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RESUMEN

Por definicién, los trihalometanos (THMs) son compuestos organicos que contienen un
carbono, un hidrogeno y tres atomos de un halégeno, estos son los mayores
subproductos de desinfeccion encontrados en aguas después del proceso desinfeccién
con cloro. Son formados a partir de la reaccion del desinfectante con la materia organica
presente en las aguas. El aumento en el uso de agua regenerada y la presencia de estos
compuestos como contaminantes emergentes en el tratamiento de aguas, ha traido
consigo el desarrollo nuevas regulaciones para el control de estos compuestos en aguas
debido a los efectos adversos que ellos pueden causar en el ser humano. Por esta
razon, se necesitan métodos analiticos que permitan una determinacién rapida, simple,
precisa de los THMs.

En este trabajo de fin de Master, se presenta el desarrollo de un método analitico que
emplea como etapa de tratamiento de la muestra, la extraccion en fase solida (SPE),
con un dispositivo impreso en 3D funcionalizado, y la cromatografia de gases acoplada
con un detector de captura de electrones (GC-ECD) como técnica de deteccion para
determinar THMs en aguas. El método de SPE convencional fue evaluado con tres
resinas comerciales (C18, DSC-18 y SDB-1) los mejores resultados de recuperacion
fueron alcanzados con SDB-1 en un rango de 98 — 105%. Se llevo a cabo la fabricacion
y funcionalizacién con SDB-1 de un dispositivo 3D, el dispositivo fue puesto a prueba
con tres variantes de SPE: estatico con agitacion, estatico sin agitacién y dinamico,
mostrando recuperaciones de 57 — 99%; 43 - 86% y 7 — 17% respectivamente.

Para la SPE estatica sin agitacién, parametros como: tiempo de elucién, volumen de
eluyente, tiempo de extraccion y reutilizacion de dispositivos 3D fueron evaluados
mediante un analisis univariable. La extraccion y preconcentracion se realizd
simultdneamente utilizando 2,5 mL de metil ter-butil éter (MTBE) como eluyente, con un
tiempo de extracciéon de 30 min. Los LODs estuvieron en un rango de 0,016 — 0,048
ppb, se obtuvieron recuperaciones de entre 71 al 109% y factores de enriquecimiento
(EF) en un rango de 16,4 — 23,6. Ademas, los resultados obtenidos presentaron buena
linealidad (R? = 0,9984) en un rango de 0,25 a 100 ppb. La precision intra e interdia
expresada como desviacion estandar relativa (n = 3) vario entre 1,8 — 4,1% y entre 3,3
— 9,3 % respectivamente.

Finalmente, el método propuesto fue evaluado y validado in-situ mediante pruebas de
adicién/recuperacion en agua de grifo y agua regenerada procedente del tratamiento
terciario de una EDAR, encontrando concentraciones totales de THMs de 78,1 ppb y
34,1 ppb respectivamente. No se determinaron interferencias cuando se analizaron
ambas matrices y buenos porcentajes de recuperaciones relativas promedio fueron
obtenidas de 69 — 117% para las muestras procedentes del tratamiento terciario de la
EDAR y entre 76 — 103% para el agua de grifo.



CAPITULO 1. INTRODUCCION

e Contaminacion ambiental por subproductos de desinfeccion

Preservar el ciclo del agua ha sido considerado uno de los retos mas importantes a lo
largo del tiempo, cada dia que pasa los recursos hidricos renovables son mas limitados,
esto se ve de manera mas comun en zonas &ridas en las cuales el uso de agua
regenerada es cada vez mas una solucién prometedora para suplir la demanda de agua
de diversas actividades humanas. Con el fin de garantizar una calidad de agua estricta
y que permita ser utilizada para diversos propdsitos es necesario que, dentro de los
procesos de tratamiento, tanto para agua potable como regenerada, se incluya el paso
de desinfeccion.

La desinfeccion del agua es utilizada especialmente para disminuir la actividad
microbiol6gica mediante la inactivacion de patdgenos que pueden causar efectos
indeseados sobre la salud humana[l]. Debido a su efectividad y economia, el cloro es
el desinfectante mas usado en los procesos de desinfeccién, generalmente es aplicado
en dos pasos, el primer paso es esencial para la inactivacion de microorganismos y el
segundo paso va centrado en asegurar una concentracion residual que impida que estos
microorganismos vuelvan a crecer [2], [3]. Aunque el proceso de desinfeccion cumple
un rol importante en el aseguramiento de la calidad del agua, se ha encontrado que
sustancias indeseadas se pueden formar durante este proceso de desinfeccion, estas
sustancias son conocidas como subproductos de la desinfeccion (DBPs) [4]. Los DBPs
son productos indeseados formados a partir de la reaccién del desinfectante utilizado,
debido a su alto poder oxidante, con compuestos presentes en el agua tales como
materia organica natural (NOM), compuestos inorganicos (iones haluro) y componentes
antropogénicos [1][5]. Aunque los DBPs se encuentren en su mayoria en aguas
sometidas a procesos de desinfeccion, también se puede llegar a dar el caso de
encontrar DBPs en fuentes de agua dulce o subterraneas, esto debido a posible
infiltracién de agua clorada utilizada para riego, fugas de sistemas de distribucién de
aguas y alcantarillado, o derrames industriales entre otros [6]. En la mayoria de los
casos el origen de los DBPs es atribuido a causas antropogénicas. Sin embargo, para
el caso del cloroformo en particular, se ha determinado que aproximadamente el 90%
de su flujo en el medio ambiente se debe a fuentes de origen natural, en las que
destacan: emisiones volcanicas, fuentes geoldgicas, el agua de mar y hongos[6]—{8].

El estudio de los DBPs data de aproximadamente la década de los 70s cuando se
encontr6 que a partir de la cloraciéon del agua se podian formar subproductos
potencialmente peligrosos, en especifico se determiné la produccién de trihalometanos
a partir de las reacciones del cloro con la materia organica natural. Posteriormente, los
efectos carcinogénicos fueron puestos a prueba en ensayos con animales solo pocos
afos después de su descubrimiento . Todo esto suscito una creciente investigacion
sobre estos compuestos lo que conllevo a un descubrimiento de alrededor de més de
700 DBPs segun lo que se conoce hasta hoy en dia, los cuales tienen una alta diversidad
en sus propiedades fisicoquimicas, dentro de las clases de DBPs estudiadas se
encuentran los trihalometanos (THMs), acidos haloacéticos (HAAs), haloacetonitrilos
(HANSs), halocetonas (HKTSs), haloaldehidos (HALS) y iodo-trihalometanos (I-THMs) [1].



e Trihalometanos (THMSs)

Dentro de los DBPs los mas comunes son los THMs y los HAAs, estas dos familias son
utilizadas como marcadores en aguas [4]. Los THMs son un grupo de compuestos
organicos volatiles conformados por un atomo de hidrogeno, un carbono y tres
halégenos, siendo su férmula general es CHXs, constituyen la mayor clase de DBPs,
fueron descubiertos en agua potable por primera vez en la década de los 70 por Rook
et al. Los hal6genos que componen al grupo de los THMs son cloro o bromo, ya sea de
manera independiente o una combinacion de ellos. Los THMs comunmente encontrados
en aguas cloradas son: cloroformo (TCM), bromodiclorometano (BDCM),
dibromoclorometano (DBCM) y bromoformo (TBM), la sumatoria de las concentraciones
de estos cuatro compuestos encontrados en una muestra de agua se conoce como
trihalometanos totales (TTHMSs)[6] [9].

En la tabla 1, podemos observar algunas de las caracteristicas fisicoquimicas de los
THMs, el mecanismo de formacion de los THMs ha sido investigado a lo largo de estos
afos y aunque la ruta de reaccién no esta del todo estipulada, principalmente debido a
las variaciones quimicas de la NOM, los factores que afectan directamente a la
formacion y degradacién de los THMs son la temperatura, el pH, la cantidad de NOM,
concentracion de desinfectante, concentracién de bromuros y tiempo de contacto del
desinfectante[5] [6].

Tabla 1. propiedades fisicoquimicas de los THMs

. Formula Punto de Peso Solubilidad en
Analito L
molecular ebullicion (°C) molecular agua (ppm)
TCM CHCI3 61,18 119,38 7,95 x 103
BDCM CHBIClI 87 163,83 1,29 x 103
DBCM CHBrClI 134 208,29 2,7 x 108
TBM CHBrs 149,21 252,75 3,1x 103

e Usos y peligros

Dentro de la familia de los THMs, el TCM es de los compuestos mas comunes presente
en diversas matrices de agua. Como agente quimico, su uso principal se destina a la
produccion de fluorocarbonos para refrigerantes y una pequefia parte de la produccion
global se utiliza para fines de investigacion, empleado principalmente como disolvente
0 extractante. Por su parte, los THMs que contienen bromo en su estructura son
utilizados principalmente como disolventes para grasas, ceras, resinas y materiales
retardantes de flama[10][11],

Aungue hay diversas actividades antropogénicas, asociadas con los THMs las rutas de
ingreso o formacién de los THMs al medioambiente son en principalmente debido a sus
precursores naturales, en especial de la materia organica natural (NOM). Debido al



importante uso de las aguas tratadas en la vida diaria, la exposicion de los humanos a
los THMs es un factor de riesgo apreciable, por tanto, desde su descubrimiento las
investigaciones de estos compuestos no solo se centraron en el analisis e identificacion
en las diversas matrices de aguas, sino que se extendieron a los posibles problemas
adversos relacionados con la salud humana. Solo un par de afios después de la primera
evidencia de la formacion de los THMs en aguas se determiné que el riesgo potencial
de los DBPs asociados a efectos cancerigenos, de desarrollo y de reproducciéon es
elevado [6][12][13][14],

Por su parte, la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (IARC) a
través de pruebas experimentales en animales determiné que tanto TCM como BDCM
debian ser clasificados en el grupo 2B de acuerdo con sus pardmetros debido a sus
posibles efectos carcinogénicos en humanos, mientras que por su parte DBCM y TBM
se ubicaron en el grupo 3 debido a la limitada evidencia de carcinogenicidad en los
experimentos con animales, por tanto no se puede clasificar en cuanto a su potencial
cancerigeno en humanos[6][15].

Investigaciones posteriores han demostrado que la exposicién prolongada a los cuatro
THMs estdn estrechamente relacionados con problemas respiratorios, efectos
reproductivos, cancer de vejiga y colon [16] [17]. También se han reportado estudios
epidemioldgicos donde se asocia la exposicion a THMs, a través de las aguas de
consumo humano, a efectos directos sobre abortos espontaneos, retardo del
crecimiento y efectos natales [18] [19]. Adicionalmente, se presume que los THMs
pueden causar trastornos hepaticos, nefrotoxicos y teratogénicos; ademas de dafio en
el ADN en especial aquellos THMs que contienen bromo en su estructura. Un estudio
determiné que el ranking del potencial de dafio al ADN causado por los THMs sigue el
orden BDCM>DBCM>TBM>TCM [20], [21],

La mayor parte de los experimentos iniciales con animales para establecer el potencial
mutagénico, carcinogénico y citotoxico de los THMs concluy6 que, de los tipos de cancer
observados en el estudio, el que se presentaba con mayor frecuencia era el cancer de
higado. Sin embargo, con el paso del tiempo estudios epidemiolégicos observados en
humanos han evidenciado que el tipo de cancer mas frecuente correlacionado con los
THMs es el de vejiga[22] . En el caso de la experimentacion con animales la ruta de
exposicion principal fue la ingestion[23]. A través de estudios realizados por Villanueva
et al, enuncia que comparado con otros paises de la Unién Europea el nivel de los cuatro
THMs en agua potable en Espafia es alto, solo superado por las concentraciones
encontradas en estudios realizados en Portugal, ademas de atribuir relacién entre estas
concentraciones de THMs y un porcentaje de los casos de cancer de vejiga [22].

Como bien se dijo anteriormente, la exposicion de los humanos a los THMs es un factor
de riesgo evidente, puesto que cada dia existe un contacto directo o indirecto con el
agua tratada y desinfectada, especialmente mediante cloraciéon. Se ha demostrado que
ademas de la ingestion, otras rutas potenciales de exposicion a los THMs es la
absorcion mediante contacto directo con la piel y las vias respiratorias, ademas
indirectamente estudios actuales se han centrado en determinar si el uso de aguas
regeneradas en el &rea de agricultura puede ser una ruta de exposicion a los DBPs[24].



En Espafia se han venido desarrollando investigaciones con el fin de entender todo lo
relacionado con los THMs. Un estudio realizado por Font-Ribera et al. en cuatro zonas
de Espafa evidencio altas concentraciones de THMs en piscinas exteriores, ademas
concluyen que rutas de exposicion a los THMs como la piel y la inhalacién son tan o
mas importantes que la ingestion. A su vez la misma autora reafirma en un estudio
posterior que las principales fuentes de exposicion a los THMs en nifios se da por el
agua de uso recreativo (piscina) y el agua de la ducha[25] [26].

e Normativa Vigente

Debido a los estudios relacionados con los efectos adversos de este conjunto de
compuestos y su clasificacion como potencial carcindgeno se ha visto la necesidad de
establecer en un control riguroso, debido a que la desinfeccién y el tratamiento de aguas
es esencial. Solo pasaron un par de afios posterior a la identificacién de los THMs para
que en 1979 la US Environmental Protection Agency (USEPA) definiera e introdujera
por primera vez los niveles maximos de contaminantes (MCL) para los THMs, en este
afo se estipulaba que una concentracion aceptable de TTHMs seria de 100 ppb para
agua potable, con el avance tecnoldgico y luego de las diversas investigaciones que
surgieron y el creciente interés cientifico sobre todos los efectos adversos y rutas de
exposicion, este valor fue modificado y se pasé a un valor limite de 80 ppb para TTHMs
[6] [24] [27].

Por otro lado, la Organizacién Mundial de la Salud (WHO por sus siglas en inglés)
establecié en 1984 en su primera edicion de “Guidelines for Drinking-water Quality”, el
valor base recomendado como limite maximo para el TCM en agua potable, este valor
fue de 300 ppb, los otros tres THMs no fueron legislados en ese momento debido a falta
de informacion detallada sobre el comportamiento de estos. Tiempo después en 1993
con datos suficientes para el estudio de todos los cuatros THMs establecieron valores
individuales para cada uno de estos compuestos[28], el valor guia para el TCM fue
modificado en 1998 cuando todos los valores guias se expresaron en base a la ingesta
diaria tolerable (TDI) la cual se define segun la WHO como:

“una estimacioén de la cantidad de una sustancia en agua potable o alimento que puede
ser ingerida a lo largo de la vida*“ [28].

Los valores guias finales establecidos por la WHO para el control de los THMs en agua
potable se pueden observar en la tabla 2. En el mismo afio (1998) que se fijaron los
valores de la WHO en base al TDI, el Consejo de la Union Europea fijaba mediante la
Directiva 98/83/CE (relativa a la calidad de las aguas destinadas al consumo humano)
los valores limites para el TTHMSs, por otro lado el 16 de diciembre de 2020 entro en
vigor la Directiva (UE) 2020/2184 del Parlamento Europeo y del Consejo, en la cual, a
pesar de presentar modificaciones en algunos puntos, el valor limite para los TTHMs
con respecto a la Directiva 98/83/CE sigue siendo el mismo [24][29][30]. En lo que
respecta a Espafia especificamente en el afio 2003, el 7 de febrero se expide el Real
Decreto 140/2003 en el cual los criterios de calidad para el agua potable fueron
establecidos, dentro de estos criterios se fijo el valor aceptable para TTHMs presentes
en aguas de consumo humano, en el cual se fij6 un valor inicial (150 ppb) que luego



cambiaria para el afio 2009 [31]. En la tabla 2 se puede observar una comparativa entre
las diversas legislaciones vigentes para el control de THMs en agua potable, como
podemos evidenciar la Unica legislacion que fija valores individuales es la estipulada por
la WHO, sin embargo, es de vital importancia la cuantificacion individual de cada uno de
los THMSs puesto que no todos presentan el mismo grado de toxicidad. El control de los
THMs en agua potable es un tema que cuenta con legislacion vigente, por lo tanto, es
de obligatorio cumplimiento. Por otro lado, matrices de agua diferentes a consumo
humano (agua de uso recreativo, agua regenerada, etc.) aln no establecen una
legislacion especificamente para estos compuestos.

Tabla 2. Valores guias recomendados por la WHO y valores limites maximos (MCL)
establecidos por las diversas entidades para el control de THMs en agua potable

MCL Directiva MCL RD
Analito MCL US EPA Valor TDI 98/83/CE 140/2003

TTHMs (ppb)  WHO (ppb) o (ppb)  TTHMs (ppb)

TCM 200

BDCM 60
80 100 100

DBCM 100

TBM 100

e Métodos de andlisis de los THMs

La importancia de realizar andlisis de los THMs radica principalmente debido a los
efectos toxicos que estos pueden causar si su presencia en matrices como el agua no
es controlada. Dicho esto, los métodos de analisis empleados deben brindar resultados
confiables, ser simples, rapidos, precisos y altamente reproducibles, pero a su vez
econémicos. Ademas, debido a las diferencias en la toxicidad de cada uno de los
compuestos y para garantizar informacion mas adecuada que luego puede ser
empleada para entender mejor su formacion y remocion en sistemas de tratamiento[6],
se hace necesario contar con un método que permita la identificacion y cuantificacién
no solo de TTHMs en general sino de cada uno de los THMs de manera independiente.

Los THMs son compuestos organicos volatiles, por tanto y en base a esta propiedad el
método de andlisis mas empleado para la separacion, identificacién y cuantificacion son
los basados en cromatografia de gases [6]. A su vez, aunque en menor medida, se han
empleado métodos colorimétricos y espectrofotométricos basados en modificaciones de
la reaccion de Fujiwara*[32] con el objetivo de abaratar los costos que supone utilizar
instrumentos avanzados como los empleados en cromatografia y por otro lado para
tener la posibilidad de medir directamente estos analitos in-situ en un solo paso. Aunque
estos objetivos son logrados, la desventaja de este tipo de métodos es que solamente
mide la cantidad de TCM, sin embargo, hay casos en donde se mide el TTHM, pero de
igual manera no se alcanza a observar informacion independiente para cada uno de los
THMs, adicionalmente, los LODs alcanzados son muy altos [32]—[34].

*La reaccién de Fujiwara fue denominada de este modo debido a su creador Kyoyetsuro Fujiwara en 1914, el
principio resumido de la reaccion es que al mezclar TCM con piridina y NaOH se forma un compuesto
coloreado.[32]



e Preparacion de muestra para la determinacion de THMs

La preparacién o pretratamiento de la muestra, es uno de los pasos claves en una
técnica de analisis, puesto que de este depende muchas de las caracteristicas analiticas
del método. De acuerdo con los maximos niveles contaminantes para agua potable
establecidos por las distintas legislaciones vigentes (Tabla 2) se espera que la
determinacion de los THMs se lleve a cabo a niveles trazas y ultratrazas.

Por tanto, con el objetivo de alcanzar estos niveles se requiere implementar métodos de
extraccion/preconcentracion. Dentro de los mas comunes se encuentran la extraccion
liquido-liquido (LLE), purga y trampa (P&T), técnicas de espacio de cabeza estatico
(HS), microextraccion en fase solida (SPME) [6] [35] [36]. Por otra parte, distintas
técnicas para el tratamiento de muestras en este tipo de analitos han venido ganando
terreno en los Ultimos afios como extraccion en fase solida (SPE), técnicas de
microextraccion en fase liquida como: microextraccion en una gota (SDME),
microextraccion liguida-liquida dispersiva (DLLME), microextracciéon con fibra hueca
(HF-LPME), esto debido a que en comparacién con las técnicas comunes: LLE, P&T y
HS, conducen a cumplir en gran medida con los principios de la quimica verde, ademas
suelen tener ciertas ventajas entre las que destacan rapidez, economia, fiabilidad entre
otras [6] [36].

La EPA dentro de sus recomendaciones, ha propuesto la utilizacion de LLE y P&T como
métodos normalizados. LLE es una técnica que se basa en la afinidad de los analitos
por disolventes organicos, es sencilla, robusta y econdmica, sin embargo, requiere el
uso de grandes voliumenes organicos, una alta manipulacion de la muestra antes de la
extraccion, susceptible a interferencias por el disolvente y es una técnica en la que por
lo general se emplea mucho tiempo [6][37][38]. Por estas desventajas los estudios
actuales se han centrado en técnicas de microextraccion en fase liqguida como SDME,
DLLME y HF-LPME, en estas técnicas se reduce en gran manera la cantidad de muestra
y de disolvente utilizado, en comparacion con la LLE tradicional. Sin embargo, estas
técnicas por su naturaleza también traen consigo pequefias desventajas que las hacen
menos atractivas, por ejemplo, en el caso de la SDME esta se basa en el mismo principio
de extraccion de LLE solo que la fase organica es una gota que se encuentra suspendida
y en contacto con la muestra, por tanto, la eficiencia de extraccién esta condicionada
por la capacidad de la gota que por lo general proporciona una capacidad baja, ademas
se ha evidenciado que es una técnica muy poco reproducible [6][38]. Por su parte la
DLLME, aunque prometedora, es una técnica que es dificil de automatizar y la
manipulaciéon de la muestra es muy alta, recordemos que cuando hay demasiada
manipulacion de la muestra la posibilidad de que sucedan perdidas de analitos, cambios
en la matriz y contaminacion cruzada son muy altas [6], [39][40]. Por ultimo, la HF-LPME
parece ser la técnica por excelencia para suplir las deficiencias de la LLE sin embargo
es una técnica que se encuentra en creciente estudio y que es muy dificil de automatizar
por lo visto hasta el momento, esta se basa en la interaccion de una fibra semipermeable
con la muestra, que contiene en su interior el disolvente, sirviendo como interfaz entre
la solucion donadora(muestra) y la solucion aceptora (disolvente) [4][6][38][41].



Como una mejora a las técnicas de extraccion liquido-liquido, surgieron las técnicas que
popularmente se conocen como libres de disolvente (solvent-free) estas fueron
pensadas con el fin de ir direccionando las técnicas analiticas a los principios de la
quimica verde, dentro de estas técnicas se encuentran P&T, HS y SPME. P&T es la
segunda técnica mas empleada seguida de la LLE esto debido a la naturaleza de los
THMs, ya que por su volatilidad es una técnica que ofrece una sensibilidad adecuada,
a pesar de obtener unos resultados apreciables con esta técnica. La instrumentacion
necesaria para llevarla a cabo es demasiado costosa y los tiempos de analisis son
extensos [6]. Otra de las técnicas la cual estd ganando importancia en los ultimos afios
son las basadas en HS estético, el principio de funcionamiento de la HS esta
fundamentado en el principio de equilibrio termodinamico y la particion del analito en
pasar de la fase liquida a la fase gaseosa, es una técnica simple, reproducible, la
manipulacién de la muestra es nula, sin embargo requiere de instrumentos avanzados,
en especial de un inyector PTV para llegar a resultados comparables con los otros
métodos ademas los limites de deteccidn tienden a ser mayores en comparacion a
alguno de los métodos anteriormente mencionados. Finalmente SPME ha venido en
auge ya que elimina alguna de las desventajas de las técnicas de extraccion libre de
solvente comunmente empleadas, el principio de funcionamiento de esta técnica se
basa en la particion de los analitos entre la matriz y una fibra polimérica, parte esencial
de esta técnica radica en la seleccion de la fibra adecuada, es una técnica sencilla,
econdmicay se puede automatizar sin dificultad alguna, sin embargo su reproducibilidad
es baja, por otro lado se necesita de una optimizacion rigurosa para que los resultados
puedan estar dentro del rango esperado [6], [38], [40]-[44]. En lo que respecta a los
THMs se han llevado a cabo muchos estudios en los cuales se han empleado la variedad
de técnicas de extraccion/preconcentracion, la tabla 3 muestra un resumen de algunos
estudios realizados a lo largo de estos afos.

Tabla 3. Determinaciéon de THMs in muestras de agua potable utilizando las técnicas mas
comunes de extraccién/preconcentracion

Tiempo de Tiempo de Recuperacién

. . s 0
Método extraguon anal'|S|s LOD (ppb) relativa (%) RSD (%) Ref.
(min) (min)

LLE-GC-MS 3 35,3 0,01 - 0,03 110,5-125,5 <379 [45]
SDME-GC-ECD 10 27 0,23-0,45 108,8 - 112 <11,3 [46]
HF-LPME-GC-ECD 30 34 0,01 - 0,035 89 -103 <10 [4]
DLLME-GC-ECD 2 18 0,02 - 0,96 79,9-103,4 <114 [40]
HS-GC-ECD 34 20 0,03-0,06 89 -103 <19,6 [44]

SPME-GC-MS 30 20 0,01-0,3 83-122 <19 [41]




P&T-GC-MS 12 15 0,04-0,2 101 - 119 <47 [47]

e Extraccion en fase solida

Uno de los métodos de extraccion/preconcentracion mas antiguos, es el método de
extraccion en fase solida (SPE), sus inicios datan a finales de los 70s y surgié como
alternativa a mejorar los puntos débiles que se evidenciaban con la LLE, desde sus
origenes ha sido una de las técnicas mas poderosas en el campo de la quimica analitica
ambiental [48]. Se fundamenta en el mismo principio de una cromatografia liquida, SPE
utiliza un cartucho empacado con pequefias particulas solidas por el cual pasa se hace
pasar la muestra y se separa los compuestos de interés mediante los procesos de
particiébn o distribuciéon quimica. Las particulas sélidas dentro de los cartuchos SPE
deben ser de un material adsorbente, ya que de esto depende la extraccion o
preconcentracion de los analitos objetivos, por tanto, la retencién de estos en la fase
solida depende de la naturaleza del material sorbente utilizado, esta adsorcién se lleva
a cabo a través de las fuerzas de Van der Waals o por interacciones hidrofébicas[49],
[50] [51].

La similitud de SPE con LLE radica en que ambas técnicas emplean una particién de
analitos entre dos fases, en la LLE esta particion se da entre dos liquidos inmiscibles y
en SPE se da entre un liquido que viene siendo la matriz que contiene los analitos y una
fase solida. Los pasos que se llevan a cabo en una SPE tipica se ven resumidas en la
figura 1, en la cual se puede observar que el primer paso es un acondicionamiento de
la fase so6lida, aqui se hace pasar una alicuota del disolvente seleccionado de acuerdo
con la naturaleza de la fase sélida y al objetivo que se desee conseguir, y una alicuota
del mismo disolvente que contiene los analitos de interés. El segundo paso consiste en
hacer pasar la muestra a través de la fase sélida, por lo general en este paso los analitos
son retenidos, el tercer paso es un lavado con un disolvente apropiado, el cual es
opcional y se suele realizar cuando se trabaja con muestras complejas y asi eliminar
posibles interferentes que tengan una baja fuerza de elucion, por dltimo, se da la elucién
de los analitos retenidos en la fase solida mediante un disolvente apropiado previamente
seleccionado[50].

Dentro de las ventajas que se pueden evidenciar en SPE tenemos que al utilizar esta
técnica podemos (i) disminuir el uso de disolventes orgénicos en cantidades
razonablemente menores que los empleados en LLE, (ii) eliminar analitos que puedan
interferir en la determinacion, (iii) obtener un factor de preconcentracion elevado,
alcanzando niveles de deteccion desde ppb hasta ppt, (iv) alcanzar recuperaciones
elevadas, debido al amplio nUmero de fases estacionarias comerciales. Las alternativas
para un gran namero de analitos son mayores, por tanto, la selectividad de los analitos
de interés es elevada, algunas especies de interés pueden ser retenidas y almacenadas
en la fase solida por varias horas [48], [50].



Por otro lado, la desventaja de esta técnica de extraccion radica en la necesidad de
emplear equipos colectores de vacio para la recoleccion del eluato, dificultando la
portabilidad del método. Ademas, se requiere un paso de filtracién para esas muestras
con material solido suspendido o particulado lo que pueda traer consigo perdidas de
algunos analitos [48], [50], [52].
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Figura 1. Procedimiento resumido de una extraccién en fase solida tipica SPE.[50]

Los puntos mas importantes para el desarrollo metodol6gico de una SPE se pueden
resumir en dos pasos, el primero es la seleccion de la fase solida adecuada y el segundo
la optimizacion de los parametros esenciales del método. Dentro de las fases solidas
mas comunes se encuentran las inorgénicas: Silica gel y C18-Silica gel y las organicas:
poliestireno-divinilbenzeno, polimeros de poliacrilato, polimeros de polietileno, carbén
activado, polimeros de polietileno, entre otros. Los parametros esenciales por optimizar
son: volumen de muestra, velocidad de flujo de la muestra, pH de la muestra, naturaleza
del disolvente, pH de disolvente, modo de elucién, velocidad de flujo del disolvente y
volumen de disolvente[50], [53].

A pesar de sus ventajas apreciables, muy pocas investigaciones se han llevado a cabo
gue tengan SPE como técnica para extraccién/preconcentracion de los THMs en aguas,
debido a que un empleo exitoso de esta técnica depende en gran medida de la
optimizacion de esta, lo que comprende una tarea de investigacion exhaustiva y no tan
simple. Generalmente se ha empleado esta técnica con el fin de estudiar y monitorizar
a los precursores de los THMs, sin embargo, se han encontrado estudios en los cuales
los THMs han sido aislados y preconcentrados con éxito. Gioia et al. propuso un método
para analizar TCM en agua potable el método consistié en SPE-GC-MS, la resina SPE
empleada fue Envi-18, la cual esta basada en el material C18-silica gel, finalmente con
el método optimizado se obtuvo una recuperacion de 96,5% con muy buenas
caracteristicas analiticas [54]. Por su parte Alexandrou et al. realizé un estudio en el cual
evalud SPE para extraer THMs utilizando como fase adsorbente un polimero del tipo C-



18-silica gel obteniendo porcentajes de recuperacion en un rango de 50 — 85 % con
%RSD en un rango de 2 — 34% utilizado GC-ECD, aunque los resultados obtenidos no
fueron optimizados, la finalidad de este estudio era comparar dos métodos de SPE, con
cartuchos estandares y micro cartuchos de SPE [51]. Por ultimo, Roumiguieres et al.
desarrollé un método analitico para la determinacion de 26 DBPs dentro de los cuales
se encontraban los cuatros THMs regulados, el método propuesto consistié de SPE
seguida de GC-MS/MS utilizando cinco resinas de SPE comerciales, el mejor resultado
se obtuvo con la resina Bakerbond SDB-1, la cual su material adsorbente es un
copolimero de estireno-divinilbenceno, los porcentajes de recuperacion del método para
los cuatros THMs fueron mayores a 90%, ademas los LODs estuvieron en un rango de
0,001 — 0,03 ppb [53]. Debido a sus ventajas anteriormente mencionadas, SPE puede
ser una técnica prometedora para facilitar y automatizar el analisis de los THMs en
aguas, por tanto, el horizonte de las investigaciones centradas en la aplicacion de esta
técnica en este campo debe ser orientado a optimizaciones que minimicen sus
desventajas.

e Separacion y deteccion de THMs

La separacion de los THMs se lleva a cabo mediante GC como se puede observar en
las tablas 3 y 4, esto debido a la volatilidad y naturaleza de los THMs. Para una
separacion optima, se pueden utilizar una variedad de fases estacionarias que van
desde columnas capilares completamente apolares como las DB-1 (100% DMPS) y DB-
5 (5% fenil y 95% metilpolisiloxano) hasta columnas de polaridad intermedia o
ligeramente polares con grupos fenilo o cianopropilfenilo en su estructura unidas a la
fase apolar de dimetilpolisiloxano, que pueden ser empleadas para la separacion [6].

Por otro lado, para la identificacién de los THMs en muestras de agua, los detectores
mas empleados son el detector de captura de electrones (ECD) y el detector de masas
(MS), aungue cabe destacar que también se han usado, aunque en menor medida otros
detectores como en el caso del detector de fotoionizacion y conductividad electrolitica
(PID) tal y como se recomienda en el método EPA 502.2. Un resumen de los diferentes
métodos oficializados se encuentra en la tabla 4 en donde se puede observar las
técnicas comunes empleadas para la separacion y deteccién de THMs ademas de las
columnas empleadas.

Tabla 4. Caracteristicas comunes de los métodos oficializados por el EPA para el andlisis
de THMs en aguas

Método Técnica Columna Ref.

EPA 501.1 P&T-GC-MS 1% SP-1000 Carbopack-B (60/80) mesh [55]




EPA 501.2 LLE-GC-MS 3% SP-1000 Supelcoport (100/120 mesh) [56]
EPA 501.3 P&T-GC-MS 1% SP-1000 Carbopack-B (60/80) mesh [57]
IV VOCOL
Rtx-502,2
EPA 502.2 P&T-GC-PID DB-624 (6% cianopropil fenil/ 94% (58]
polidimetilsiloxano)
ID VOCOL
DB-5 (5% fenil y 95% metilpolisiloxano)
EPA 524.2 P&T-GC-MS DB-624 (6% cianopropil fenil/ 94% [59]
polidimetilsiloxano)
- 0
EPA 551.1 LLE-GC-ECD DB-1 (100% DMPS) [60]

Rtx -1301(6% cianopropil fenil/ 94% DMPS)

e Detector de captura de electrones (ECD)

La invencion del detector de captura de electrones (ECD) se remonta al afio 1957, su
invencion fue autoria de James E. Lovelock permitiendo a los investigadores de la época
la facilidad para determinar pesticidas en muestras ambientales. El ECD es de los
detectores mas empleados en las técnicas cromatograficas, segun enuncia Dominguez-
Tello et al. en su estudio “a comparacion con el espectrometro de masas (MS) el detector
ECD es generalmente mas sensible y el MS es mas selectivo para realizar la
confirmacion inequivoca de los compuestos halogenados” [4][61][62].

=== Carner
gas
Nitrogen or hydrogen.
or pulsed made operation
10% methane in argon

Figura 2. Esquema de un ECD tipico con electrodo de potencial constante [63].

El ECD es un detector de ionizacion y se utiliza para cuantificar compuestos que pueden
ser facilimente oxidados o reducidos mediante la aplicacion de un potencial. Un
compuesto puede ser oxidado o reducido cuando en su estructura posee grupos
electroquimicamente activos. Un esquema de un ECD tipico es presentado en la figura



2, el principio de funcionamiento del detector se resume en la reduccion de la corriente
de una celda debido a la captura de electrones de baja energia cuando un compuesto
electronegativo entra en la celda, el ECD tiene una corriente constante elevada
provocada por la ionizacion del gas portador por una fuente radioactiva pero la presencia
de un analito con grupos electroguimicos disminuye esta corriente a medida que
absorben los electrones y forman iones cargados negativamente, la cantidad de la
corriente reducida es medida y transformada mediante un electrometro, la cantidad de
corriente perdida es directamente proporcional respecto a la cantidad de compuesto que
entra en la celda siguiendo un comportamiento similar a la ley de Lambert Beer[61][63].

El ECD responde principalmente a los grupos nitrato, carbonilo y halégeno. Las
respuestas del ECD dependen en gran medida de la estructura de los analitos
estudiados, por lo tanto, la respuesta varia de acuerdo con los diferentes tipos de
halégenos y carbonilos. El rango lineal es de tres a cuatro ordenes de magnitud y la
sensibilidad del detector es aproximadamente 1 pg para halégenos, 10 pg para nitratos
y 50 pg para carbonilos. Hay que tener especial cuidado al operar este tipo de detectores
puesto que se puede contaminar con facilidad no se puede emplear para muestras
disueltas en disolventes clorados [61][62].

Debido a su alta sensibilidad a compuestos halogenados, ECD es uno de los detectores
mas utilizados para la determinacion de THMs en muestras de aguas, ademas
proporciona buenos limites de deteccion [6]. Esto se puede observar mas a detalle en
la tabla 3, la mayoria de los métodos emplean el ECD como método de deteccién, por
su parte también es sugerido por el método oficial de la US EPA 551.1.

e Tecnologia de impresién 3D

La tecnologia de impresion 3D es una técnica de fabricacion que surgié como alternativa
a facilitar los procesos de fabricacion de estructuras o componentes que por su
geometria son dificiles de construir con los métodos tradicionales (fresado, taladrado,
aserrado, etc.). Sus inicios datan en 1977 con la patente de W.K. Swainson la cual
recibi6 por fabricar un objeto mediante el uso de un laser que creaba un
entrecruzamiento covalente en la superficie de un mondémero liquido, la fabricacion la
realizo capa por capa, desde aqui que a la impresién 3D se le conozca también como
fabricacion aditiva puesto que mediante esta técnica se crean objetos tridimensionales,
mediante un modelo digital 3D, en el que una impresora especial va realizando una
deposicion de materiales capa por capa hasta que se obtiene la estructura final [64].

Desde sus inicios, la tecnologia de impresion 3D ha venido ganando importancia, no
solo por facilitar la fabricacion de dispositivos con geometrias complejas, sino que
mediante esta se optimiza todo el proceso, ya que se disminuyen tiempos y costos[65].
Se han venido desarrollando diferentes tecnologias de impresion, la principal diferencia
son los materiales que se utilizan en cada una de ellas, dentro de las que se encuentran
estereolitografia (SLA), la cual se basa en la impresion de dispositivos 3D utilizando luz
UV con el fin de alcanzar la polimerizacion controlada de soluciones de fotopolimeros
liquidos; el modelado por deposicion fundida (FDM): donde se utiliza filamentos de
termoplésticos; impresion laser digital (DLP): resina polimérica fotocurable, sinterizacion



selectiva por laser (SLS): utiliza metal y termoplasticos y la fabricacién de objetos
laminados (LOM): que utiliza materiales como metal, papel, cerdmica y plasticos
[64],[66], [67].

Los pasos para fabricar un objeto con la técnica de impresion 3D se resume en tres
pasos principalmente: disefio, impresion y postproceso. El disefio se basa en el empleo
de un software especifico que permita la planificacion y el modelamiento del dispositivo
deseado en tres dimensiones, luego este archivo es transferido a la impresora donde se
lleva a cabo la construccion del dispositivo con la técnica de impresion 3D seleccionada
y por ultimo se lleva a cabo el procesamiento posterior, este varia dependiendo del
objetivo final de la pieza, dentro de las técnicas de postproceso se encuentran pintar,
lijar, alisar, lavar y/o funcionalizar[64].

Desde su desarrollo, las técnicas de impresién 3D se han aplicado a muchos campos
de la ciencia, esto debido a su rapida capacidad para fabricar cualquier disefio complejo
en 3D, de manera facil y con bajo costo. Por tanto, se ha aplicado en diversas areas
como ciencias medioambientales, ciencias bioldgicas, desarrollo de dispositivos
médicos, tecnologias de laboratorio en chip, entre otras. En lo que respecta a la quimica
analitica, el crecimiento de esta técnica se ha visto direccionado en la investigacién de
materiales para la impresion 3D tales como biomateriales, metales, ceramicos,
polimeros y nanomateriales, por otro lado, también se han desarrollado gran variedad
de dispositivos con la impresién 3D tales como dispositivos microfluidicos, sensores
electroquimicos, biosensores, dispositivos para las ciencias de separacion,
pretratamiento de muestras, entre otros[68].

En quimica analitica, la técnica de impresion 3D ha despertado gran interés, puesto que
ofrece alternativas en miniaturizacién, portabilidad y automatizacion de los métodos
analiticos. Por otro lado, los materiales de impresién 3D pueden emplearse como
adsorbentes para las técnicas de extraccion solido-liquido, empleando las técnicas de
postproceso permitiendo asi una funcionalizacion de la pieza impresa y otorgandole de
esta forma propiedades fisicoguimicas completamente nuevas a los materiales
impresos segun la aplicacion requerida[66], [69].

La funcionalizacién se puede llevar a cabo ya que el proceso de polimerizacién de la
impresion 3D no alcanza el rendimiento total, por lo que se encuentran grupos
funcionales en la superficie del dispositivo sin reaccionar facilitando de esta forma la
incorporacién de sustancias adicionales reactivas[70]. La funcionalizaciéon se puede
definir como la diversificacion de los dispositivos 3D con el fin de alcanzar nuevas
reactividades y funcionalidades, las vias tipicas para lograr la funcionalizaciéon son (1)
inmovilizacién de sustancias reactivas en la superficie de los componentes impresos
luego de la impresion basado en el uso de la adsorciébn o de las interacciones
hidrofébicas, hidrofilas, ibnicas o covalentes, (Il) incorporacién de las sustancias
reactivas antes de la impresion en la resina, (Ill) combinacién de ambas|[68].

Dentro de las técnicas de funcionalizacion la mas empleada es la conocida como Stick
& Cure, la cual permite inmovilizar particulas reactivas en la superficie del dispositivo 3D
luego de la impresion y su posterior fijacion mediante un curado con una exposicion
prolongada a la irradiaciéon con luz UV para que la polimerizacién vy fijacion de las
particulas agregada sea completa. La ventaja de esta técnica es que no requiere la



utilizacién de disolventes adicionales, ni instrumentacién avanzada o habilidades
especiales para su empleo[66], [70]-[72].

La técnica de impresion 3D ofrece la posibilidad de optimizar los procesos de
determinacion analitica de los THMs, en especial se pueden llegar casos de portabilidad
para determinacion in-situ, miniaturizacién, separacion y pretratamiento de muestras
entre otros. Amanda Svensson en 2019 desarrollo un prototipo portable mediante
impresién 3D que funcioné como sensor colorimétrico para la deteccién de TBM en
aguas utilizando plastico PLA (acido polilactico) como material de impresion[73]. Por su
parte Dominguez-Tello et al. utiliz la impresién 3D en la fabricacion de un prototipo
miniaturizado de una membrana mediante la cual realizé HF-LPME para la extraccién
de algunos DBPs entre los que se encontraban los THMs. El material empleado para la
impresién fue un polimero basado en acetonitrilo butadieno estireno donde solamente
se requiri6 un lavado con acetona como técnica de postproceso[4]. Aunque las
investigaciones del uso de la impresion 3D para determinar THMs son pocas, esta
promete ser una alternativa para mejorar y facilitar el empleo de los procedimientos
analiticos actuales.

e Objetivos

v" Objetivo general

Desarrollar e implementar un método de extraccién in-situ utilizando dispositivos
funcionalizados para la determinacién mediante cromatografia de THMs en matrices de
agua.

v' Objetivos especificos

e Estandarizar un método cromatografico(GC-ECD) para el andlisis de THMs en
aguas.

e Evaluar y seleccionar la resina comercial de SPE con la que se obtiene mejor
eficiencia para la extraccion de THMs en muestras de aguas.

o Disefiar y construir un dispositivo 3D que servird como soporte de la resina de
SPE comercial seleccionada para la extraccion in-situ de THMS en muestras de
agua.

e Optimizar parametros claves para mejorar los resultados obtenidos en la
extraccion de los THMs mediante el dispositivo 3D

e Validar el método propuesto mediante pruebas con el dispositivo 3D simulando
un método SPE-GC-ECD aplicado a muestras ambientales reales, tanto en
campo como en el laboratorio.



CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales y Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron grado analitico (HPLC o superior) y con una pureza
299% o en su defecto la maxima pureza disponible segun el reactivo. Las disoluciones
estandares e intermedias se prepararon con metil-tert-butileter (MTBE) suministrado por
Scharlau (Espafia) y con estdndares de una mezcla de THMs el cual contenia una
concentracion de 2000 ppm de cloroformo (299%), bromodiclorometano (=299%),
dibromoclorometano (299%), bromoformo (299%) disuelto en metanol suministrado por
Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia). Las disoluciones fueron almacenadas en frascos
ambar, en la oscuridad a -20°C por un periodo no superior a 30 dias. 1,2-
dibromopropano (=299%) fue utilizado como estandar interno (IS), este se obtuvo como
estandar individual en Sigma-Aldrich.

Para la fabricacién del dispositivo en 3D se empled una resina transparente y foto
curable Formlabs© CLEAR FLGPCLO2. Por otra parte, para remover los monémeros
gue no reaccionaron al momento de fabricar el dispositivo 3D se utilizé 2-propanol
suministrado por Scharlau.

Para la extraccion en fase solida se emplearon resinas comerciales de C-18 (Sigma
Aldrich), DSC-18 (Sigma Aldrich) y de estireno divinilbenceno (SDB) (Avantor), a su vez
se utilizd metil-tert-butileter (MTBE) y pentano como disolventes de extraccion.
Adicionalmente, se us6 metanol y acetonitrilo para el acondicionamiento de las resinas.
El agua ultrapura que se requirié en los diferentes pasos del procedimiento metodoldgico
provino del sistema purificador MiliQ Direct-8 (Millipore Ibérica S.A.U., Madrid, Espafia)

2.2. Equipos e instrumentos

Dentro de los equipos empleados tenemos el colector de vacio conectado a una bomba
de succion con el fin de realizar el procedimiento de SPE tipico. También se utilizé un
agitador mecanico Heidolph Reax 2000 de 42 W para la elucién de los THMs en los
procedimientos de SPE con los dispositivos 3D. Dentro de los SPE propuestos se
encuentra el SPE con agitacion el cual se llevd a cabo en un agitador multipuesto OVAN
MultimixD NM9OE, es un agitador magnético de 9 puestos y con un rango de velocidad
de 200 — 1200 rpm.

El dispositivo 3D se fabric6 en una impresora del tipo Form 2+ de Formalabs inc., la
funcionalizacién de este se llevé a cabo en un sistema de irradiacion ultravioleta CL-
1000 (Vp, Upland, Canada).

Para el andlisis de los THMs se utiliz6 un cromatografo de gases de la marca Agilent
Technologies 7890A equipado con detector de captura de electrones (ECD) y con
autosampler 7693. Por ultimo, se empled el microscopio de barrido electronico de alto



rendimiento S-3400(SEM) para la caracterizacion fisica de los dispositivos 3D. Por otro
lado, rutinariamente se emplearon los siguientes instrumentos:

e Micropipetas (20 pL, 100 pL y 1000 pL).

e Matraces volumétricos (5 mL, 10 mL, 50 mL, 100 mL, 500 mL y 1000 mL).
¢ Viales de cromatografia 2 mL con tapa rosca y septum.

e Pipetas Pasteur — Para transferir los extractos a los viales.

e Balanza analitica Sartorius Entris Il.

e Filtros de jeringa de PTFE, tamafio de poro 0,22 um.

e Tubos Corning Falcon 50 mL.

e Botellas de vidrio color ambar con tapa (10, 50 y 250 mL).

2.3. Procedimientos

2.3.1. Fabricacién y funcionalizacion de los dispositivos 3D

2.3.1.1.

2.3.1.2.

2.3.1.3.

Disefio: El disefio del dispositivo 3D se realiz6 mediante el software
Rhinoceros 5 (MacNeel & Associates, USA), obteniendo un archivo de
extension STL el cual fue transferido y editado mediante el software Preform
(Formlabs Inc., Somerville, USA).

Fabricacién: Se empled una impresora 3D de estereolitografia Form 2+
(Formlabs Inc.). El tiempo de impresion para un dispositivo con 196 capas
fue de 105 min, el peso del dispositivo fue de 556,950 + 1,229 mg y el
volumen de resina polimérica que se necesitd por dispositivo fue de 0,48 mL.
Con el fin de optimizar los tiempos de impresidn, se realizé este proceso para
12 dispositivos simultaneamente, en este caso el tiempo de impresion
necesario fue de 160 min. La resolucion de la impresora se fijo en 0,05 mm
para cualquier caso. Se ha de destacar que se intentd la impresion
simultanea de mas dispositivos, pero el resultado no fue satisfactorio ya que
la resolucién de algunos de los dispositivos obtenidos se veia completamente
afectada.

Funcionalizacién: Inmediatamente terminada la fase de impresion, los
dispositivos 3D obtenidos se sumergieron en un bafio de 2-propanol, durante
1 min aproximadamente, con el fin de realizar un proceso de limpieza,
garantizado asi la eliminacion de los mondmeros sin reaccionar.
Posteriormente, se colocaron en un tubo de 50 mL el cual contenia 60 mg de
resina comercial para preconcentracion, acto seguido se sometio el
dispositivo dentro del tubo a vigorosa agitacion durante 1 min para lograr la
impregnaciéon total del dispositivo. Luego, se retird el dispositivo 3D
impregnado con ayuda de unas pinzas y se coloco dentro de un Crosslinker




Ultravioleta (VP, Upland, Canada) con una longitud de onda de 365 nm,
durante 6 horas con el fin de llevar a cabo el proceso de curado de los
dispositivos impresos.

2.3.2. Preparacioén de curvas de calibracion

A partir de la mezcla de THMs de alta pureza (>99%) a 2000 ppm se preparé una
disoluciéon madre o stock, para la cual se colocé una cantidad apropiada (9,8 mL aprox)
de MTBE en un matraz volumétrico con tapon de vidrio esmerilado de 10 mL, se pesé
con precision, acto seguido se adiciond la cantidad apropiada de la mezcla de THMs y
se volvieron a pesar para obtener una concentracion de 80 ppm. La solucion fue disuelta
a volumen y se transfirio a viales de 2 mL, los cuales fueron almacenados a -20°C. Las
soluciones para inyeccion directa en el cromatégrafo se prepararon en MTBE a partir de
la disolucién stock en un rango de 5 a 2000 ppb. Por otra parte, se prepar6 una
disolucién madre de estandar interno de la misma manera que para los THMs para
obtener una concentracion de 80 ppm, la inyeccion del estandar interno se realiz6 junto
con la mezcla de THMs a una concentracion de 400 ppb.

Las disoluciones de trabajo fueron preparadas diariamente enriqueciendo diferentes
volimenes de agua desionizada (50, 100, 500 o 1000 mL) segun fuera el caso, a partir
de la disolucion madre de los THMs preparados en el paso anterior. Estas soluciones
de trabajo se sometieron a la extraccién en fase sélida, bien sea directamente con las
resinas comerciales (DSC-18, C-18 y SDB) o con los dispositivos 3D funcionalizados.

2.3.3. Técnicas de extraccion y preconcentracion

2.3.3.1 SPE con resinas comerciales

Las resinas comerciales usadas en este trabajo se detallan en la tabla 5. El proceso de
extraccion de THMs se realiz6 con un volumen de 1000 mL de agua ultrapura
enriguecida con la mezcla de THMs para obtener una concentracion final de 1,5 ppb.

El acondicionamiento de la fase solida se realiz6 de la misma manera para todas las
resinas:; primero pasaron 5 mL de MeOH, luego 5 mL de agua ultrapura. Una vez
terminada la fase de acondicionamiento se procedié a pasar la muestra por la fase solida
a una velocidad de flujo de 15 mL/min. Después de la percolacion de la muestra se
enjuagod la fase solida con 5 mL de agua ultrapura. Por ultimo, para la elucion se
emplearon pentano y MTBE. Con el fin de optimizar este paso, se utilizaron 5 mL de
eluyente a una velocidad de 3 mL/min para eluir los compuestos organicos retenidos, el
extracto obtenido fue transferido a viales de 1,5 mL y secado con sulfato de sodio
anhidro, previamente activado.



Tabla 5. Naturaleza y propiedades de las resinas comerciales estudiadas.

Bakerbond SDB-1 Copolimero de estireno-divinilbenceno  40-150 um, 200 mg, 6

mL
C-18 Silica 40-75 um, 200 mg, 6
mL
Discovery DSC-18 Silica gel 50 pm, 500 mg, 3 mL

2.3.3.2. SPE con dispositivo 3D:

v SPE Estético con agitacion

Con el fin de evaluar la aplicabilidad del dispositivo obtenido en 3D, se realizé una
extraccion con agitacion, simulando un agitador magnético. En este punto se trabajo con
un volumen de muestra de 100 mL, con una concentracion de 24 ppb. El dispositivo 3D
fue sumergido en la muestra y se sometié a agitacion a diferentes tiempos (30, 60y 120
min) a 300 rpm. La elucion se llevé a cabo, transfiriendo el dispositivo 3D a un tubo de
centrifuga, acto seguido se adiciono 8 mL de MTBE y luego a agitacibn mecanica
durante 5 min. El acondicionamiento del dispositivo se realiz6 antes de la extraccion con
5 mL de MeOH y 5 mL de agua ultrapura, antes de la extraccién se realizé un lavado
con 5 mL de agua ultrapura, en ningin momento se dejo secar el dispositivo 3D.

v' SPE Estatico sin agitacion

Un segundo método de SPE fue propuesto, en este se realiz6 una extraccion en fase
solida similar a la descrita en el punto anterior, pero sin agitacién. Para este método de
SPE se utilizaron dos dispositivos 3D, estos se acondicionaron con 5 mL de MEOH y
con 5 mL de agua ultrapura, acto seguido los dispositivos se colocaron dentro de un
tubo Falcon, en el cual se adicion6 50 mL de muestra de agua ultrapura previamente
enriquecida con los THMs. El tiempo de contacto entre los dispositivos 3D y la muestra
estudiada fue de 120 min, finalizado este tiempo los dispositivos 3D se transfirieron a un
tubo Falcon en el cual se agreg6é 10 mL de MTBE, esto para llevar a cabo la elucién de
los THMs retenidos en la fase sélida. El tiempo de elucion empleado fue de 10 min,
tiempo en el cual el dispositivo 3D se sometid a agitacion mecanica. El eluato final se
sec6 con sulfato de sodio anhidro, se filtrd, a continuacion, se transfiri6 a un vial de
cromatografia y se le afiadié una cantidad determinada de 1,2-Dibromopropano (IS)
para alcanzar una concentracion final de 400 ppb antes de su analisis por cromatografia.

v" SPE Dinamico en tubo

Se propuso un método adicional con el fin de validar la aplicacion de la impresién 3D
para extraccion in-situ, la propuesta fue: Utilizar el dispositivo 3D funcionalizado dentro
del sistema de una tuberia o grifo. En este caso en el proceso de extraccion, se hizo
pasar la muestra a través de la tuberia a una velocidad de flujo determinada



(inicialmente 5 mL/min). La elucion se llevo a cabo retirando lo(s) dispositivos(s) del
sistema y realizando la eluciéon dentro de un tubo de centrifuga con una agitacion
mecanica de 10 min inicialmente. El eluyente utilizado y el volumen fue el mismo (2,5
mL de MTBE) y el eluato fue secado con sulfato de sodio anhidro, filtrado y transferido
aviales de 1,5 mL.

2.4. Instrumentacién y configuracion en cromatografia de gases

Con el fin de realizar el analisis e identificacién de los THMs se emple6 un cromatdgrafo
de gases (GC) Agilent 7890A de Agilent Technologies equipado con un micro detector de
captura de electrones (ECD) y un inyector de muestra automético. La separaciéon de cada
uno de los THMs se llevé a cabo mediante una columna capilar de composicién 5% Fenil
y 95% Metilpolisiloxano de sangrado bajo (SC-5MS, Scharlau, 30 m de longitud, 0,25 mm
de diametro interno, 0,25 uym de espesor de pelicula). Por su parte, el gas portador
empleado fue helio a una tasa de flujo de 1 mL/min y una temperatura de 35°C. El volumen
de inyeccion para la muestra se fijé en 1 pL, la inyeccion se realizé en modo splitless a 280
°C, para el detector se trabajo con una temperatura de 300°C, con una tasa de flujo de 60
mL/min para el gas auxiliar (Makeup). El gas auxiliar empleado fue Argén.

2.5. Tomay preparacion de muestras

El desarrollo de este método fue aplicado a dos tipos de muestras reales: agua potable
de grifo y muestras de aguas de la salida del tratamiento terciario de una depuradora.
Para las muestras de la depuradora se realizaron extracciones en campo empleando
los dispositivos de extraccion desarrollados, en este paso no sé necesito pretratamiento
de la muestra. Ademas, se recolectaron 8 L de muestra compuesta para extracciones
en el laboratorio. En este caso, la botella fue llenada sin dejar aire en su interior para
evitar la volatilizacién de los THMs. A fin de neutralizar el cloro residual y prevenir las
perdidas o transformacion de los THMs, 10 mL de L-&cido ascorbico a 1,6 ppm fueron
agregados en la muestra, tal como lo recomienda Roumiguiéres et al [53]. Las muestras
recolectadas fueron almacenadas a 4°C y analizadas en un periodo no mayor a 48
horas.

2.6. Determinacion de las figuras analiticas de mérito

Las curvas de calibrado fueron evaluadas teniendo en cuenta que se debe cumplir un
amplio rango de trabajo para aplicaciones préacticas, ademas los THMs estan regulados
por la EPA con un nivel maximo para el total de THMs de 80 ppb en agua potable [74],
[75]. Por ende, alicuotas de agua ultrapura libre de THMs fueron enriquecidas con
concentraciones en un rango de 0,25 a 100 ppb de cada uno de los THMs. La calibracion
fue llevada a cabo por el método del estandar interno (IS) en la cual se graficé la relacién
del area de picos de los THMs y el 1,2-Dibromopropano (IS) en funcion de la



concentracion de los compuestos. El estandar interno fue adicionado al final de la
extraccion de tal manera que su concentracion fue de 400 ppb. Las curvas de calibracion
se obtuvieron a partir de las condiciones optimizadas del método.

La linealidad del método de SPE propuesto, se determiné a partir del coeficiente de
correlacion obtenido, luego de aplicar el método de ajuste por minimos cuadrados. Los
limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ) se calcularon segun las
definiciones de la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) y los criterios
de la Conferencia Internacional de Armonizacion (ICH), donde se utilizan las siguientes
expresiones[76], [77]:

3,30 10 *x o

LOD =

Donde m es la pendiente obtenida en la curva de calibracién y o es la desviacion
estandar basada en la respuesta de las medidas realizadas a 10 blancos [77], [78].

La recuperacion fue evaluada mediante el analisis de muestras de agua previamente
enriguecidas con el mix de estandares de THMs a tres niveles de concentracion que se
pueden presentar en muestras reales (0,5; 2 y 40 ppb). Para este experimento se
utilizaron volimenes de muestras de agua ultrapura, las cuales fueron sometidas a
extraccion en fase soélida, el eluato fue analizado a las mismas condiciones
cromatogréficas y se determind la eficiencia de extraccion (EE) mediante la expresion:

Vorg * C
EE (%) = —2—2"9 x 100 (2)
Vaqu * Caqu
Donde C,,4 es la concentracion de los THMs en la fase organica luego de finalizada la
SPE, Cqqy €s la concentracion inicial del analito en la fase acuosa, V,,, es el volumen
del eluato y V4, €l volumen inicial de muestra

Por su parte, el factor de enriquecimiento (EF) del método de extraccion en fase solida
se determiné usando la siguiente ecuacion:

EF — Corg

(3)

Caqu

Se sometieron muestras de agua de depuradora y agua de grifo al método de SPE
propuesto. Con el fin de realizar ensayos de adicion/recuperacion, la extraccion en estas
muestras fue realizada sin enriquecimiento y con enriquecimiento de una disolucién
estandar de THMs a dos niveles de concentracion (6,25 y 40 ppb). Posterior a esto la
recuperacion estandar relativa (RR%) se cuantificé de la siguiente manera:



RR (%) =

Cc - Ci
"+ 100 4)

Donde C, es la concentracion calculada luego de enriquecer la muestra con un nivel de
concentracion determinado; C; es la concentracion de la muestra sin enriquecer y C; €s
la concentracion teérica o del nivel de concentracion de enriquecimiento de la muestra

Finalmente, los experimentos se realizaron por triplicado y la precision en este punto fue
definida como la desviacién estandar relativa (RSD%) de tres muestras estudiadas el
mismo dia (intradia) y en dias diferentes (interdia)

CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

Optimizacion del método cromatogréfico

3.1. Seleccion del disolvente orgénico

Con el fin de elegir el disolvente mas apropiado, se prepararon soluciones para inyeccion
directa en dos disolventes distintos, para este fin se utilizaron pentano y MTBE. Ambas
inyecciones se realizaron a las mismas condiciones. Tal como lo sugiere el método EPA
551.1 [60].

Los resultados obtenidos en la figura 3a. nos muestra una relacién sefal/ruido mayor
cuando se utiliza pentano a comparacién de cuando se utiliza MTBE (figura 3b), una
relacion sefial/ruido mayor trae como consecuencia mayores limites tanto de deteccion
como de cuantificacion.

Por otra parte, al realizar el andlisis con pentano se determinaron trazas de BDCM, como
bien se puede apreciar en la figura 3a., lo que conlleva a dos inconvenientes, el primero es
un limite de deteccién alto para este analito y por otro lado probablemente una baja
reproducibilidad a la hora de realizar la extraccion en fase solida debido a la contaminacion
presentada en el disolvente. Por tanto, en este estudio se seleccion6 el MTBE como el
disolvente 6ptimo de trabajo, ya que en comparacion presento mejores resultados
analiticos como bien se puede observar en la figura 3b.
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Figura 3. Cromatograma ECD de blanco y THMs: a). 0 y 160 ppb de THMs en penténo.
b). 0y 100 ppb de THMs en MTBE. (1) TCM; (2) BDCM,; (3) DBCM; (4) IS: 1,2-DBP; (5)
TBM

3.2. Optimizacion de parametros instrumentales

Las caracteristicas del instrumento analitico fueron descritas en apartado 2.4. Por otra
parte, el programa de temperatura y los pardmetros del detector se seleccionaron
inicialmente en base a la bibliografia consultada de diversos autores, sin embargo, se hizo

necesario realizar una optimizaciéon ya que los resultados preliminares no fueron
satisfactorios.

El programa de temperatura del GC fue optimizado con el fin de obtener mejores
separaciones para todos los THMs, para este propésito se utilizé6 una mezcla de 2 ppm de
THMs en MTBE. En este punto no se encontraron compuestos coeluyendo, por tanto, la
identificacion de los compuestos de interés se pudo llevar a cabo teniendo en cuenta la
naturaleza de cada uno y sus tiempos de retencién tipicos. El punto de partida inicial del
programa de temperatura seleccionado fue de 35°C, esto con el fin de evitar inestabilidad
térmica por parte de alguno de los THMs. Por otro lado, temperaturas superiores a 35°C
ocasionan co-elucién de los picos de MTBE y TCM [53]. Los gradientes de temperatura se
seleccionaron teniendo en cuenta aquellos con los que se obtuvo mejor separacién de
cromatogréfica, tiempo de andlisis y una buena relacién sefial/ruido. De este modo la
rampa de temperatura optimizada que se utiliz6 esta descrita como sigue en la tabla 6:

Tabla 6. Programa de temperatura del horno GC.

T(°C) Tiempo (min) Incremento (°C/min) ‘
35 1
80 0 2
230 2 50




Bajo estas condiciones se obtuvo el cromatograma de la mezcla de los THMs a 2000 ppb
junto con el estandar interno (400ppb) en MTBE (Figura.4). El tiempo total de analisis fue
de 28,5 min.
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Figura 4. Cromatograma de 2000 ppb de (1) TCM, (2) BDCM, (3) DBCM, (4) IS: 1,2-DBP y
(5) TBM en MTBE.

Optimizacion del método de extraccion empleando dispositivos 3D

3.3. Seleccién de resina de extraccion

Se evaluaron 3 resinas comerciales (DSC-18, C-18 y SDB), la concentracion utilizada y el
método de acondicionamiento fue igual para cada caso (seccion 2.4.2.), los resultados
obtenidos se muestran en la figura 5. en donde se observa que con la resina de extraccion
SDB-1 los porcentajes de recuperacion fueron = 98%, estos resultados fueron similares a
los obtenidos por Romeguieres et al, en el cual la resina comercial que mejor resultado
presento fue la SDB-1 [53]. En comparacion con las resinas empleadas, la SDB-1 presentd
mejores resultados, por tanto, fue seleccionada como la resina comercial que sera
empleada para la funcionalizacion del dispositivo 3D.
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Figura 5. Comparacion de porcentajes de recuperacion relativa de 3 resinas comerciales
de SPE. Fuente: elaboracion propia.

3.4. Disefio y funcionalizacién del dispositivo 3D

El dispositivo impreso en 3D es un cilindro con un didametro y una altura de 16,02 y 9,59
mm respectivamente. La estructura estd compuesta por pequefios cilindros que forman una
rejilla como observa en la figura 6. En este disefio cada cilindro tiene un volumen de 2,066
mm?3y la separacién entre cilindros es de 2,02 mm.

El objetivo de este disefio es tener un dispositivo con una gran area superficial para
soportar la resina de extraccion y al mismo tiempo evitar problemas de flujo por la
obstruccién de los canales como si se suele presentar en columnas de extraccion
tradicionales o discos de extraccion [79].
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Figura 6. a) vista superior del disefio del dispositivo 3D. b) dispositivo 3d impreso y
funcionalizado. c) dispositivo 3D sin funcionalizar. Fuente: Elaboracion propia.




El dispositivo 3D fue funcionalizado como se menciona en el apartado 2.3.1.3. por la
técnica de Stick & cure. Con el objetivo de evaluar la impregnacion de la resina sobre la
superficie del dispositivo se llevd a cabo una caracterizacién por microscopia electrénica
de barrido (SEM).

Los resultados obtenidos mediante SEM se encuentran resumidos en las imagenes de la
figura 7. Como podemos observar a), b) y ¢) son imagenes del dispositivo impreso en 3D
sin modificar y por su parte d), e) y f) son imagenes del dispositivo luego del proceso de
inmovilizacién de la resina de SDB-1. Las figuras 7a y 7d nos muestra una fotografia
tomada a 4.00 mm en la cual ya se notan diferencias y cambios en la estructura, las figuras
7b y 7e fueron realizadas a 3.00 mm en estas se puede evidenciar una adhesion de la
resina comercial tanto en la parte externa como interna y finalmente las figuras 7c y 7f se
realizaron a 500 um donde se puede apreciar la variacion de la estructura superficial del
dispositivo 3D con un buen detalle. Con esto se pudo observar que el proceso de
inmovilizacion de la resina en la estructura del dispositivo fue satisfactorio, las diferencias
entre las diferentes figuras son realmente apreciables, puesto que se evidencia como la
resina ha sido agregada en la superficie del dispositivo, denotando el potencial que tienen
los dispositivos 3D como instrumento para soportar resinas de extraccion comerciales.
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Figura 7. a) b) y c) imagenes del dispositivo 3D sin funcionalizar obtenidas mediante SEM.
d) e) y f) imagenes SEM del dispositivo 3D luego de la funcionalizacion

3.5. Extraccion y preconcentracion con dispositivo 3D

Inicialmente se llevo a cabo la aplicacion de la SPE de manera dinamica o tradicional, en
este proceso el dispositivo 3D se fij6 en una tuberia y a través de esta se hizo pasar el



volumen de muestra de agua ultrapura (1000 mL), en la cual se adicionaron previamente
la mezcla de THMs hasta alcanzar una concentracion determinada, que posteriormente
fueron eluidos con un volumen de 8 mL de MTBE con el fin de alcanzar un factor de
preconcentracion de 125, los porcentajes de recuperacion relativa fueron calculados
mediante la ecuacién 3, los resultados obtenidos no fueron satisfactorios debido a que el
mayor valor obtenido fue de 16,97% + 5,22% correspondiente al TBM (Figura 10).

Debido a este resultado inicial se procedié a emplear el dispositivo 3D como un agitador
magnético (SPE con agitacion), la decision fue tomada con el fin de validar el potencial de
extraccion del dispositivo 3D esto pues, de la teoria se sabe que al estar sumergido en una
cierta cantidad de muestra por un tiempo determinado trae consigo el aumento en la
transferencia de masa lo que nos lleva a obtener resultados Optimos en términos de
recuperacion relativa para cada analito.

El procedimiento descrito a detalle en la seccion 2.4.3. se llevo a cabo obteniendo una
mejoria en los porcentajes de recuperacién relativa, especialmente cuando el tiempo de
extraccién empleado fue de 120 min (Figura 8).
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Figura 8. Porcentajes de recuperacion relativa: SPE con agitacion a diferentes tiempos de
extraccién: 30, 60 y 120 min.

En este punto los experimentos fueron realizados con dispositivos que tenian diferentes
fechas de impresion y funcionalizacién entre si, cabe destacar que se encontraron
resultados incongruentes como consecuencia de estas diferencias de las fechas de
impresion de algunos dispositivos, por ende, con el fin de establecer conclusiones
acertadas se evallo el efecto que tuvo el tiempo desde que los dispositivos 3D fueron
impresas y funcionalizadas hasta su aplicacion para los experimentos de extraccion.

Para este caso se utilizaron dispositivos 3D con 3 dias de envejecimiento (Tipo 1),
dispositivos 3D con envejecimiento mayor a 1 semana (Tipo 2) y por ultimo dispositivos 3D
con 1 semana pero que justo después de su impresion y funcionalizacion fueron guardadas



en 5 mL de MeOH hasta su uso (Tipo 3). Como se pudo observar en los resultados
obtenidos (Figura 9) el procedimiento tipo 3 presentd los mejores resultados y mejoro los
porcentajes de recuperacion relativa obtenidos inicialmente, los resultados 6ptimos fueron
a un tiempo de extraccion de 120 min como era de esperarse, el envejecimiento
probablemente esté relacionado con la naturaleza quimica de la fase de extraccion.
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Figura 9. SPE con agitacion y dispositivos 3D con envejecimiento: de 3 dias (Tipo 1); > 1
semana (Tipo 2) y >1 semana con acondicionamiento (Tipo 3), todos a un tiempo de
extraccion de 120 min.

3.5.1. Optimizacion de SPE estético sin agitacién

Con la finalidad de aplicar el método en campo y teniendo en cuenta el parametro del
envejecimiento de los dispositivos 3D, se empled el método de SPE estéatico sin agitacion
descrito previamente en la seccién 2.4.3, por naturaleza como el método con agitacion
tiende a ser mas eficiente se propuso emplear dos dispositivos de impresion 3D por
extraccién en lugar de uno, por otro lado, se emplearon dispositivos 3D tipo 3 y el tiempo
de extraccion inicial empleado fue de 120 min. Los resultados de recuperacion relativa
obtenidos estuvieron en un rango de 43,3 - 85,9% tal como se puede observar a detalle en
la figura 10.

Con el fin de alcanzar el rendimiento maximo para este procedimiento de extraccion en
fase solida, diferentes parametros se evaluaron. La eficiencia de extraccion de SPE es
fuertemente dependiente e influenciada por muchos factores generalmente, tales como pH,
volumen de muestra, volumen de eluyente, las propiedades fisicoquimicas de la fase
estacionaria etc. [53]

En este estudio, el volumen de muestra seleccionado fue de 50 mL, esto con el fin de poder
facilitar la portabilidad del experimento para su aplicacion en campo, los siguientes
parametros se evaluaron y optimizaron: tiempo de elucién, volumen de eluyente, método
de elucién, numero de dispositivos y tiempo de extraccion. Un parametro importante como



el pH no fue evaluado en este estudio, principalmente porque se ha reportado en diversos
estudios la inestabilidad que presentan no solo los THMs sino los deméas DBPs en cuanto
a las variaciones de pH, por ejemplo, un incremento o disminucion del pH trae consigo la
descomposicion de muchos DBPs y posterior formacion de otros, recordemos que muchos
DBPs son precursores de otros, como es el caso de la formacion de THMs a pH bajos a
partir de los acidos haloacéticos [53], [80]. Aunque el efecto del pH no fue estudiado, sifue
medido con el fin de garantizar condiciones naturales, el pH de todas las muestras
analizadas siempre estuvo en un rango de pH de 7-9, pH tipico de las aguas naturales a
estudiar.
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Figura 10. Porcentajes de recuperacion relativa: 1) SPE dinamica con 1 dispositivo 3D. 2)
SPE sin agitacion con dos dispositivos 3D y un tiempo de extraccién de 120 min. 3) SPE
con agitacién con un dispositivo 3D y tiempo de extraccién de 120 min.

3.5.1.1. Método de elucion

En este punto se evallo si existian diferencias sometiendo el dispositivo 3D dentro del
eluyente a agitacidbn mecanica o agitacion por ultrasonidos a un tiempo determinado (5
min), el volumen de elucién empleado fue de 10 mL. Al final se pudo evidenciar que no
se encontraron diferencias en el rendimiento de la extraccion (Figura 11a.). Por otra
parte, lo que si se noté fue una afectacidbn en las propiedades mecanicas de los
dispositivos 3D sometidos a eluciéon por ultrasonido, se pudo observar una perdida
exagerada de resina de extraccion debido al ultrasonido y debilidad estructural en los
dispositivos luego de la elucién. Por ende, se entendi6 en este caso a la agitacion
mecanica como el mejor método de elucion de los THMs.



3.5.1.2.  Tiempo de elucién

El procedimiento se realizé como fue descrito en la seccion 2.4.3. la variacion se llevo a
cabo en el tiempo de agitacién mecéanica al cual se sometian los dispositivos 3D junto
con el eluato, se evaluaron tiempos de elucién de 0, 1, 5 y 10 min, ajustados a la
velocidad maxima del equipo. En este punto se pensd que a mayor tiempo de contacto
del eluyente con el dispositivo 3D se lograba un aumento de la transferencia de masa
del dispositivo hacia el disolvente, sin embargo, los resultados obtenidos y resumidos
en la figura 11b., muestran que, aunque la agitacion es necesaria, no hace falta un
excesivo tiempo de esta, basta solo con 1 min para alcanzar el porcentaje de
recuperacion relativa optimo. Las diferencias presentadas en el grafico son tan minimas
que se compensan estadisticamente con la desviacion estandar relativa de cada uno de
los analisis.

3.5.1.3.  Volumen de eluyente

Ajustado el tiempo 6ptimo de elucion, se trabajé con volimenes de eluyente en un rango
de 2,5 a 10 mL, el objetivo de este punto fue disminuir al méximo el volumen de eluyente
sin afectar el porcentaje de recuperacion. Optimizar este parametro trae consigo el
aumento de la eficiencia de extraccion, ya que segun la ecuacion 1, el volumen del
disolvente organico es inversamente proporcional a la eficiencia de extraccion.
Voliumenes menores a 2,5 mL no pudieron ser estudiados debido a que la recuperacién
del volumen empleado fue un dificil, por otro lado, con volimenes menores de 2,5 mL
los dispositivos 3D no quedaban sumergidos por lo que se evidenciaba un problema de
contacto lo que indudablemente se espera que disminuya la transferencia de masa.

Los resultados obtenidos (figura 11c.) muestran que es posible lograr una disminucion
apreciable del volumen de disolvente organico (MTBE) utilizado y asi pasar de un factor
de preconcentracion de 5 a 20, lo que trae consigo llegar a limites de deteccién un poco
mas bajo que los planteados de manera inicial y, por otra parte, una ventaja adicional
es disminuir el uso de cantidades apreciables de disolventes que pueden suponer
tratamientos especiales y cuidadosos para su manejo y eliminacion.

3.5.1.4. Numero de dispositivos

Optimizados los parametros anteriores y con el fin de mejorar los porcentajes de
recuperacion relativa se realizaron extracciones con las condiciones optimizadas pero
esta vez se estudio el efecto con 1, 2 y 3 dispositivos impresos y funcionalizados. Los
resultados obtenidos (figura 11d.) se pueden entender perfectamente y fueron
totalmente esperados. Se evidencia que a mayores numeros de dispositivos la eficiencia
de extraccion aumenta, esto se puede explicar debido a que cuando aumenta el nimero
de dispositivos aumenta el area superficial que ocupa la resina de extraccién por ende
se da un aumento apreciable de la transferencia de masa observado directamente en el
resultado de recuperacion relativa. Una desventaja que se puede observar en este punto
es el uso de una mayor cantidad de resina de extraccion, sin embargo, vale la pena
sacrificar este punto por obtener resultados de recuperaciones relativas mayores a 70%
como se evidencia en la figura 11d.



3.5.1.5. Tiempo de extracciéon

Inicialmente el tiempo de extraccidbn empleado para todos los experimentos realizados
fue de 120 min, para efectos préacticos y de portabilidad del método se hizo esencial
disminuir el tiempo de extraccion, bajo este principio se realizaron pruebas con las
condiciones optimizadas de los experimentos anteriores variando el tiempo en un rango
de 15 a 120 min. El objetivo final de la optimizacion de este parametro fue obtener los
mismos porcentajes de recuperacion, pero con un tiempo menor, se evidencié que a un
tiempo de 30 min los resultados de extraccion con 3 dispositivos 3D fueron similares
que los obtenidos en un tiempo de 120 min (Figura 11e.). Las pequefas diferencias
observadas se compensan con los datos de desviacién estandar relativa para cada
caso.
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Figura 11. Eficiencia de extraccién sobre el efecto de a) método de elucién; b) tiempo de
elucion; ¢) volumen de eluyente; d) numero de dispositivos 3D; e) tiempo de extraccion y f)
reutilizacion de dispositivos 3D, en términos de % recuperacion relativa.

3.5.1.6.  Reutilizacion de los dispositivos 3D

Como ultimo parametro de estudio, se evalué la posibilidad de reutilizar los dispositivos
impresos en 3D. Los dispositivos luego de cada extraccién se sometieron a un paso de
secado a temperatura ambiente por 4 horas, luego cada dispositivo 3D fue enjuagado
individualmente con dos alicuotas de agua ultrapura (5 mL) y guardadas en 5 mL de
MeOH hasta su uso nuevamente. Los dispositivos 3D fueron utilizados nuevamente a
partir de 24 h después del enjuague. Los resultados muestran que, aunque se da una
reduccién leve en el porcentaje de recuperacion relativa, el dispositivo 3D puede ser
utilizado hasta en 5 ocasiones distintas como se evidencia en la figura 11f. Luego de
este punto se ve comprometida la estabilidad mecénica y fisica de los dispositivos tal y
como se puede observar en la figura 12, en la cual se da una disminucién de las capas
del dispositivo por el desprendimiento de partes mas que todo en el proceso de agitacion
mecanica. Por otro lado, se presenta una disminucibn mas pronunciada de la
recuperacion relativa (figura 11f.), este resultado coincide con lo observado en las
imagenes obtenidas en el microscopio SEM resumidas en la figura 13, en la cual se
observa que con el paso de las extracciones se da una pérdida de resina en las caras
posteriores del dispositivo 3D (figura 13b.), sin embargo, parte de esta permanece
inmovilizada en las caras internas del dispositivo cilindrico (figura 13c.). Este
comportamiento es similar a los obtenidos en estudios anteriores [79]. Aunque los
resultados obtenidos en este punto son prometedores, se recomienda un estudio mas
exhaustivo en la optimizacion de este parametro, ya que al no tener una recuperacion
relativa de 100% para todos los THMs probablemente se presente en algin momento
contaminacion cruzada en especial para esos compuestos con porcentajes mucho
menores de 100% como es el caso del TCM especificamente.




Figura 12. a) Comparativa de dos dispositivos: reutilizado 1 vez vs reutilizado mas de 5
veces. b) afectacién de las propiedades fisicas de un dispositivo 3D reutilizado mas de 5
ocasiones.

Figura 13. a) imagen del dispositivo 3D luego de su reutilizacién en 5 ocasiones. b)
imagen SEM de una cara externa del dispositivo 3D luego de reutilizado en 5 ocasiones. c)
imagen SEM de una cara interna del dispositivo 3D luego de reutilizado en 5 ocasiones.

3.5.2. SPE dindmico en tubo

Otra alternativa propuesta para la aplicacion en campo del dispositivo 3D fue realizar
una SPE colocando el dispositivo 3D funcionalizado dentro de un sistema ideado para
conectarse directamente a un grifo. El procedimiento fue llevado a cabo tal y como fue
descrito en la seccion 2.3.3.2. Las pruebas fueron realizadas a dos niveles de
concentracion de los THMs para esto se prepararon soluciones de 100 y 1000 mL con
concentraciones de 40 y 5 ppb respectivamente, teniendo en cuenta la optimizacién
realizada para la SPE estatica sin agitacion se utilizaron 3 dispositivos 3D por cada
extraccion y un volumen de elucion de 2,5 mL de MTBE. Finalmente se calcularon los
porcentajes de recuperacion relativa mediante la ecuacion 1 junto con su desviacion
estandar en la cual se obtuvieron porcentajes de recuperacion de 19,3 *+ 5,2% para



TCM; 23,2 + 3,3% para BDCM; 28,7 + 4,5% para DBCM y 34,3 + 4,9%, tal y como se
evidencia en la figura 14.
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Figura 14. Porcentajes de recuperacion relativa: 1) SPE dinamica con 3 dispositivos 3D. 2)
SPE sin agitacion con 3 dispositivos 3D y un tiempo de extraccién de 30 min. 3) SPE con
agitacion con un dispositivo 3D y tiempo de extraccion de 120 min.

3.6. Validacion analitica del método

Mediante los resultados obtenidos en la figura 14 se decidié que el método a aplicar en
campo, debido a sus mejores resultados (%RR = 72%) y facil portabilidad fue el método
SPE estatico sin agitacion para esto se empleé un tiempo de extraccion de 30 min, 2,5
mL de MTBE como disolvente extractante y agitacion mecanica por 1 min. Por tanto, se
graficaron curvas de calibracion con las condiciones optimizadas previamente en el
apartado 3.5.1. con el fin de demostrar la viabilidad del método de SPE estatico sin
agitacion para el analisis de THMs en muestras de aguas. La validacion del método
optimizado fue llevada a cabo como se enunci6 en la seccion 2.6., las figuras analiticas
de mérito se encuentran resumidas en la tabla 7.



Tabla 7. figuras analiticas de mérito del método SPE-GC-ECD propuesto.

TCM BDCM DBCM TBM
Tiempo de 3,776 5,356 8,359 12,043
retencién (min)
LOD (ppb) 0,046 0,016 0,026 0,048
LOQ (ppb) 0,152 0,052 0,087 0,161
Rango lineal (ppb) 0,25 -100 0,25 -100 0,25 -100 0,25 -100
Curvade
Calibracion y = 0,0245x + 0,0193 y =0,1198x — 0,1285 y = 0,0754x — 0,062 y =0,0211x + 0,0036
(n=3)
Coeficiente de 0,0984 0,9988 0,9995 0,0994
determinacion (R?)
Tiempo de 30 30 30 30
extraccion (min)
EE a 0,5 ppb (%) 719+34 86,3 +4,9 105,5+8,9 109,8+8,9
EE a 2 ppb (%) 74,8 +1,8 82,7+3,7 101,5+5,1 107,3+7,1
EE a 40 ppb (%) 76,9+1,8 85,1+£29 1049+5,6 106,1 +7,2
EF 16,45 18,18 22,32 23,62
Repetitibildad
1 2,7 2,4 4.1
(RSD%) (n=3) 83 76 49 15
Reproducibilidad 5,35 3,34 3.46 0,37

(RSD%) (n=3)

El rango de trabajo se establecio, tal como se explicé anteriormente, teniendo en cuenta
el limite maximo permisible regulado por la EPA (80 ppb)[2], [3]. Las curvas de
calibracion fueron construidas con 3 réplicas, se realizaron teniendo en cuenta el método
del estandar interno, en el cual las curvas fueron obtenidas mediante la relacion del &rea
de pico de un analito con el estandar interno versus la concentracion. Los datos fueron
ajustados mediante regresién de minimos cuadrados mostrando buenos coeficientes de
correlacién 0,9984 = R? < 0,9994 en un amplio rango de concentraciones de 0,25 — 100
ppb para todos los THMs indicando una alta confiabilidad del método desarrollado en
este trabajo.

Los limites de deteccion (LOD) se determinaron como la minima concentracion
detectable de THMs, pero no necesariamente cuantificable, mientras que el limite de
cuantificacion (LOQ) es la concentracion mas baja que se puede cuantificar con las
condiciones optimizadas del método con una precision aceptable[76]. LOD y LOQ fueron
determinados mediante la ecuacion 1, como se muestra en la tabla 7 los mayores
valores para LOD y LOQ fueron 0,048 y 0,161 ppb respectivamente, correspondientes
al TBM.



La exactitud del método fue evaluada como se detalla en la seccion 2.6. a varios niveles
de concentracion (0,5; 2 y 40 ppb), calculada y expresada como eficiencia de extraccion
(EE) mediante la ecuacién 2 . Los resultados observados en la tabla 7 muestran tasas
de recuperacion en rango desde 71,971 (+ 3,431) % a 109,789 (+ 8,894). Cabe destacar
gue este rango de recuperacién se encuentra dentro del rango aceptado por el EPA (70-
130%) por tanto, el método propuesto puede ser utilizado para cuantificar THMs a varios
niveles de concentracién con un alto grado de confiabilidad [81], [82].

El factor de enriquecimiento, uno de los pardmetros importantes en métodos de SPE,
fue calculado como la relacion entre la concentracion de analito en la fase aceptora o
fase orgéanica y la concentracion inicial de analito en la muestra, tal como esta descrito
en la ecuacion 3 [4]. Los factores de enriquecimiento se determinaron a 3 niveles de
concentracion (0,5; 2 y 40 ppb) el valor promedio de los resultados obtenidos se observa
en la tabla 7, en el cual el rango de los factores de enriquecimiento es 16,45 — 23,62.

La repetitibilidad del método o precision intra-dia fue evaluada mediante la extraccion y
andlisis de 3 réplicas de agua ultrapura enriquecida a 40 ppb en un mismo dia, por su
parte la reproducibilidad o precision inter-dia se determind mediante la extraccién y
posterior analisis de 3 réplicas de muestras de agua ultrapura en 3 dias distintos
enriquecida con una concentracion de 40 ppb de THMs. Tanto como la repetitibilidad y
la reproducibilidad se determinaron como porcentajes de la desviacién estandar relativa
(%RSD). Segun los datos resumidos en la tabla 7, se encontraron RSD desde 1,83 a
4,15% en un dia y desde 3,34 a 9,37% en tres dias distintos, estos valores de precision
son aceptables segun los pardmetros enunciados por el EPA en el cual la desviacién
estandar relativa (%RSD) debe tener un valor inferior o igual a 10% [60].

3.7. Aplicacién a muestras reales

Finalizada la validacion, el método desarrollado, propuesto y optimizado se aplicé en
muestras reales con el fin de analizar el contenido de los 4 THMs en muestras de aguas
procedentes a la salida del tratamiento terciario de una EDAR (Calvia, Espafia) y por
otra parte en muestras de aguas de grifo. Las muestras de la EDAR fueron recolectadas
como se detalla en el apartado 2.5., de igual manera, una extraccion in-situ se llevé a
cabo con el fin de evaluar la aplicabilidad del método en condiciones reales tal y como
se observa en la figura 15.

Por otro lado, para el andlisis de las muestras de agua de grifo, estas fueron obtenidas
en las instalaciones de la UIB. Los resultados analiticos de ambas muestras se
encuentran resumidos en la tabla 8 en la cual se evidencia que todos los analitos
objetivos fueron encontrados. Las concentraciones encontradas estuvieron
comprendidas en un rango de 3,19 — 11,96 ppb para las muestras procedentes de la
EDAR Yy de 9,12 — 40,32 ppb para las muestras de grifo. Los THMs que se encontraron
més abundantes en ambos casos, fueron los de mayor peso molecular, para el caso del
agua de grifo se determin6 que el analito mas abundante fue TBM, por su parte para el
agua procedente de la EDAR se encontr6 al DBCM como el analito de mayor
concentracion.



El TTHMs fue mayor para el agua de grifo, sin embargo, los resultados analizados estan
dentro de los valores tipicos cominmente encontrados en las aguas potables tratadas
mediante procesos de cloracién en Francia y Europa, en los cuales las concentraciones
se encuentran en el rango de 0,1 — 80 ppb para TCM y 0,1 — 50 ppb para cada uno de
los THMs restantes (DBCM, BDCM, TBM) [53].
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Figura 15. Extraccidon de THMs in-situ en una estacion depuradora de aguas residuales
(EDAR, Calvia 2000).

El maximo nivel de TTHMs establecido por la EPA y la Unién Europea es de 80 ppb.
Otro de los valores guias es el propuesto por la organizacion mundial de la salud (WHO)
la cual establece que las concentraciones de THMs en agua potable deben cumplir con
la siguiente ecuacion[6], [83]:

C C C C
Sy = _TBM DBCM BDCM TCM 4 (5)
GVrguy  GVppem  GVepem  GVrem

Donde C indica la concentracion, y GV es el valor guia propuesto por la WHO, los cuales
son 100, 100, 60 y 200 ppb para TBM, DBCM, BDCM y TCM respectivamente [83]. En
la tabla 8 podemos observar que para ambos casos no se superan los valores
estipulados para el cumplimiento de agua potable, aunque los valores de agua de grifo
sean mayores a comparacion de los obtenidos para las muestras de agua procedentes
del tratamiento terciario de la EDAR.

Las muestras de aguas estudiadas se enriquecieron con los THMs estudiados a dos
niveles de concentracion (6,25 y 40 ppb) con la finalidad de evaluar el efecto matriz.
Para tal fin se realizaron estudios de recuperacion expresados como recuperacion
relativa (RR%) y estudios de repetitibilidad expresado como porcentaje de desviacion
estandar relativa (RSD%). Como se observa en la tabla 8 los porcentajes de
recuperacion se encuentran en un rango aceptable, ya que la mayor parte de los
resultados se encuentran dentro del rango permitido por el EPA (70-130%). Los valores
de repetitibilidad son todos < 10% por lo cual podemos evidenciar que la precision del
método cuando se aplica a estas matrices es muy buena.



A modo de comparacion entre las dos matrices estudiadas encontramos que los valores
de recuperacion relativa aumentan cuando se emplea agua de grifo, en especial para
los THMs de bajo pesos moleculares como lo son TCM y BDCM. Ademas, no se
encontraron interferencias que impidan la determinacién inequivoca de cada uno de los
analitos estudiados, lo que nos permite demostrar la selectividad del método propuesto.

Finalmente, los resultados obtenidos indican que las aguas de la salida de una EDAR y
las aguas de grifo no presentan efectos adversos sobre la eficiencia del método SPE
propuesto. Por lo tanto, se puede inferir que el método es ideal para la determinacion a
niveles trazas y ultra trazas de THMs en diferentes matrices de aguas en términos de
recuperacion, sensibilidad y precisiébn con una selectividad adecuada. Ademas, en lo
gue se conoce este es el primer estudio para la extraccion in-situ de THMs en aguas
utilizando SPE con dispositivos 3D funcionalizados, lo que puede suponer un punto de
partida hacia la utilizacion y mejoramiento de esta técnica para el analisis de THMs con
el fin de aprovechar sus ventajas en cuanto a portabilidad, economia, rapidez y
precision.

Tabla 8. Aplicacion del método SPE-GC-ECD propuesto para la determinacion de THMs
en muestras de diferentes matrices de agua. Ct = concentracion teérica o afiadida; Cc=
concentracién calculada mediante el método propuesto. * Valor calculado como la suma de
cada uno de los THMs. ** Valor calculado mediante la ecuacion 5.

Tratamiento terciario EDAR Agua de grifo

Analito pH Ct  Cc(ppb) RR(%) RSD(%) pH Ce(ppb) RR(%) RSD(%)

(ppb) (n=3) (n=3)
TCM 684 0 3,19 B 7,07 13,01
6,25 7,51 69,0 4,33 17,76 76,1 2,39
40 31,93 718 1,45 47,71 86,8 1,29
"~ BDCM 0 7,57 _ 9,12
6,25 12,67 815 6,32 1453 86,6 4,28
40 38,93 784 3,30 4650 935 5,33
'~ DBCM 0 11,96 _ 15,71
6,25 1860 1062 3,57 21,88 987 2,96
40 50,61 96,6 1,05 57,14 1036 2,52
- TBM 0 11,39 _ 40,32
6,25 18,76 1179 8,30 46,35 96,6 3,27
40 51,67 100,7 285 80,19 99,7 1,34
TTHMs* 34,12 ppb 78,14 ppb

TTHMs** 0,38 0,78




CAPITULO 4. CONCLUSIONES

En este trabajo se desarrolld, validé e implementé un método de extraccién in-situ
utilizando dispositivos 3D funcionalizados basado en la técnica de extraccion en fase
sélida para la determinacion de THMs en matrices de agua.

Se selecciond y estandarizé un método GC-ECD en el cual se determinaron las mejores
condiciones instrumentales y se seleccion6 MTBE como disolvente optimo para el
estudio realizado.

El método SPE fue aplicado con resinas comerciales (DSC-18, C-18 y SDB-1) en
muestras de agua ultrapura previamente enriquecidas, obteniendo los mejores
resultados con la resina SDB-1 cuyos porcentajes de recuperacion relativa fueron
mayores a 98%.

Se disefiaron e imprimieron dispositivos 3D para aplicacién in-situ del método de
extraccion en fase sélida. La resina SDB-1 se impregnd con éxito en la superficie del
dispositivo mediante la técnica de Stick & Cure, no se presentaron problemas de flujo ni
obstruccién de canales como suele suceder en ocasiones con la SPE tradicional.

El dispositivo 3D fabricado fue evaluado mediante tres alternativas de extraccion
propuesta: SPE dindmica, SPE con agitacion y SPE sin agitacion. Debido a su facil
portabilidad se eligi6 SPE sin agitacion como el método in-situ, con el fin de lograr una
mayor eficiencia en la extraccion de los THMs, optimizar recursos y aumentar la
sensibilidad del método; pardmetros como método de elucion, tiempo de elucién,
volumen de eluyente, numero de dispositivos, tiempo de extraccion y reutilizacion de los
dispositivos fueron evaluados

Las figuras analiticas del método SPE sin agitacion seguido de GC- ECD (SPE-GC-
ECD) fueron evaluadas en muestras de agua ultrapura enriquecidas. El rango lineal de
trabajo y los LODs de los cuatros THMs fueron suficientes para analizar THMs por
debajo de las regulaciones oficiales. Por ultimo, el método se aplic6 con éxito para el
andlisis de muestras de aguas, procedentes de la salida del tratamiento terciario de una
EDAR y de agua de grifo en las cuales se identificaron y cuantificaron de manera
adecuada los cuatros THMs en ambas matrices. El método SPE-GC-ECD fue puesto a
prueba mediante ensayos de adicion-recuperacion en las dos matrices evaluando su
porcentaje de recuperacion relativa y repetibilidad, obteniendo resultados satisfactorios.
Aungue se detecto la presencia de los THMs en las muestras de agua, estas cantidades
no sobrepasaron los limites estipulados por organismos oficiales como la WHO, EPA 'y
la Unién Europea.
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