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Resumen

Resumen

El uso de la madera acompafia al ser humano desde el comienzo de sus tiempos.
Entre uno de sus multiples usos se encuentra la fabricacion de papel. El papel fue un
invento revolucionario que permitio la transmisién de informacién y cuyo auge tuvo lugar
con la invencidn de la imprenta en el siglo XV. Desde entonces, el papel, y por extensién
el carton, han ido cobrando importancia en la vida del hombre hasta nuestros dias, en los

gque se usa para una gran variedad de tareas.

Durante la fabricacion de papel y cartén, la madera se enfrenta a una serie de
procesos que la alteran hasta llegar a su acabado final. Uno de ellos es el blanqueo, que
ocurre especialmente en la fabricaciébn de papel. Durante el proceso de blanqueo se
trabaja con derivados del cloro que, al reaccionar con materia organica de la madera,
pueden dar lugar a compuestos organoclorados peligrosos para la salud y para el medio

ambiente como son los clorofenoles y los cloroanisoles.

En este proyecto se ha llevado a cabo la optimizacion de un procedimiento para
detectar y cuantificar dichos compuestos, en concreto, el 2,4,6-tricloroanisol (TCA),
2,4,6-triclorofenol (TCP) y 2,3,4,6-tetraclorofenol (TeCP). En una primera etapa, las
muestras de carton se extraen con solucién hidroalcohdlica y agitacion. Después, sobre
el extracto debe llevarse a cabo un proceso de preconcentracion antes de analizarse. Se
han sometido los extractos a un procedimiento de microextraccion en fase liquida con
fibora hueca (HF-LPME) con posterior analisis mediante cromatografia de gases con
espectrometria de masas (GC-MS). Se ha tratado de optimizar el procedimiento, pero no
se ha conseguido la suficiente eficacia y reproducibilidad necesaria para el analisis de los
compuestos de interés. Asi que se ha optado por la utilizaciébn de otra técnica de
preconcentracion: la microextraccion en fase sélida con espacio de cabeza acoplada a

cromatografia de gases con espectrometria de masas (HS-SPME/GC-MS).

Para este segundo procedimiento se han conseguido optimizar las condiciones de
trabajo mas adecuadas para la determinacion del TCA, TCP y TeCP, asi como se han
calculado los correspondientes limites de deteccion y cuantificacibn. Ademas, se han
probado diferentes tratamientos de extraccién variando el porcentaje de etanol de la
solucion hidroalcohdlica, uso de bafio de ultrasonidos, agitacibn mecénica y tiempo de
extraccion. Las muestras de cartén sometidas a estudio no han dado sefial alguna de los
tres compuestos organoclorados, por lo que se puede decir que las concentraciones de
los mismos, en caso de haber, se encuentran por debajo de los limites de deteccién y

cuantificacion establecidos para este procedimiento analitico.

Palabras clave: clorofenol, cloroanisol, HF-LPME, HS-SPME.






Abstract

Abstract

Lumber use accompanies humankind since the beginning of its own existence.
Among its multiple uses the manufacturing of paper and cardboard stands out. Paper was
a revolutionary invention which allowed the transmission of information and its use started
to grow dramatically with the invention of the press in the XV century. Since then, paper
and by extension cardboard has been gaining importance in the everyday man until our

days, in which it is used in a great variety of manners.

When being transformed into paper or cardboard, lumber undergoes a series of
processes which alter it until the product is considered finished. One of them is bleaching,
which especially occurs in paper manufacturing. During bleaching, compounds derived
and containing chlorine are used. Those compounds may react with the organic
molecules in lumber to form organochlorines, which are hazardous for human health and

for the environment, like the chlorophenols and chloroanisoles.

In this project, an optimization for a procedure has been developed in order to
detect and quantify those compounds. More specifically, 2,4,6-trichlorophenol (TCP),
2,4,6-trichloroanisole (TCA) and 2,3,4,6,-tetrachlorophenol (TeCP). On a first approach,
cardboard samples are extracted with a hidroalcoholic solution and stir. After that, a
preconcentration process is performed over the samples before the actual analysis.
Extracts obtained after the hidroalcoholic extraction undergo Hollow Fiber Liquid Phase
Microextraction (HF-LPME), with a posterior analysis by using gas chromatography with
mass spectrometry (GC-MS). The attempt was to optimize the procedure, but not enough
efficiency or reproducibility has been achieved so that the analysis of the compounds
could be carried out. With that in mind, another preconcentration technique was chosen:
Head Space Solid Phase Microextraction coupled with a Gas Chromatograph with Mass
Spectrometer (HS-SPME/GC-MS).

In this second technique, the most adequate working conditions were achieved in
order to determinate TCP, TCA and TeCP. Knowing those conditions, detection limit and
guantification limit have been calculated. Furthermore, different extraction treatments
have been attempted. The parameters differed in ethanol percentage of the hidroalcoholic
solution, the use of ultrasounds, mechanic stir and extraction time. Cardboard samples
that underwent the studies did not report any signal of any of the three compounds of
interest, so it is right to say that their concentration, if there is any, has a value below both

detection and quantification limits stablished for this analytical procedure.

Palabras clave: chlorophenol, chloroanisole, HF-LPME, HS-SPME.
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l. Introduccién

|. 1. La industria papelera

I.1.1. Breve historia del papel

La industria maderera es un sector cuya demanda por parte del ser humano es
incuestionable. La sociedad actual emplea para numerosas tareas diarias la madera, ya
sea directamente como en el caso de la construccién o la artesania, o bien transformada
por distintas actividades industriales en hojas de papel, contenedores/envases de
productos alimenticios o productos de embalaje y transporte son un ejemplo de las
muchas transformaciones posibles. De toda la madera que el ser humano extrae del
medioambiente, aproximadamente el 42% se emplea en la produccién de papel y carton,
lo que lleva tras de si una gran industria que “acompafia” al hombre desde el surgimiento
de la imprenta y que, probablemente siga siéndolo, pese a los actuales avances en
tecnologia y la tendencia a disminuir el uso del papel en favor del formato electrénico
(Risbrudt, 2005; Kinsella et al., 2007).

La importancia que han tenido los bosques a lo largo de la historia del hombre ha
sido innegable. Esto es debido a la gran variedad de recursos que se han podido obtener
de ellos, pero si hay uno que haya sido mas trascendente que el resto, es sin duda la
madera. Uno de los mayores descubrimientos que contribuyé a la evolucion del ser
humano fue el dominio del fuego, el cual se debi6é a un uso afiadido de la madera, que
ademas se podia emplear para cocinar y calentar. De hecho, hay evidencias que prueban
el posible uso, por parte de los hominidos mas primitivos, de la madera para cocinar
desde hace al menos 1,5 millones de afios (Clark & Harris, 1985), y otras que prueban

fehacientemente su uso desde hace 400.000 afios (Sauer, 1962).

Desde entonces, y a través de las diferentes etapas histéricas que ha vivido la
humanidad el uso que se le ha dado a la madera ha ido variando, estando siempre
presente en formas diferentes, y con muchas y diversas utilidades. La madera se ha
empleado como material de construccion de los refugios mas primitivos del hombre,
como material para la fabricacion de herramientas agricolas, para construir puentes y
caminos, barcos y botes, armas de caza, ruedas o incluso ropa. En la sociedad actual, sin
embargo, algunos materiales como el plastico, algunas aleaciones de metales o los
materiales de construccion actuales han sustituido a la madera para los usos en los que
ésta se empleaba, al tener mejores cualidades: mayor resistencia, ligereza, maleabilidad

u otras caracteristicas. Actualmente, una de las aplicaciones mas comunes es la
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elaboracion de papel y carton con diversos usos posteriores (envases, contenedores,

embalajes...) (Kinsella et al., 2007).

Desde que el hombre es hombre, la necesidad de transmitir la informacion ha
estado patente como herramienta para que las generaciones siguientes comenzaran
conociendo lo que las anteriores habian descubierto, haciendo que poco a poco, el ser
humano prosperara intelectualmente. La escritura, entendida en un principio de una
manera diferente para cada civilizacion, era la representacion mas completa de esa
necesidad, abriendo una importantisima via de comunicacion que no era fugaz como la
comunicacion oral y permitia preservar la informacion en el tiempo. Tan importante ha
sido la escritura en la historia del hombre que, a partir de ella, se diferencian los dos
periodos histéricos mas marcados del ser humano: la prehistoria y la historia. Siendo la
historia aquella que es “narrada” o “grabada” a través de la escritura. Obviamente, la
matriz en la que la informacion era escrita ha influido en lo que se refiere al alcance de
dicha informacién. Por tanto, hasta la invencion del papel el ser humano escribia en
muchos lugares diferentes, dependiendo del propdsito y de la finalidad del escrito, como
losas, muros, vasijas, plantas, papiros, pergaminos, iconos e incluso animales (Daniels &
Bright, 1996; Haarmann, 2002).

Siendo consciente la humanidad de la poca practicidad de los lienzos donde se
escribia, las civilizaciones comenzaron a investigar sobre matrices que pudieran albergar
informacién, donde fuera sencillo escribir y que, tras ser plasmada, pudiera ser
almacenada y transportada con facilidad. La civilizacion china fue pionera en la creacién
del papel. En la dinastia Han, entre los afios 202 a.C. y 220 d.C., se encuentra el primer
registro de la produccién de papel a partir de fibras vegetales, empleando un método
similar al que las abejas y las avispas utilizan para construir sus nidos. A partir de esta
primera “elaboracion” de papel, la técnica fue mejorando a lo largo de los siglos y
transmitida a las civilizaciones adyacentes, llegando a Europa en el siglo XI a través de la
peninsula ibérica con el avance de la cultura islamica. Hasta entonces, los papiros y
pergaminos empleados en los paises mediterrdneos, hechos de pieles de distintos
animales sometidas a procesos de secado y blanqueado rudimentarios, cumplian las
condiciones de sencillez de escritura y transporte aunque su elaboracion resultaba
tediosa. Debido a eso, los nuevos procesos de elaboracion de papel se adoptaron
rapidamente, en los siguientes siglos, a lo largo y ancho de Europa donde se comenzo a
fabricar mediante el uso de molinos de papel (Daniels & Bright, 1996; Meggs, 1998;
Barrett, 2008).

No fue hasta 1440 cuando Johannes Gutenberg, inventd la imprenta mediante la

adaptacion de procesos tecnoldgicos ya existentes de la época enfocados hacia la idea
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de la impresion. Gutenberg con sus conocimientos sobre los metales (era trabajador de
una mina de oro), elabord un sistema de moldes que permitia crear y comercializar las
piezas necesarias para la impresién de letras en papel en grandes cantidades, lo que
supuso una difusion rapida de la tecnologia y la capacidad de producir textos en papel de
manera masiva por toda Europa. Hacia el afio 1500 las imprentas de la Europa mas
occidental habian producido y registrado mas de veinte millones de volimenes, y en el
siglo XVI se estima que la cantidad de volimenes impresos era ya de unos 200 millones
(Febvre & Martin, 1976).

Los cambios, que la facil transmision de la informacién produjo de la mano de la
imprenta fueron notorios en la sociedad de toda Europa, lo que sumado a la necesidad
de conocer que “nacia” en Europa de la mano del renacimiento, provocaria una
necesidad del consumo de la informacion que acabaria repercutiendo en, a su vez, una
necesidad de satisfacer esa demanda con materias primas como el papel. Esa necesidad
ha ido creciendo consecutivamente siglo tras siglo hasta la sociedad moderna que
consiguio, a lo largo del siglo XIX, industrializar la produccion de papel a una manera mas
eficiente mediante el empleo de fibra y pulpa de la madera (Febvre & Martin, 1976;
Burger, 2007).

1.1.2. Fabricacion del papel

El papel se fabrica a partir de las fibras de celulosa que forman la madera o, por
extension, a partir de las fibras de celulosa presentes en el papel ya fabricado. De entre
los distintos tipos de arboles que pueden servir para obtener esa celulosa, los 6ptimos
son las coniferas, en especial los pinos y los abetos, ya que la celulosa en ellos forma
estructuras largas y resistentes. Ademas, a partir del papel ya utilizado se puede fabricar
papel nuevo, sobre todo en zonas de alta densidad de poblacién y desarrolladas, donde
el consumo de papel es elevado, ya que es ahi donde se nota el impacto positivo que

tiene el reciclaje tanto econémica como medioambientalmente.

Atendiendo a la generacion de papel a partir de madera, la industria papelera
emplea generalmente los materiales sobrantes que no pasan la criba de la industria
maderera. Dicha madera posee dos partes bien diferenciadas: la externa o corteza, que
no interesa a la industria pues solo reduce la calidad del papel, y la interna, que tiene
celulosa de gran calidad. Asi pues, el primer tratamiento que se aplica sobre la madera
es la extraccion de la corteza que luego puede tener usos posteriores como
biocombustible. Tras la eliminacion de la corteza, la madera puede seguir diferentes rutas
dependiendo del producto final que se quiera obtener, entrando en la primera fase del

proceso productivo: la obtencién de la pasta del papel.
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Etapa 1. Elaboracion de la pasta de papel

Para ello, se pueden seguir tres procedimientos:

(1) Proceso mecéanico: se obtiene una pasta rudimentaria con una alta opacidad. Es

el proceso mas antiguo, inventado a mediados del siglo XIX, y en él se presionan los
troncos contra una serie de muelas giratorias para separar las fibras de celulosa. El
producto de la molienda pasa a través de unos filtros que so6lo permiten pasar las fibras
de celulosa. Ademds, durante todo el proceso se afiade agua tanto para facilitar la
creacion de la pasta como para refrigerar las muelas, que se calientan con la friccion del

proceso.

(2) Proceso termomecénico: la madera se corta primero en astillas y, tras someterse

a limpieza para eliminar restos de materiales que podrian dafiar la maquinaria, se calienta
usando vapor de agua para ablandarlas. Tras ello, se introducen a presion en el
refinador, que es un sistema que cuenta con dos discos que giran en sentidos opuestos.
Estos discos tienen una serie de canales que van desde el centro hasta el borde exterior
del disco y se van estrechando conforme se acercan a éste. La utilidad de los canales
reside en que las astillas reblandecidas, al introducirlas por el centro de las dos ruedas y
gracias a la accion motora de las mismas, se desplazan hacia el borde de las ruedas por
ellos, pasando Unicamente las fibras de celulosa individualmente separadas. El resto de

material y de fibras no desprendidas individualmente se desechan.

(3) Proceso guimico: se emplea sulfato de sodio para obtener la denominada “pasta

Kraft". En este procedimiento también se astilla la madera y se hierve, pero en un
digestor donde se afiaden sustancias quimicas para digerir la lignina, la proteina que une
las distintas fibras de celulosa, y se calienta a unos 200°C. Después de la digestion, se
realiza una criba donde todas las fibras que no se han separado vuelven, junto a las

sustancias quimicas restantes utilizadas al proceso productivo, donde se reaprovechan.

Tras cualquiera de los tres procesos anteriores, el papel, si se pretende obtener
de alta calidad, se somete una segunda fase del proceso productivo: el blanqueo, ya que
si no presenta un color pardo. Se trata de un proceso imprescindible si se quiere obtener

papel donde se van a imprimir colores que se quieran ver con calidad.

Etapa 2. Blanqueo de la pasta de papel

En el blanqueo, durante muchos afios se ha empleado principalmente cloro gas y
diéxido de cloro, ya que son muy eficaces en el blanqueamiento de la pasta de papel. Sin
embargo, las consecuencias medioambientales de su empleo, especialmente graves

sobre los ecosistemas acuaticos, han hecho que poco a poco se vayan dejando de
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utilizar en favor de otros compuestos blanqueantes como es el caso del ozono, el oxigeno
o el perdxido de hidrégeno, que no tienen ese impacto tan grande sobre el
medioambiente. Si bien se ha reducido el uso de sustancias con cloro, por poca cantidad
que se utilice, va a ser complicado eliminar sus restos y sobre todo sus productos de
reaccion con otras sustancias presentes en la madera, en la planta de tratamiento de
aguas de la fabrica de papel. Por lo que, el impacto medioambiental debido a la
formacion de sustancias organocloradas, como dioxinas o clorofenoles, siempre puede
tener lugar y va a ser necesario controlar, en la medida de lo posible. Por ello, hoy en dia
se han desarrollado tecnologias que permiten la elaboracion de algunos tipos de papel
que se denominan “libres de cloro totalmente” TCF (total chlorine free), ya que se

blanquean sin el empleo de las sustancias cloradas mencionadas anteriormente.

Etapa 3. Caja de admision y secado

En la tercera fase del proceso de produccion, tras darle al papel la blancura
deseada, se puede agregar a la pasta algun tipo de colorante para obtener el tono exacto
deseado, ademas de otras sustancias que se quieran afadir con algun propdsito
especifico. Tras ello, se adiciona una gran cantidad de agua antes de pasar a la
denominada “caja de admision”, donde el material de entrada es 99% agua y 1% pasta
blanqueada. Esta enorme cantidad de agua es requerida para que las fibras de celulosa
no se aglutinen entre ellas, evitando que el papel se genere defectuoso. Ademas, para
evitar la floculacion, la caja de admision tiene unos sistemas que revuelven el material en
su interior, y controla la cantidad de pasta que pasa a la siguiente parte del proceso

productivo.

El contenido que sale de la caja de admision se coloca, segun sale, en una doble
cinta transportadora hecha de tela. La tela es una malla porosa que permite dejar salir el
agua que contiene la pasta. De esta manera, la pasta va saliendo y va formando un tapiz
entretejido de fibras de celulosa, mientras el agua que contenia va filtrandose por los
poros de la tela que hace la funcién de cinta transportadora. La razén por la que se
emplea una doble tela, una por debajo de la pasta y otra por encima, es porque si sélo se
empleara la gravedad como herramienta de secado, es decir, s6lo una tela, la cara de la
pasta del papel que estuviera en contacto con la tela diferiria mucho de la que no,
creando un papel con dos caras diferentes. Colocando una segunda tela por encima se
evita este problema. Dado que como por la cara superior no sale el agua como lo hace
por la inferior, se afladen mecanismos de secado como cajas de aspiracion, de tal
manera que, al final de esta fase, la pasta de papel pasa de tener un 99% de grado de
humedad a un 80%, aproximadamente. Después de ello, la pasta obtenida pasa a la
cuarta fase: el prensado.
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Etapa 4. Prensado

La ldmina de pasta atraviesa una serie de rodillos de acero que ejercen una gran
presion sobre ella expulsando el agua que alberga. El acero no toca el papel
directamente, sino que hay una serie de capas de fieltro a cada lado que absorben el
agua gue se expulsa y que se sitian entre el papel y los rodillos. Estas capas de fieltro
estan adheridas a unas cajas de vacio que las va secando para que puedan seguir
ejerciendo su funcion a lo largo del proceso. Tras acabar esta fase, el contenido en agua

del papel es ya alrededor del 50% o 60%.

Etapa 5. Secado

La quinta fase del proceso de produccion es el secado. En esta seccion se fija el
grado final de humedad que se desea en el papel. Para ello, se hace pasar la lamina de
papel sobre una serie de rodillos calentados mediante vapor, que provocan la
evaporacion de la humedad presente en la pasta del papel segun va pasando. Tras
terminar, se enrolla formando una bobina que se llama tambor, con un grado de humedad

de tan sélo un 5%-10%.

Por ultimo, hay una sexta fase opcional del proceso de produccion para mejorar la
calidad del papel que es la de estucado y satinado, en la que se mejoran blancura,

homogeneidad, calidad, durabilidad e imprimabilidad del producto final.

Etapa 6. Estucado y satinado

El estucado consiste en la adicion al papel de una capa de caolin (silicato de
aluminio hidratado) y de carbonato de calcio (CaCO3) mediante el uso de un aglutinante,
para asegurar de que ambas sustancias se adhieran correctamente al papel. En este

proceso se decide si el papel final es brillante o mate.

En el satinado, mediante la utilizacién de rodillos y sistemas que aportan calor al
papel, se favorece que los componentes agregados en el proceso de estucado se
distribuyan correctamente por el papel, eliminando las impurezas y anomalias que pueda

presentar.

Tras esta Ultima fase el papel se considera producido. Se embobina, embala y
etiqueta, por lo que esta listo para su distribucibn o uso posterior (SCA Publication
Papers, 2010). En la Figura 1 se muestra el esquema completo de las diferentes etapas

de las que consta el proceso productivo del papel.
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Materia prima (madera)

elopepodsuel) Bjul)
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Embobinado sati
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inada

Figura 1. Esquema simplificado del proceso industrial de fabricacién del papel

(elaboracion propia).

1.1.3. El papel y carton en la sociedad actual y el Analisis del Ciclo
de Vida (ACV)

Hoy en dia, la sociedad emplea el papel y cartdn para multitud de tareas diarias.
En Europa en el afio 2000, entre el 30% y el 40% de los residuos sélidos urbanos eran
papel y carton (Brown et al.,, 2000), representando una parte muy importante de los
residuos generados, en el dia a dia, de la parte de la sociedad mas desarrollada. Por otro
lado, tratando el consumo de papel, una medida mas indicativa de la dependencia de la
sociedad en este material, en Espafia en el afio 2000 se sitla en los 170 kg/habitante
afio (ASPAPEL, 2003).

Entre sus muchos usos, el papel y cartdbn estan en nuestras vidas en forma de
material de escritura e impresion (libros, folios, posters, pegatinas, caratulas de peliculas,
etc.), material de embalaje (bolsas y envoltorios), material de transporte (cajas, divisores,
etc.), material de ocio (cartas, juegos de mesa, libros), material higiénico (papel higiénico,
de cocina, cubrecamas en hospitales) o material dedicado a la alimentacion (papel de

cocina, papel de horno, envoltorios primarios de alimentos).

Es por tanto, clara la dependencia de los habitos diarios de la sociedad actual con
los productos que la industria papelera genera, utilizando una gran cantidad de materia
prima (madera) para crear una muy importante cantidad de productos. No sélo eso, sino
gue sobre esa materia prima también se ha de tener en cuenta los procesos
fisicoquimicos que esta industria aplica para transformarla en papel y cartén. Estos
procesos industriales mueven una enorme cantidad de recursos, lo que da lugar a

grandes cantidades de subproductos, emisiones, vertidos y residuos. Desde el punto de
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vista medioambiental, la industria del papel y el carton resulta interesante desde diversos
aspectos como son la extracciébn y aprovechamiento de recursos, optimizacion de
recursos, evaluacion del impacto ambiental del proceso productivo, comportamiento
ambiental de las distintas industrias, caracterizacién y gestion de vertidos, emisiones o

residuos (Greenpeace, 2004; Halweil & Mastny, 2004).

No obstante, un enfoque medioambiental de la industria no debe quedarse
Unicamente en lo que sucede en la misma. El producto generado tiene la misma
importancia, pudiendo causar incluso mayor impacto sobre el medioambiente que la
propia actividad industrial que lo genera. Por ejemplo, si bien la industria que genera pilas
y baterias portatiles puede ser mas o menos respetuosa con el medioambiente, las pilas
tienen una capacidad para dafarlo conocida y muy importante. En el caso del papel y

cartén es importante tener en cuenta el Analisis del Ciclo de Vida (ACV).

El ACV, también llamado balance ambiental, es un proceso que evalla todos los
posibles impactos ambientales que puede generar un producto, desde la extraccion de
las materias primas que lo conforman y actividad industrial que lo genera, pasando por su
distribucion y su uso, hasta su eliminacion o transformacion en residuo, y por ultimo la
gestion del mismo. De esta manera, la evaluacién del impacto de un producto se lleva a
cabo mediante el estudio multidisciplinar de todas las variables que influyen en todos los
procesos que sufre. Para ello, se cuantifican los recursos necesarios para crear ese
producto, asi como las emisiones, vertidos y residuos que se generan para fabricarlo.
Teniendo en cuenta esas variables, que se denominan inventario de ciclo de vida, se
realiza después una evaluacion del ciclo de vida, donde se tienen en cuenta otros
factores. Por ultimo, para comprobar la veracidad de ambas fases, se realiza una
interpretacion del ciclo de vida, que es un proceso sistematico que incluye la fiabilidad del

andlisis completo, asi como caracteristicas remarcables del mismo (Hauschild, 2000).

Una de las actividades que mas reduce el impacto ambiental es el reciclaje. Tras
su primer uso, en el momento en el que el papel y carton es considerado residuo, el
reciclaje de ambos supone una actividad positiva y a promover, que reduce
significativamente el impacto que genera el ser humano en el desarrollo de sus
actividades cotidianas con el uso de estos materiales. El uso de papel y carton reciclados
como “nueva” materia prima reduce en un 74% la emision de gases contaminantes y
reduce la contaminacién de las aguas en un 35%, respecto a la elaboracion de la misma

cantidad de papel y carton a partir de fibra virgen (Greenpeace, 2004).

No obstante, es importante considerar en el proceso de reciclaje tanto el uso

anterior como el posterior que ha tenido y va a tener el producto de papel y cartdn; ya que
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en su composicion original pueden haberse afiadido sustancias con un propésito definido
que imposibiliten o limiten otros usos posteriores y modifiquen importantemente su ACV
(Hauschild, 2000). Esto es especialmente importante, al ser el reciclaje un proceso que
presenta una tendencia a crecer y que, ya en 2002, alcanzaba los 84 kg/habitante afio en
Espafia y suponia la materia prima del 38% del nuevo papel y cartdbn elaborado,
equivalente a mas de 3,3 millones de toneladas de papel y carton usado (Hauschild,
2000; Greenpeace, 2004).

|.2. Legislacion relativa al papel y cartdn para su uso en
la industria alimentaria

Uno de los sectores mas vulnerables a la presencia de sustancias anémalas en el
papel y cartdn es el sector alimentario. Dado que, si determinadas sustancias nocivas
pasan desde el envase al alimento que contiene, puede existir un riesgo importante para

el consumidor.

La carencia de materias primas obliga, en el marco de un desarrollo sostenible, al
reciclado de las mismas. Un ejemplo claro es el papel y carton recuperado como fuente
de fibra de celulosa para la nueva fabricacion de papel y carton. Las fibras recicladas de
celulosa obtenidas de papel recuperado, no pueden ser utilizadas libremente para la
fabricacion de papel y cartén destinado a estar en contacto con alimentos. Ciertas fuentes
de papel y cartén recuperado pueden contener contaminantes que suponen un riesgo
para el consumidor si se ponen en contacto con alimentos, no asi con otros usos. El
empleo de las fibras recicladas de celulosa esta en continuo incremento por claros
motivos medioambientales de todos conocidos, y ademas debe fomentarse esta
tendencia. Los productos de papel y cartdn obtenido de fibras recicladas de celulosa y
gue estan destinados al contacto con alimentos, deben ostentar una pureza determinada

en el producto final para que no supongan un riesgo para el consumidor.

Frente a este problema, la legislacién europea elabor6 un marco de legislacion a
nivel supranacional con la Directiva 89/109/CEE del consejo de 21 de diciembre de 1988,
relativa a materiales y objetos destinados a entrar en contacto con productos alimenticios.
Este documento, no vinculante, establecia un marco de accién a partir del cual los
estados miembros podrian elaborar una legislacion propia a nivel estatal para atajar esta
situacion. Sin embargo, los estudios necesarios para determinar niveles limite concisos
de concentracion para cada compuesto no estaban elaborados para la fecha, puesto que
aln se estaba elaborando, con mayor prioridad, la legislacién con respecto al uso de

materiales plasticos en contacto con alimentos (AESAN, 2007).
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Ya en el afio 2002, el consejo, nuevamente, elabora una resolucién (Resolucién
AP-2002-1, 2002) sobre articulos y materiales de papel y cartdon destinados a estar en
contacto con alimentos. Esta resolucion ya establece métodos concretos de andlisis del
papel y carton que vaya a estar en contacto con alimentos, dando pautas claras y
concretas, procedimientos a realizar cuando el papel y el cartén van a ser creados a partir
de otros ya empleados (reciclado) en diferentes partes del proceso de generacion de
papel, asi como una lista de mejores técnicas disponibles (MTDs) para garantizar el
minimo paso de contaminantes hacia el papel que se va a generar, en diferentes etapas
del proceso industrial. Estos tres grupos de procedimientos se engloban en tres
documentos técnicos: el documento técnico 2 para métodos de analisis, el documento
técnico 3 para pautas a tener en cuenta durante el reciclado, y el documento técnico 4
para las mejores técnicas disponibles. No obstante, el reglamento trata también acerca
de un importante documento técnico 1, no desarrollado todavia (aparece como “under
preparation”), donde se expondran, en un futuro, los distintos tipos de contaminantes, asi
como los valores limite que el papel puede contener de cada uno. Para paliar esta
ausencia, la resolucion incluye dos pequefias tablas que especifican los valores limite

para algunos metales y para el pentaclorofenol (0,15 mg/kg).

En el afio 2004, el 27 de octubre se publica el Reglamento CE 1935/2004 del
Parlamento Europeo y del Consejo, sobre los materiales y objetos destinados a entrar en
contacto con alimentos y por el que se derogan las Directivas 80/590/CEE y 89/109/CEE.
En este reglamento se actualiza el marco para la actuacién a nivel estatal en materia de
seguridad alimentaria, refiriéndose a los atributos de los materiales que vayan a estar en
contacto con los alimentos. De nuevo, se menciona que cada material ha de regularse
bajo medidas concretas que aln no han sido publicadas para el caso del papel y cartén.
Ademas, como las Resoluciones del Consejo no son vinculantes, hay un gran vacio
legislativo acerca de la regulacién del contenido en contaminantes de estas sustancias,

salvo en algunos paises como Alemania o Paises Bajos (AESAN, 2007).

En Espafia, la reutilizacion o reciclado de materiales plasticos, para el posterior
uso en contacto con alimentos se prohibié por el Real Decreto 2814/1983, de 13 de
octubre, en un texto corto y conciso que dice asi: “Articulo Unico.- Se prohibe la utilizacion
de materiales poliméricos procedentes de objetos acabados, fragmentos de objetos,
semielaborados, analogos, usados o no como materias primas, solos o en mezcla con
material virgen, en la fabricacion o transformacion de envases y objetos que hayan de
estar en contacto con productos alimenticios o alimentarios.” No obstante, quedé
derogado en 2011 con la expedicion del Real Decreto 846/2011, de 17 de junio, por el

gque se establecen las condiciones que deben cumplir las materias primas a base de
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materiales poliméricos reciclados para su utilizacion en materiales y objetos destinados a
entrar en contacto con alimentos. No obstante, y de nuevo, este documento no trata de
manera explicita al papel y carton, tratando Unicamente los materiales plasticos, por lo

gue sigue situdndose un vacio en la legislacion a nivel estatal.

|.3. Compuestos organoclorados presentes en el papel y
carton

Una familia de sustancias quimicas de gran importancia, debido a su elevada
toxicidad, son los compuestos organohalogenados. Dichos compuestos forman parte de
una familia de sustancias quimicas organicas en las que al menos un atomo de carbono
estd ligado mediante enlace covalente a un halégeno (fltor, cloro, bromo o yodo), siendo
los mas comunes los que contienen cloro, que se denominan compuestos

organoclorados (Elias, 2012).

La familia de compuestos organoclorados es grande, siendo los mas comunes los
alcanos, alquenos y compuestos aromaticos con sustituciones de atomos de cloro. Los
alcanos clorados son cadenas carbonatadas de enlace simple que contienen algin
atomo de cloro, como el triclorometano (CHCI3) o el tetracloruro de carbono (CCl,). Los
alquenos clorados son, igualmente cadenas carbonatadas, que contienen uno o mas
atomos de carbono, y que ademas presentan uno o mas enlaces dobles entre los
carbonos (insaturaciones), como es el caso del haluro de vinilo, una molécula organica
sencilla formada por dos carbonos unidos por un doble enlace con una sustitucion de un
atomo de hidrégeno por un atomo de cloro en un extremo. Este compuesto es muy
conocido y producido a gran escala, pues es el monémero del plastico conocido como
policloruro de vinilo (PCV), muy empleado por su versatilidad en el mercado actual
(Allsopp & Vianello, 2012).

Por ultimo, los compuestos aromaticos clorados son aquellos que estan formados
por uno o mas anillos bencénicos (grupos fenilo) y contienen, a su vez, uno 0 mas
atomos de cloro ligados a uno o méas carbonos del anillo, como por ejemplo el
hexaclorociclohexano, siendo el mas conocido, debido a su alta toxicidad, el isémero

gamma (y) llamado lindano (Rossberg et al., 2006a; Sasson, 2009).

Ademas, muchos compuestos organoclorados son utilizados como biocidas, mas
concretamente como herbicidas e insecticidas, que si bien ayudan a la produccion
agricola también afectan al medioambiente en el que son afiadidos, pudiendo pasar a
formar parte de la materia prima que se utiliza para, por ejemplo la produccion de
madera, pudiendo entonces aparecer en productos finales derivados de ésta, como el

papel y cartdén. Algunos ejemplos incluirian el propio lindano, el dicloro difenil tricloroetano
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(DDT), el heptacloro, el endosulfan, el clordano, el aldrin, el dieldrin o el pentaclorofenol
(PCP), entre otros (Rossberg et al., 2006Db).

Todos estos compuestos, junto con otros muchos organoclorados, forman parte
también de las especies catalogadas como contaminantes organicos persistentes
(COPs), que son compuestos organicos con determinada toxicidad y cuya durabilidad en
el medioambiente es alta. Ademas, son sustancias cuya afinidad por las grasas es mayor
que por el agua (lipofilicas), es decir, que presentan un coeficiente de reparto
octano—agua alto y que ademas, pueden desplazarse grandes distancias, generalmente

por el aire o por el agua, desde donde han sido utilizadas.

No obstante, y sin restar importancia a los organoclorados que estan clasificados
como COPs, hay otros compuestos de la misma familia que presentan también
caracteristicas importantes desde el punto de vista medioambiental pero que, atendiendo
a su composicién (principalmente a su polaridad), no se incluyen dentro de los COPs. Por
ejemplo, en la industria del papel, se pueden llegar a emplear de 30 a 80 kg de cloro (Cl,)
para fabricar una tonelada de pasta del papel en el proceso de blanqueado del mismo (si
bien cada vez es menor su uso), alrededor del 10% del cloro empleado acaba
reaccionando con la madera, compuesta de moléculas organicas, dando lugar a
compuestos organoclorados. Relacionando esta idea con el tamafio de la industria del
papel, es importante considerar la generacion de estos compuestos y conocer cuanto se
genera, asi como qué ocurre con ellos una vez que salen del proceso productivo, ya que
se estima que las fabricas espafiolas producen entre 3 y 8 kg de estos compuestos por

tonelada de papel fabricada (Elias, 2012).

1.3.1. Clorofenoles y cloroanisoles

En este Trabajo de Fin de Grado se van a analizar una serie de compuestos que
pueden estar presentes en el papel y cartdn como consecuencia del tratamiento de la
materia prima, la madera, en los distintos estadios de su proceso industrial hasta la
obtencion del producto final tal y como se conoce. Se trata del grupo de compuestos

organoclorados denominados clorofenoles y cloroanisoles.

[.3.1.1. Clorofenoles

Los clorofenoles son un grupo de sustancias quimicas que se forman al agregar
cloros (entre uno y cinco) al fenol. El fenol (CsHsOH) es un compuesto aroméatico derivado
del benceno (CsHe) el hidrocarburo aromético mas simple, que se forma al agregar un

grupo hidréxido a un carbono para reemplazar un hidrégeno. En total, existen

24



Introduccion

19 clorofenoles diferentes. En la Figura 2 se muestra el clorofenol mas sencillo, con la
sustitucién de un unico &tomo de hidrégeno por un &tomo de cloro.
OH
OH OH
Cl

Cl ¢
Figura 2. Estructuras quimicas del 2-clorofenol.

Los clorofenoles son compuestos organoclorados que se presentan como solidos
cristalinos amarillentos a temperatura ambiente y tienen un fuerte olor y sabor a medicina.
Su procedencia es mayoritariamente sintética, es decir, que se fabrican de manera
artificial por parte del ser humano, mediante el proceso quimico conocido como
halogenacion aromatica electrofilica. El proceso consiste en utilizar cloro en su forma
gaseosa (Cl,) junto con cloruro de hierro (FeCls) la sal férrica del cloro, que actia como
catalizador en presencia de anillos de benceno, si bien para desarrollar esta reaccion
sobre un fenol, el catalizador puede ser prescindible. De esta manera, el benceno o el
fenol admiten uno o mas &tomos de cloro en sus estructuras arométicas. El propdsito
principal de la obtencién voluntaria de estos compuestos por el ser humano son sus

propiedades pesticidas, herbicidas, desinfectantes y fungicidas.

En la industria papelera los clorofenoles pueden aparecer en el papel y carton
debido a dos procedimientos que se aplican sobre la madera hasta la obtencion del

producto final, y que consisten en:

e EIl primer procedimiento consiste en la aplicacion directa y voluntaria de un
clorofenol, generalmente el 2,4,6-triclorofenol (TCP), con el objeto de conservar la
madera y protegerla frente al ataque de hongos y otros seres vivos que puedan
afectar negativamente a la calidad de la pulpa, lo que ocasionaria problemas para

la obtencion del papel y cartdon de la calidad deseada.

e En el segundo procedimiento tiene lugar la generacién involuntaria de
clorofenoles durante el proceso de blanqueo debido al uso de cloro y derivados
sobre la pulpa, que al contactar con moléculas organicas puede dar lugar a la

generacion de estos compuestos.

El producto tradicional que se usd durante muchos afios para blanquear la
celulosa fue el cloro elemental (Cl,) junto con otros quimicos con contenido de cloro como
el hipoclorito, pero debido a que su uso generaba subproductos peligrosos para las

personas y contaminantes del medioambiente, como las dioxinas y furanos.
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Hace unos 25 afios, el uso del cloro y sus derivados, se reemplazé por las
denominadas tecnologias “libres de cloro elemental” (elemental chlorine free, ECF) o

“totalmente libres de cloro” (totally chlorine free, TCF).

En las tecnologias ECF se emplea clorato de sodio (NaClO3) para formar diéxido
de cloro (ClO,), que es una sustancia muy oxidante y que es la responsable de blanquear
la pulpa de celulosa, junto con alcali para la extraccion de lignina, ademés de peroxido y
oxigeno para reforzamiento en las etapas de extraccion. El contacto entre el didxido de
cloro y los compuestos organicos presentes en la pulpa de la madera, puede
desencadenar la produccién de compuestos organoclorados (por ejemplo, clorofenoles).
El uso clorato de sodio alcanza los cientos de millones de toneladas al afio y

aproximadamente el 95% del clorato fabricado se emplea en la industria del papel

En el caso de las tecnologias TCF se emplea peroxido de hidrogeno (H,O,)

ademas de oxigeno, ozono, acido peroxiacético y alcali para la extraccion de la lignina.

Ambas tecnologias reducen significativamente la cantidad de compuestos
organoclorados liberados en el medioambiente y son mas eficientes porque se logra una

mayor blancura a un menor costo de produccion (Lignum, 2014).

1.3.1.2. Cloroanisoles
Los cloroanisoles son un grupo de sustancias organicas que principalmente son
resultado de la degradacion de los clorofenoles. En la Figura 3 se muestra uno de los

isébmeros del tricloroanisol, el 2,4,6—tricloroanisol.

OCH,
Cl o

Cl
Figura 3. Estructura quimica del 2,4,6-tricloroanisol.

Dentro del grupo de los cloroanisoles, en el papel y cartbn toma Unicamente
importancia el 2,4,6-tricloroanisol (TCA). El tricloroanisol es un compuesto derivado de la
metabolizacion del triclorofenol mediante metilacion por parte de organismos fungicos,
por lo que puede estar presente en distintas muestras de papel y cartobn como
consecuencia de estos procesos. Principalmente, se produce a consecuencia de la
presencia de hongos (como los de los géneros Aspergillus y Penicillium, entre otros) que

se encuentran suspendidos en el aire y, al depositarse sobre el papel y cartén que pueda
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contener niveles traza de clorofenoles, los transforman en derivados como los anisoles
(Maggie et al., 2008).

1.3.2. Caracteristicas medioambientales significativas de los
clorofenoles y cloroanisoles

El interés ambiental que este tipo de compuestos organicos genera es
principalmente de tipo toxicolégico. El uso del 2,4,6-triclorofenol, el clorofenol méas
utilizado como pesticida, conservante de la madera, antiséptico y sustancia intermediaria
de otras reacciones decae desde los afios ochenta, por lo que la exposicion esta siendo
cada vez menor. La decision de disminuir su utilizacion se debe a su caracterizacion
toxicoldgica, que lo clasifica con toxicidad aguda moderada, causante de efectos
negativos sobre el sistema respiratorio, desajustes en el metabolismo y promotor de la
aparicion de determinados canceres como el de linfoma, leucemia o carcinomas
hepatocelulares, por lo que recibe la clasificacion B2 (probablemente carcindbgeno en
humanos) por la Environmental Protection Agency (EPA). Por otro lado, el
2,4,5-triclorofenol sigue en uso como pesticida y por tanto la exposicion es mayor que
para el isémero anterior. Este isbmero no presenta las propiedades carcinogénicas de su
familiar, pero puede causar quemaduras por contacto directo con la piel e irritacién del
sistema respiratorio y ocular. Ademas, hay estudios que indican que la exposicién crénica
a este compuesto puede causar cambios degenerativos en rifiones e higado. Otros
isémeros del triclorofenol causan problemas similares, respiratorios, cutaneos, oculares y

presentan toxicidad moderada en episodios agudos de exposicion (EPA, 2000).

Por otro lado, los tetraclorofenoles si bien presentan similitudes con los isémeros
del triclorofenol, son mas téxicos que los anteriores. En concreto, los isbmeros 2,3,4,5y
2,3,4,6-tetraclorofenol son especialmente peligrosos para la vida acuatica, pero ademas
son menos polares que los triclorofenoles y, por tanto, tienden a bioacumularse a lo largo
de la cadena trofica con facilidad, lo que aumenta los efectos toxicolégicos sobre los

seres vivos predadores (Tong et al., 2017).

Ademas, el pentaclorofenol (PCP), el fenol con cinco atomos de cloro, es el
compuesto que mayores efectos toxicoldgicos tiene de toda la familia de los clorofenoles.
En general, se emplea de manera restringida como biocida y conservador de madera, y Si
bien la exposicion al mismo no es de las méas elevadas, presentandose principalmente en
las personas directamente expuestas a él en sus actividades laborales, es un compuesto
que es capaz de entrar en el cuerpo humano a travées de la barrera epitelial, por lo que la
vulnerabilidad del ser humano frente a él es alta. Se trata de un compuesto muy nocivo,

extremadamente toxico por ingestion e inhalacion, causando dafios cardiovasculares,

27



TFG - Leo Sanjurjo

hepaticos, oculares y del sistema nervioso. Tiene efectos conocidos sobre la
reproduccion de los seres vivos y se encuentra dentro del grupo B2. Ademas, al ser el
compuesto con mayor numero de atomos de cloro de la familia, se sitia en la posicién
mas perjudicial para los ecosistemas acuaticos debido a su baja polaridad y, por tanto, a
su capacidad de acumularse en las redes troficas, lo que sumado a sus caracteristicas
toxicoldgicas resulta peligroso tanto para los ecosistemas como para el ser humano y su

relacion con los bienes que obtiene de los mismos (EPA, 2000).

Por ultimo, en el caso de los cloroanisoles, el grupo de los tricloroanisoles, el
2,4,6-tricloroanisol isbmero mas comun, presenta en general propiedades toxicoldgicas
menos nocivas que los clorofenoles. Aunque es el compuesto que mayor impacto genera,
por ser el isémero mas frecuente, las concentraciones de este compuesto a las que tanto
el ser humano como los ecosistemas se encuentran expuestos son minimas, lo que
reduce su riesgo considerablemente. Se trata de un compuesto con toxicidad aguda
moderada, que puede causar irritacién ocular y que, a largo plazo, puede llegar a causar
efectos nocivos sobre los ecosistemas acuaticos. El tricloroanisol, sin embargo, toma
especial importancia en enologia, dado que su minima presencia, incluso en
concentracion de partes por trillén (pg/g) es capaz de modificar el sabor y el olor del vino,
ya que es un fuerte supresor de la transduccion de sefal nerviosa para el sentido del
olfato. La transduccidn de la sefal nerviosa, en el sentido del olfato, es el mecanismo por
el cual el cuerpo humano transforma la informacién que transmite una particula exterior
gue llega a tener contacto con el sistema olfativo a una sefal nerviosa capaz de ser
interpretada por el cerebro. Esta sustancia aparece en el vino a consecuencia de la
presencia de clorofenoles en el corcho de las botellas o en los barriles de maceracion,
gue pueden contener maderas tratadas con clorofenoles para evitar sobre ellas el ataque
de los seres vivos (Maggie et al., 2008).

A modo de resumen, en la Tabla 1 se muestra el grado de toxicidad de este tipo
de compuestos en sus diferentes formas de causar dafos sobre el ser humano y el medio
ambiente. Las categorias, recogidas por PubChem y descritas en el coédigo de
regulaciones federales de la Government Publishing Office de los Estados Unidos
(Government Publishing Office, 2016), se ordenan por numeros, siendo 4 el valor mas

bajo para un riesgo y 1 el mayor.
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Tabla 1. Grado de toxicidad clorofenoles y cloroanisoles.

Compuestos triclorofenoles tetraclorofenoles pentaclorofenol
246 | 245|234 235

Toxicidad aguda, via oral 4 4 4

Toxicidad aguda, via cutanea

Toxicidad aguda, via respiratoria

Irritacion cutanea 2 2 2 2

Irritacion ocular 2A 2A

Irritacion de las vias respiratorias 3 3 3 3 3

Efectos narcaoticos

Toxico para la reproduccion 2

Carcinogenicidad 2 2

Toxicidad al medio acuatico, exp. Aguda 1 1 1 1 1 1

Toxicidad al medio acuético a largo plazo 1 1 1 1 1 1 1

En Azul: categorias de riesgo clasificadas como advertencia.

En Rojo: categorias de riesgo clasificadas como peligro inmediato (elaboracion propia) Fuente: PubChem.
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De lo comentado anteriormente destaca la importancia que tiene el control de la
presencia y la cantidad de estas sustancias en los distintos materiales que se pueden
utilizar en el desarrollo de la vida cotidiana, como es el caso del papel y carton.
Principalmente, porque pueden entrar en contacto con la poblacion de muchas maneras:
el mundo utiliza papel a diario para multiples tareas y, por tanto, la exposicion puede
resultar en ocasiones significativa. Ademas, los clorofenoles causan irritacion cuténea,
precisamente la via principal por la que estamos en contacto con el papel y cartén, y
algunos son incluso toxicos. También lo son por via oral, por lo que es importante vigilar
la presencia de estos compuestos en materiales que vayan a estar en contacto con
alimentos. Ademas, es importante remarcar los efectos que tienen en el medioambiente,
por lo que también deben ser vigilados ya que, aparte de modificar y afectar
negativamente a los ecosistemas, que de por si repercute en el ser humano, también
pueden acumularse en los organismos vivos que el ser humano utiliza para nutrirse y

afectar directamente a las poblaciones humanas.

|.4. Metodologia analitica para la determinacion de
clorofenoles y cloroanisoles en papel y carton

Para controlar y determinar la presencia y cantidad compuestos organoclorados
en papel y cartdn, caso que nos ocupa en la realizacién de este trabajo fin de grado, es

necesaria la utilizacion de la Quimica Analitica.

Hoy en dia, la Quimica Analitica est4 presente en la practica totalidad de las
actividades llevadas a cabo por el ser humano, ayudando a la resolucion de un gran
namero de problemas considerados de impacto social. Es decir, el grado de
interdisciplinaridad es muy elevado. De hecho, los retos de la Quimica Analitica mas
innovadora pertenecen a disciplinas tales como la ciencia de los materiales, ciencias
medioambientales, biologia o produccion animal (Murray, 1999). La Quimica Analitica es
la “ciencia que estudia el conjunto de principios, leyes y técnicas, cuya finalidad es el
conocimiento de la composicion quimica de una muestra”, mientras que el Analisis
Quimico es el “conjunto de técnicas operativas que la Quimica Analitica utiliza en sus
realizaciones précticas”. Todo ello permite llevar a cabo el andlisis tanto cualitativo
(conocer que sustancias de interés estan presentes) como cuantitativo (conocer en qué

cantidad estan presentes) de las muestras de papel y carton.

Desde un punto de vista medioambiental, la Quimica Analitica es de gran
importancia porque permite determinar, en diferentes matrices (sélidas, liquidas o

gaseosas), niveles muy bajos de sustancias que pueden resultar nocivas tanto para el
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entorno como para los seres vivos, bien a corto o a largo plazo. Permitiendo detectar,

identificar y cuantificar compuestos con una sensibilidad elevada (Skoog et al., 1996).

La presencia en el papel y cartén de clorofenoles y cloroanisoles se encuentra en
lo que se denomina cantidades “traza o ultra traza”, es decir, a niveles de partes por
millén (ug/g), billébn (ng/g) o trillén (pg/g) en masa. Ademas se ha visto, como en el
ejemplo del vino, que estos compuestos pueden producir efectos negativos
(organolépticamente ademas de efectos sobre la salud) si pasan desde el papel y carton
al producto que éstos contienen o con el que estan en contacto, por lo que su presencia y
concentracion han de ser controladas. Actualmente, la legislacion so6lo contempla el
control de la presencia de pentaclorofenol con un valor limite de 0,15 mg de compuesto

por kilogramo de papel (mg/kg).

1.4.1. Procedimientos de extraccion y preconcentracion

Si se quiere determinar la concentracion de clorofenoles y cloroanisoles en
muestras de papel y cartdn, lo primero en lo que se debe pensar es, atendiendo a las
caracteristicas fisicoquimicas de estos compuestos, qué condiciones son las Optimas
para conseguir la mejor extraccion de este tipo de compuestos desde la matriz en la que
estan contenidos, es decir, el papel y/o carton. Ademds, es necesario considerar una
segunda etapa tras la extraccion de igual importancia, que consiste en la seleccioén de
una técnica adecuada de preconcentracion sobre el extracto obtenido, ya que, tal y como
se ha mencionado, la concentracién de estos compuestos es tan sumamente baja (partes
por billén, principalmente), que es necesario obtener un extracto donde sea posible
identificarlos y cuantificarlos con la suficiente sensibilidad de la que se dispone en los

equipos instrumentales que se vayan a utilizar (Ezquerro et al., 2003).

Los procesos de preconcentracion se aplican en la metodologia analitica tras una
primera fase de extraccion, en la que usa un solvente o una mezcla de solventes, que
pasan a denominarse “solucion extractante”, con objeto de extraer la méxima cantidad de
las sustancias que se quieren caracterizar a partir del material original donde se
encuentran. Para favorecer esta etapa de extraccion se pueden emplear métodos de

agitacion fisica, magnética o ultrasonidos que agilizan dicha extraccion.

Preconcentrar consiste en disminuir, de alguna manera, el volumen de extractante
una vez concluida la extraccion, de tal manera que, la masa de las sustancias que se
quieren analizar permanezca inalterada y, al disminuir el volumen de la disolucion, la
concentracion de dichas sustancias aumente en la disolucion final. De esta manera, se
consigue que los equipos instrumentales habituales sean capaces de detectar dicho

compuesto de interés, a niveles traza, sin necesidad de usar técnicas analiticas muy
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sensibles o equipos muy especificos creados para detectar determinadas clases de

sustancias.

En lo que se refiere a técnicas de extraccion que permiten la preconcentracion de
sustancias, destacan actualmente la microextraccion liquido-liquido por dispersion
(dispersive liquid-liquid microextraction, DLLME), la microextraccion en fase liquida con
fibra hueca (liquid phase microextraction, HF-LPME), la extraccion en fase soélida (solid
phase extraction, SPE) y la microextraccion en fase sélida (solid phase microextraction,
SPME) (Pezo et al., 2007). Dentro de ellas, la SPME es la mas empleada debido a la

facilidad para su automatizacion y su sensibilidad (Oliveira et al., 2014).

1.4.1.1. Microextraccion liquido-liquido por dispersién (DLLME)

La microextraccion liquido-liquido por dispersion (DLLME) es un método de
preconcentracion que consiste en la inyeccion rdpida y brusca de un solvente, diferente
del utilizado en la primera etapa de extraccion e inmiscible con él, en una muestra que
contiene un medio extractante con los analitos que se quieren determinar (generalmente
de tipo acuoso). Tras agitar el vial, se obtiene una solucion turbia formada por pequefas
gotas del solvente de en la matriz que es el medio extractante, pues ambos liquidos son
inmiscibles. Al estar el solvente dividido en tal cantidad de gotas, la superficie de contacto
entre el medio extractante acuoso y el solvente es muy grande, lo que fomenta la
migracion de los analitos al solvente. Tras ello, se deja reposar o se centrifuga, para
separar ambos liquidos, y el solvente de se extrae con una microjeringa, habiendo asi
reducido el volumen en el que los analitos problema se encuentran (unos mL) hasta una
sola gota (Ahmad et al., 2015). En la Figura 4 se muestra un esquema de cémo funciona

la microextraccion liquido-liquido por dispersion.
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Figura 4. Esquema funcionamiento microextraccion liquido-liquido por dispersién (Ahmad
et al., 2015).
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1.4.1.2. Microextraccion en fase liquida con fibra hueca (HF-LPME)

La HF-LPME es una técnica relativamente reciente de microextraccion en fase
liguida y estd basada en el uso de fibras huecas como soporte de fases organicas
inmiscibles con una fase acuosa que contiene el analito. Se trata de una herramienta muy
atil para etapas de preconcentracion, con un éxito bien descrito en la investigacion

biomédica y ambiental (Pezo et al., 2007).

Es un tipo de técnica de preconcentracion en la que la extraccion y concentracion
de las sustancias de interés ocurre desde una fase acuosa (extracto), también
denominado donante, hacia una fase orgénica inmiscible con el agua que recibe el
nombre de fase aceptora. Esta migracion de una fase a la otra ocurre a través de una
fibora hueca cuyas paredes tienen una estructura porosa, formando una membrana
semipermeable (Oliveira et al., 2014). Mas concretamente, lo que se hace es rellenar un
vial con el extracto (fase acuosa) y se introduce la fibra hasta el fondo del vial para luego
volver a sacarla formando una especie de U. El extremo de entrada de la fibra se acopla
a un vial que contiene el solvente organico que se va a utilizar como fase aceptora,
mientras que el otro extremo se conecta a una jeringuilla que, con un lento esfuerzo de
succion, fuerza a la fase organica a recorrer interiormente toda la fibra en contacto con el
extracto. Segun la fase aceptora pasa por el interior de la fibra, los compuestos de interés
dependiendo segun su afinidad quimica por ambas fases, van pasando de la fase acuosa
a la organica. Es necesaria agitacion magnética para fomentar la homogeneidad del
analito en la fase acuosa y la migracion. En la Figura 5 se muestra el esquema de

funcionamiento del sistema HF-LPME.

Organic solvent |
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Figura 5. Esquema del funcionamiento HF-LPME (Oliveira et al., 2014).

La concentracion tiene lugar porque la cantidad de fase aceptora que se hace
pasar a través de la jeringuilla es muy pequefia, del orden de los 100 pL, mientras que el

vial que contiene el extracto puede contener hasta 20 mL de fase acuosa, lo que
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aumenta la concentracion de manera significativa y permite que los analitos puedan ser

detectados por los equipos instrumentales adecuados, en la nueva disolucion.

1.4.1.3. Extraccion y microextraccion en fase solida (SPE y SPME)

En el caso de las extracciones/microextracciones en fase solida, en ambos casos
se utliza una fase estacionaria solida con unas determinadas caracteristicas
fisicoquimicas que es capaz de atrapar en su estructura determinados tipos de

sustancias, dependiendo del material con el que esté hecha la fase estacionaria.

Mas concretamente, en la extraccion en fase sdélida (SPE) se emplean unos

cartuchos que contienen la fase estacionaria adecuada (como los que se muestran en la
Figura 6) a través de los cuales se hace pasar la muestra, de tal manera que la fase
estacionaria retiene o los compuestos de interés o por el contrario retiene las impurezas

que no interesa que estén presentes en la muestra.

AN

Figura 6. Cartuchos para la extraccion en fase sélida
(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:SPE_Cartridges.jpg).

Si se emplea para la primera finalidad, tras haberse retenido los compuestos de
interés en la fase estacionaria, ésta se somete a un proceso de desorcién con un
solvente adecuado, eluyendo los compuestos de interés y permitiendo proceder a su
correspondiente andlisis estando los analitos de interés aislados y concentrados. Si, por
el contrario, se utiliza con el propdsito de eliminar sustancias que no interesan y que
estén presentes en la disolucién, simplemente se hace pasar la muestra a través de la
fase estacionaria, de tal manera que el producto que sale a través de la misma habra

perdido la mayor cantidad posible de esas sustancias indeseadas.

La SPE es un método de separacién y concentracion mas sencilla de llevar a cabo
qgue la DLLME, ya que es mas facilmente ejecutable, es mas rapida en cuanto a que

puede automatizarse y el tiempo que requiere de trabajo en el laboratorio es menor.

34



Introduccion

Respecto al solvente empleado en la desorcion (SPE) o la absorcion (DLLME), en ambos

se emplea una muy pequefia cantidad (SUPELCO, 1998).

En el caso de la microextraccion en fase sdlida (SPME), mientras la SPE se

realiza con una fase estacionaria relativamente grande (del tamafio de un filtro de papel
pequefio) y necesita una nueva alicuota de extractante para desorber los compuestos de
interés una vez adsorbidos en la fase estacionaria (unos pocos mL); la SPME se realiza
enteramente empleando una pequefia fibra o tubo cubiertos por un material adsorbente

(fase estacionaria). En la Figura 7 se muestra la estructura del sistema SPME.

Silica fiber

Figura 7. Ejemplos de fibras utilizadas para SPME (https://commons.wikimedia.org).

Una vez retenidos los compuestos de interés en la fibra, para la desorcion se
emplea una fase gas a alta temperatura, en caso de que se vaya a inyectar la muestra en
un cromatografo de gases (GC), o una fase liquida en caso de que se inyecte en un
cromatografo de liquidos (HPLC). En la SPME, el proceso de concentracion de los
analitos de interés se puede llevar a cabo de diferentes maneras, propiamente como
SPME o mediante espacio de cabeza acoplado, es decir, como HS-SPME. En ambos
casos, la fibra se inyecta en un vial, que contiene la muestra a concentrar, dicho vial

puede estar lleno completamente o no, de fase liquida o extracto a concentrar.
a. Microextraccion en fase solida (SPME)

En la SPME, la fibra se sumerge en un vial con la disolucién que contiene los
compuestos de interés, y dependiendo de su afinidad con la composicién de la fibra (fase
estacionaria) y, tras alcanzar el equilibrio de concentracién entre la fibra y el medio, se
adsorben en cierta cantidad a la misma. Hay que favorecer la retencién, generalmente
dejando un tiempo y temperatura adecuados asi como agitando la disolucién. Tras ello, la
fibra se puede acoplar a un cromatdgrafo de gases, donde se puede desorber mediante
la aplicacién de temperatura y analizar directamente mediante cromatografia de gases
(GC-MS).
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b. Microextraccion en fase sdlida con espacio de cabeza (HS-SPME)

En este caso, la fibra se introduce en el vial pero sin tocar la fase liquida, es decir,

Unicamente en contacto con la fase gaseosa del vial. El vial, con la fibra dentro, se

somete a calentamiento y agitacion, de tal manera que los compuestos, especialmente

aquellos volatiles, pasan de la fase liquida a la gaseosa (espacio de cabeza) y quedan

retenidos en la fibra. Después, la fibra se lleva al cromatégrafo de gases, donde se

desorbe mediante la aplicacion de temperatura y se analiza directamente mediante

cromatografia de gases (GC-MS) (Hinshaw, 2003). En la Figura 8 se muestra el esquema

de funcionamiento del sistema HS-SPME.

Agitacion y
temperatura
durante
determinado
tiempo
_

Analitos en Analitos retenidos
disolucién en la fibra

Figura 8. Sistema de preconcentracion mediante HS-SPME (elaboracién propia).

Desorcion y analisis en
el GC-MS

Es importante controlar que todas las muestras a analizar presenten la misma

cantidad de liquido y por tanto de espacio de cabeza, para que tenga lugar de manera

correcta y reproducible el proceso de retencion de los analitos de interés.
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Il. Objetivos

De acuerdo con lo descrito anteriormente, es importante poder detectar y
cuantificar los clorofenoles y cloroanisoles el cualquier vertido, emision, residuo o
producto que provenga de una actividad industrial que potencialmente pueda generarlos.

Por lo tanto, el objetivo principal de este Trabajo de Fin de Grado consiste en:

e Desarrollar una metodologia analitica que sea capaz de detectar y cuantificar
concentraciones a niveles traza de clorofenoles y cloroanisoles, de manera que se
puedan analizar diferentes muestras de papel y cartdon, con objeto de cuantificar su

presencia y evitar, en su caso, que no alcancen el medio ambiente.
Los objetivos especificos con los que alcanzar dicho objetivo general son:

- Determinar limite de deteccion (LD) y limite de cuantificacion (LQ) para el analisis
mediante cromatografia de gases con detector de masas (GC-MS) de los compuestos de
interés seleccionados

- Optimizacion del procedimiento para la extraccion de clorofenoles y cloroanisoles
de la matriz de papel y cartén en la que estan presentes.

- Optimizacion del procedimiento de concentracion de clorofenoles y cloroanisoles
presentes en el extracto de muestra a analizar mediante la utilizacion de técnicas de
microextraccion en fase liquida con fibra hueca (HF-LPME) y microextraccién en fase
sélida con espacio de cabeza (HS-SPME).

- Analizar una serie de muestras de papel y carton, con objeto de determinar la

ausencia o presencia de clorofenoles y cloroanisoles y, en su caso, cuantificarlos.
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lll. Experimental

lll.1. Reactivos y equipos

A lo largo del desarrollo de la parte experimental de este Trabajo de Fin de Grado,
realizado en el laboratorio del Departamento de Quimica Analitica ubicado en el edificio
Torres Quevedo, de la Escuela de Ingenieria y Arquitectura en el campus Rio Ebro, de la
Universidad de Zaragoza, se han empleado ademéas del material de cristal basico de
laboratorio, entre el que se incluyen matraces aforados, pipetas, pipetas pasteur, vasos

de precipitados y probetas, los siguientes reactivos y equipos:

l1I.1.1. Reactivos
- Etanol (grado GC-MS) Scharlau

- Agua ultra pura purificada por un sistema Milli-Q de Millipore
- Metil tert-butil éter (grado HPLC) Scharlau

- Tolueno (99,5%) Panreac

- 2,4,6-triclorofenol (100%) Riedel de Haén

- 2,4,6-tricloroanisol (99,9%) Riedel de Haén

- 2,3,4,6-tetraclorofenol (90%) Sigma-Aldrich

111.1.2. Equipos

- Cromatoégrafo de gases Agilent 7890N con detector de masas Agilent 5977D (GC-MS)
- Cromatoégrafo de gases Agilent 6890N con detector de masas Agilent 5975D (GC-MS)
con inyector automéatico de SPME.

- Cromatégrafo de gases NCI SHIMAZU QP2010 Plus con detector de masas (GC-MS)
- Equipo automatizado para HF-LPME Aladdin AL-8000.

- Placas de agitaciébn magnética y agitadores magnéticos.

- Bandeja de agitaciobn mecénica.

- Bafo de ultrasonidos Branson 3510.

l11.2. Matriz y muestras

El objetivo principal de este Trabajo fin de grado es la determinacion, a niveles
traza, de la presencia de clorofenoles y cloroanisoles en muestras de papel y cartén que
puedan contenerlos. Segun los datos proporcionados por la empresa que facilité el carton
para su analisis, los compuestos organoclorados a determinar son el pentaclorofenol,
2,3,4,6 tetraclorofenol, 2,4,6 triclorofenol, pentacloroanisol, 2,3,4,6-tetracloroanisol y 2,4,6

tricloroanisol. De todos ellos, en el laboratorio s6lo se disponia de patrones de
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2,4 ,6-triclorofenol (TCP), 2,3,4,6—tetraclorofenol (TeCP) y 2,4,6-tricloroanisol (TCA). Por
lo que para la realizacion de este trabajo, solo se seleccionaron estos tres compuestos

organoclorados.

Las muestras a analizar son cajas de carton duro que se utilizan para contener y
transportar seis botellas de vino en su interior. Las cajas estan impresas en su parte
exterior con el logo e imagenes de la empresa en colores gris y negro. En la parte interior
de la caja hay un separador de botellas de carton mas fino y que no esta impreso. De
cara a los analisis a realizar con estas muestras, de aqui en adelante se denominara
carton exterior al utilizado en la caja y que esta impreso; y por otro lado se denominara

carton interior al utilizado para separar las botellas y no esta impreso. En la Figura 9 se

muestran las cajas de carton a analizar en este trabajo.

wr

Figura 9. Muestras de carton exterior e interior.

El carton exterior es de tipo “single wall’, es decir, esta compuesto por dos
laminas finas, exterior e interior, entre las cuales hay una tercera lamina ondulada que
absorbe los posibles impactos. Es el tipo de carton mas utlizado para embalar y
transportar productos fragiles (caso de las botellas de vino). La cara exterior del carton,
se encuentra impresa con los dibujos y logos que la caja llevara cuando es producto
finalizado. Las tintas son principalmente gris claro y negro. La cara interior del carton es

de color cartdén y no parece estar tratada especialmente, ni blanqueada.

El cartén interior, que separa las botellas entre ellas, es cartoncillo soélido no
blanqueado, fino por estar muy compactado pero ligero y algo duro al mismo tiempo. Se
trata de una variante del carton muy empleada en embalaje también, especialmente en el
de bebidas. En el desarrollo de este proyecto, se analizardn ambos tipos de cartén,

exterior e interior, y se vera ademas si existen diferencias entre ambos.

40



Experimental

I11.3. Seleccion del método de preconcentracion

Para llevar a cabo la determinacion de los compuestos de interés, clorofenoles y
cloroanisoles en papel y cartdn, lo primero que se hizo fue una busqueda bibliografica en
relacion a la extraccion de este tipo de compuestos de matrices organicas, como es el
caso del papel y carton. Segun bibliografia, la primera etapa consiste en una extraccion
con solucion hidroalcohdlica, generalmente mezclas de etanol o metanol/agua (Domefio
et al., 2005; Callejon et al., 2007). Se decidié extraer las muestras de papel y cartdn con

una mezcla hidroalcohélica de etanol/agua.

[11.3.1. Microextraccion en fase liquida con fibra hueca (HF-LPME)
con analisis mediante GC-MS

Viendo las posibilidades que la HF-LPME ofrecia y teniendo la posibilidad de
llevarla a cabo en el laboratorio de Quimica Analitica, se decidi6 proceder con esta
técnica de extraccion para preconcentrar los extractos antes de analizarlos mediante
cromatografia de gases (GC-MS). En el laboratorio se dispone de un sistema

semi-automatizado que permite realizar HF-LPME, tal y como se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Sistema Aladdin AL-8000 semi-automatico para HF-LPME (Pezo et al., 2007).

Este sistema permite colocar hasta seis viales con sus respectivas fibras y
jeringuillas para hacer una microextraccién automatizada mediante un temporizador y un
mecanismo que tira de los émbolos de las jeringuillas. De esta manera, tras unos treinta
minutos el sistema ha completado la microextracciéon. El sistema ademas, permite la
activacion simultdnea de nucleos magnéticos para la agitacién, y los viales se hallan
sumergidos en un bafio de agua destilada a 50°C que se encuentra constantemente en

movimiento con la ayuda de una bomba para mantener la temperatura constante.
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111.3.1.1. Eleccion del solvente mas adecuado parala HF-LPME

Para la optimizacion de las condiciones mas adecuadas para la extraccion de los
compuestos de interés con la HF-LPME en extractos hidroalcohdlicos, se llevoé a cabo
una nueva revision bibliografica para conocer cuales eran los solventes mas adecuados
tanto para la extraccion como para después ser inyectados en un cromatégrafo de gases
con detector de masas (GC-MS). Se decidi6 utilizar la cromatografia de gases GC-MS ya
gue se trata una técnica muy sensible para compuestos volétiles, como es el caso de

clorofenoles y cloroanisoles.

El resultado de la busqueda bibliografica (Pezo et al., 2007; Oliveira et al., 2014)
mostrd que en la mayoria de los casos se emplea tolueno y en menor cantidad el metil
tert-butil éter (MTBE). Lo primero que se hizo fue fijar las condiciones cromatograficas
para llevar a cabo el andlisis de los tres compuestos organoclorados de interés en
disoluciones de los dos solventes seleccionados, con objeto de determinar los tiempos de
retencién de cada uno de ellos asi como los limites de deteccién y cuantificacion de los

mismos en el equipo seleccionado.

Se trabaj6é con el equipo de cromatografia de gases (GC-MS) 7890N Agilent con
detector de masas 5977D, acoplado con una columna cromatografica HP-5MS (30m x
25mm x 0,25um). Se fijaron las siguientes condiciones cromatograficas: 50°C durante
3 min, rampa de 10°C/min hasta los 300°C y mantener 2 min. Temperatura del inyector
250°C, modo splitless. Adquisicién en modo SCAN y SIM con un solvent delay de 8 min.

Se prepararon disoluciones madre de concentracion perfectamente conocida
(control gravimétrico) de los tres compuestos organoclorados seleccionados (triclorofenol,
tetraclorofenol y tricloroanisol). En concreto, se prepararon dos disoluciones madre
multipatrén de 25 pg/g tanto en tolueno como en MTBE. Inicialmente, esas disoluciones
se inyectaron en el cromatégrafo GC-MS en modo SCAN (con una adquisicién de 50 a
405 m/z), con el objetivo de determinar los tiempos de retencién correspondientes a cada
uno de los tres compuestos y obtener los correspondientes espectros de masas para
llevar a cabo la correcta identificacion de los patrones. Los analisis se hicieron por

triplicado.

En la Figura 11 se muestra el cromatograma obtenido del andlisis de la disolucion
multipatrén en tolueno, con los tres picos cromatograficos correspondientes a cada uno
de los tres compuestos organoclorados, junto con su correspondiente espectro de masas
obtenido. Tal y como se puede observar, los tres patrones se separan e identifican
perfectamente bajo esas condiciones cromatograficas.
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Figura 11. Cromatograma obtenido del analisis de la disolucion multipatron en tolueno

mediante GC-MS con adquisicién en modo SCAN.

Con objeto de poder aumentar la sensibilidad del equipo, y asi poder determinar

concentraciones menores de compuestos organoclorados, se decidio disefiar un método

cromatogréafico con una deteccion en modo SIM, mediante la seleccién y adquisicion

Unicamente de las masas mas selectivas de cada uno de los patrones. Las condiciones

de adquisicion en modo SIM fueron: masas (m/z) 195 (propia del TCA); 196 (propia del
TCP); y 231y 232 (propias del TeCP).

En las Figuras 12 y 13 se muestran los cromatogramas de las disoluciones

multipatron de 25 pg/g en tolueno y MTBE respectivamente, adquiridas mediante GC-MS

en modo SIM. En ambos casos puede observarse que si bien la abundancia de la sefal

disminuye, logico dado que solo se adquieren las masas selectivas, la definicion de los

picos mejora significativamente, asi como desaparecen otros picos cromatograficos

provenientes de la columna cromatografica o el disolvente.
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Figura 12. Cromatograma obtenido del analisis de la disolucién multipatron en tolueno

mediante GC-MS con adquisicién en modo SIM.
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Figura 13. Cromatograma obtenido del andlisis de la disolucion multipatrén en MTBE

mediante GC-MS con adquisicién en modo SIM.

111.3.1.2. Célculo limites de deteccidon y cuantificacion para el analisis
mediante cromatografia GC-MS

Una vez visto que los tres patrones podian separarse e identificarse mediante
cromatografia de gases GC-MS con deteccion en modo SIM, para los dos solventes
seleccionados, la siguiente etapa consistié en la determinacién del limite de deteccién y
cuantificaciébn de los mismos bajos estas condiciones cromatogréficas. Con los datos
obtenidos de la integracion de los picos cromatogréaficos de los tres patrones se procedié
al célculo de los limites de deteccién y cuantificacion, en tolueno y en MTBE, segun las
ecuaciones:

Limite de deteccién (LD): = 3 x M x Cpico
pico

Siendo Hyg la altura del ruido de fondo del cromatograma, Hyc, 1a altura del pico

cromatografico correspondiente al patron y Cp, SU concentracion. Ademas,
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Limite de cuantificacion (LQ): =10 x HL"’" X Cpico
pico

En la Tabla 2 se muestran los datos obtenidos de la integracion de los picos
cromatogréaficos correspondientes a los patrones de tricloroanisol (TCA), triclorofenol
(TCP) y tetraclorofenol (TeCP), en los dos disolventes (tolueno y MTBE), analizados
mediante GC-MS con la adquisicion en modo SCAN y SIM. Para el célculo de la altura
del ruido de fondo, se tomaron 6 medidas y se realizo el promedio. Todos los analisis se

hicieron por triplicado.

Tabla 2. Resultados integracion disoluciones multipatron en tolueno y MTBE para el

calculo de los limites de deteccion y cuantificacion.

Tolueno MTBE

Modo SCAN

TCA TCP TeCP TCA TCP TeCP
C (ng/9) 23,67 26,26 27,12 C (ung/9) 23,84 25,39 22,72
Hyico 1943452 939742 128618 | Hyico 1001720 164463 1847
Hiuido 1003,4 1410 853,5 H uido 187,16 187,16 160,3
Modo SIM

TCA TCP TeCP TCA TCP TeCP
C (ug/9) 23,67 26,26 27,12 C (ug/9) 23,84 25,39 22,72
Hyico 370086 248879 50286 | Hpico 178724 39591 631
Hiuido 1,0 3,5 8,0 Hiuido 3,0 3,6 4,0

A partir de los datos obtenidos, se procedio a realizar el calculo de los limites de
deteccién y de cuantificacién para cada compuesto dependiendo de su disolvente y del

modo de adquisicion en el que se habian analizado.

El limite de deteccion (LD) de un equipo instrumental es la concentracién minima
por debajo de la cual el compuesto, aunque esté presente en la muestra, no se puede
detectar mediante esa técnica instrumental. Por otro lado, el limite de cuantificacion (LQ)
es aquel que, si bien se sitta por encima del limite de deteccién, por debajo de él es muy
poco fiable estimar la concentracién de manera cuantitativa de un compuesto; es decir,
es la concentracion minima por debajo de la cual no puede cuantificarse el compuesto
aunque sea detectado. De las dos definiciones se deduce, que un compuesto por debajo
de ambos limites no es detectable ni cuantificable. Si se encuentra en una concentracion
por debajo del limite de cuantificacién y por encima del limite de deteccién, se puede
informar de la presencia del compuesto pero no de su concentracion. Con una
concentracién por encima de ambos limites se puede determinar la concentracién del

compuesto en la muestra segun la técnica instrumental y las condiciones aplicadas.
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Con los datos obtenidos se aplicaron las correspondientes ecuaciones para el

célculo de los limites de deteccion y cuantificacion, que se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Limites de deteccion y cuantificacion de los patrones organoclorados en tolueno
y MTBE segun andlisis mediante GC-MS en modo SCAN y SIM.

Tolueno MTBE

Limite de deteccién (ng/g)

TCA TCP TeCP TCA TCP TeCP
SCAN 36,65 118,21 539,95 | SCAN 13,36 86,66 5.915,82
SIM 0,19 1,11 12,28 SIM 1,20 6,93 432,09
Limite de cuantificacion (ng/g)

TCA TCP TeCP TCA TCP TeCP
SCAN 122,18 394,05 1.799,84 | SCAN 44,54 288,89 19.719,41
SIM 0,64 3,69 40,94 SIM 4,00 23,08 1.440,31

pg/g = partes por millén (ppm); y ng/g = partes por billon (ppb).

Como se puede ver en los resultados obtenidos en el célculo de los limites de
deteccion y cuantificacion, en todos los casos, cuando se adquiere en modo SIM se
obtiene una mayor sensibilidad ya que es capaz de dar limites de deteccion y
cuantificacibn mas bajos que cuando se adquiere en modo SCAN, algo totalmente
esperado. De hecho, cuando se trabaja en modo SIM se pueden llegar a detectar y
cuantificar partes por billébn (ng/g). Si se comparan los resultados de acuerdo con el
solvente, se puede observar que los resultados son mejores en el caso de las

disoluciones en tolueno.

Si bien el célculo de los limites de deteccion y cuantificacibn muestra que se
obtienen mejores resultados con las disoluciones en tolueno, en el momento de llevar a
cabo los analisis el equipo de cromatografia 7890N Agilent (GC-MS) presentd un
problema serio en la sefial cromatogréfica cuando se trabajaba con tolueno, por lo que se
procedié a una revision por parte del técnico y se decidié trabajar con las disoluciones en
MTBE.

Una vez seleccionado el MTBE como solvente de trabajo para la extraccion
mediante HF-LPME, se decidi6 preparar nuevas disoluciones multipatron de menores
concentraciones con objeto de calcular de manera mas eficaz los limites de deteccién y
cuantificacion, dado que deben hacerse con las concentraciones que menor sefial
cromatogréfica dan. Ademas, permite establecer los puntos de concentracién en los que
los patrones dan o no dan sefial medible. Para ello, se prepar6 una disolucion multipatrén
en MTBE, controlada gravimétricamente, de 1 pg/g de TCA, 6 ug/g de TCP y 25 ug/g de

TeCP. La disolucion se inyecté con las mismas condiciones cromatograficas en el
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cromatégrafo GC-MS, y se adquirid Unicamente en modo SIM. Todos los andlisis se

hicieron por triplicado. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Resultados integracion, limites de deteccion y cuantificacion de la disolucion

multipatrén en MTBE analizada mediante GC-MS con adquisicion en modo SIM.

MTBE (adquisicién en modo SIM)

TCA TCP TeCP
C (ug/g) 0,7725 6,5395 23,7542
Hpico 287 192 177
Hruido 2,75 2,75 4,66
Limite de deteccidn (ng/g) 22,86 289,33 1.876,16
Limite de cuantificacion (ng/g) 76,21 964,44 6.253,87

Tal y como cabia esperar, al trabajar con una disolucion multipatron de menor
concentracion, los limites de deteccién y cuantificacion aumentan al compararlos con los
de la Tabla 3, pero son mas cercanos a la realidad. Por tanto, para el analisis de
clorofenoles y cloroanisoles mediante GC-MS con adquisicion en modo SIM, quedan

fijados los siguientes limites de deteccidn y cuantificacion:
e 2,4 6-tricloroanisol: LD = 22,86 ng/gy LQ = 76,21 ng/g
e 2.4 6-triclorofenol: LD = 289,33 ng/g y LQ = 964,44 ng/g
o 2,3,4,6-tetraclorofenol: LD = 1.867,16 ng/g y LQ = 6.253,87 ng/g

El compuesto mas sensible, en estas condiciones de trabajo, es el

2,4, 6-tricloroanisol mientras que el menos sensible es el 2,3,4,6—tetraclorofenol.

[11.3.1.3. Extraccion de los compuestos organoclorados de la matriz del
carton

Una vez conocidos los limites de deteccion y cuantificacion de los tres
compuestos de interés en las condiciones de andlisis fijadas, asi como elegido el
disolvente con el que llevar a cabo la microextraccion en fase liquida HF-LPME, se
procedié a extraer las muestras de carton con disolucion hidroalcohdlica. Para ello, se
disefid un método de extraccion sencillo, basado en bibliografia, en el que 12,5 cm? de
carton cortado en pequefas cuadrados, para aumentar la superficie de contacto, se
sometié a maceracion con agitacion magnética durante 24 h tras la adicion de 15 mL,

controlados gravimétricamente, de una disolucién de etanol/agua Milli-Q al 75%.

En la Figura 14 se muestra el procedimiento de extraccion seguido con las

muestras de carton.
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Figura 14. Muestra de cartdn sometida a extraccion 24 h con solucién EtOH/H,0 (3:1).

Una vez transcurridas las 24 h de extraccion, los extractos se filtraron y recogieron
en viales limpios de 20 mL, para posteriormente ser sometidos a la microextraccion

HF-LPME. Todos los andlisis se hicieron por triplicado.

[11.3.1.4. Aplicacion microextraccion HF-LPME con analisis mediante
GC-MS y resultados

Antes de llevar a cabo la microextraccion, se toman 10 g del extracto
hidroalcohdlico obtenido y se adiciona agua Milli-Q hasta los 19 g, asegurando que todo
el vial de 20 mL queda completamente lleno de liquido y por tanto diluyendo el extracto
hasta un 39,5% de EtOH. Para aplicar la microextraccion, se emple6é el equipo
automatizado Aladdin AL-8000 con seis jeringuillas acopladas y fibras huecas

semipermeables.

De acuerdo con trabajos de investigacion que se estan desarrollando en el grupo
de investigacion GUIA y que se encuentran pendientes de publicacion, las condiciones de
trabajo aplicadas para la microextraccion fueron: solvente (fase aceptora) = metil tert-butil
éter (MTBE), tiempo microextraccion = 30 min, temperatura = 50°C, volumen recogido =
70 uL, sin agitaciébn magnética, tipo de fibra hueca apolar y ausencia de fuerza io6nica o

ajuste alguno de pH.

Se sometieron a microextraccion HF-LPME extractos de carton interior y exterior,
y se analizaron, por triplicado, mediante cromatografia GC-MS con las condiciones
cromatogréaficas anteriormente fijadas. En las Figuras 15 y 16 se muestran los

cromatogramas obtenidos para cada uno de los extractos de cartén analizados.
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Figura 15. Cromatograma del analisis GC-MS de un extracto de carton interior sometido

a microextraccion HF-LPME.
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Figura 16. Cromatograma del analisis GC-MS de un extracto de carton exterior sometido

a microextraccion HF-LPME.

En ninguno de los dos casos se obtuvo sefal cromatogréfica de alguno de los tres
compuestos de interés (TCA, TCP y TeCP). Esto puede ser debido a que en las muestras
de cartbn no hay compuestos organoclorados, o bien no se encuentran en la
concentracion suficiente para ser detectados en las condiciones cromatograficas de
trabajo, o bien el procedimiento HF-LPME aplicado como etapa de preconcentracion no
ha sido eficaz y no se alcanza la suficiente concentracion para ser detectados y/o

cuantificados.

Para saber si el procedimiento que se estaba aplicando funcionaba bien, lo
primero que se hizo fue preparar extractos hidroalcohdlicos (EtOH/agua) dopados con
una disolucion multipatron y tratados mediante HF-LPME como si fuesen una muestra
real. Con el objetivo de aplicar el procedimiento, recoger el extracto concentrado e
inyectarlo en el cromatografo GC-MS para comprobar si el procedimiento ha sido eficaz y

calcular el porcentaje de recuperacion para cada uno de los compuestos organoclorados.
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Antes de pasar a comentar los resultados obtenidos, es importante sefialar que
durante el desarrollo del procedimiento de microextraccion HF-LPME se han presentado
innumerable cantidad de problemas técnicos, derivados del funcionamiento del propio

equipo semi-automatico.

Lo primero que se observé fue que la colocacion correcta de la fibra a través del
tubo metalico que atraviesa el tapdn del vial requiere técnica y precision; ademas de que
la fibra se doblaba con cierta facilidad en el proceso dafiandose e incluso rompiéndose.
En general, la ruptura de la fibra, si la habia, era dificilmente perceptible e incluso aunque
sélo se doblara; el funcionamiento ya no era el correcto. Ademas, el segmento de tubo
metéalico acoplado a la microjeringa mediante un sistema de rosca, en ocasiones no
aislaba completamente el tubo exterior y, por tanto, hacia inutil el esfuerzo de succién por
parte de las microjeringas permitiendo la entrada de aire exterior. Por ultimo, debido a la
baja velocidad de circulacion de la fase aceptora (MTBE) a través de la fibra (70 pL eran
succionados en 30 minutos), en ocasiones el proceso terminaba sin que las microjeringas
tuvieran nada en su interior, pues aun se hallaba la fase mévil en alguna parte de la fibra.
Todo ello hizo que, en la mayoria de las ocasiones, tras pasar los treinta minutos
Gnicamente una o dos microjeringas presentaban fase movil en su interior. El resto
presentaban burbujas de aire que superaban la mitad de esos 70 uL, habian llegado a
una cantidad menor o, simplemente, no habia subido nada a través de ellos mas que
aire. En la Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos para los blancos y los extractos

de cartdn exterior e interior dopados.

Tabla 5. Resultados recuperacion compuestos organoclorados con microextraccion
HF-LPME, y posterior analisis GC-MS.

% recuperacion patrones organoclorados

Conc (ug/g)* Dopado vial 0,11 0,11 0,10
Muestra caracteristicas % TCA % TCP % TeCP
BLD1 030317 blanco 1 0,16 1,55 2,86
BLD2_ 200317 blanco 2 0,15 1,49 1,92
% recuperacion patrones organoclorados

Conc (ug/g)? Dopado vial 5,4 5,5 4,8
Muestra caracteristicas % TCA % TCP % TeCP
BLD3 200317 blanco 3 0,02 0,42 0,27
BLD4 210317 blanco 4 0,20 0,84 1,19
BLD5 210317 blanco 5 0,10 0,55 0,92
BLD6 210317 blanco 6 0,01 0,30 0,13
ETB3D_270317 cartéon exterior 0,09 2,72 40,17
ITB4D_270317 cartoén interior 0,57 3,23 56,45

'Dopado a bajas concentraciones, “Dopado a altas concentraciones.
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A partir de los resultados que se muestran en la Tabla 5 se puede afirmar que el
proceso de concentracion de los analitos, presentes en el extracto hidroalcohdlico,
mediante el procedimiento de microextraccion HF-LPME no es eficaz, dado que el
porcentaje de recuperacion obtenido es bajisimo, en todos los casos y para todos los
analitos estudiados. En el caso del TCA, el compuesto con menor limite de deteccién y
cuantificacién, en ningun caso se obtienen porcentajes de recuperacion superiores al
0,2%, es decir, practicamente no se extrae nada. El caso del TCP no es mejor, ya que se
llega a un porcentaje de recuperacion maximo del 3%. Y por ultimo, en el caso del TeCP
los porcentajes de recuperacion son parecidos, y Unicamente en el caso de los extractos
de cartén dopados se obtienen recuperaciones del orden del 50%. En este Gltimo caso,
los extractos de carton dopados fueron concentrados en una fecha y tanda diferente que
los blancos dopados, poniendo de manifiestos que junto con los problemas técnicos
comentados anteriormente, el procedimiento en las condiciones de trabajo fijadas no es

eficaz ni tan siquiera reproducible.

En la Figura 17 se muestra, de manera gréfica, la baja eficacia obtenida en la
microextracciéon HF-LPME, al comparar el cromatograma de un extracto dopado con el

cromatograma de un patrén de la misma concentracion.
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Figura 17. Comparacion cromatogramas disolucion multipatrén (negro) y blanco dopado

(azul) en la misma concentracion.

Por todo ello, la microextraccién HF-LPME no resulta un procedimiento de
concentracion eficaz para los clorofenoles y cloroanisoles en muestras de cartén,
ademas de presentar una muy baja reproducibilidad; asi como numerosos y frecuentes

problemas técnicos que hacen que se descarte su utilizacion en este trabajo fin de grado.

Por lo que se decidié continuar el trabajo con una de las técnicas de
preconcentraciébn mas utilizadas y que permite un trabajo automatico y acoplado a un
equipo de cromatografia GC-MS: la microextraccion en fase sélida con espacio de
cabeza (HS-SPME).
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[11.3.2. Microextraccion en fase solida con espacio de cabeza
(HS-SPME) acoplada a GC/MS

Tal y como ya se ha mencionado anteriormente, una de los procedimientos mas
utilizado, dada su versatilidad y automatizacién, es la microextraccion en fase sélida,
SPME. Este procedimiento, a diferencia de la HF-LPME, no emplea dos fases liquidas
inmiscibles, sino que Unicamente se pone en contacto el propio extracto y una fibra (fase
sélida). La funcion de la fibra es la de retener, por fenbmenos de adsorcion, los
compuestos de interés que se encuentren en el extracto (liquido), o bien en el espacio de
cabeza generado (gas). Para llevarlo a cabo, la fibra puede sumergirse directamente en
el extracto (SPME tradicional) o puede quedarse dentro del vial, pero sin ser sumergida,
en contacto con la fase gas (HS-SPME). Para el desarrollo de este trabajo fin de grado se

decidio trabajar con la microextraccion en fase sélida con espacio de cabeza.

Al igual que en el caso de la HF-LPME donde es necesario seleccionar el solvente
mas adecuado para la eficaz extraccion de los compuestos de interés; en el caso de la
SPME es necesario seleccionar el tipo de fibra a utilizar, ya que existen en el mercado
diferentes tipos con diferentes caracteristicas segun las caracteristicas quimicas de los
analitos que se quieran retener. De acuerdo con la bibliografia consultada para la
retencién de clorofenoles y cloroanisoles, la fibora mas utilizada es la que se denomina
fibra gris de tipo PDMS/DVB/CAR, adecuada para analitos con caracteristicas ni muy
polares ni muy apolares, por lo que se ajusta bien a los compuestos de interés

seleccionados en este trabajo (Su-Fen et al., 2016).

El equipo instrumental utilizado en el laboratorio para llevar a cabo la
microextraccion en fase soélida con espacio de cabeza fue un cromatégrafo (GC-MS)
Agilent 6890N con detector de masas 5975D, acoplado a un modulo CombiPal que
permite la completa automatizacion del proceso de HS-SPME. El modulo CombiPal se
encarga tanto de calentar como de agitar el vial durante la HS-SPME, para después
inyectar la fibra en el cromatdgrafo y llevar a cabo la desorcion de los analitos que se
someteran a la cromatografia de gases, permitiendo llevar a cabo todo el procedimiento
de microextraccién de manera mucho mas rapida, facil y reproducible en comparacion

con la microextraccion HF-LPME.

Como en el caso de la HF-LPME, lo primero que se hizo fue someter a
microextraccion HS-SPME los extractos de cartdn interior y exterior obtenidos tras la
maceracion con 10 mL de EtOH al 75% y agitacion magnética durante 24 h. Para llevar a
cabo esta primera prueba, se trabajé con algunas de las condiciones mostradas en el
trabajo llevado a cabo por Su-Fen et al., 2016. Las condiciones de trabajo en el médulo

CombiPal fueron: 5 g de extracto en el vial, temperatura de incubacion 60°C, agitacién
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250 rpm, tiempo de incubacién 30 min, fiora PDMS/DVB/CAR (50/30 pum) y tiempo de
desorcion de la fibra en el GC-MS 2 min. Se trabaj6é con una columna cromatogréfica HP-
5MS (30m x 25mm x 0,25um) y las condiciones cromatogréaficas fueron muy similares a
las utilizadas en el cromatografo 7890N Agilent con detector de masas 5977D: 50°C
durante 3 min, rampa de 10°C/min hasta los 300°C y mantener 2 min. Temperatura del
inyector 250°C. Solvent delay de 3 min, y adquisicién en modo SIM con la seleccion de
las siguientes masas (m/z): 195 y 210 (propias del TCA); 97 y 196 (propias del TCP); y
231y 232 (propias del TeCP). Los andlisis se hicieron por triplicado. Los cromatogramas
obtenidos de la microextraccion HS-SPME aplicada a los extractos hidroalcohdlicos de

cartén interior y exterior se muestran en las Figuras 18 y 19.
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Figura 18. Cromatograma del analisis mediante GC-MS de un extracto de cartén interior

sometido a microextraccion HS-SPME.
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Figura 19. Cromatograma del andlisis mediante GC-MS de un extracto de carton exterior

sometido a microextraccion HS-SPME.

Como en el caso de los extractos de carton sometidos a HF-LPME, en estos
nuevos analisis mediante HS-SPME/GC-MS no se observa la presencia de ninguno de
los tres compuestos de interés (TCA, TCP y TeCP), lo cual puede ser debido a que en las

muestras de cartdbn no hay compuestos organoclorados, o bien no se encuentran en la
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concentracion suficiente para ser detectados en las condiciones de trabajo, o bien el
procedimiento HS-SPME/GC-MS aplicado como etapa de preconcentracion no ha sido

eficaz y no se alcanza la suficiente concentracion para ser detectados y/o cuantificados.

Asi que, antes de pasar a optimizar el procedimiento HS-SPME/GC-MS se decidio
preparar disoluciones patrén de cada uno de los tres compuestos de interés (TCA, TCP y
TeCP) para fijar las condiciones cromatogréficas adecuadas para su determinacion

mediante esta técnica.

Lo primero que se hizo fue reducir el % de etanol en las disoluciones dado que se
recomienda que el porcentaje en la disolucion a extraer mediante HS-SPME sea lo mas
bajo posible, ya que dificulta la retencion de los compuestos en la fibra. Por lo tanto, se
prepararon dos disoluciones multipatron de 10 ng/g y 100 ng/g (partes por billon) en
etanol al 50% y se analizaron mediante HS-SPME acoplada a GC-MS con la adquisicion
en modo SCAN (rango de 50 a 405 m/z) para poder obtener los espectros de cada uno

de los compuestos a determinar. Los andlisis se hicieron por triplicado.

El analisis de la disolucion multipatron de 10 ng/g no dio ninguna sefial
cromatografica, mientras que en el analisis de la disoluciéon de 100 ng/g Unicamente dio
sefal cromatografica el tricloroanisol, que ya se habia visto anteriormente que es el
compuesto mas sensible de los tres estudiados, y se podia intuir la presencia del
triclorofenol pero no del tetraclorofenol. Por lo tanto, se decidi6 preparar una nueva
disolucion multipatrén de mayor concentracion (partes por millon) para poder tener
suficiente sensibilidad y detectar los tres compuestos, en concentracion de 5 ug/g (TCA),
10 pg/g (TCP) y 20 pg/g (TeCP) en etanol al 50%. Se inyectdé en modo SCAN y se
seleccionaron las masas caracteristicas de cada compuesto con objeto de seleccionarlas
para el analisis en modo SIM si permitian la identificacién y separacion de los tres
compuestos. En la Figura 20 se muestra el cromatograma obtenido, de la inyeccion de la
disoluciéon multipatrén, con la seleccion de las masas (m/z) 195 para el TCA, 196 para el
TCP y 232 para el TeCP.
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Figura 20. Cromatograma separado por masas seleccionadas de una disolucion
multipatrén de TCA, TCP y TeCP.

Por tanto, se disefié una adquisicion en modo SIM con la seleccidén de las tres
masas (m/z) caracteristicas de cada uno de los tres patrones; y se procedié ahora a

optimizar las condiciones de la microextraccion en fase sélida con espacio de cabeza.

111.3.2.1. Optimizacion microextraccion en fase soélida con espacio de
cabeza (HS-SPME)

Se llevd a cabo una optimizacion de las condiciones de funcionamiento de la
extraccibn HS-SPME trabajando con extractos hidroalcohdlicos (EtOH/agua) dopados

con una disolucién multipatron y sometidos al procedimiento como si fuesen muestra real.

Para ello, se hizo una nueva revision bibliografica y se vio que los parametros que
influyen en la extracciébn de los compuestos cuando se trabaja con HS-SPME son

principalmente: temperatura de incubacion, porcentaje de etanol en el extracto que se

somete a analisis, velocidad de agitacion y adicién de cloruro sddico (NaCl) en el vial

para modificar la fuerza idnica. Este Ultimo parametro se incluyé, ya que en la mayoria de
los trabajos con HS-SPME se reporta una mejora significativa de la sefial analitica de los
compuestos volatiles al afiadir una cantidad de NaCl del orden de un 14-15% en peso
(Pezo et al., 2007). Esto es debido a que la sal se disuelve en el extracto acuoso,
disminuyendo la capacidad que tiene la solucidn hidroalcohdlica de retener los
compuestos disueltos en disolucion. Esto, sumado a la elevada volatilidad de los
compuestos de interés, favorece una mayor migracion de los mismos desde la disolucién
al espacio de cabeza y, por tanto, una mayor retencion en la fibra utilizada en el
procedimiento HS-SPME.

De acuerdo con todo lo anterior, se decidi6 preparar disoluciones patron

individuales, para ver cdmo afectaban las modificaciones de los pardmetros en el caso de
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cada compuesto, de concentracion 25 pg/g (partes por millon) en el caso del TCP y
TeCP, y de 500 ng/g (partes por billon) en el caso del TCA. Las condiciones de trabajo

con las que se llevo a cabo la optimizacion fueron las siguientes:

¢ Variacion del porcentaje de etanol en el extracto hidroalcohodlico: 50%, 37,5%, 25%
y 12% de EtOH. Las disoluciones patron se prepararon en cada caso en el % de

etanol a ensayar.

e Temperatura de incubacion: 70°C y 80°C. Su-Fen et al., 2016, hablan de un rango

de trabajo entre 30-80°C y Domefio et al., 2005, hablan de un rango entre 40-60°C.

¢ Adicién o no de sal (NaCl) al extracto hidroalcohélico en un 15% en peso.

Los parametros del médulo CombiPal que se mantuvieron constantes fueron:
agitacion a 250 rpm, tiempo de incubacién 30 min y tiempo de desorcién de la fibra 2 min.
En todos los casos se prepararon blancos de andlisis con el % de EtOH a ensayar. Los

ensayos se hicieron por triplicado.

Para el analisis de los resultados obtenidos en la optimizacién se tomaron las
areas cromatograficas de cada uno de los patrones. Los resultados obtenidos del estudio

llevado a cabo se muestran, de manera grafica, en las Figuras 21 a 23.
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Figura 21. Comparacion resultados obtenidos para el tricloroanisol con un tiempo de
incubacién de 70 y 80°C.
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Figura 22. Comparacion resultados obtenidos para el triclorofenol con un tiempo de
incubacién de 70 y 80°C.
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Figura 23. Comparacion resultados obtenidos para el tetraclorofenol con un tiempo de
incubacién de 70 y 80°C.

Lo primero que se observa en los resultados obtenidos es la importante variacion
de la sefial analitica, expresada como area de pico cromatografico, cuando se modifica la
proporcion de etanol/agua en la disolucibn. Como ya se habia mencionado
anteriormente, un elevado % de etanol en la disolucion dificulta la adsorcién, y por tanto
la eficacia, de la fibra para retener los compuestos de interés. En el caso del TCAy TCP
se observa que el area aumenta conforme disminuye el % EtOH, pero dan sefial incluso
trabajando con un 50%, mientras que en el caso del TeCP hasta que no se reduce a un
25% de EtOH ni siquiera da sefal cromatografica, poniendo de manifiesto la importancia

que tiene el % de etanol en el extracto.

Por otro lado, se observa la influencia de la adicion de cloruro sédico a la
disolucion hidroalcohdlica, mostrando un aumento de la sefial (area) cuando se trabaja

con un 15% (p/p) de cloruro sédico frente a cuando no se adiciona. Al afiadir NaCl a la
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disolucion aumenta la fuerza i6nica de la misma, lo que produce cambios en la solubilidad
de los compuestos. Al existir mayor interaccion entre las moléculas del solvente y la sal
(NaCl), hay menos moléculas de solvente disponibles para los analitos disueltos, por lo
gue se facilita el paso de éstos al espacio de cabeza durante la fase de incubacién de la
HS-SPME. Asi, termina habiendo una mayor adsorcion de los compuestos en la fibra al
haber una mayor concentracion de los mismos en el espacio de cabeza, y como

resultado aumente la sefial al ser analizados mediante HS-SPME/GC-MS.

Por dltimo, en el caso de los clorofenoles (TCP y TeCP) principalmente, y en
menor medida en el caso del TCA, se aprecia un aumento del area cromatografica
cuando se lleva a cabo la incubacién a 80°C frente a 70°C. El aumento de esta sefial va
ligado al paso de los compuestos desde la fase liquida hasta el espacio de cabeza
(equilibrio liquido/gas). Al aumentar la temperatura de incubacion, los analitos ven
favorecido su paso de la fase liquida al espacio de cabeza (volatilidad). En el caso del
TCA la sefial obtenida, cuando se trabaja a 70 y a 80°C, practicamente es la misma, ya
gue se trata del compuesto mas volatil presentando una presion de vapor a 20°C de
0,023 mmHg, frente a 0,008 mmHg y 0,00423 mmHg del TCP y TeCP, respectivamente.
Es decir, el compuesto mas volatil es el TCA, de ahi que no influya el aumento de la
temperatura en 10°C; mientras que el TeCP es el menos volatil de los tres y si se ve

influenciado por el aumento de la temperatura de incubacion.

Las condiciones Optimas de trabajo para el analisis mediante HS-SPME/GC-MS
guedaron fijadas de la siguiente manera:

- Extractos hidroalcoholicos con 12,5% de etanol.

- Cantidad de extracto en el vial: 5 g.

- Temperatura de incubacion: 80°C durante 30 min.

- Adicion de cloruro sddico (NaCl) al extracto en un 15% en peso.

- Agitacion a 250 rpm.

- Tiempo de desorcién en el GC-MS de 2 min.

111.3.2.2. Calibrado y calculo limites de deteccion y cuantificacién de
clorofenoles y cloroanisol mediante HS-SPME/GC-MS

Una vez optimizadas las condiciones del analisis mediante HS-SPME/GC-MS, se
procedié a calcular los limites de deteccion y cuantificacién de los tres patrones; y para
ello se prepar6 una disolucion multipatron de 100 ng/g de TCA y TCP; y de 1 ug/g de
TeCP en EtOH al 12,5%. Este primer analisis mostr6 que no era suficiente la
concentracion de TCP y TeCP (clorofenoles) para ser detectados con esta técnica

instrumental, ya que Unicamente se podia ver el pico cromatogréfico correspondiente al
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TCA. Asi que, se prepar6 una nueva disolucién multipatron en EtOH al 12,5% de 50 ng/g
de TCA, y 10 pg/g de TCP y TeCP, es decir, en partes por billon el tricloroanisol (mayor
sensibilidad) y partes por millon los clorofenoles (menor sensibilidad). Los andlisis se
llevaron a cabo por triplicado. En este caso si que se obtuvo sefial cromatogréfica para
los tres compuestos, identificandose el TCA con un tiempo de retencion de 12,01 min; el
TCP al12,5minyel TeCP a 16,5 min.

Con estos resultados, se decidié preparar una recta de calibrado para determinar
los limites de deteccién y cuantificacion de cada uno de los tres compuestos. Las

concentraciones de los puntos de la recta preparados se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Concentraciones de TCA, TCP y TeCP en las rectas de calibrados preparadas

en etanol al 12,5%.

Concentracién (ng/g)

TCA TCP TeCP
Punto 1 1,13 520,9 1.125,4
Punto 2 2,87 777,0 4.777,6
Punto 3 4,13 1.068,2 11.106,2
Punto 4 6,20 3.030,0 14.884,6
Punto 5 17,15 5.070,8 19.968,5
Punto 6 30,30 7.046,9 25.566,6

Lo primero que se hizo fue preparar el punto tres de la recta de calibrado y
analizarlo mediante HS-SPME/GC-MS; como se vio que daban sefial los tres compuestos
se prepararon los dos puntos anteriores. En el caso del TCP los puntos 1 y 2 no dieron
sefal detectable (menos de 1000 ng/g); y en el caso del TeCP Unicamente el punto 1
(aprox. 1000 ng/g) no dio sefial cromatografica. Los analisis se llevaron a cabo por
triplicado. En la Figura 24 se muestra el cromatograma obtenido para uno de los puntos
de la recta de calibrado, donde se aprecian los tres picos cromatograficos

correspondientes a cada uno de los patrones.
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Figura 24. Cromatograma correspondiente a un punto de la recta de calibrado.

En la Tabla 7 se muestran las rectas de calibrado obtenidas para cada uno de los

tres compuestos estudiados; y en la Figura 25 se muestran las graficas obtenidas.

Tabla 7. Rectas de calibrado para el tricloroanisol, triclorofenol y tetraclorofenol.

Rectas de calibrado

pendiente ordenada R?
2,4,6-tricloroanisol (TCA) 88856,5 -44075,0 0,9967
2,4,6-triclorofenol (TCP) 3037157,2 -1218021,0 0,9979
2,3,4,6-tetraclorofenol (TeCP) 366640,4 -816979,4 0,9984
3000000 1y (tricloroanisol) = 88857x - 44075 2000000 v (triclorofenol) = 3E+06x - 1E+06
R2 = 0,9967 R? = 0,9979
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Figura 25. Rectas de calibrado andlisis HS-SPME/GC-MS de TCA, TCP y TeCP.
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Para el célculo de los limites de deteccion y cuantificacion se procedio de la
misma manera que en el apartado correspondiente al andlisis mediante GC-MS. Se
selecciond el punto de mas baja concentracion de la recta donde se ha identificado cada
uno de los patrones y se obtuvo la sefial del pico y del ruido de fondo. En la Tabla 8 se

muestran los resultados obtenidos

Tabla 8. Resultados integracion, limites de deteccion y cuantificacion de la disolucion
multipatrén en etanol 12,5% analizada mediante HS-SPME/GC-MS.

Analisis HS-SPME/GC-MS (adquisicion en modo SIM)

TCA TCP TeCP
C (ng/g) 1,13 1.068,2 4.777,6
Hyico 157 2249 1238
H:uido 4,0 15,5 5,7
Limite de deteccidn (ng/g) 0,09 22,09 65,64
Limite de cuantificacion (ng/qg) 0,29 73,62 218,81

Si se comparan los limites con los obtenidos para el analisis Unicamente mediante
GC-MS (Tabla 4):

Analisis mediante GC-MS (adquisicion en modo SIM)
Limite de deteccidn (ng/g) 22,86 289,33 1.876,16
Limite de cuantificacion (ng/g) 76,21 964,44 6.253,87

Se puede observar que los limites (LD y LQ) mejoran claramente cuando se
trabaja con HS-SPME/GC-MS. En el caso del TCA se baja un orden de magnitud con un
limite de cuantificacion de 0,3 ng/g (ppb); en el caso del TCP también se baja un orden
de magnitud hasta los 75 ng/g (ppb); pero donde mejora significativamente el limite de
cuantificacion es en el caso del TeCP que llega al orden de los 5 pg/g (ppm). Por lo que
gueda claro que el trabajo con esta técnica analitica permite aumentar mucho la
sensibilidad, y puede llevarse a cabo el andlisis de compuestos que se encuentren en

niveles de ultratrazas (partes por billén).

[11.3.2.4. Aplicacién del procedimiento HS-SPME/GC-MS y resultados

Una vez optimizado el procedimiento para la concentracion y analisis de los
clorofenoles y cloroanisoles, el siguiente paso consistié en aplicar dicha metodologia a

muestras reales de extractos de carton.

El primer problema que se encontré fue que, si bien por bibliografia se recomienda
extraer el papel y cartén con solucién hidroalcohdlica con alto % de etanol (entre un 50 y
el 100%); Callejon et al., 2007 recomiendan la extraccién con 100% de etanol para los
cloroanisoles y con un 75% para los clorofenoles; se ha visto experimentalmente que el

porcentaje de etanol en los extractos debe ser como maximo del 12,5%, lo que limita la
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correcta extraccion del papel y cartdén; o bien hace que se tengan que diluir los extractos

perdiendo sensibilidad.

Para llevar a cabo el andlisis de las muestras de carton interior y exterior se
aprovechd a realizar modificaciones sobre el proceso de extraccion previo, asi como la
composicion de la fase extractante. Dado que el nUmero de muestras a extraer iba a ser
importante, para la agitacion mecénica se descart6 el uso de placas individuales de
agitacion y se opto por la agitacion en bandeja agitadora, y se decidi6 trabajar con viales
de 20 mL con cierre de rosca para evitar pérdidas por volatilizacion al trabajar con vasos

de precipitados abiertos. Los ensayos realizados, por triplicado, fueron los siguientes:

a. Extraccién de carton interior y exterior con agitacibon mecanica durante 24 h con
15 mL (control gravimétrico) de etanol al 75%, filtracion y dilucién hasta obtener 5 g de
extracto al 12,5% EtOH en el vial para analizar mediante HS-SPME/GC-MS.

b. Extraccion de cartdn interior y exterior con agitacion mecanica durante 24 h con
10 mL de EtOH al 50%, filtracion y dilucion hasta obtener 5 g de extracto al 12,5%
EtOH en el vial para analizar mediante HS-SPME/GC-MS.

c. Extraccion de carton interior y exterior con agitacion en bafio de ultrasonidos
durante 30, 60 y 120 min tras la adicion de 15 mL de EtOH al 50%. Filtracion y dilucion
hasta obtener 5 g de extracto al 12,5% EtOH en el vial para analizar mediante
HS-SPME/GC-MS.

d. Extraccién de cartén interior y exterior con agitaciéon en bafio de ultrasonidos
durante 30 y 60 min tras la adicibn de 10 mL de EtOH al 50%. Filtracion y dilucién
hasta obtener 5 g de extracto al 12,5% EtOH en el vial para analizar mediante
HS-SPME/GC-MS.

Ninguno de los extractos preparados bajo las condiciones anteriormente descritas
dio sefial identificable de ninguno de los tres compuestos de interés: TCA, TCP y TeCP.
A modo de ejemplo, en las Figura 26 a 29 se muestran cromatogramas obtenidos de los
extractos de cartdon analizados, para cada una de las cuatro tandas de extraccion
probadas.
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Figura 26. Cromatograma de una muestra de cartdn exterior extraida segun

procedimiento (a).
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Figura 27. Cromatograma de una muestra de carton interior extraida segun el

procedimiento (b).
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Figura 28. Cromatograma de una muestra de cartdn exterior extraida segun el

procedimiento (c).
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Figura 29. Cromatograma de una muestra de cartdn interior extraida segun el

procedimiento (d).

Si bien se observa la aparicion de picos cromatograficos (en todas las muestras
con un perfil muy similar), ninguno de ellos corresponde a alguno de los clorofenoles

(TCP y TeCP) o cloroanisol (TCA) que se tratan de identificar.

Se prob6 a realizar pequefias modificaciones sobre los procedimientos de
extraccion aplicados, con objeto de ver si se conseguia determinar el TCA, TCP o TeCP.

Las modificaciones realizadas fueron:

b.1. Extraccién de cartdn interior y exterior con agitacion mecanica durante 24 h con
10 mL de EtOH al 12,5%, filtraciébn y andlisis directo de 5 g de extracto mediante
HS-SPME/GC-MS.

Se probd esta modificacion para no tener que diluir el extracto y ver si un 12,5%

de EtOH es suficiente para extraer los compuestos de interés de la matriz del cartén.

b.2. Extraccién de cartdn interior y exterior con agitacion mecanica durante 24 h con
10 mL de EtOH al 75%, filtracion y dilucién hasta obtener 5 g de extracto al 12,5%
EtOH en el vial para analizar mediante HS-SPME/GC-MS.

Se llevé a cabo esta modificacion aumentando el % de EtOH, que seguro que
extrae los clorofenoles y cloroanisoles de la matriz del carton; aunque luego haya que

hacer una mayor dilucién para tener las condiciones adecuadas de trabajo.

d.1. Extraccidon de carton interior y exterior con agitacion en bafio de ultrasonidos
durante 240 min tras la adicion de 10 mL de EtOH al 12,5%. Filtracién y analisis
directo de 5 g de extracto mediante HS-SPME/GC-MS.

En este ultimo caso, ademéas de trabajar directamente con EtOH al 12,5% se
intentd reducir el tiempo de extraccion trabajando en bafio de ultrasonidos durante 2 h

frente a la extraccion con agitacion mecéanica de 24 h.
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Al igual que en los casos anteriores, no se logr6 detectar ninguno de los
compuestos de interés en los extractos analizados. Por ultimo, se decidié tomar cuatro
extractos de carton interior y exterior sometidos a bafio de ultrasonidos y cuatro extractos
a maceracion durante 24 h, extraidos con etanol al 50% y al 75% (un total de 8 extractos)
y doparlos con una disolucion multipatrén de concentraciébn conocida de los tres
compuestos de interés. En la Tabla 9 se muestran los resultados obtenidos tras el

analisis mediante HS-SPME/GC-MS de los ocho extractos dopados.

Tabla 9. Resultados dopados extractos de catédn interior y exterior sometidos a analisis
mediante HS-SPME/GC-MS.

TCA (m/z=195) TCP (m/z=196) TeCP (m/z=232)

Ensayo C (ng/g) C(ng/g) | C(nglg) C (ug/9) C(ug/g)  C(nglg)

dopada medida dopada medida dopada medida
Int-75-24h 31,68 20,24 1,41 0,40 10,31 -
Ext-75-24h 15,58 8,35 1,39 0,39 9,66 -
Int-50-24h 23,58 14,37 1,46 0,40 9,46 -
Ext-50-24h 18,29 9,78 1,43 0,39 9,99 -
Int-75-US 15,33 8,58 1,49 0,39 9,46 -
Ext-75-US 19,17 12,03 1,47 0,39 9,36 -
Int-50-US 14,89 7,04 1,43 0,39 10,81 -
Ext-50-US 17,68 11,26 1,45 0,40 9,23 -

Los resultados de los extractos dopados muestran un importante descenso en la
concentracion medida frente a la concentracién dopada. En concreto, para el TCA la
cantidad medida es practicamente la mitad de la cantidad dopada; en el TCP se observa
una reduccién del 70% vy, en el caso del TeCP ni tan siquiera se obtiene sefial
cuantificable; si bien el limite de deteccion calculado para este técnica esta en 0,2 ug/g,
muy por debajo de la concentracion con la que se han dopado las muestras (del orden de

los 10 ug/qg).

Dado que el dopado se realiz6 de la misma manera que se prepararon las
disoluciones patron para el célculo de las rectas de calibrado (en fase liquida), y por tanto
se deberia recuperar practicamente la misma cantidad que se dopa, los resultados
obtenidos ponen de manifiesto una serie de cuestiones. Por un lado, tal y como cabria
esperar por la naturaleza fisicoquimica de estos compuestos, existe una inestabilidad
importante de las disoluciones multipatrén a pesar de controlarse gravimétricamente cada
vez que son utilizadas. Este tipo de compuestos pueden quedar facilmente adsorbidos en
el vidrio de los viales, haciendo que la concentracion de los mismos en la disolucién

disminuya y por tanto el dopado de los extractos no se esté llevando a cabo en la
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concentracion tedrica calculada. Y por otro lado, muestra la gran importancia que tiene en
este tipo de analisis, a niveles ultratrazas (ng/g), la preparacion y analisis inmediato de
todos los extractos y disoluciones para poder detectar y cuantificar de manera correcta

estos compuestos.

Ademas, en el caso particular del TeCP se observa que, al trabajar con extractos
reales de cartén, la masa selectiva del mismo (m/z = 232) da sefial a lo largo de todo el
cromatograma y en concreto en el tiempo de retencion al que deberia identificarse, por lo
gue pone de manifiesto un posible problema de interferencia de la matriz del cartén, al
extraerse compuestos que no permiten la identificacion correcta del TeCP. En el
Figura 30 se muestra un extracto de carton dopado, con la separacion de masas para la
identificacién de cada uno de los tres patrones, y puede apreciarse el problema de

identificacion del TeCP.
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Figura 30. Cromatograma extracto dopado carton interior extraido con 75% EtOH
durante 24 h.

En cualquier caso, a pesar de poner a punto una metodologia para la
determinacion de clorofenoles y cloroanisoles mediante HS-SPME/GC-MS con unos muy
buenos limites de deteccidon y cuantificacion; al trabajar con muestras reales y llevar a
cabo la extraccién de las mismas no se logré ni identificar ni cuantificar ninguno de los

tres compuestos de interés, TCA, TCP y TeCP.

Las razones para no poder identificar estos compuestos pueden ser varias, por
una parte que no esté presente ninguno de los tres compuestos en la matriz del cartén
estudiado (interior y exterior), y por tanto verifique la ausencia de ellos, tal y como es
deseable. Pero también puede haber sucedido que, si bien los limites de deteccién y
cuantificacién obtenidos son muy bajos y permiten el analisis de ultratrazas (ppb); es

necesario trabajar con extractos al 12,5% en EtOH, y esto hace que:
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- Por una parte; si se trabaja directamente con EtOH al 12,5% no se consiguen
extraer de la matriz del carton ni los clorofenoles ni los cloroanisoles, debido a la baja
solubilidad que tienen en el agua (500 mg/L; 10 mg/L y <1lmg/L para el TCP, TCA y
TeCP respectivamente).

- Por otra parte, si se extrae el carton con EtOH al 75% (el mas adecuado para la
buena extraccion de los compuestos), hace necesaria una dilucion importante de los
extractos antes de someterlos al procedimiento HS-SPME/GC-MS, haciendo que la
cantidad presente de los compuestos se encuentre por debajo del limite de deteccion

y cuantificacion de la técnica.

No se puede confirmar ni la presencia ni la ausencia de estos compuestos en las
muestras de carton interior y exterior, sélo se puede decir que estan por debajo de los

limites de deteccion de la técnica analitica seleccionada.

De acuerdo con los datos requeridos por la empresa que facilité las muestras de
carton, los niveles de aceptacion en los extractos obtenidos, en organoclorados, para las
cajas de carton deberian ser: < 0,25 pg/L para el TCP y TeCP y ausencia en el caso del
TCA. De hecho, si se toman los limites de cuantificacién para la técnica puesta a punto
HS-SPME/GC-MS de cada uno de los compuestos, y teniendo en cuenta la cantidad de
extractante afiadido y la dilucién aplicada, se puede informar que:

- En el caso del TCA no pueden cuantificarse cantidades < 1,1 ug/L.

- En el caso del TCP no pueden cuantificarse cantidades < 270,9 ug/L.

- En el caso del TeCP no pueden cuantificarse cantidades < 805,22 ug/L.

Y en el caso de los limites de deteccion, se obtiene que:
- En el caso del TCA no pueden detectarse cantidades < 0,33 pug/L.
- En el caso del TCP no pueden detectarse cantidades < 81,29 ug/L.
- En el caso del TeCP no pueden detectarse cantidades < 241,59 ug/L.

Por lo tanto, no se puede llegar a los limites de cuantificacion deseados para la

determinacion de estos compuestos en extractos de cartdén y papel.

[11.3.2. Microextraccion en fase solida con espacio de cabeza
(HS-SPME) acoplada a GC/MS de impacto electronico negativo
(NCI)

Si bien la optimizaciéon del procedimiento de microextraccion HS-SPME/GC-MS
durante la realizacion de este trabajo fin de grado ha sido satisfactoria, y se decidié que

cumplia todos los objetivos fijados para el mismo; desde el departamento de Quimica
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Analitica, en concreto desde el Grupo de Andlisis Quimico de Aromas y Enologia (LAE),
se nos ofrecid la posibilidad de trabajar durante un muy breve espacio de tiempo con un
equipo de andlisis HS-SPME acoplado a un detector de espectrometria de masas (MS)
de impacto electrénico negativo (NCI) muy adecuado para la deteccion y cuantificacion
de compuestos organoclorados. Se decidié llevar a analizar los extractos de carton
obtenidos y bajo las condiciones optimizadas en el sistema HS-SPME, para ver si se

podian identificar y cuantificar los compuestos de interés (TCA, TCP y TeCP).

Hasta hace bien poco, muchos de los cromatégrafos de gases empleados
contaban con un detector de espectrometria de masas con impacto electrénico (El) para,
bombardeando las moléculas de la muestra con electrones, romper la molécula en
fragmentos. A partir de esos fragmentos, y basandose en la proporcién en la que los
fragmentos aparecian, el detector de masas era capaz de dar un espectro de masas a
partir del cual se podia identificar un compuesto segun la biblioteca de espectros de la
gue se disponia en el equipo. Pero también existen otras formas de fragmentar los
compuestos que salen del cromatégrafo y es mediante la ionizacién quimica (Cl). En este
caso el detector emplea un gas reactivo que se ioniza mediante un bombardeo de
electrones. Este gas reactivo, ionizado, entra en contacto con las moléculas que salen del
cromatografo y tienen lugar fendmenos de transferencias de protones y electrones entre
las moléculas del gas reactivo y las de la muestra. Fruto de esa interaccion, las moléculas
de la muestra terminan ionizadas, por lo que el sistema es capaz de detectarlas debido a
su carga. Y al igual que en caso anterior obtener los correspondientes espectros de

masas.

A diferencia del detector de masas de impacto electrénico, en el caso de la
ionizaciébn quimica, no es la muestra la que es directamente bombardeada por los
electrones, fragmentandola, sino que es el gas el que recibe este bombardeo, y luego
ioniza a la muestra. Esto se traduce en que muchas veces, en lugar de obtener un
espectro de fragmentos como en el impacto electronico, se obtiene la masa de la

molécula completa, ya que ésta no se suele romper, sélo se ioniza.

El espectrometro de masas por ionizacion quimica puede ejecutarse en modo
positivo 0 negativo, siendo el negativo el que presenta una muy alta sensibilidad. En el
modo positivo, el gas se somete a impacto electronico hasta que las moléculas del gas
guedan con carga positiva. A partir de ese momento, casi todos los analitos neutros que
entran en el detector son capaces de ionizarse y formar iones positivos mediante su
interaccion con el gas reactivo. Por otro lado, en el modo negativo, el gas se ioniza de tal
manera que éste queda cargado negativamente para después crear iones negativos a

partir de las moléculas de analito que entren en contacto con él. Sin embargo, hay muy
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pocos analitos que sean capaces de ionizarse en un ion negativo, y los que lo hacen
requieren de un sistema especial como la ionizacion de captura electronica para hacerlo.
Incluso con la ionizacién de captura electrénica, muy pocos compuestos forman iones
negativos, por lo que la ionizacién quimica negativa tiene un grado de selectividad muy
alto que no tienen otros sistemas. Los compuestos capaces de crear iones negativos son,
principalmente, aquellos que contienen &tomos muy electronegativos, como es el caso de
los compuestos halogenados. Por eso, los pesticidas, PCBs y otros compuestos
organoclorados, como los de este proyecto, que ademas por legislacion se requiere su
cuantificacién en cantidades muy pequefias, son analizados frecuentemente mediante un

cromatografo de gases con un detector de captura electronica (Dougherty, 1981).

Los extractos de cartén interior y exterior obtenidos, asi como una serie de
disolucién multipatrén de diferentes concentraciones fueron llevadas al laboratorio para
analizar mediante HS-SPME/GC-MS (NCI). Mencionar que no se pudo llevar a cabo
ningun tipo de optimizacién dado que Unicamente se dispuso de 3 dias de trabajo con el
equipo, dada la alta demanda del mismo por parte del grupo de investigacion.
Unicamente se ajustaron algunos parametros cromatogréaficos de acuerdo con trabajos

anteriores con compuestos de similares caracteristicas.

- Los extractos de cartén obtenidos mediante extraccion con EtOH al 50% se
diluyeron hasta obtener 5 g de extracto al 12,5% de EtOH. Se llevaron a analizar nada

mAas prepararse.

- Los rangos de concentracién de las disoluciones multipatrén preparadas en EtOH al
12,5% para calcular las rectas de calibrado fueron: para el TCA de 0,2 a 1,5 ng/g; para
el TCP de 0,4 a 3,7 ng/g y para el TeCP de 5,2 a 50,9 ng/g.

- Condiciones sistema HS-SPME: optimizadas anteriormente.

- Condiciones cromatégrafo GC-MS (NCI): columna DB5 (30m x 0,18mm x 0,18um),
programa de temperaturas: 50°C durante 2 min, rampa de 10°C/min hasta los 300°C,
mantener 2 min. Inyeccion 5 min modo splitless y luego split 1/10. Detector a 220°C e
interfase a 280°C. Adquisiciébn en modo SCAN (de 35 a 320 m/z) y en modo SIM
seleccién de m/z = 35, 37, 79, 81, 174, 176, 194, 198, 200, 262 y 264.

Los resultados obtenidos de estos andlisis mostraron que Unicamente se podian
identificar y cuantificar el TCA 'y el TCP, en el caso del TeCP se encontraron problemas
para su correcta deteccidon, en las condiciones de trabajo fijadas. Sélo se pudieron
obtener las rectas de calibrado para el tricloroanisol y triclorofenol, que se muestran en la

Tabla 10, junto con los limites de deteccidn y cuantificacion calculados.

69



TFG - Leo Sanjurjo

Tabla 10. Recta de calibrado y limites de deteccion y cuantificacion para andlisis
HS-SPME/GC-MS (NCI).

Analisis HS-SPME/GC-MS(NCI)

pendiente ordenada R?
2,4,6-tricloroanisol (TCA) 9344604,11 1731188,80 0,9759
2,4,6-triclorofenol (TCP) 4936,81 14650,37 0,9465
TCA TCP
Limite de deteccion (ng/g) 0,01 0,52
Limite de cuantificacién (ng/g) 0,04 1,74

Puede observarse que los limites de deteccion y cuantificacion disminuyen de
manera importante, logrando una mayor sensibilidad en el analisis, tal y como cabia
esperar de acuerdo a la técnica instrumental, en concreto a la espectrometria de masas

de impacto quimico negativo (GC-MS (NCI)).

De acuerdo con los calibrados realizados y el analisis de las muestras de cartén
interior y exterior, se obtuvieron los datos que se muestran en la Tala 11. Es importante
sefialar que los resultados obtenidos corresponden al analisis de una sola réplica de cada
uno de los extractos (cartdn interior y exterior), ya que durante el periodo de trabajo con
el equipo se utilizaron extractos para pruebas cromatograficas y aunque se volvieron a
pinchar por haber transcurrido mas de 24 h mostraron datos anémalos que corresponden
con el fenébmeno de adsorcién de estos compuestos sobre las paredes de vidrio de los

viales que contienen los extractos.

Tabla 11. Resultados andlisis cartén interior y exterior mediante HS-SPME/GC-MS (NCI).
Analisis HS-SPME/GC-MS(NCI)

Cartén interior Cartén exterior Limite
2,4,6-tricloroanisol (TCA) 0,71 pg/g 0,06 pg/g ausencia
2,4,6-triclorofenol (TCP) 4,23 ugl/g 3,57 ug/g < 0,25 ug/L

Dado que el gramaje de las muestras de cartdn es diferente, y por tanto los
12,5 cm? de muestra que se someten a extraccion pesan diferente, es importante mostrar

los resultados del andlisis en ng/g de carton, quedando los resultados:

2,4,6-tricloroanisol (TCA) 12,92 ng/g 0,93 ng/g
2,4,6-triclorofenol (TCP) 118,73 ng/g 51,89 ng/g

Para poder informar realmente de la concentracion de los tres compuestos de
interés en las muestras de cartdén habria que llevar a cabo mas analisis de extractos
(réplicas) asi como terminar de optimizar el analisis mediante HS-SPME/GC-MS (NCI),

que no se pudo llevar a cabo.
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- Se ha tratado de optimizar un procedimiento para la determinacién de
2,4,6-tricloroanisol, 2,4,6-triclorofenol y 2,3,4,6-tetraclorofenol mediante microextraccion
en fase liquida con fibra hueca (HF-LPME) para posterior analisis mediante GC-MS, pero
no se ha conseguido la suficiente eficacia y reproducibilidad para su correcta aplicacion a

muestras de cartdn, por lo que se ha descartado su utilizacion.

- Se ha puesto a punto un procedimiento para la determinacion de 2,4,6-tricloroanisol,
2,4,6-triclorofenol y 2,3,4,6—tetraclorofenol mediante microextraccion en fase solida con
espacio de cabeza acoplada a cromatografia de gases con detector de masas
(HS-SPME/GC-MS) en muestras de carton.

- Los parametros optimizados para la aplicacion de la metodologia HS-SPME han sido
la proporcion etanol/agua del solvente, temperatura de incubacién y adicién o no de sal.
Los mejores resultados se han obtenido con un 12,5% de etanol en el extracto, una

temperatura de incubacion de 80°C y con la adicién de sal en un 15% en peso.

- Para el analisis mediante HS-SPME/GC-MS se han calculado los limites de deteccion
del 2,4,6-tricloroanisol, 2,4,6-triclorofenol y 2,3,4,6—tetraclorofenol, establecidos en

0,09 ng/g; 22,09 ng/g y 65,64 ng/g, respectivamente.

- Para el andlisis mediante HS-SPME/GC-MS se han calculado los limites de
cuantificacion del 2,4,6-tricloroanisol, 2,4,6-triclorofenol y 2,3,4,6—tetraclorofenol,

quedando establecidos en 0,29 ng/g; 73,62 ng/g y 218,81 ng/g, respectivamente.

- El analisis de muestras reales de cartbn mediante HS-SPME/GC-MS no ha dado
resultado positivo ni en la determinacion ni cuantificacion del 2,4,6-tricloroanisol,
2,4,6-triclorofenol y 2,3,4,6—tetraclorofenol. Por lo que se puede decir, que las muestras
de carton estudiadas no tienen dichos compuestos 0 estos se encuentran por debajo de

los limites de deteccion de la técnica instrumental aplicada.
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