el cuadrupolo lineal. Consta de cuatro
rodillos circulares a los que se les aplican campos eléctricos y magnéticos. Esto provoca
que los analitos ionizados, al entrar en el analizador comiencen a oscilar, provocando la
colisién de todos aquellos que no cumplan la relacion m/z adecuada.

Para mejorar la resolucion y selectividad del método se utiliza un triple cuadrupolo, que
consiste en disponer de forma lineal dos cuadrupolos donde se realiza la separacién de
los iones entre los que se sitla otro cuadrupolo donde se hace pasar un gas de colision
que fragmenta los iones para el analisis.

Las condiciones a tener en cuenta en la fuente de ionizacion seran:

e El potencial aplicado para la ionizacion: Es el potencial que se debe aplicar en la
fase de ionizacion para eliminar el disolvente y obtener los iones de los analitos.
El voltaje varia en funcion del disolvente utilizado pero sera mayor cuanto mayor
sea su tension superficial.

e Porcentaje de modificador de la fase movil: EI modificador es un compuesto
afiadido en bajas concentraciones a la fase mévil con el objetivo de facilitar la
formacion de iones de los analitos, mejorando la sefial analitica obtenida.

e Temperatura de la fuente de ionizacion: Temperatura necesaria para la
evaporacion del disolvente.

e Flujo de gas nebulizador: Se encarga del secado del disolvente y de dirigir los
analitos hacia el analizador de masas. El flujo de gas necesario aumenta cuanta
mayor fase movil se utilice. Ademés facilita la ionizacion de los analitos.

e Flujo de curtain gas: Es una corriente de gas nitrdgeno cuyo objetivo es mantener
limpias las lineas que unen la fuente con el sistema de vacio y evitar la formacion
de cluster durante la ionizacion. Un flujo excesivo puede provocar perdidas en la
sensibilidad.
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¢ Distancia vertical del capilar a la fuente: Influye en la ionizacién de los analitos.
Las condiciones del analizador de masas son:

e Elion precursor (Q1M) es el ion no fragmentado del analito producido al perder
un proton o un ion deuterio. Su separacion se produce en el primer cuadrupolo.

e Los iones producto (Q3M) son iones secundarios obtenidos al fragmentar el ion
precursor en la cdmara de colision. Se seleccionan en el tercer cuadrupolo. Los
patrones de fragmentacion se registran en el detector, y son caracteristicos para
cada compuesto, lo que mejora la sensibilidad del método.

e Eltiempo de barrido (t) es el intervalo de tiempo que tarda en realizarse el analisis
de masas. La definicion de los picos aumenta con el tiempo.

e El potencial de declustering (DP) es el potencial aplicado durante el proceso de
ionizacion en la camara, para eliminar los cluster ion-gas No.

e El potencial de entrada (EP) es el potencial aplicado tras el skimmer para que los
iones adquieran la energia adecuada para pasar al primer cuadrupolo.

e El potencial de energia de colision (CEP) es el potencial aplicado entre el primer
y segundo cuadrupolo para asegurar el paso de los iones.

e La energia de colision (CE) es la energia que adquieren las moléculas de gas de
colisién que provocan la fragmentacion de los iones precursores.

e El potencial de celda exterior (CXP) es el potencial que se aplica para pasar los
iones al tercer cuadrupolo.
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3 OBIJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es el desarrollo de un método de extraccion de
alquilfenoles (APs) y bisfenol A (BPA) en muestras de alga que esté de acuerdo con los
principios de la “quimica verde”, reduciendo en la medida de lo posible la cantidad de
reactivos potencialmente peligrosos para el medio ambiente.

Maés concretamente, se ha intentado averiguar qué variables son estadisticamente
significativas en un método de extraccion por agua sobrecalentada utilizando Unicamente
agua modificada con pequefias cantidades de metanol como disolvente.

Las variables que se van a evaluar son: la temperatura de extraccion, la presion, el tiempo
de extraccion, los ciclos de extraccion, el ratio dispersante-muestra, la cantidad de
modificador y el tiempo de purga. Para realizar el analisis se utiliza un disefio de
experiencias Plackett-Burman y se analizan los resultados mediante cartas Pareto de
primer orden.

Las concentraciones de APs y BPA se determinan mediante HPLC-MS/MS en unas
condiciones previamente optimizadas y que no son objeto de este trabajo.
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4 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.1

4.2

INSTRUMENTACION

Molino de bolas Fritsch Planetary Micro Mill Pulverisette (Fritsch Industries,
Idar-Oberstein, Alemania), equipado con cilindros y bolas de circonio.

Equipo de extraccion con disolventes presurizados Dionex ASE-200 (Sunnyvale,
CA, EEUU) equipado con celdas de acero inoxidable de 11 mL vy filtros de
celulosa (D28, 1,983 cm didmetro, Dionex).

Paquete estadistico Statgraphics Plus V 4.0, para Windows, 1994-1999
(Manugistics, Rockville, MD, EEUU).

Espectrometro de masas triple cuadrupolo Applied Biosystems of Life
Technologies AP13200 (Carlsbad, CA, USA) acoplado a un sistema HPLC
Agilent 1200 con bomba binaria, inyector automatico, horno de columnas
termostatizado e interfase de ionizacién ESI y APCI de Agilent Technologies
(Palo Alto, CA, USA)

Columna Hypersil Gold 150x2,1; 3 um particula, Themo Fisher Scientific Inc.
(Walthman, MA, USA)

Viales ambar de 9 mm

Membranas de polipropileno 4 cm de largo, 0.03 mm de grosor, embudo metélico,
aro de teflon y vial de vidrio 20 mL para MASE de Gerstel (Milheim, Alemania)
Agitador Vibrax-VXR de IKA (Staufen, Alemania)

Purificador de agua Milli-Q purification Millipore Co. (Belford, MA, USA)

REACTIVOS

Patrones e de bisfenol A (99%), 4-octilfenol (99%), 4-tert-octilfenol (97%) de
Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania)

Patrones de 4-n-nonilfenol (99%) y una mezcla técnica de isomeros de nonilfenol
(94%) de Riedel-de Haén (Seelze, Alemania)

Patron deuterado de Bisfenol A d16 en acetonitrilo (99,5%) de Dr. Ehrenstorfer
(Aughsburg, Alemania)

Patrén deuterado de 4-n-nonilfenol 2,3,5,6-d4 (99,3%) de CDN isotopes (Pointe-
Claire, Canada)

Metanol calidad HPLC, Panreac (Barcelona, Espafia)

Agua Milli-Q Resistividad especifica 18 MQ cm Mlllipore Co. (Bedford, MA,
USA)

Octadecyl-functionalized silica gel, C18, 60-100 mesh, (Aldrich Chemical Co.,
Milwaukee, WI, EEUU)

Nitrogeno X50S 99,99999% (Carburos Metéalicos, Barcelona, Espafia)

HNO3z 10% v/v para lavado (Philipsburg, PA, USA)
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4.3 MATERIAL

e Balanza electronica AND modelo ER-180A, de precison +0,0001g.
e Balanza granataria GRAM modelo SV-510ix, de precision £0,001g.
e Micropipetas Eppendorf de volumen fijo y volumen variable.

e Mortero de agata.

e Material volumétrico.

4.4 MUESTRA

e La muestra utilizada es lechuga de mar (Ulva
rigida) deshidratada. Es un alga comercial = é@w
destinada al consumo humano. o

4.5 PROCEDIMIENTO

El proceso llevado a cabo seguira el siguiente esquema:

e Triturado de la muestra

Pretratamiento

e Extraccion por PHWE
e Purificacion por MASE

e Andlisis por HPLC-MSS/MS

Deteccion
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45.1 Pretratamiento de la muestra

En primer lugar se tritura la muestra en un molino de bolas de circonio a 1500-2000
rpm durante media hora. Posteriormente se tamiza con un tamiz de malla de 0.50 mm.
En las Figuras 5 y 6 se muestra el equipamiento utilizado en esta etapa.

Figura 5: Cilindros con bolas de circonio y muestra de alga a estudiar

Figura 6: Molino de bolas de circonio

23



4.5.2 Disefio de experiencias Plackett-Burman

Para el estudio de las variables estadisticamente significativas en la extraccion se realizd
un disefio de experiencias Plackett-Burman con 8 variables: 7 variables reales
(temperatura (T), presion (P), tiempo de extraccion (te), numero de ciclos (Cic), ratio
dispersante-muestra (Rt), cantidad de modificador (Mod) y tiempo de purga (tg)) y una
variable fantasma adicional, que no implica ningin cambio fisico en la muestra y se utiliza
para evaluar posibles errores en el proceso. Las variables a estudiar en la extraccion son:

-La temperatura (T) permite reducir la constante dieléctrica del agua, permitiendo
disolver analitos organicos, al mismo tiempo que reduce su viscosidad, tension superficial
y aumenta su difusividad. Ademas provoca la desorcion de los analitos de la mayoria de
las matrices. Es importante evitar procesos de oxidacion, hidrdlisis y reacciones no
deseadas en solutos termolabiles, que pueden llevar a una reduccion significativa de la
sefial analitica, reduciendo la exactitud del estudio. Se estudiara el rango de 100-200 °C.
El rango esta determinado por que el equipo alcanza una temperatura maxima de 200 °C.

-La presion (P) se utiliza principalmente para evitar que el disolvente pase a estado
gaseoso, aunque puede mejorar la penetracion del disolvente en la matriz. Se estudiara el
rango de 1500-2500 psi. El rango esta determinado por que el equipo alcanza una presion
maxima de 3000 psi.

-El tiempo de extraccion (te) influye en la cantidad de analito que se disuelve en el agua,
aumentando el rendimiento de la extraccion al aumentar el tiempo, hasta que llega a un
méaximo, cuando el disolvente esta saturado. Se estudiara el rango de 5-10 min.

-El nimero de ciclos (Cic) son las veces que se hace circular el disolvente por la celda
de extraccion. Al realizar mas ciclos se aumenta la eficacia de la extraccion. Se estudiara
el rango de 1-3 ciclos. El equipo permite realizar hasta cinco etapas de extraccion.

-El ratio dispersante/muestra (Rt) determina la cantidad de dispersante que se le afiade
a lamuestra en la celda de extraccion. El dispersante es una sustancia inerte que se mezcla
con la muestra con el objetivo de reducir las interacciones del analito con la matriz y
disponer la muestra de manera uniforme. El dispersante seleccionado es C18 y para una
cantidad de muestra de 0,5 g se estudiara un rango de 1,0-2,5 g de dispersante (ratio de
2-5). La eleccion del dispersante, asi como su cantidad se basa en estudios previos
realizados, asi como datos extraidos de las fuentes bibliogréaficas.

-La cantidad de modificador (Mod) afiadido, que es un disolvente organico que se usa
para intentar disolver incrementar la solubilidad del analito. En este caso se utilizd
metanol, en un rango de 0-10% v/v.

-El tiempo de purga (tg) es el tiempo que se hace pasar el gas de purga por el sistema
para eliminar el exceso de disolvente de la celda y del equipo. Se estudia el rango de 60-
90 min.

-Lavariable fantasma o dummy (D) se utiliza para advertir posibles fallos en el método
tales como errores instrumentales o la posible participacién en el disefio de variables que
no se han tenido en cuenta.
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A continuacion se muestran las variables a estudiar y sus rangos (Tabla 6) y los
experimentos realizados (Tabla 7).

Cada una de las experiencias se realizd por duplicado: dos muestras y un blanco de
procedimiento para cada experiencia.

Tabla 6: Variables estudiadas en la extraccion

Variable Clave Valor bajo | Valor alto
Temperatura/°C T 100 200
Presion/psi P 1500 2500
Tiempo de extraccion/min te 5 10
Numero de ciclos Cic 1 3
Ratio dispersante-muestra Rt 2 5
Cantidad de modificador/% v/v Mod 0 10
Tiempo de purga/s Pg 60 90
Dummy D +1 -1
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Tabla 7: Experiencias a realizar segun el disefio Plackett-Burman

Variables
’:)jperienc(JiIZ T P te Cic Rt Mod pg D
1 200 1500 10 1 2 0 90 +1
2 200 2500 5 3 2 0 60 +1
3 100 2500 10 1 5 0 60 -1
4 200 1500 10 3 2 10 60 -1
5 200 2500 5 3 5 0 90 -1
6 100 2500 10 1 5 10 60 +1
7 100 2500 10 3 2 10 90 -1
8 100 1500 10 3 5 0 90 +1
9 200 1500 5 3 5 10 60 +1
10 100 1500 5 1 5 10 90 -1
11 100 2500 5 1 2 10 90 +1
12 200 1500 5 1 2 0 60 -1
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4.5.3 Extraccién por PHWE

Para la preparacion de las celdas se homogenizan 0.5 g aproximadamente de alga triturada
(previamente humectada con 200 pL de agua Milli-Q) con la cantidad de adecuada de
dispersante C18 (determinada por el ratio dispersante-muestra), se homogeniza y se
introduce en la celda con ayuda de un embudo de acero inoxidable. La preparacion de los
blancos se realiza de forma analoga a las demas, pero sin afiadir la muestra de alga.

Preparadas las celdas se colocan en el equipo ASE con las condiciones determinadas por
el disefio de experiencias (Tabla 7) y se comienza la extraccion. Una vez terminada, se
recoge el extracto en viales de vidrio y se conserva en nevera (~6 °C) hasta su purificacion.

45.4 Extraccion por MASE

Los extractos obtenidos con el método de PHWE se enrasan con agua Milli-Q a 50 mL
en un matraz aforado. De esta disolucion se miden 15 mL en una probeta y se trasvasan
a un vial de MASE de 20 mL, al que se le afiaden 0.2 mL de una mezcla de patrones
deuterados de bisfenol A d16 y 4-n-nonilfenol 2,3,5,6-d4, ambos en concentraciones de
1 pug mL?t Con unas pinzas se inserta el embudo metalico en la membrana de
polipropileno y se fija con un aro de teflon. Se introduce en el vial y se le afiaden 500uL
de hexano. Se deja en agitacion (~200 rpm) durante 1 hora.

Se recoge el contenido de las membranas y se lava con pequefias porciones de hexano
para evitar posibles pérdidas de analito y se trasvasa a un vial de 2 mL.

El disolvente es evaporado a sequedad en corriente de nitrogeno y se redisuelve el residuo
en 200 pL de metanol para su analisis en HPLC-MS/MS. Este cambio de disolvente es
necesario, ya que el hexano no es compatible con la fase mévil del HPLC.

4.5.5 Andlisis de APs y BPA por HPLC-MS/MS

Las condiciones del anélisis por HPLC-MS/MS son:

e Fase estacionaria de C18
e Temperatura de la columna de 650°C
e Fase movil de agua: metanol con el siguiente gradiente de elucién (Tabla 8):

Tabla 8: Gradiente de elucién de la fase movil en HPLC

t/min -7 0 1 5 12 14
% H20 80 80 80 0 0 80
%MeOH | 20 20 20 100 100 20
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e Flujo de fase movil de 0.25 mL min™

e Volumen de inyeccion de muestra de 25 pL

La fuente de ionizacion tendra los siguientes parametros:

¢ Voltaje aplicado para la ionizacion: -4.500V
e Temperatura de la fuente: 650°C
e Flujo de gas nebulizador: N2: 35 psi, O2: 35 psi

e Flujo de curtain gas: 10 psi

¢ Distancia vertical fuente-capilar: 5mm

Condiciones del analisis de masas se muestran en la Tabla 9:

Tabla 9: Condiciones del espectréometro de masas

Comp. tr/min | QIM | Q3M |t DP EP CEP |CE CXP

212 75 |-40 |-9 -16 24 | -4
BPA 940 |227

133 75 |-40 |-9 -16 32 | -2

142 75 |-45 |-95 |-38 -44 | -4
BPA-d16 |9.39 | 241

221 75 |-45 |-95 |-38 -46 | -4

133 50 |-45 |-105|-14 -30 | -2
4-tOP 10.62 | 205

116 50 |-45 |-105|-14 -716 |0

133 50 |-40 |-6 -14 -38 | -2
NP 10.89 | 229

116 50 |-40 |-6 -14 -14 | -2
4-OP 10.99 205 106 50 |-50 |-65 |-14 -26 | -2

106 50 |45 |-85 |-14 -28 |0
4-n-NP 11.23 | 219

119 50 |-45 |-85 |-14 -44 | -4

109 50 |-45 |-105|-32 -28 | -4
NP-d4 11.23 | 223

129 50 |-45 |-10.5]-32 -46 | -2

tr: tiempo de retencion.

Q1M: lon precursor.

Q3M: lones producto.
T: tiempo de barrido.
DP: Potencial de declustering.

EP: Potencial de entrada.

CEP: Potencial de energia de colision.
CE: Energia de colision.

CXP: Potencial de celda exterior.
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La cuantificacion se realiza utilizando el método de calibracion con patron interno; para
ello se construyen rectas de calibrado (con 7 niveles de concentracion: 10, 50, 150, 300,
600, 750 y 1000 pg L 1) para 4-tert-octilfenol, 4-n-octilifenol, 4-n-nonilfenol y la mezcla
de isdmeros de nonilfenol. Como patron interno se utiliza 4-NP d4. En las gréficas 7-10
se muestran las rectas de calibrado obtenidas. Como puede observarse, se obtiene un
rango lineal para todos los compuestos entre 50 y 750 pg L™

4-tOP

Senal

y = 0,0044x - 0,0157

2 R?=0,9989
1
0
0 200 400 600 800 1000 1200

Concentracion de 4-tOP (ug L)

Figura 7: Calibrado de 4-tOP

4-OP

y =0,0049x - 0,0201
R?=0,9958
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Concentracion de 4-OP (pug L)

Figura 8: Calibrado de 4-OP
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4-n-NP
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Figura 9: Calibrado de 4-n-NP
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Figura 10: Calibrado de NP

Utilizando las rectas de calibrado se calculan los limites de deteccion y cuantificacion del
método.

El limite de deteccién es el valor minimo de asociado a un analito que no puede ser
confundida con un blanco al 99% de confianza. Puede ser calculado a partir de los valores
del blanco de calibrado y su desviacion estandar o a partir de los parametros de la recta a
y Sa (Ecuacion 1y 2).

YBca+3DESB
LOD = —=———  Ecuacién 1
m
a+3S
LOD = —= Ecuacion 2
m
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Siendo Ygca el valor del blanco de calibrado, DEg su desviacion estandar, a la ordenada
en el origen, S, el error de la ordenada en el origen y m la pendiente de la recta.

El limite de cuantificacion es la concentracion minima de un analito que se puede
cuantificar al 99% de confianza. Al igual que el LOD, puede ser calculado a partir de los
valores del blanco de calibrado y su desviacion estandar o a partir de los parametros de la
recta ay Sa (Ecuacion 3y 4).

YBca+10DEE
LOQ = ——————  Ecuacion 3

m

a+10S
LOQ =— Ecuacion 4
m
Siendo Yagca el valor del blanco de calibrado, DEg su desviacién estandar, a la ordenada
en el origen, Sa el error de la ordenada en el origen y m la pendiente de la recta.

En la tabla 10 se muestran los limites de deteccidn y cuantificacion de los compuesto
incluidos en este estudio en las muestras de alga, teniendo en cuenta todas las etapas del
proceso.

Tabla 10: LOD y LOQ de los alquilfenoles en alga

LOD (mg/kg) LOQ (mg/kg)
4-tert-octilfenol 0.037 0.14
4-n-octilfenol 0.078 0.28
4-n-nonilfenol 0.038 0.16
Mezcla nonilfenol 0.07 0.27

31



32



5 RESULTADOS

Con el objetivo de evaluar las variables que afectan a la extraccion de alquilfenoles en
algas con agua sobrecalentada, se realiza el analisis del disefio de experiencias (Tabla 7)
y los resultados obtenidos (Tabla 11) se estudian con ayuda de las cartas Pareto de primer.
Este tipo de analisis se realiza con el paquete estadistico Statgraphics Plus 4.0 y se basa
en el estudio de la varianza de las concentraciones obtenidas de cada una de las
experiencias.

En las cartas Pareto, la longitud de las barras es proporcional al valor absoluto del efecto
estimado, lo que indica la importancia de cada variable. Se determina que una variable es
estadisticamente significativa cuando el valor de texperimental €S mayor que el valor de teritico,
al nivel de confianza del 95%.

Tabla 11: Resultados obtenidos de concentracion de alquilfenoles en alga.

Experiencia (TiEtJ?kZ) (rf;gcl)kpg) 4-n-NP (mg/kg) NP (mg/kg)
1 - - 3.62 1.77
2 - - 36.14 12.91
3 - - 0.20 -

4 1.77 - 114.07 62.09
5 i i 438 2.04
6 1.44 - 34.93 12.48
7 - - 0.93 0.47
8 - - 1.79 0.67
9 - - 1.69 0.67
10 - - 20.24 9.83
11 - - 0.21 -

12 - - 0.21 -

Los resultado que no superan el LOQ se representan con -

En los resultados se aprecia que el valor de la concentracion obtenida para el t-OP y OP
no sobrepasa el limite de cuantificacion del método. Por ello nos centraremos en la mezcla
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de isomeros de nonilfenol NP, y la del nonilfenol lineal 4-n-NP para la evaluacion de las
variables implicadas en la extraccion.

Los bajos valores de concentracion obtenidos para el BPA, sugieren que este compuesto
no puede atravesar la membrana de polipropileno durante la extraccion MASE, lo que
hace que el método no pueda ser utilizado para su determinacion.

Al analizar los resultados de los nonilfenoles con el software Statgraphics Plus 4.0 se
obtuvo la carta Pareto de primer orden mostrada en las Figuras 11y 12:

Carta Pareto de primer orden para NP

+

on

Pg
Mod
Cic
fe
Rt

|

Standardized effect

Figura 11: Carta Pareto de la mezcla de isomeros de nonilfenol

Carta pareto de primer orden para 4-n-NP

|

|

|

|

0 1 2 3 4 5
Standardized effect

o[

P9
Mod

Cic
te
Rt

Figura 12: Carta Pareto de 4-n-nonilfenol
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Como puede verse las variables estadisticamente significativas son la temperatura de
extraccion (T), el tiempo de purga (pg) y la concentracion de modificador (Mod) para el
NP y temperatura de extraccion (T), tiempo de purga (G) la concentracion de modificador
(C), numero de ciclos (Cic), tiempo de extraccién (te) y ratio muestra dispersante (Rt)
para el 4-n-NP. La temperatura de extraccién, la concentracion de modificador, el
namero de ciclos y el tiempo de extraccion favorecen la extraccion, por el contrario el
aumento del tiempo de purga y el ratio muestra-dispersante tienen un efecto negativo
sobre la extraccion del NP. Estas variables se deben optimizar mediante un disefio
composicional pero no se recoge en este trabajo.

La variacion de la variable no significativa no provoca cambios relevantes en el sistema,
por lo que se fija el valor mas apropiado teniendo en cuenta el signo su efecto. Segun este
criterio, el valor fijado seria 1500 psi.
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6 CONCLUSION

Conclusion

El método de PHWE cumple con los principios de la quimica verde, solo se utilizan 5 mL
de disolvente organico en todas las etapas implicadas en la extraccion.

Los resultados obtenidos no fueron concluyentes para el 4-tert-octilfenol y 4-octilfenol
debido a su bajo nivel de concentracion en las muestras. Sin embargo, para el NP, el
disefio de experiencias Plackett-Burman determina que las variables estadisticamente
significativas son la temperatura, el tiempo de purga y la cantidad de modificador y para
el 4-n-NP la temperatura, el tiempo de purga, la concentracion de modificador, el nimero
de ciclos, el tiempo de extraccion y el ratio muestra dispersante.

Las temperaturas elevadas mejoran la penetracion del agua en la matriz y reducen su
caracter apolar. La cantidad de metanol afiadida al agua mejora la extraccion, ya que los
analitos son muy solubles en disolventes organicos. El tiempo de extraccion y en nimero
de ciclos favorecen la extraccion permitiendo que el analito tenga méas tiempo para
disolverse en el agua. El tiempo de purga afecta de forma negativa a la extraccion,
posiblemente provocando la volatilizacion de los analitos, al igual que el ratio muestra-
dispersante, que provoca la adsorcion de los analitos y dificulta que se arrastren hacia el
vial de coleccion

El método no es valido para la determinacion de bisfenol A en ninguna matriz, ya que no
puede atravesar la membrana de polipropileno. Sin embargo esta afirmacion requiere
futuros estudios.
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Conclusion

O método de PHWE cumple cos principios da quimica verde, solo utilizanse 5 mL de
disolvente organico por extraccion.

Os resultados obtidos non son concluintes para o 4-tert-octilfenol e 4-octilfenol, debido 6
baixo nivel de concentracion nas mostras. Sin embargo, para 0 NP, o desefio de
experiencias Plackett-Burman determina cas variables estadisticamente significativas son
a temperatura, o tempo de purga e a cantidade de modificador e para 0 4-n-NP a
temperatura o tempo de purga, a cantidade de modificador, o nimero de ciclos, o tempo
de extraccion e o ratio mosstra-dispersante

As temperaturas elevadas melloran a penetracion do auga na matriz e reducen o seu
caracter apolar. A cantidade de metanol engadida ¢ agua mellora a extraccién, xa que 0s
analitos son moi solubles en disolventes organicos. O tempo de extraccion e 0 nimero de
ciclos fevorecen a extraccién permitindo que o analito tefia mais tempo de disolverse na
auga. O tempo de purga afecta de forma negativa & extraccion, posiblemente provocando
a volatilizacién dos analitos. O ratio mostra-dispersante provoca a adsorcién dos analitos
e dificulta que se arrastren cara o vial de coleccion.

O método non é valido pra determinacion de bisfenol A en ningunha matriz, xa que non
pode atravesala membrana de polipropileno. Sen embargo esta afirmacion require futuros
estudos
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Conclusion

PHWE method complies with the principles of green chemistry, using just 5 mL of
organic solvent per extraction.

The results are not concluding for 4-tert-octylpohenol and 4-octilphenol, due to the low
level of concentration. However, for NP Plackett-Burman experimental designs
determined statistically significant variables are the temperature, purge time and amount
of modifier and for the 4-n-NP, temperature, purge time modifier concentration, number
of cycles, extraction time and sample-dispersant ratio.

Elevated temperatures improves the penetration of water into the matrix and reduce its
non-polar character. The amount of methanol added to water improves the extraction,
because the analytes are very soluble in organic solvents. Extraction time and cycles
improves the extraction allowing the analytes to have more time to get dissolved by the
water. The purge time adversely affects the extraction, possibly causing the volatilization
of analytes, as well as sample-dispersant ratio, as it difficult the pass of the analytes to the
collection vial.

The method is not valid for the determination of bisphenol A in any matrix, as it cannot
cross the membrane of polypropylene. However, this requires further study.
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