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Resum explicatiu

Aquest treball de recerca es basa en la posta a punt d’un metode d’analisi d’Hidrocarburs
Aromatics Policiclics (PAHs) mitjancant la Cromatografia de Gasos acoblada a
I’Espectrometria de Masses (GC/MS).

S’exposen els passos a realitzar feta la presa de mostra fins I’expressio final dels resultats.
Aixo compren I’extraccié Soxhlet inicial dels PAHSs, una purificacié posterior a partir tant
de I’extraccié en fase solida (SPE) amb una fase C18 com la cromatografia en columna
utilitzant gel de silice. Finalment, s’han determinat els parametres influents en la separacio,

identificacio i quantificacié amb relacié a la cromatografia de gasos i I’espectrometria de
masses.



RESUM

La importancia dels Hidrocarburs Aromatics Policiclics (PAHs) com a contaminants ha
estat sempre en debat. Des del moment en qué no compleixen els requeriments de
persisténcia, toxicitat i transport a llargues distancies, no es consideren contaminants
organics persistents (POPs). En conseqiiéncia, no es troben inclosos dins la llista dels dirty
dozen de la Convencid d’Estocolm sobre POPs. A més, ja que el seu alliberament no és
intencionat, algunes veus han plantejat la possibilitat d’eliminar o reduir la quantitat
d’aquests compostos a 1’atmosfera i que arriben també, per deposicid, al sol, sediments,
aigiies, etc. Tanmateix, segons el Protocol firmat pel Comite Estats Units-Europa (UNECE),
els PAHs haurien d’haver estat inclosos a aquesta llista ja que son productes quimics les

emissions dels quals haurien de ser minimitzades o previngudes.

Es per aixo i I’interés pel medi ambient que dins el projecte Estudi de la influgncia de
contaminants organics (BTEX i PAHSs) en la mobilitat de metalls pesants en sols, al qual es
vol entendre quin és el mecanisme de transport dels metalls pesants en preséncia d’aquests
contaminants, enfocat sobretot als marges de les carreteres per la combustié de gasolines i

I’exhaust dels vehicles, que es justifica aquest treball de recerca.

Aquest treball de recerca es basa en la posta a punt d’un métode d’analisi de PAHs
mitjancant la Cromatografia de Gasos acoblada a I’Espectrometria de Masses (GC/MS).
Cadascun dels métodes seguits estan reportats a la Environmental Protection Agency dels
Estats Units (US EPA), perd tot 1 aixi cal fer la optimitzacio, realitzant o no, lleus

modificacions d’aquests per ajustar-nos a les nostres necessitats especifiques.

En aquest treball de recerca s’exposen els diferents passos a realitzar un cop feta la presa de
mostra fins I’expressid final dels resultats un cop identificats i quantificats els PAHs
d’interes presents en una matriu de sol. Aixd compren la seva extraccio inicial mitjangant el
Soxhlet, un cleanup posterior a partir tant de 1’extraccié en fase solida (SPE) amb una fase
C18 com la cromatografia en columna utilitzant gel de silice com a adsorbent. Finalment,
s’han determinat els parametres influents en la separacid, identificacio i quantificacié dels
PAHs amb relacio a la cromatografia de gasos i la seva deteccid per espectrometria de

masses.
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1.- INTRODUCCIO

Els hidrocarburs aromatics policiclics, (Polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs)
constitueixen un ampli ventall de substancies carcinogenes i es troben al medi ambient. S6n
un tipus de compostos organics produits per la combustié incompleta en processos d’altes

temperatures o pressions [1].

Estan constituits, principalment, per tres o més anells de benz¢ fusionats, contenint només
carboni i hidrogen. Les diferéncies de configuracio dels diferents anells és el que confereix
les propietats caracteristiques que els diferencia uns dels altres. Es troben presents a 1’aire,
aigua, sols 1 al menjar, 1 segueix sent un important problema analitic la seva identificacio i

determinacio acurades.

Es coneixen amb molts noms diferents: Matéria Organica Policiclica (POM), Hidrocarburs

Aromatics Polinuclears, Aromatics Polinuclears (PNAs) i Hidrocarburs Polinuclears.

De tots ells, la US EPA va identificar una llista de 16 PAHs com a contaminants prioritaris
[2] per seguir-ne un control degut als efectes que poden tenir sobre els ésser humans i el
medi ambient. No se solen trobar de forma individual sin6 com a mescles de PAHs. Aquests

16 es poden veure a la a la Figura.1.

1.1.- PROPIETATS FISIQUES | QUIMIQUES DELS PAHs

Les propietats fisiques i quimiques dels PAHs venen determinades principalment pel
sistema electronic alfa-conjugat que posseeixen, el qual varia forca regularment amb el
nombre d’anells i la massa molecular. A temperatura ambient, els PAHs son solids. Les
caracteristiques generals son alts punts de fusio i ebullicid, baixa pressio de vapor i molt
poca solubilitat en aigua (naturalesa lipofilica). Els PAHs son solubles en diferents
dissolvents organics. La seva solubilitat en aigua disminueix en augmentar la massa

molecular [3].

Els PAHs son quimicament estables 1 no es degraden facilment per hidrolisi. En preséncia
de llum son susceptibles de patir oxidacions i fotodegradacions. Quan reaccionen, donen

lloc a dos tipus de reaccions: substitucions electrofiliques i addicions [4].
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Figura 1. Estructures dels 16 PAHs que la US EPA classifica com a contaminants prioritaris (entre
paréntesi s’indica el pes molecular)

Com que aquest darrer tipus de reaccio destrueix el caracter aromatic de I’anell de benze
afectat, els PAHs tendeixen a formar derivats per la reaccid anterior, sovint seguida

d’eliminacio, resultant en una substitucio neta.

La fotodescomposicid en preséncia d’aire i llum del sol forma diferents productes oxidats,
incloent quinones i endoperoxids. Els PAHs reaccionen amb oxids de nitrogen i acid nitric
per formar nitroderivats; també amb 0Oxids de sofre i acid sulfuric (en solucid) per formar
acids sulfinic i1 sulfonic. Hi ha poca informacié sobre les reaccions dels PAHs en aliments.
En ser compostos estables, s’assumeix que també ho son en les diferents matrius dels

aliments [5].

Alguns autors creuen que la interaccid entre el pla molecular dels PAHs i la fase
estacionaria quan es parla de cromatografia pot entendre’s com una acci6 de friccid o
adsorcio, relacionat amb la superficie molecular [6]. Segons el mecanisme d’interacci6 dels

PAHs en columnes capil-lars en cromatografia de gasos, com més gran ¢és el pla molecular,
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més forta és la interaccid i més gran el temps de retencid. De fet, es coneix que 1’estructura
molecular dels PAHs és gairebé plana, tancada i formant un sistema n-conjugat. Tanmateix,
no tots els plans influeixen a la retenci6 en cromatografia. Alguns autors creuen que només
tenen influéncia sobre la retencid la part principal de la molécula que actua amb el pla de la
fase estacionaria, aquesta superficie I’anomenen superficie del sistema pseudo-conjugat,

utilitzant-la, amb resultats interessants per predir el comportament en 1’elucié dels PAHs [6].

1.2.- TOXICITAT

Els efectes sobre la salut dels PAHs s’han estudiat intensament durant els darrers anys.
Tanmateix, no es coneix exactament quin és 1’efecte de cadascun d’ells ja que un sol
compost pot tenir diferents efectes a la salut. D’entre tots els PAHs, sobre el que s’ha

focalitzat més atencio ha estat el Benzo(a)pyrene. [7].

Tant els humans com la vida animal no es veuran mai exposats a un sol PAH sin6 a una
mescla d’ells. Els estudis en animals han demostrat que els PAHs poden causar efectes
nocius a la pell, fluids corporals i al sistema immunitari després d’una exposicio prolongada,
sobretot a mescles complexes d’aromatics, alquil PAHs, benzens i alquilbenzens, derivant
finalment en cancer [7]. Els PAHs es transformen en tots els teixits del cos en diferents

substancies. Algunes d’aquestes son més nocives i d’altres menys que el PAH original.

Per altra banda, alguns estudis epidemiologics han detectat un augment en cancer de pulmo
en humans després d’haver estats exposats a emissions dels forns industrials i al fum del
tabac, on suposadament hi ha grans quantitats de PAHs [8]. En conseqiiencia, el
Benzo(a)pyrene ha estat classificat com a probable carcinogen huma (Grup B2) per la
USEPA (2002). A part d’aquest, uns altres 6 PAHs han estat considerats tamb¢ carcinogens.
A la Taula 1 es pot veure una classificacié segons toxicitat de la International Agency for
Research on Cancer (IARC) [9] juntament amb els limits d’emissi6 permesos a Espanya

segons el Real Decreto Espafiol 9/2005.
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Taula 1. Toxicitat (classificaci6 de la IARC) i limits d’emissio (pel Real Decreto 9/2005) dels
16 PAHs que la US EPA considera com a contaminants prioritaris

Limits d’emissio

Hidrocarbur Grup* Real Decreto 9/2005
(mag/kg pes sec)[10]

Naphtalene 2B 1
Acenaphthylene 3 No especificat
Acenapthene 4 6
Fluorene 3 5
Phenanthrene 3 No especificat
Anthracene 3 45
Fluoranthene 3 8
Pyrene 3 6
Chrysene 3 20
Benzo(a)anthracene 2A 0,2
Benzo(k)fluoranthene 2B 2
Benzo(b)fluoranthene 2B 0,2
Benzo(a)pyrene 2A 0,02
Indeno(1,2,3-c,d)pyrene 2B 0,3
Dibenz(a,h)anthracene 2A 0,03
Benzo(g,h,i)perylene 3 No especificat

1: Carcinogen pels humans; 2A: probablement carcinogen pels humans; 2B:Possible
carcinogen pels humans; 3: No classificable com a carcinogen pels humans; 4: Proba-
blement no carcinogen pels humans.

1.3.- FONTS D’EMISSIO DELS PAHSs

Els PAH es formen com a subproductes de processos de combustidé incompleta. Al medi
ambient, I’exposicié més probable als PAHs és a través dels seus vapors o bé es troben units
a la pols i d’altres particules a I’aire. A 1’aire hi arriben principalment pels incendis forestals
1 els volcans, encara que ultimament han guanyat terreny les contribucions antropogéniques
[11]. Fins i tot, la crema de carb6é en barbacoes s’ha vist que ¢és la font més important
d’emissié de Benzo(a)pyrene a 1’atmosfera. D’altres fonts antropogeéniques son el fum del
tabac, els escapaments dels vehicles, 1’asfalt de la carretera, crema d’agricultures,

incineracions municipals i zones d’abocament de residus perillosos [2] .

Al sol 1 en aiglies hi arriben per la deposicid atmosferica, tot i que els efluents de les
refineries i 1’escapament dels vehicles també hi contribueix. De fet, les fonts mobils son
aproximadament el 20 % del total dels PAHs alliberats a 1’atmosfera, i els principals
contribuidors son els escapaments dels vehicles [12], podent per tant penetrar a I’organisme

a través dels pulmons en respirar 1’aire que en conté [13].
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Els PAHs també es poden trobar en aliments tals com cereals, gra, pa, vegetals, fruita, carn,
llet de vaca contaminada, etc. Cuinar carn o altres menjars a altes temperatures, per exemple,

rostint a la graella, incrementa la quantitat de PAHs al menjar [12].

1.4.- ANTECEDENTS

Les primeres publicacions sobre PAHs van ser realitzades per Percival Pott el 1775,
basades en estudis dels productes de combustié com ara el sutge. La primera identificacid
d’un carcinogen especific va ser realitzada per Kennaway i Hieger el 1930, identificant el
dibenz(a,h)anthracene com el primer compost quimic amb activitat carcindogena reconeguda
[3]. Les mostres reals contenen una mescla extremadament complexa de molts PAHs

diferents, incloent isomers, i formes alquilades i no alquilades.

A partir d’aquestes primeres identificacions, s’han realitzat una gran quantitat important
d’estudis sobre com determinar la preséncia d’aquests compostos en matrius més o menys
complexes, en medis com 1’aigua [14] (residuals, superficials, subterranies, de consum),
I’aire [15] (exteriors, interiors i interiors amb preséncia de fum del tabac), sols [16] (rural,
urba, carreteres), entre d’altres, concloent la majoria de treballs que on es troba més

presencia d’aquests contaminants €s, sens dubte, als marges de les carreteres.

A T’hora de voler determinar aquest tipus d’analit, aixi com en qualsevol altre procediment
de determinaci6 analitica, hi ha una serie de passos: el mostreig, I’avaluacio de les diferents
etapes del procés a seguir (percentatges de recuperacio de cada etapa, parametres com el
limit de deteccid, quantificacid, rang lineal, etc.) i finalment la interpretacid i1 expressio dels

resultats obtinguts.

Els PAHs en mostres solides com ara particules en 1’aire, sols, sediments i menjar, s’han
extret de la matriu tradicionalment mitjancant 1’extraccié Soxhlet, utilitzant gran varietat de
solvents organics com ara diclormeta, acetona, hexa, tolue, etc. L’inconvenient principal és
que requereix grans volums de solvents (250 — 400 mL) i molt de temps (8 — 24 hores) i, a
més, de vegades, no s’aconsegueix la recuperacié completa dels PAHs, sobretot dels de pes
molecular més elevat. Per aixo hi ha d’altres métodes que també s’utilitzen per tal finalitat

com ara I’extraccid mitjancant ultrasons [17,18], ’extraccié amb fluids supercritics (SFE)
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[19], I’extracci6 accelerada per solvent (ASE) [20,21] i I’extraccio assistida per microones
(MAE). Aquests metodes redueixen el temps d’extracci6 i la quantitat de solvent a emprar .
Els PAHs de mostres aquoses tradicionalment es recuperaven mitjangant 1’extraccié liquid-

liquid (LLE) amb solvents organics com hexa, diclormeta, cloroform, etc.) [22].

Com que les mostres ambientals solen contenir interferents i tan sols traces dels PAHs
d’interés, és necessari dur a terme procediments de concentracié i cleanup abans de fer
I’analisi cromatografica, com ara la cromatografia en columna utilitzant alimina, gel de
silice [23], Florisil® [24], com a adsorbents, o també I’extracci6 en fase solida amb fase C8
o C18 [25,26,27]. En la gran majoria de casos, el pretractament de mostra €s el pas critic a

I’hora d’obtenir resultats quantitatius rellevants.

Finalment la forma més habitual per a la seva determinacio ha estat la Cromatografia de
gasos amb deteccid d’ionitzacio de flama (GC/FID) aixi com acoblat a I’espectrometria de
masses (GC/MS) [28], o la cromatografia de liquids amb deteccié de fluorescéncia (LC)
[29].

1.5.- CROMATOGRAFIA DE GASOS ACOBLADA A L’ESPECTROMETRIA DE
MASSES (GC/MS)

La cromatografia de gasos i I’espectrometria de masses son realment dues técniques
combinades per formar un sol metode d’analisi de mescles de compostos quimics. La
cromatografia de gasos (GC) separa els components de la mescla segons la seva volatilitat,
o segons la facilitat que tenen per evaporar-se i 1’espectrometria de masses (MS)
caracteritza cadascun d’ells de manera individual a partir de la seva estructura quimica. La
combinaci6 d’aquestes dues técniques permet estudiar una solucid amb diferents

components de manera qualitativa i quantitativa [30].

Les aplicacions de la GC/MS s6n varis. S’utilitza ampliament en medicina, farmacologia,

medi ambient, etc.

Com podem veure a la Figura 2, la mostra és introduida (injectada) a la fase mobil (gas
portador) que pot ser heli, nitrogen, hidrogen. Aquest condueix la mostra a través de la
columna cromatografica la qual conté¢ I’anomenada fase estacionaria, que sol ser un/s

compost/s que interacciona selectivament amb els components de la mescla [31].
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La columna es troba dins un forn que pot ésser programat per augmentar la temperatura de
forma gradual (rampes de temperatura). Aix0 facilita la separaci6. A mesura que la
temperatura augmenta, aquells compostos amb punts d’ebullicié més baixos elueixen abans

que els que tenen punts d’ebulliciéo més alts.

Si les condicions del métode d’analisi (temperatura del forn, tipus de columna, etc.) son les
mateixes, un compost concret sempre eluira al voltant del mateix temps de retenci6. Aixo
ens pot servir per identificar els diferents compostos en una matriu complexa (analisi
qualitativa). De totes maneres, cal tenir en compte que els compostos amb propietats
similars sovint tenen temps de retencié molt similars. Per aixo cal més informacio6 per poder

fer la descripcié d’una mostra desconeguda [32].

A mesura que els components elueixen de la columna, entren al detector de masses on
pateixen una ionitzacid. Sén bombardejats per un feix d’electrons que els fragmenta en
moltes unitats de diferents mides de la molécula original. Aquests fragments son ions
carregats amb una massa concreta. Com que la majoria de fragments tenen carrega +1, la
relaci6 massa/carrega (m/z) representa normalment el pes molecular del fragment. El
senyal, proporcional a la concentraci6 de la mostra, és processat per un ordinador. El temps

entre el moment de la injeccio i el moment de I’elucié s’anomena temps de retencio.

Un grup de 4 electroimants anomenat quadrupol orienta els fragments a través d’una
obertura cap al detector. El quadrupol esta programat de manera que només una certa massa

passi a través d’aquesta obertura i la resta col-lisiona contra les parets.

Finalment, el detector fa el recompte del nombre d’ions d’una massa especifica. Aquesta

informaci6 s’envia a un ordinador per tal d’obtenir I’espectre de masses [31,32].
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Figura 2. Representacio del sistema de GC/MS
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2.- OBJECTIUS

L’objectiu principal del treball és la posta a punt d’un métode adequat per a la determinaciod
dels PAHs en mostres de soOls mitjancant la cromatografia de gasos acoblada a
I’espectrometria de masses. Aix0 es podra aconseguir a partir dels segilients objectius

especifics:

- Coneixement de técniques de preparacio i tractament de mostres solides, aixi com
aprofundiment en técniques d’analisi cromatografiques (tan cromatografia en

columna, com de gasos acoblada a diferents tipus de detectors).

- Avaluacio de les diferents etapes del pretractament de la mostra abans de la seva
analisi cromatografica: extraccid i purificacié (cleanup). Determinar el percentatge

de recuperaci6 de cada etapa i seleccionar el pretractament més apropiat.

- Optimitzacié d’un metode de separacio i identificacié dels PAHs en mostres de sols

contaminats, a través de la técnica GC/MS.

- Aprofundiment en I’avaluacio dels resultats obtinguts mitjancant I’analisi estadistica
(per exemple, determinacio dels parametres de la recta de calibrat com el rang lineal,

limit de detecci6, limit de quantificacio, etc.).
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3.- PART EXPERIMENTAL

3.1.- REACTIUS | EQUIPS

3.1.1.- Reactius

Els PAHs que s’estudiaran sén 6 dels 16 que la US EPA considera com a contaminants
prioritaris. Aquests 6 son els segiients: Phenanthrene (Phe), Fluoranthene (Fluo), Pyrene
(Pyr), Benz[a]anthracene (BaA), Chrysene (Chry), Benzo[b]fluoranthene (BbF). S’han
adquirit els patrons solids a Sigma Aldrich, Madrid (Espanya).

S’ha fet la seleccid d’aquests 6 tenint en compte:
- Toxicitat: aquells que es consideren més toxics
- Presencia a les mostres reals (a partir de la bibliografia recopilada): els PAHs que
s’han trobat en concentracions més altes en estudis de mostres de sols.
- Limits d’emissio permesos pel Real Decreto 9/2005 [10]: eleccido dels més
restringits.
- Preu dels patrons individuals: tenint en compte els anteriors punts, ha estat un

compromis entre el que ens interessava i el preu dels mateixos.

Com a patrd intern es va comprar el Phenanthrene-d10 també a Sigma Aldrich, Madrid

(Espanya).

Per a la validaci6é dels métodes d’extraccio i purificacidé de mostres solides, s’ha fet servir
un material de referéncia certificat (CRM), comprat a LGC Standards, PAH in soil: Semi-
VOA:s in Soil CRM 115-100 Lot No: JC115 amb la composici6 de la Taula 2.

Els dissolvents emprats son: acetona (J.T. Baker, 99,5 %), aigua milliQ, benze (SDS, 99,8
%), ciclohexa (Alfa Aesar, ACS 99+ %), diclormeta (Alfa Aesar, ACS 99,5 %), hexa (Alfa
Aesar, Environmental grade, 99,5+ %), metanol (J.T. Baker, 99,8 %), penta (Alfa Aesar,
HPLC Grade, 99 % min) i 2-propanol (Sigma Aldrich, 99,8%).

Altres reactius utilitzats han estat la silica gel 60 (PANREAC, 63-200 micres, per a
cromatografia en columna), cartutxos de SPE C18 (Varian Bond Elut C18), sorra de platja
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rentada (Panreac, Barcelona, Espanya), sulfat de sodi anhidre (Panreac, Barcelona, Espanya

99,0 %) 1 Heli BIP (puresa 99.9997 %, Carburos Metalicos S.A., Barcelona, Espanya).

Taula 2. Composicié del CRM utilitzat com a mostra de sol contaminat

Valor referéncia Interval de

Compost (ppm) S.D. confianca

Anthracene [0,04]

Acenaphtene 4,60 1,08 4,06 - 5,15

Benzo(a)anthracene* 12,10 2,67 10,8 - 13,3

Benzo(b)fluoranthene* 0,93 0,25 0,81-1,04
Bis(2-ethylhexyl)phthalate [0,30]

Chrysene* 16,80 4,96 14,5-19,0
Dibenzofuran 10,60 2,53 9,27-11,9
Fluoranthene* 22,10 4,75 19.8 - 24,5

Fluorene 13,00 3,65 11,4 -14,6

Naphtalene 1,34 0,29 1,21 -1,47

Phenanthrene* 0,08 0,01 0,07 - 0,09
Pyrene* 7,66 1,98 6,78 - 8,54

* So6n els compostos estudiats

3.1.2.- Equips

Estufa Memmert UM400, Schwabach (Alemanya)

Balanca de precisio, model SBC-21, Scaltec, Heiligenstadt (Alemanya)

Columna de vidre Econocolum 25 cm x 1 cm 1.D, Bio-Rad (Espanya)

Rotavapor Biichi R-200 (Suissa)

Rotavapor Biichi RE111 (Suissa)

Bomba peristaltica Minipuls 3, Gilson (USA)

Cromatograf de gasos acoblat a espectrometria de masses de Thermo Fischer Scientific
TRACE THERMO (USA)

Vacuum Manifold Vac Elut SPS 24 de VARIAN (USA)

3.2.- PREPARACIO DELS PATRONS

S’ha preparat un primer patré de 2000 ppm, en CH,Cl, - Benze (1:1). A partir d’aquests un

de 100 ppm en hexa. A partir d’aquest, també en hexa, es preparen els patrons de calibrat:

0,05; 0,1; 0,5; 1; 3; 5; 8; 11; 15; 20; 25 ppm. Aix0 per tots els compostos, excepte pel patrd

intern (1 ppm en cada soluci6 patr6). E1 Phenanthrene-d10 emprat com a patro6 intern es va
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dissoldre en disulfur de carboni — acetona (1:4), segons les recomanacions de la US EPA,
Method 8270C: Semivolatile Organic Compounds by Gas Chromatography / Mass
Spectrometry (GC / MS). Aquest ampli rang de concentracions es va preparar per tres

motius principalment:

- Intentar cobrir les concentracions més altes i més baixes (Fluoranthene i
Phenanthrene, respectivament) que teoricament hi ha al CRM utilitzat per fer les
analisis sense haver de fer cap dilucié de la mostra.

- Estudiar d’aquesta manera el rang lineal d’una recta de calibrat a partir dels patrons
purs dels PAHs.

- Estudiar el limit de detecci6 i quantificacio, 1 veure si es pot arribar més enlla en la
quantificacio, que segons el métode de la US EPA Method 8270C: Semivolatile
Organic Compounds by Gas Chromatography / Mass Spectrometry (GC / MS) és de
660 pg / kg (0,66 ppm en soOls) i aixi poder relacionar-lo amb els limits de Ila

legislacio vigent.

3.3.- PROCEDIMENT EXPERIMENTAL

A la figura 3 s’esquematitzen les etapes del procediment analitic associat a la determinacid
de PAHs en mostres de sols contaminats, on es pot veure la seqiiencia analitica des que es
fa la presa de mostra, passant per I’extraccio dels PAHs (extraccidé Soxhlet), seguida de la

purificacio i, finalment, la determinaci6 analitica mitjangant GC-MS.

MOSTREIG EXTRACCIO CLEANUP N
- R | ANALLISI
Mostra real sol dels analits d’interées SPE cartutxos C18 GC/IMS
CRM PAHs, BTEX Silica

0 O O O

Figura 3. Esquematitzacio6 de les diferents etapes del procediment analitic per a I’analisi de PAHs en
sols contaminats.
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3.3.1.- Extraccions

Per a poder determinar el contingut de PAHs en una mostra solida contaminada, és
necessaria 1’extraccié dels compostos de la seva matriu, préviament al seu analisi
quantitatiu mitjancant I’analisi per cromatografia de gasos acoblada a deteccid de masses
(GC/MS), En aquest cas, del CRM, que es presenta com una mostra de sol contaminat de

referéncia.

En aquest treball s’opta per I’extraccid Soxhlet que, tot i tenir algun inconvenient com ara el
gran consum de dissolvent, llarg temps d’operaci6 i necessitat de técnica addicional per tal
de minimitzar el volum de mostra i eliminar part del dissolvent (rotavapor o destil-lacid), es
tracta d’una técnica senzilla de dur a terme que, en general, presenta uns bons percentatges

d’extraccio 1 esta molt estesa a molts laboratoris de recerca i1 d’analisi.

3.3.1.1- Extracci6 Soxhlet

L’extracci6 Soxhlet permet extreure components d’una matriu solida, deixant enrere
impureses insolubles. Es el mateix dir que si un component en una mescla solida té una alta
solubilitat en alguna matriu liquida, es pot utilitzar una extraccié Soxhlet per aillar-lo a

aquesta nova matriu.

El muntatge d’un sistema Soxhlet es pot veure a la Figura 4. Dins del cos del Soxhlet (2) es
col-loca una capsula de cel-lulosa on s’introdueix la mostra solida (7). El solvent s’escalfa
des del matras de fons rod6 (3). A mesura que bull, el condensador (1) el retorna en forma
de degoteig cap al cos del Soxhlet. Aixo permet I’extraccio dels components solubles de la

mostra.

A mesura que el solvent va omplint el recipient, també es va omplint el sif6 lateral (4) fins
que vessa. Es en aquest moment en qué es dona el buidat del solvent (6) juntament amb
I’extracte fins arribar al matras de fons rodé de partida. Aquest cicle es repeteix a mesura
que el solvent va bullint gracies a la font de calor aportada mitjangant una manta eléctrica o

bé una placa escalfadora (8).
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1.- Condensador

2.- Cos del Soxhlet

3.- Matras de fons rod6 amb el dissolvent/s extractant/s i
nuclis d’ebullicié

4.- Brag per I’ascens de vapor

5.- Entrada del sifo

6.- Descarrega del sifo

7.- Capsula de cel-lulosa amb la mostra que s’ha d’extreure

8.- Placa escalfadora / Manta electrica

9.- Entrada d’aigua

10.- Sortida d’aigua

Figura 4. Muntatge experimental d’una extraccié Soxhlet

L’extraccid Soxhlet s’ha fet en les segilients condicions seguint el metode de la US EPA

Method 3540C: Soxhlet extraction.

- Temps d’extracci6 entre 16 - 24 hores
- Mescla extractant: 200 mL hexa-CH,Cl, (1:1)
- 2replicats

- 4 —-5cicles/ hora

Preparaci6 de la mostra dins del muntatge Soxhlet: En una capsula de cel-lulosa préviament
tarada es pesen 2 grams de mostra (CRM) amb precisio analitica. Es cobreix la capsula amb
paper de filtre per tal d’evitar que es perdi la mostra en entrar en contacte amb el dissolvent
de forma brusca. Aixi, enlloc de fer-ho de forma directa, aquest penetra a través de la
capsula de cel-lulosa, mullant i extraient els compostos solubles a la barreja de dissolvents
emprada de la matriu complexa. Per tant es poden extreure no només els compostos
d’interés sin6d també altres compostos presents en la matriu que poden no ser del nostre
interes, altrament dit impureses.

Un cop s’ha fet I’extraccio durant el temps necessari es concentra I’extracte obtingut amb el
rotavapor fins a un volum final d’entre 2 — 4 mL, els quals s’enrasen a 5 mL 1 es guarden a

laneveraa5— 6 °C.
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3.3.2.- Purificaci6 (cleanup)

Tal 1 com s’ha comentat anteriorment, les mostres provinents de I’extraccido Soxhlet, poden
contenir, a part dels analits d’interes, altres compostos que no ens interessen i que poden
interferir en I’analisi per GC-MS o fins i tot embrutar la columna de gasos. Es per aixo que

cal una etapa de purificacié de la mostra extreta o etapa de cleanup.

Segons resultats satisfactoris trobats a la bibliografia i per disponibilitat al laboratori, s’han
triat dos metodes: els cartutxos d’extraccid en fase solida (SPE C18) i gel de silice per fer

cromatografia en columna.

3.3.2.1.- Cleanup mitjangant cartutxos d’extraccio en fase solida (SPE C18)

El cleanup per SPE C18 s’ha dut a terme amb 1’aparell Vacuum Manifold Vac Elut SPS 24
de VARIAN i amb els cartutxos d’extraccio en fase solida VARIAN Bond Elut C18, de 500
mg.

El buit al qual s’ha sotmeés el cartutx per tal de fer avangar la fase mobil és de 5 in Hg
(17x10° Pa). L’acondicionament dels cartutxos de SPE C18 s’ha fet amb 1 x 3 ml de
metanol, seguit de 2 x 3 ml d’una solucié mixta d’aigua i 2—propanol (9:1). A continuacid
s’ha carregat la mostra al cartutx (3 mL) i es deixa assecar la columna uns 5 minuts a un
buit suau, entre 1 — 5 in Hg. D’aquesta manera es pretén aconseguir que els compostos
quedin més facilment retinguts a la fase estacionaria. Es renta amb 1 x 3 mL metanol -
aigua (1:1) 1 es deixa assecar 5 minuts més a buit suau [23 ]. L’eluci6 es fa amb 2 x 1,5 mL
CH,Cl,-hexa (1:1) (variacié no descrita al metode, el qual estava pensat per I’analisi amb
HPLC). S’ha triat aquesta fase ja que els PAHs son forca apolars, sobretot a mesura que
augmenta el seu pes molecular i, en aquest cas, com a fase apolar tenim 1’hexa. El
diclormeta ajuda a I’extraccié com a dissolvent més polar. Finalment es fa una darrera etapa

per eluir-rentar amb 2 x 1,5 mL d’hexa. Aquesta variant del métode I’anomenem M1.

A la Figura 5 apareix esquematitzada la variant del métode de cleanup M1 mitjangant els
cartutxos SPE C18, amb rentat inclos. En primer lloc, després de 1’acondicionament del
cartutx i de la carrega de la mostra al cartutx, es recull la fraccid que s’elueix en aquesta
darrera carrega (3), a continuaci6 la del rentat (5) i seguidament la fracci6 corresponent a

I’elucio de la mostra (6), per tal d’avaluar les possibles pérdues en les diferents etapes a
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seguir. Finalment, com ja s’ha indicat al paragraf anterior, ha estat introduida una darrera
etapa d’elucid-rentat amb hexa, perque en el suposat cas que la fase d’elucio CH,Cl,-hexa
(1:1) a la qual haurien d’eluir els nostres compostos no fos adequada per als PAHs de pes
molecular més elevat, aixi acabar d’eluir els PAHs que hagin pogut quedat més retinguts al
cartutx donada la seva naturalesa més apolar, la qual cosa ens permetra comprovar si la

mescla de dissolvents que s ha seleccionat és 1’adequada.

També sera interessant saber si finalment queda algun PAH retingut a la fase estacionaria,

per la qual cosa no s’eluira en cap de les dues etapes o fases finals (de diclormeta-hexa o

d’hexa).

S’ha seguit també una altra variant del métode de cleanup (anomenat M2), reportada a la
bibliografia [17]. S’acondiciona amb 5 mL CH,Cl,-hexa (1:1). Es deixa assecar uns 5
minuts a buit suau i a continuaci6é s’afegeix la mostra que cal purificar (3 mL). L’eluci6 es
fa amb 2 x 2,5 mL CH,Cly-hexa (1:1), seguit de 2 x 2,5 mL d’hexa. Es una variacié d’un
metode descrit utilitzant cartutxos de gel de silice. Les dues darreres fraccions es recullen al

mateix vial 1 es concentren al rotavapor a menys de 5 mL.

1.- Acondicionament

2.- Carrega de mostra

3.- Recollida de I’eluat

4.- (Neteja de la mostra)*
5.- (Recollida de I’eluat)*
6.- Elucio amb fase mobil 1
7.- Recollida de I’eluat

8.- Eluci6 amb fase mobil 2

9.- Recollida de I’eluat [

Figura 5. Passos a seguir al cleanup
*Entre paréntesi els passos opcionals i
diferencials entre els métodes M1 i M2
Les diferents fraccions recollides en els dos métodes s’enrasen a 5 mL amb hexa, i1 es

conserven en vials de vidre a la nevera a 5 — 6 °C. Les mostres s’han analitzat per GC-MS,

com a molt tard, una setmana després de fer les extraccions.
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3.3.2.2- Cleanup mitjancant gel de silice com a adsorbent en columna de vidre

El procediment seguit és el descrit al métode US EPA Method 3630C: Silica Gel Cleanup.
Consisteix en preparar una columna de vidre Econocolum 25 cm x 1 cm I.D. amb gel de

silice 60, de 63-200 micres, activada préviament durant 16 h a 130 °C a I’estufa.

Es prepara una suspensio de 10 g de gel de silice en CH,Cl, i s’introdueix a la columna.
S’afegeix 1-2 cm de sorra de platja rentada i sulfat de sodi anhidre per a absorbir la humitat.
A continuacié s’acondiciona la columna fent passar 40 mL de penta, a uns 2 mL / min
controlant el flux amb una bomba peristaltica. Després, sense deixar que la capa de sorra
entri en contacte amb ’aire, es transfereixen 2 mL de mostra ajudat de 2 mL d’hexa per
completar la transferéncia. Abans de que la capa de sorra entri en contacte amb I’aire,
s’afegeixen 25 mL de penta i es continua ’elucié de la columna. Es descarta aquest eluat
perque és una fase de rentat perd el conservarem per comprovar que no hi hagi hagut
péerdues dels nostres compostos.

A continuacid s’elueix la columna amb 25 mL de CH,Cl, — penta (2:3). Finalment, es
concentra la fraccio recollida i s’enrasa a 5 ml amb hexa. En teoria, a aquesta darrera

fraccio s’elueixen els compostos d’interes.

3.3.3.- Cromatografia de gasos acoblada a I’espectrometria de masses (GC/MS)

El cromatograf de gasos d’alta resolucid6 amb detector de masses (GC/MS) de la Marca
Thermo Elemental es troba constituit de tres unitats principals: el cromatograf de gasos
TRACE GC ULTRA, el detector de masses DSQ II (quadrupol) i I’automostrejador
TRIPLUS AS.

S’ha seguit el metode de la US EPA Method 8270C: Semivolatile organic compounds by
gas chromatography / mass spectrometry (GC/MS), amb alguna variacié6 per tal

d’optimitzar les condicions de separacio i analisi que s’especificaran entre paréntesi.
El meétode de ionitzacid emprat és per impacte electronic. La separacio es porta a terme amb

una columna TRMS-5 30 m x 0,25 mm L.D., 0,25 pm de gruix de film (Thermo Fisher

Scientific, Barcelona, Espanya), 5 % fenil polisilfenilensiloxa, connectada a una pre-
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columna de silice fosa desactivada, 2 m x 0,32 mm L.D. a través d’un connector de quars
universal. La programaci6é del forn comenca a 60 °C de temperatura durant 5 min, i
s’augmenta fins a 290 °C amb una rampa de 8 °C / min, a on es manté durant 2 min (al
metode de la US EPA 8270 C s’utilitza una programacié del forn comengant per una
temperatura inicial de 40 °C (4 min) amb una rampa de 10 °C / min fins a 270 °C, aguantada
fins I’elucid de I’ultim PAH, que no separava eficientment els nostres PAHs, de manera que
es va modificar lleugerament de forma adient). La injeccio de 1uL es fa en mode splitless,
amb la vavula split tancada durant 1 min. El flux de gas portador, Heli BIP, es manté
constant a 1,5 mL / min. La temperatura de I’injector, transfer line i la font d’ionitzacié son
de 275 °C, 300 °C i 225 °C respectivament. L’adquisici6 del cromatograma es va fer
utilitzant Full Scan pels patrons purs en un rang de 45 a 450 uma, a un ritme de 2 scan /s i
en mode Single lon Monitoring (SIM), utilitzant les masses i I’ordre d’eluci6 de referéncia
de la Taula 3 .

Taula 3. Ions caracteristics dels PAHs d’estudi

Ordre
Compost d’elucié 16 primari  16(ns) Secundari(s)

Phenanthrene-d10 IS 1 188 94, 80

Phenanthrene 2 178 179, 176
Fluoranthene 3 202 101, 203
Pyrene 4 202 200, 203
Benz[a]anthracene 5 228 229,226
Chrysene 6 228 226, 229
Benz[b]fluoranthene 7 252 253,125

La deteccio i integracio dels pics es va fer utilitzant el programa Xcalibur Thermo Scientific.

mitjangant un calibrat tant amb patr6 intern com amb patrd extern.
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4.- RESULTATS I DISCUSSIO

Tot i que quan procedim a realitzar un analisi de mostres de sols contaminats seguirem
I’esquema del procediment experimental de la Figura 3 comentat al punt 3.3- Procediment
experimental, a I’hora de posar a punt el procés global de determinacié dels PAHs cal
comengar per la darrera etapa, i seguir I’ordre invers: GC/MS, purificacio i, finalment,

extraccio.

Aixi doncs, primerament cal posar a punt el métode de determinacid dels analits d’interes;
els PAHs seleccionats. La técnica instrumental més adient per aquest tipus de compostos €s
la cromatografia de gasos, que acoblada a un espectrometre de masses ens permet una bona
identificacid, resolucio i quantificacié dels PAHs. Per tant, caldra optimitzar parametres tals
com el programa de temperatura del cromatograf per separar els compostos, el cabal de gas

portador, les condicions del I’injector i les condicions del detector de masses.

Amb el GC-MS a punt, es procedeix a optimitzar 1’etapa del pretractament de la mostra, la
qual consisteix en 1’extraccid dels PAHs que es troben en certs tipus de sols contaminats.
Per fer-ho s’empra el material de referéncia ja indicat. Per extreure’n els PAHs en aquest
cas s’utilitza el metode d’extraccid Soxhlet. L’extracte obtingut s’ha de purificar (fer un
cleanup), i després la mostra ja estara apunt pel seu analisis per GC-MS.

Avaluarem basicament els percentatges de recuperacio en cadascuna de les dues etapes, tant
de I’extraccié com del cleanup i, per tant, podrem determinar directa o indirectament les

perdues associades a cadascuna d’elles.

4.1.- CROMATOGRAFIA DE GASOS ACOBLADA A L’ESPECTROMETRIA DE
MASSES (GC/MS).

La identificacié dels PAHs es va fer tant per temps de retencié com pel seu espectre de
masses, segons el metode descrit a la part experimental. La seva quantificacio es va realitzar
mitjangant calibrat amb patrons externs, ja que s’intenta fer una calibrat amb patrd intern (es
va escollir el phenantrene-d10) perdo no fou possible separar-lo adequadament del
phenanthrene, sobretot a baixes concentracions (< 0,5 ppm) i a altes (> 11 ppm), ja que
apareixien a temps de retencido molt propers amb solapament practicament absolut (veure

els cromatogrames corresponents a I’ Annex I).
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Per tal d’avaluar els parametres analitics de la recta de calibrat, limit de deteccio (LOD) i
quantificacio (LOQ), es va seleccionar i preparar 8 patrons al voltant de 0,660 ppm pels
PAHs estudiats en sediments, que és el LOQ del.métode de la US EPA Method 8270 C:
Semivolatile organic compounds by gas chromatography mass spectrometry (GCMS). Aixi
doncs, 3 patrons de la recta son per sota d’aquest valor, a concentracions de 0,05; 0,1 1 0,5
ppm. Es pot comprovar a la Taula 5 que amb el métode emprat s’aconsegui reduir el LOQ

fins a uns 0,200-0,300 ppm, respecte del métode de referéncia US EPA esmentat.

Per determinar el rang lineal de treball, s’empra el calibrat entre 0,05 i 25 ppm, tot i que el
LOD obtingut és superior a la concentracié del patré6 més diluit (0,05 ppm), sent en el pitjor

dels casos de 0,1 ppm (veure Taula 5).

Segons el meétode de la US EPA Method 8000B: Determinative chromatographic
separations, ¢l factor de calibrat (CF) es pot utilitzar com a parametre de validaci6. El CF
es defineix com la relacid entre la resposta del detector i la quantitat (en massa) de 1’analit
de cada patrd. Es pot emprar una variant de 1’equacid, que ¢és la que s’ha utilitzat en aquest

treball on, al denominador, enlloc de la massa apareix la concentracio:

3 Area del pic del compost al patrd
Concentracié ( ppm)

CF

En calcular els factors de calibrat d’aquesta manera, esdevenen una mesura del pendent del
calibrat tot assumint que la corba passa per I’origen de coordenades. Sota condicions ideals,
els factors de calibrat no varien amb la concentracid del patr6 que és injectat a 1’equip, tot i
que a la practica s’espera alguna variaci6. Tanmateix, quan aquesta variacio, mesurada com
la desviacio estandard relativa (RSD), és menor o igual al 20 %, I’as del model lineal és
generalment apropiat i es pot assumir que la corba de calibrat és lineal i que passa per
I’origen de coordenades (veure els valors de CF, SD i RSD recollits a la Taula 4, on
comprovem que tenim desviacions relatives per sota del 20 % i, per tant, aconseguim bones

corbes de calibrat lineals per tots els PAHs).
Observacio: La linealitat a través del zero és una assumpci6 estadistica 1 no una eina per

justificar ni per aportar resultats per sota del rang de quantificacio del calibrat, demostrat

per I’analisi dels estandards.
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Taula 4. Calcul dels factors de calibrat (CF), desviacié estandard (SD) i desviaci6 estandard

relativa (RSD).

Phe Fluo Pyr BaA Chry BbF
Mitjana CF  MitjanaCF  Mitjana CF  Mitjana CF  Mitjana CF  Mitjana CF
11,7-10° 19,4-10° 18,6:10° 15,8-10° 15,9-10° 13,7-10°
SD SD SD SD SD SD
16,9-10° 18,8:10° 24,8:10° 16,1-10° 21,8-10° 18,6-10°
RSD RSD RSD RSD RSD RSD
14,5 9,7 13,3 10,2 13,7 13,5

Després d’haver fet els calculs entre 0,05 1 25 ppm, s’ha observat que la linealitat es troba
en un rang de concentracions més estret, entre 0,1 i 8 ppm tal com es pot veure a la Taula 5.
A la Figura 6 es mostren les rectes de calibrat dins del rang lineal, per cada compost. La
recta s’ha representat a partir de les mitjanes dels diferents replicats a cada nivell de
concentracié i s’ha comparat el valor de la seva desviacid estandard amb la desviacio
estandard de la recta construida mitjancant tots els punts de forma individual. Aixo s’ha fet
a través d’un test F de comparaci6 de desviacions estandard per veure si les diferéncies eren

estadisticament significatives o no (veure Annex II).

A part de I’estudi dels parametres del calibrat, es pot observar al cromatograma de la Figura
7 que s’aconsegueix una bona separacié dels compostos d’estudi amb una bona resolucio,
amplada de banda 1 amb un temps d’analisi total d’uns 35 minuts (veure calcul de la

resolucio a I’annex V).

Taula 5. Parametres de regressio de la recta de calibrat.

— *
Compost eil?g?at Rang lineal yEaxrh 2 LoD LOQ
P (pPm)  a+SD (x10%) b+ SD (x 109 ke
(ppm)
Phe  005-25  0,1-8 10,7+ 0,5 32+2,0x100 0,991 0,095 0,303
Fluo  0,05-25  0,1-8 20,1 £0,6 144+224 0,997 0,103 0327
Pyr  0,05-25  0,1-8 172403 1294130 0,999 0,045 0,144
BaA  005-25  0,1-8 15,04 0,2 6,8+9,7 0,997 0,072 0,228
Chry  0,05-25  0,1-8 14,6+ 0,4 1224154 0,999 0,085 0270
BbF  0,05-25  0,1-8 12,5+03 7.4+1,1x10' 0,998 0,086 0,274

*Correlacio lineal entre I’area del pic i la concentracio. **Determinat segons LOD =t (999, n-1y* S, ja que

el blanc el corregeix automaticament el software de I’equip. *** Determinat segons LOQ =10 - S
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Figura 6. Recta de calibrat pels PAHs entre 0,1 i 8 ppm. Cada punt experimental surt de fer la mitjana
de dos replicats.
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Figura 7. Cromatograma dels 6 PAHs estudiats. En minuts, Phe (22,38);
Fluo (25,96); Pyr (26,62); BaA (30,28); Chry (30,40); BbF (33,30)
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4.2 PURIFICACIO (CLEANUP)

Un cop es realitza I’extraccido per Soxhlet, ’extracte ha de passar per un sistema de
purificacioé, anomenat cleanup, per tal d’eliminar possibles interferéncies que podrien bé
malmetre I’equip de deteccié de masses, bé embrutar la columna del cromatograf de gasos,
0 bé reduir la sensibilitat de 1’analisi. Per tant, el sistema d’extraccido Soxhlet no pot ser
avaluat independentment quan s’aplica a una matriu solida com la nostra, ja que sempre hi
pot haver components d’aquesta matriu que s’extreguin juntament amb els PAHs, els quals
puguin interferir en la determinacié per GC-MS. Per tant, cal primer optimitzar aquesta
etapa de cleanup.

S’han seleccionat dos métodes diferents per fer la purificacio o cleanup de la mostra, bé
mitjancant un cartutx SPE C18 o bé mitjangant gel de silice com a adsorbent en columna de
vidre. La mostra emprada per a 1’optimitzacié d’aquesta etapa €s una mescla patré de 5 ppm
de cada PAH triat, que correspon aproximadament a la zona intermédia de la recta de

calibrat del GC-MS.

4.2.1.- Cleanup mitjangant cartutxos d’extraccio en fase solida (SPE)

S’han avaluat dues variants del métode d’extraccio-cleanup amb SPE, anomenats M1 i M2,
amb els seus replicats corresponents A i B, els quals es diferencien en l’etapa de
I’acondicionament previ del cartutx. A la variant del metode M1 hi ha un pas de rentat del
cartutx un cop introduida la mostra i en canvi el M2 no (veure l’apartat 3.3.2.1 on
s’expliquen els detalls de cada meétode).

Es considera que hi pot haver perdua de PAHs tant en les fases de carrega com a la de
neteja, on no s hauria d’eluir cap compost perque els PAHs han de quedar retinguts a la fase
solida del cartutx de SPE. En canvi, a I’etapa d’elucié és on es recuperen els PAHs. Per
poder avaluar tant la pérdua com la recuperacid analitzarem cadascuna de les fases

recollides per GC-MS.

Dels resultats obtinguts i recollits a la Figura 8, respecte la variant M1 del metode amb SPE,
es pot comprovar que en recollir la fraccié emergent del cartutx SPE durant 1’etapa de la
carrega (amb la solucid de I’extracte de la mostra), es perd en tots els casos entre un 65 i un
85 % del que hem afegit, per tant, no queda retingut cap PAHs al cartutx de SPE com era

d’esperar. D’altra banda, durant 1’etapa del rentat (just després de la carrega) a la figura 8
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podem veure que no hi ha pérdues significatives (el poc que s’ha retingut, no es perd en
rentar el cartutx de SPE). Tampoc s’observa recuperacid dels analits a la darrera etapa que
correspondria a 1’eluci6 amb hexa, que resulta ser una etapa més de rentat que no pas
d’eluci6. Els PAHs préviament retinguts en el cartutx SPE durant la carrega, es recuperen,
com era d’esperar, a I’etapa d’eluci6 amb hexa-CH,Cl, (1:1).

Podem concloure que, per ara, I’etapa de la carrega no ha funcionat correctament, doncs la
pérdua de PAHs s’ha vist que és molt elevada (65-80 %). D’altra banda, del balang de
massa total de cada PAH mostrat a la Figura 8, comprovem que s’ha pogut seguir la
tracabilitat dels PAHs introduits al sistema, i que es recuperen entre el 80 i el 105 % dels
compostos presents a la mostra solida de CRM original. Per tant, ’etapa de 1’extraccid

sembla ser for¢a adequada per la variant del metode M1.
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Figura 8. Pérdua dels PAHs durant las fases de carrega de la mostra i recuperacio en
la fase d’elucié amb hexa-CH,Cl, i hexa mitjancant cartutxos SPE C18 segons la
variant del métode M2

Respecte a la variant M2 del métode amb SPE, tal i com es veuen recollits els resultats a la
Figura 9, el comportament del sistema és molt similar al de la variant M1 del mateix metode,
de manera que no hi ha diferéncies importants en la determinacié dels PAHs per GC-MS en
abséncia de I’etapa de rentat posterior a la carrega. Els resultats numeérics es troben recollits

a I’Annex III.
Com que aquest métode de cleanup s’ha dut a terme amb preséncia de buit mitjangant

I’equip comentat a I’apartat 3.4.2.1., s’ha pensat que donat que el cartutx és de tan sols 0,5 g

de fase C18 podria ser que la retencio es vegi impossibilitada per la falta de temps perque
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els compostos puguin entrar en contacte amb la fase solida del cartutx i, per tant, que no
puguin interaccionar efectivament amb la fase C18. Tot aix0, probablement degut a que es
treballa sota condicions de buit, la qual cosa forga els compostos presents a la soluci6 de

carrega a avangar a una velocitat, potser, massa alta.

Per aix0, hem decidit fer un segon estudi sense utilitzar I’aplicacié del buit. Aixi, s’avalua
I’efecte de la velocitat de carrega dels nostres compostos, tenint en compte només que

avanci per efecte de la forga de la gravetat.
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Figura 9. Pérdua dels PAHs durant las fases de carrega de la mostra i
recuperacié en la fase d’elucié amb hexa-CH,Cl, i hexa mitjangant cartutxos
SPE C18 segons la variant del métode M2

4.2.1.1.- Avaluacio de la velocitat de carrega de la mostra als cartutxos

d’extracci6 en fase solida

D’acord amb els resultats ja comentats a 1’apartat 4.2.1, es preparen uns assajos per tal de
comprovar si la peérdua dels analits a 1’etapa de la carrega al cartutx fos deguda a I’ts del
Vaccum Manifold que, en fer el buit, s’ha pensat que potser no deixa prou temps a la mostra
perque interaccioni de forma efectiva amb ’adsorbent i, per tant, els compostos elueixen

directament durant el mateix moment de la carrega.
Per tant, es procedeix de la mateixa manera que anteriorment (com s’ha explicat a 1’apartat

3.4.2.1), pero treballant ara per gravetat, és a dir, sense us del Vacuum Manifold.

Evidentment, el procés dura molt més temps, perd volem comprovar si d’aquesta manera en
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I’etapa de la carrega no s’elueixen els nostres compostos, i veure si queden retinguts com és

d’esperar.

En aquest cas, es decideix fer aquesta avaluaci6 sobre la variant del metode 2 (M2), ja que
ja hem comprovat que el pas de rentat no aporta millores significatives en la resolucié dels
pics ni a I’eliminacié d’interferéncies, ni a la determinacio quantitativa dels PAHs. Per tant,

estalviem aixi temps i dissolvent, entre d’altres.

A la Figura 10 podem veure que també hi ha pérdues en I’etapa de la carrega del cartutx de
SPE, malgrat no treballem sota el buit, de manera que tampoc hi ha practicament retenciod
dels compostos a la columna. Tot i aix0 si que s’observa que es perd menys quantitat de
PAHs, amb el consegiient augment en la recuperacié dels analits d’interés en 1’elucio hexa-
CH,CI, (1:1), sent gairebé del 50 % en el replicat B (Els resultats numerics es troben
recollits a I’Annex III). Tot 1 aixi, una recuperacio al voltant del 50 % segueix sent massa
baixa, ja que implica molta pérdua dels analits i, en alguns casos, €s critic recuperar el
maxim possible per poder dur a terme la correcta quantificacid de la mostra (donades les

baixes concentracions de PAHs en la mostra de sol contaminat original).

Aixi doncs, podem dir que els cartutxos SPE C18 comercials no ens han donat bons
resultats ja que els percentatges de recuperacido son molt baixos pels nostres interessos,
probablement degut a la seva extremadament baixa polaritat i, per tant, baixa afinitat pels

PAHSs.
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Figura 10. Pérdua dels PAHs durant las fases de carrega de la mostra i
recuperacié en la fase d’elucié amb hexa-CH,Cl, i hexa mitjangant cartutxos
SPE C18 segons la variant del métode M2
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4.2.2.- Cleanup mitjancant gel de silice com a adsorbent en columna de vidre

Un cop descartats els cartutxos SPE C18, donada la seva baixa afinitat pels PAHs, es
decideix buscar una fase més afi als PAHs (més polar) per a fer el cleanup de les mostres
d’estudi, com és emprant una columna de gel de silice. En aquest cas, el procediment seguit,
inclou les etapes de carrega, rentat, i elucio, descrites a I’apartat 3.3.2.2. Cal destacar que es
canvia la fase d’hexa per penta en canviar el cartutx SPE C18 per la columna de gel de
silice.

Com s’observa a la Figura 11, la recuperacid, en general, ha millorat de manera important.
Cal comentar que pels PAHs de menor pes molecular i, per tant, més polars s’aprecia una
major recuperacio, sobretot pel Phe, Fluo i1 Pyr, obtenint-se valors entre el 90 1 el 100 %.
Passa el contrari amb els PAHs de pes molecular més elevat, BaA, Chry i BbB, amb els

quals el percentatge de recuperacio oscil-la entre el 70 1 85 %.

En aquest cas, en fer el balang de massa total es veu com la major part dels PAHs es
recupera al moment de I’elucié amb CH,Cl,-penta (2:3), tal i com ens interessa que
succeeixi. En aquest ocasid, no s’observa una perdua important a 1’etapa de la carrega (a la
figura 11, correspon a la fraccido en marrd, 4 mL M+ H), de manera que la majoria dels
PAHs que es troben a la fase liquida provinent de I’etapa de ’extracci6 Soxhlet queden
retinguts a la columna de cleanup. Quan se segueix amb el rentat amb penta, podem veure
que no hi ha pérdues importants dels PAHs, els quals segueixen retinguts a la columna. Per
tant, el penta resulta ser un bon dissolvent de rentat. Els resultats numeérics es troben
recollits a I’ Annex III.

Aixi doncs, en cas d’haver de triar un d’aquests tipus de cleanup a partir dels resultats

obtinguts, sembla més adient el cleanup amb gel de silice en columna de vidre.
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Figura 11. Recuperacio dels PAHs en el cleanup mitjangant gel de
silice com a adsorbent en columna de vidre
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4.3.- EXTRACCIO SOXHLET I PURIFICACIO (CLEANUP)

Es procedeix a I’extracci6 dels PAHs de mostres de sols contaminats, tot emprant el sistema
d’extraccid Soxhlet que segueix el metode indicat a 1’apartat 3.3.1.1. Un cop avaluada
I’etapa del cleanup (apartat 4.2), es pot ara estudiar el conjunt de les etapes d’extraccid
Soxhlet-cleanup, tenint en compte el maxim rendiment de 1’etapa de cleanup. Seguirem

treballant amb el material de referéncia CRM anteriorment especificat.

A la Taula 6 es presenten els resultats obtinguts en 1’aplicacid de 1I’extraccid Soxhlet
seguida de I’etapa de purificacid de la mostra extreta (el cleanup) mitjangant gel de silice
com a adsorbent en columna de vidre. Podem observar que, després de les dues etapes, els
percentatges de recuperacié global dels PAHs presents al CRM oscil-len entre el 49 % i el
72 %. En els casos del Phe 1 BbF no va ser possible fer la determinaci6 ja que, en I’etapa de

la recuperaci6 es trobaven per sota del limit de quantificacio.

Taula 6. Percentatges de recuperaci6 en I’extraccidé Soxhlet seguida del cleanup mitjangant gel

de silice en columna de vidre

Phe Fluo Pyr BaA Chry BbF

Valor de referéncia
del CRM (ppm)*

ppm teorics després cleanup
columna gel de silice
(2 mL extracte Soxhlet en 5
mL volum final)
ppm experimentals després
cleanup columna gel de silice ~ <LOQ** 2,121 0,877 0,955 1,505 <LOQ
(quantificacié6 GC/MS)

0,080 22,100 7,660 12,100 16,800 0,930

0,013 3,536 1,226 1,936 2,688 0,149

% Recuperacié extraccio

Soxhlet-cleanup** ND 60,0+91 715+42 493%+9,0 56,0+6,7 ND

% Recuperacio6 segons

US EpAStis 83.9+54 87,7+69 102,008 734+38 762+44 827+50

* Valor de referencia de la Taula 2. ** Limits de Quantificacié (LOQ) determinats a I’apartat 4.1. ***
ND: No determinat **** Valors per el Soxtec (Automated Soxhlet extraction). Pel Soxhlet manual no han
estudiat a fons quina és la recuperaci6 de cada PAH.

Els percentatges de recuperaci6 assolits es troben per sota del rang entre 70 i 100 % esperat,
segons el reportat per la US EPA (Taula 6). Majoritariament, aquests baixos rendiments de
recuperacio obtinguts s’observa que son deguts a 1’etapa de 1’extraccié Soxhlet, ja que amb
el métode de cleanup amb gel de silice ja s’ha vist que s’aconsegueixen recuperacions per

sobre del 90 % en la majoria dels casos.
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Aixi, havent anteriorment avaluat I’etapa del cleanup, es determina ara 1’eficacia de
I’extraccié Soxhlet individualment. Tenint en compte el percentatge de recuperacid dels
PAHSs durant el cleanup, es pot obtenir per diferéncia el percentatge de pérdua d’aquesta
purificaci6 i aplicar-lo al conjunt Soxhlet-cleanup. Aixo permet avaluar 1’extraccié Soxhlet

independenment del cleanup (les dades que ho expliquen es troben recollides a la Taula 7).

Taula 7. Percentatges de recuperacio en I’extraccié Soxhlet individualment

Phe Fluo Pyr BaA Chry BbF

. - -
/0 Recuperaci6 extraccid ND 60,091 71,5+42 493+90 56,067 ND
Soxhlet-cleanup

% Recuperacio en cleanup

columna gel de silice * 90,00 97,50 92,04 74,30 83,12 69,97

% Pérdua en cleanup

- 10,00 2,50 7,96 25,70 16,88 30,03
columna gel de silice

% Recuperacié

extraccio Soxhlet** ND 615+93 772+45 620+11,3 655+78 ND

% Recuperacio segons

US EPA 83,9+54 87,769 102,0+0,8 73,4+3,8 76,2+44 82,7+5,0

* Resultats a la Taula de I’apartat 4.2.2. **Calculat assumint que la pérdua en el cleanup en columna és
reproduible a partir dels experiments fets al punt 4.2.2

Després d’aquests calculs, podem observar que tot i que I’eficiéncia del Soxhlet ha
augmentat, sobretot pel que fa als PAHs BaA, Chry i BbF, els quals durant el cleanup no
recuperavem amb percentatges tan alts com pel cas del Phe, Fluo i Pyr, seguim tenint en
alguns casos una diferéncia important respecte del que publica la US EPA en els seus
informes sobre extraccid Soxhlet. Tot 1 aixo, cal remarcar que els resultats de la US EPA

son per al Soxtec, que €s una variant optimitzada i automatitzada del Soxhlet .

Aixi, donat els percentatges de recuperacioé obtinguts podem afirmar que cal seguir amb
I’optimitzacié de I’etapa de I’extraccid Soxhlet per tal d’aconseguir una recuperacid
superior. Es podria pensar en diverses possibilitats de millora, per exemple concentrar
I’extracte final a un volum més petit, i aixi poder fer 1’analisi quantitativa amb major
precisio, procurar de minimitzar les possibles perdues per volatilitzacio, per exemple a
I’hora de concentrar amb el rotavapor, aixi com provar metodes d’extraccio alternatius com

I’extraccidé assistida per microones, 1’extraccid mitjangcant fluids supercritics, etc.

28



5.- Conclusions

5.- CONCLUSIONS

A partir dels resultats obtinguts durant la posta a punt del métode d’analisi dels PAHs

seleccionats en mostres de sols contaminats, les conclusions més importants que es poden

extreure es detallen a continuacio:

1.- Pel que fa a I’analisi per cromatografia de gasos acoblada a I’espectrometria de masses

(GC/MS):

El meétode d’analisi permet la separacid, identificacid i quantificacio dels PAHs
seleccionats de manera efectiva.

El limit de deteccid al qual podem arribar oscil-la entre 0,05 1 0,1 ppm 1 el limit de
quantificacio es troba entre 0,1 1 0,3 ppm en funci6 del compost. Aquests son valors
millorats del qué es pot trobar descrit al métode oficial de la Environmental
Protection Agency dels Estats Units (US EPA), de 0,660 ppm de LOQ.

2.- Amb referéncia al procés de cleanup de I’extracte:

El cleanup en fase solida (SPE) utilitzant els cartutxos C18 no ha estat un métode de
cleanup satisfactori pel nostre sistema ja que es produeix una pérdua del voltant del
80 % dels analits en el moment de la carrega dels nostres compostos al cartutx
abans de poder fer les diferents etapes de rentat. L’avaluacié de la velocitat de
carrega utilitzant o no la presencia de buit ens ha demostrat que t€¢ una importancia
relativa en aquest primer pas, seguint tenint perdues altes (superior al 50 %) quan es
fa el procés sense el buit (per gravetat). Probablement els dos factors determinants
son que tenim un material amb poca afinitat pels nostres PAHs (matriu C18 massa
apolar pels nostres PAHs), a més de tenir-ne poca quantitat en els cartutxos
comercials emprats (0,5 g).

El cleanup mitjangant columna de vidre utilitzant gel de silice com a adsorbent ha
demostrat ser un metode prou eficient amb percentatges de recuperacié forga bons,
entre el 70 % i el 100 %. Es un material més polar i utilitzem 10 g de fase (molt

superior als 0,5 dels cartutxos de SPE).

3.- Sobre I’extraccio dels compostos organics d’interes de la mostra de sol:

La metodologia d’extraccié Soxhlet €s una técnica assequible i senzilla encara que

poc resolutiva. D’altra banda, davant d’altres técniques forca més avancades avui

29



5.- Conclusions

dia, D’extraccid Soxhlet presenta l’inconvenient principal d’un alt consum de
dissolvent i d’un llarg temps d’operacio.

L’etapa de I’extracci6 Soxhlet implica possibles pérdues dels nostres compostos
donada la seva naturalesa semi-volatil caracteristica. Aquestes perdues es
produeixen durant el periode de I’extraccio en calent, la recollida de I’extracte i la
concentraci6 d’aquest al rotavapor.

Els percentatges de recuperacié obtinguts, entre el 61 i el 78 % es troben per sota

dels que aporta la Environmental Protection Agency dels Estats Units (US EPA).
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