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RESUMEN

El andlisis del agua, ya sea destinada al consumo o residual, es una actividad
imprescindible para garantizar la integridad de los ecosistemas hidricos y la salud de
los consumidores. Dentro de la gran cantidad de parametros que se evallan para
determinar la calidad del agua, existen grandes grupos de analitos que pueden
determinarse utilizando las técnicas cromatograficas. La legislacion aplicable a calidad
de las aguas es cada vez mas exigente, los valores paramétricos tienden a
mantenerse o a disminuir en funcion de estudios y recomendaciones de organismos
oficiales dedicados a preservar la salud y el medio ambiente. Asimismo, para
garantizar la calidad de los resultados emitidos por los laboratorios, se han de cuidar
todos los aspectos relacionados con el muestreo, conservacion y tratamiento de la

muestra.

Habitualmente el analisis cromatografico de muestras de agua requiere un
tratamiento previo de la muestra, debido a que los analitos de interés se encuentran
en concentraciones bastante bajas y/o acompafiados de interferentes que deben
eliminarse antes del analisis. En funcion de la naturaleza del analito, se debe
seleccionar la técnica analitica mas adecuada. En este estudio se presentan algunas
investigaciones recientes relacionadas con el andlisis cromatografico de muestras de
agua, haciendo especial mencién a los métodos de extraccion, instrumentacion y
condiciones cromatogréficas utilizadas y sistemas de deteccion. También se incluyen
estudios de validacién de métodos cromatogréaficos, donde se reportan resultados de
linealidad, veracidad, precisién, sensibilidad y deméas parametros de validacion de

interés.

En definitiva, este trabajo fin de master refleja la situacion actual de las técnicas

cromatograficas en los laboratorios de analisis de aguas.
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ABSTRACT

The analysis of water, whether intended for consumption or waste, is an essential
activity to ensure the integrity of water ecosystems and consumer’s health. Among the
large number of parameters that are assessed to determine water quality, there are
many groups of analytes that can be determined using chromatographic techniques.
Applicable water legislation is becoming more and more strict, parametric values tend
to be maintained or decreased depending on studies and recommendations from
organizations dedicated to preserve human health and the environment. Likewise, in
order to guarantee quality results issued by the laboratory, all facts related to sampling,

sample treatment and conservation must be watched.

Usually chromatographic analysis of water samples require a preliminary sample
treatment, due to the fact that analytes of interest are in quite low concentrations and
/ or accompanied by interferences that must be removed before the analysis.
Depending on the nature of the analyte, the most appropriate analytical technique
should be selected. In this project some recent investigations related to the
chromatographic analysis of water samples are presented, making special mention to
extraction methods, instrumentation and chromatographic conditions employed and
detection systems. Chromatographic methods validation studies are also included,
where results of linearity, precision, accuracy, sensitivity and other validation

parameters of interest are reported.

Moreover, this master's thesis reflects the current situation of chromatographic

techniques in water analysis laboratories.
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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

o 2,4,6-TCA: 2,4,6-tricloroanisdol.

o ADN: acido desoxirribonucleico.

o AED: detector de emision atomica.

o ANOVA: herramienta estadistica de analisis de la varianza.

o BOE: Boletin Oficial del Estado.

o BTEX: benceno, tolueno, etilbenceno y xileno.

o (C18: fase estacionaria empleada en cromatografia constituida a base de
octadecilsilano.

o COD: carbono orgéanico disuelto.

o COV/VOC: compuestos organicos volatiles (VOC de sus siglas en inglés).

o DAD: detector de diodos en serie.

o DBOs: demanda biolégica de oxigeno a los cinco dias.

o DHS: espacio en cabeza dinamico.

o DI: técnica de extraccion con inmersion directa en la muestra.

o DLLME: microextraccion liquido-liquido dispersiva.

o DPH: dominio publico hidraulico.

o DQO: demanda quimica de oxigeno.

o ECD: detector de captura electronica.

o EDAR: estacion depuradora de aguas residuales.

o ERAR: estacion de regeneracion de aguas residuales.

o ETAP: estacion de tratamiento de agua potable.

o FIA: analisis por inyeccion en flujo.

o GC: cromatografia de gases.

o GSM: geosmina.

o HAP / PAH: hidrocarburos aroméaticos policiclicos (PAH de sus siglas en inglés).

o HF: extraccion con empleo de fibra hueca.

o MMLLE: extraccion liquido-liquido en membrana microporosa.

o HPLC: cromatografia liquida de alta eficacia.

o HS: técnica de “headspace” o espacio en cabeza utilizado en cromatografia de
gases.

o IC: cromatografia iénica.

o |IEC: cromatografia de exclusion de iones.

o IPC: cromatografia de emparejamiento de iones.

o IS: patron interno.
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o ISO: organizacién internacional de normalizacion.

o LA: variante de microcistina con presencia de aminoacidos de leucina y alanina.

o LC: cromatografia liquida.

o LD: desorcion liquida.

o LDso: dosis letal para el 50 % de la poblacion.

o LLE: extraccién liquido-liquido.

o LLME: microextraccion liquido-liquido.

o LOD: limite de deteccion.

o LOQ: limite de cuantificacion.

o LR: variante m&s comun de microcistina con presencia de aminoacidos de leucina y
arginina.

o MC: microcistina.

o MIB: 2-metilisoborneol.

o MDGC: cromatografia de gases multidimensional.

o MLOQ: limite de cuantificacién de un método analitico.

o MS: detector de espectrometria de masas.

o MS/MS: detector de espectrometria de masas en tandem.

o m/z: relacibn masa/carga de un ion generado en un equipo de espectrometria de
masas.

o OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

o pKa: logaritmo cambiado de signo de la constante de disociacién 4cida de un acido
débil.

o PLE: extraccion liquida presurizada.

o ppm: concentracion expresada en partes por millén (10°°).

o ppt: concentracién expresada en partes por trillon (1012).

o 3Q: detector de masas de triple cuadrupolo.

o QTOF: detector de cuadrupolo con tiempo de vuelo.

o RD: Real Decreto.

o RP-C18: fase estacionaria inversa, constituida a base de octadecano.

o RPLC: cromatografia liquida en fase inversa (reversa).

o RR: variante de microcistina con doble presencia del aminoacido arginina.

o RSD: desviacion estandar relativa (parametro estadistico).

o RT: tiempo de retencion.

o SA: extraccion asistida por surfactantes.

o SBSE: extraccion sobre barra en agitacion.

o SCEF: fluido supercritico.
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o SDME: microextraccion por gota Unica.

o SFC: cromatografia de fluidos supercriticos.

o SFE: extraccion mediante fluidos supercriticos.

o SIM: monitoreo en modo de ion seleccionado (espectrometria de masas).

o SIS: sistema integral de saneamiento.

o SPE: extraccion en fase solida.

o SPME: microextraccion en fase solida.

o SRM: detector de masas operando en modo control de reaccion seleccionado.
o TCA: tricloroanisol.

o TD: desorcion térmica.

o THM: trihalometano.

o TOF: deteccion por tiempo de vuelo utilizada en espectrometria de masas.

o UPLC: cromatografia de liquidos de ultra-elevada resolucion.

o U: representa la incertidumbre en el contexto de los métodos analiticos.

o USA-EME: microextraccion por emulsificacion asistida por ultrasonidos.

o UV: radiacion perteneciente a la regién ultravioleta del espectro electromagnético.
o VIS: radiacion perteneciente a la region visible del espectro electromagnético.

o YR: variante de microcistina con presencia de aminoacidos de triptéfano y arginina.
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METODOS CROMATOGRAFICOS APLICADOS AL ANALISIS DE AGUAS DE CONSUMO Y RESIDUALES

1. INTRODUCCION

1.1. EL AGUA'*

El agua (H-O) es un compuesto covalente formado por la unién de un &tomo de oxigeno con
dos atomos de hidrégeno. A diferencia de la mayoria de las combinaciones hidrogenadas de
elementos no metdlicos, es liquida a presion y temperatura ambiente. Por debajo de cero
grados Celsius y a presion de 1 atm, el agua se solidifica y se transforma en hielo. Esta
estructura es menos compacta que el estado liquido, por lo que es de las pocas sustancias
que su estado sélido flota en su estado liquido. Esto es debido a los enlaces de hidrégeno,
que crean cuatro interacciones sobre cada molécula de agua en estado solido, frente a las
3,59 interacciones que se forman en agua liquida a 25°C. A partir de 100°C y a presion de 1
atm, los puentes de hidrégeno se rompen, desaparecen por tanto las fuerzas intermoleculares

y las moléculas de agua separadas y en desorden pasan al estado de vapor (gas).

El agua es un compuesto indispensable para la vida, y ello es debido a una serie de
propiedades caracteristicas sin las cuales no podria concebirse la vida, o no al menos tal y
como se conoce. El poder disolvente del agua es una de ellas, el agua disuelve un gran
namero de moléculas polares e iones; es por tanto un medio de transporte idéneo para
biomoléculas y oligoelementos esenciales. La capacidad de cohesién (unién a si misma) y
adhesion (unién a otras moléculas) del agua también es una caracteristica resefiable, da lugar
afendmenos de capilaridad que son utilizados en la naturaleza, por ejemplo, para el transporte
de nutrientes en vegetales de gran altura. El calor especifico del agua también es otra
propiedad a destacar, con un valor de 4,186 J/g°C, presenta una considerable resistencia al
calentamiento/enfriamiento, que es una cualidad importante a la hora de preservar a los

ecosistemas de las inclemencias del tiempo.

Entre las caracteristicas fisicoquimicas del agua aqui mencionadas conviene prestar
especial atencién a su elevado poder disolvente. Esta cualidad, ademas de suponer una
importante ventaja sobre la que se asienta la vida, la convierte en un medio idéneo para
contener a multitud de especies quimicas que representan una amenaza para los

consumidores y/o para el medio ambiente.
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METODOS CROMATOGRAFICOS APLICADOS AL ANALISIS DE AGUAS DE CONSUMO Y RESIDUALES

1.1.1.- Clasificacion de las aguas sequn su origen 22

Este trabajo trata sobre el analisis de las aguas naturales, de consumo y residuales. A
continuacion, se procederd a clasificar las masas de agua presentes en la Tierra atendiendo

al origen.

Aguas marinas: representan la forma mayoritaria de agua del planeta Tierra, en torno al
96,5% del total de la masa de agua.
Aguas glaciares: son la mayor fuente de agua dulce existente, representan mas del 75%

del total. En la actualidad, en torno a un 10% de la Tierra esta cubierta de glaciares.

Aguas continentales: son aguas gque se encuentran en la superficie terrestre, y pueden ser
de distinta naturaleza:

- Aguas subterraneas: son aguas que discurren o estan almacenadas bajo la

superficie terrestre. Pueden permanecer inalteradas durante miles de afios (agua
fésil). Pueden ser destinadas para el consumo, y suelen obtenerse mediante la
construccién de pozos.

- Aguas de reservorio: son aguas estaticas que estan contenidas en lagos, lagunas,

embalses, pantanos, etc.

- Aguas fluviales: se encuentran en continuo movimiento, discurren por rios, arroyos,

canales...

Aguas contenidas en la atmdsfera: no representan una proporcion demasiado elevada
del total de agua dulce, constituyen en realidad una via de transformacién de un tipo de aguas
en otro. Forman agregados (nubes) que pueden transformarse en las formas anteriores a
partir de las precipitaciones.

La cantidad total de agua existente en el planeta es constante, y se estima un volumen total

de 1386 millones de km?.

La Figura 1 ilustra el ciclo del agua en la Tierra, que consiste basicamente en sucesivas

transformaciones de las diferentes formas de agua que se han clasificado anteriormente.
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METODOS CROMATOGRAFICOS APLICADOS AL ANALISIS DE AGUAS DE CONSUMO Y RESIDUALES

AGUA CONTEMDA
EN LA ATMOSFERA

" AR Comeny e
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https://agua.org.mx/que-es

Figura 1. Esquema del ciclo hidrolégico o ciclo del agua.
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METODOS CROMATOGRAFICOS APLICADOS AL ANALISIS DE AGUAS DE CONSUMO Y RESIDUALES

1.1.2.- Recursos hidricos, contaminacion de las aguas y sus efectos sobre el medio

ambiente vy la salud

Los recursos hidricos son un aspecto fundamental a controlar en la infraestructura de
cualquier pais. Gran parte de las enfermedades relacionadas con el consumo de agua, que
actlia como vector de propagacion de estas, se relacionan con el grado de desarrollo y el
manejo de los recursos hidricos. La contaminacién de las aguas puede tener origenes muy
diversos y las consecuencias de ello son, entre otras, efectos adversos sobre la salud de los
consumidores. La construccion de represas, las obras de irrigacion, las actividades
industriales y el escaso control de las inundaciones suelen ser la causa de bastantes focos de

enfermedades. *-°

Muchos de los contaminantes de las aguas, tanto de aquellas que son destinadas al
consumo como de aquellas que se depuran tras su utilizacion y se vierten de nuevo al DPH,
pueden ser determinados por métodos cromatograficos. A continuacion, se describiran los
contaminantes mas tipicos en aguas que pueden determinarse mediante técnicas
cromatogréficas, asi como sus efectos nocivos sobre el medio ambiente y sobre la salud

humana.

1.1.2.1.- Compuestos organicos volatiles (COV): son compuestos organicos
gue se convierten facilmente en vapores o gases. Ademas de carbono, contienen
otros elementos como hidrégeno, oxigeno, flaor, cloro, bromo, azufre o nitrégeno.
Tienen efectos nocivos sobre la salud humana y sobre los ecosistemas naturales
debido a su toxicidad, efectos carcindbgenos y neurotéxicos. Interfieren en la
actividad fotosintética, en el crecimiento y el metabolismo general de las plantas.
En animales y seres humanos, su principal riesgo deriva de su caracter liposoluble,
es decir una vez que se introducen en el organismo presentan afinidad por los
tejidos grasos y no suelen disolverse en agua, aunque algunos productos
resultantes de su metabolismo si presentan un caracter hidrosoluble. Tras la
absorcion, el contaminante pasa a la sangre, distribuyéndose por los distintos
6rganos, donde tiende a acumularse. Algunos estudios de toxicidad relacionan
ciertas lesiones neuroldgicas con la exposicion crénica a los disolventes (muchos
de ellos COVs), ademas de otros efectos psiquiatricos significativos como la
irritabilidad y dificultades de concentracién, afectacion visual, verbal o motora,

pérdida de memoria, etc.®
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1.1.2.2.- Pesticidas: son sustancias o ingredientes activos, asi como las
formulaciones o preparados que contengan uno o varios de ellos, destinados a
combatir las plagas originadas por animales o cualquier otro organismo, el
crecimiento de ciertos vegetales o simplemente concebidos para garantizar la
adecuada conservacion de un alimento o un determinado ambiente. Algunos de
los principales efectos indeseados de estos compuestos son: corrosion, irritacion,
facil deflagracion o explosion. La clasificacion toxicoldégica en categorias de
peligrosidad de los pesticidas se lleva a cabo mediante la dosis letal al 50 por ciento
(LDso), que determina la cantidad maxima admisible por kg de peso que un
individuo puede tolerar. Desde el punto de vista de su constitucion quimica, los
pesticidas pueden clasificarse en diversos grupos, siendo los més importantes los

siguientes:

e Arsenicales.

e Carbamatos.

e Derivados de cumarina.
e Derivados de urea.

e Dinitrocompuestos.

e Organoclorados.

e Organofosoforados.

e Organometalicos.

e Piretroides.

e Tiocarbamatos.

e Triazinas.

En funcién de la via de absorcion, cabe considerar tanto efectos locales,
producidos sobre la parte del cuerpo directamente expuesta, como efectos
sistémicos, que se manifiestan en determinados 6rganos tras la absorcion del
producto. También pueden observarse efectos agudos y efectos cronicos, de

acuerdo con la evolucion en el tiempo de sus manifestaciones. ’

1.1.2.3.- Productores de olor: son sustancias presentes en el agua que son
responsables de los olores que pueden desprender. Las algas y las bacterias son
las principales causas de problemas con el olor y el sabor del agua potable. Sin
embargo, los vertidos quimicos y de aguas residuales también generan productos

guimicos que pueden alterar el olor y el sabor, tanto en aguas superficiales como
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en aguas subterrdneas. El agua también puede oler a tierra, moho, productos
quimicos o cloro. Las células de algunas algas y bacterias generan de forma natural
productos quimicos con olor, como la Geosmina (trans-1, 10-dimetiltrans-9-decalol)
o el MIB (2-metilisoborneol). La Geosmina es producida sobre todo por
Streptomyces coelicolor (actinobacteria) y otras cianobacterias. EI MIB es producido

por cianobacterias, como por ejemplo especies del género Anabaena. @

1.1.2.4.- Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP): Los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs) son un grupo de mas de 100 sustancias quimicas
diferentes que se forman principalmente durante la combustion incompleta de
materia organica como el carbdn, petréleo, gasolina y basuras, asi como otras
sustancias organicas (tabaco, carne preparada en la parrilla, etc.). Los HAPs se
encuentran generalmente como una mezcla de dos o mas de estos compuestos.
Los HAPs presentes en las aguas pueden proceder de la contaminacion
medioambiental (actividades industriales, calefacciones, incendios forestales, etc.)
y de procesos que incluyan el ahumado, secado o incluso el calentamiento de

cualquier producto.

De forma general, los HAPs pueden provocar efectos irritantes por contacto de la
piel y los ojos, fallos respiratorios cuando se inhalan y afectacion del sistema
nervioso. A largo plazo por ingestién pueden causar problemas de coagulacion y
del sistema inmunitario por disminucién de las plaquetas y los leucocitos,
respectivamente. Ademas, existen estudios que confirman que algunos HAPs
pueden causar cancer en animales o incluso en humanos, como el benzopireno,
gue ha sido clasificado por la Agencia Internacional de Investigacion del Cancer

(IARC) como agente carcindgeno para los seres humanos. °

1.1.2.5.- indice de hidrocarburos: Es una medida de la contaminacion de las
aguas por hidrocarburos en los sistemas de almacenamiento, en las fuentes de
abastecimiento subterraneas y superficiales, asi como en otros emplazamientos.
Es un hecho que tiene lugar como consecuencia de la explotacion, refinacion,
distribucion y almacenamiento del crudo de petréleo y sus derivados. También
existen acuiferos afectados por derrames en plantas industriales, fugas en grandes
tuberias de descarga, perforaciones en tuberias y depdsitos de hidrocarburos, etc.
Los cauces de los rios pueden verse contaminados por hidrocarburos por vertidos

gue los contengan, y cuya depuracion no ha resultado eficaz. ©
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1.1.2.6.- Acrilamida: La acrilamida aparece en los coagulantes de poliacrilamida
utilizados en el tratamiento del agua de consumo, que contienen concentraciones
residuales de mondémero de acrilamida. Las poliacrilamidas se utilizan también
como agentes cementantes en la construccion de pozos y embalses de agua de
consumo. Las personas pueden estar expuestas a concentraciones adicionales de
origen alimentario, por el uso de poliacrilamida en el procesado de los alimentos y
debido a la posible formacion de acrilamida en alimentos cocinados a temperaturas
altas. La acrilamida es neurotoxica, afecta a las células germinales y altera la
funcion reproductora. En estudios de mutagenia, la acrilamida ha demostrado
introducir mutaciones genéticas en células de mamiferos, asi como alteraciones
cromosomicas in vitro e in vivo. En estudios de carcinogenia a largo plazo, ratas
expuestas a la acrilamida por medio del agua de bebida desarrollaron tumores de
escroto, de tiroides y suprarrenales en machos; tumores de mama, de tiroides y de
Utero en hembras. Datos recientes han mostrado que la exposicién a la acrilamida
mediante el consumo de alimentos cocinados es muy superior a lo que se habia
considerado en un pasado, pero aun no se ha determinado la importancia de esta

informacién nueva en lo que respecta a la evaluacién de riesgos. °

1.1.2.7.- Microcistinas: La peligrosidad de los afloramientos de cianobacterias
radica en la capacidad que tienen ciertos géneros de estas bacterias de producir
toxinas patégenas para el ser humano. La toxina mas comun y peligrosa es la
microcistina, la cual es producida por los géneros Microcystis, Anabaena,
Planktothrix, Nostoc y Anabaenopsis. Se estima que alrededor de un 50% de los
afloramientos son téxicos. Las microcistinas tienen caracter hepatotéxico, su
exposicion continuada tiene un efecto carcinogénico directo sobre el higado. Una
vez acumulada la toxina en el higado, promueven la desorganizacion del
citoesqueleto, peroxidacion de lipidos, pérdida de la integridad de la membrana
plasmatica, fragmentacion del ADN, apoptosis y finalmente necrosis. A nivel
estructural, las microcistinas son péptidos ciclicos compuestos por aminoacidos
naturales y no naturales. Son muy estables y termorresistentes existiendo mas de

100 variedades distintas. Las mas frecuentes son: LR, RR, LAy YR. **

1.1.2.8.- Aniones y cationes: La presencia de aniones y cationes en el agua, ya
sea en su forma bruta tras la captacion, después de su tratamiento para el consumo
o al finalizar el proceso de depuracion para ser devuelta al DPH, es totalmente

normal. Sin embargo, existen ciertas concentraciones que no deben ser superadas,
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especialmente en el agua destinada al consumo, para evitar problemas de salud.
Del mismo modo, puede suceder que ciertos iones metalicos y ciertos oxoaniones
estén presentes en las aguas, especialmente en aguas residuales de origen
industrial, y que tienen un efecto potencialmente dafino para el medio ambiente. La
cromatografia de intercambio i6nico (cromatografia i6nica) es una técnica
perteneciente a la cromatografia liquida que es capaz de separar a los iones en
funcion de su carga, y que se emplea habitualmente en el andlisis de aguas. El
andlisis de las muestras que contengan a estos iones puede realizarse por medio
de otras técnicas, como son los electrodos selectivos que ofrecen las técnicas
electroquimicas o los métodos espectroscopicos y espectrométricos. Sin embargo,
en este trabajo solo se har4 alusion a la cromatografia iénica (IC) para realizar estas

determinaciones. 12

1.1.2.9.- Antibidticos y otros farmacos: Los antibidticos y otros farmacos,
incluidos los de uso humano y veterinario, se agrupan dentro de los denominados
contaminantes emergentes. Gracias al desarrollo de las técnicas analiticas, donde
se ha mejorado notablemente la sensibilidad de los equipos, ha sido posible que
hoy en dia se detecten este tipo de contaminantes en las aguas. Las
concentraciones a las que pueden llegar estos farmacos en una muestra de agua
son del orden de la traza (ppm o mg/kg) y mas frecuentemente de la ultratraza (ppt
0 ug/kg). Aparte de los antibiéticos, los farmacos mas comunmente detectados en
aguas son: analgésicos y antiinflamatorios, antiepilépticos, B-bloqueantes, medios
de contraste empleados en técnicas de rayos, reguladores lipidicos, hormonas y
esteroides. En general los farmacos no son persistentes, pero dado que se vierten
de manera continua y los sistemas convencionales de depuracion no son capaces
de eliminarlos, las empresas dedicadas a la gestion del agua cuentan con el reto de

desarrollar nuevos sistemas de eliminacion. 2

TRABAJO FIN DE MASTER Pagina 8



METODOS CROMATOGRAFICOS APLICADOS AL ANALISIS DE AGUAS DE CONSUMO Y RESIDUALES

1.2. NORMATIVA Y LEGISLACION APLICABLE A LA CALIDAD DE LAS
AGUAS

En este capitulo se van a tratar los requerimientos normativos y legislativos que sean de
aplicacion a la calidad de las aguas. Se va a realizar una division de esta matriz en tres
grupos, atendiendo a su tipologia, a su fin previsto y a la propia naturaleza del ciclo integral

del agua; estos son:; aguas de consumo, aguas regeneradas y aguas residuales.

Los documentos a los que se hace referencia en este apartado del trabajo son de aplicacion
en Espafia, sin que esto excluya que puedan llegar a aplicarse en otros territorios de paises
diferentes. Es importante destacar que la legislacion en materia del medio ambiente es
cambiante, adaptandose a los avances cientificos que van sucediéndose y los acuerdos

internacionales que apliqguen en cada caso.

1.2.1.- Aguas de consumo

Las aguas de consumo mas propiamente conocidas como aguas de consumo humano
deben cumplir como requisito indispensable ser salubres y limpias. Esto es, no contener
microorganismos patdégenos ni otros contaminantes a niveles capaces de afectar
adversamente la salud de los consumidores. Espafia cuenta con abastecimientos de alta
calidad y rigurosos sistemas de vigilancia y de control analitico, que hacen posible que el agua
llegue en buenas condiciones a los hogares y demas puntos de abastecimiento y sea
consumida con seguridad. Para ello, el agua es sometida previamente a un tratamiento de

potabilizacion en las ETAP y a diversos controles sanitarios.

La Ley 14/1986, de 25 de abril, General de Sanidad, establece la obligacién de las
administraciones publicas sanitarias de orientar sus actuaciones prioritariamente a la
promocioén de la salud y la prevencion de las enfermedades. Ademas, el ordenamiento juridico
espafiol incorpora la Directiva Comunitaria 80/778/CEE de 15 de julio de 1980, sobre calidad
de agua destinada al consumo humano. Esta directiva incluye reglamentacion técnico-
sanitaria para el abastecimiento y control de las aguas potables de consumo publico. Como
adaptacion al progreso cientifico y técnico de esta Directiva, se ha promulgado la vigente
Directiva 98/83/CE del Consejo de 3 de noviembre de 1998, relativa a la calidad de las aguas
destinadas al consumo humano. Su incorporacién al derecho interno se realiza mediante el
Real Decreto 140/2003 de 7 de febrero por el que se establecen los criterios sanitarios de la

calidad del agua de consumo humano. **
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Es precisamente el RD 140/2003 el documento sobre el que se centrara este epigrafe, ya
que establece, entre otros requisitos, cuales son los contaminantes que se deben monitorizar,
asi como los niveles paramétricos (concentraciones maximas que se admiten para poder
considerar a una masa de agua como apta para el consumo). En el anexo | del RD 140/2003,
que reproduzco por su relevancia para este trabajo en las Tablas 1, 2 y 3, se especifican los

parametros y los valores paramétricos:

Tabla 1. Parametros quimicos y valores paramétricos establecidos en el anexo | del

RD140/2003. *°

B.1 Parametros quimicos

Parametro Valor paramétrico
4. Antimonio 5,0 pg/l
Hasta el 31/12/2003 10,0 pg/I
5. Arsénico 10 ug/l
Hasta el 31/12/2003 50 ug/l
6. Benceno 1,0 pg/l
Hasta el 31/12/2003 - ug/l
7. Benzo(a)pireno 0,010 pg/l
8. Boro 1,0 mg/I
9. Bromato:
A partir de 01/01/2009 10 pg/I
De 01/01/2004 a 31/12/2008 25 pg/l
Hasta el 31/12/2003 - ug/l
10. Cadmio 5,0 pg/l
11. Cianuro 50 pg/l
12. Cobre 2,0 mg/I
13. Cromo 50 ug/l
14. 1,2-Dicloroetano 3,0 ug/I
Hasta el 31/12/2003 - ug/l
15. Fluoruro 1,5 mg/I
16. Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos (HPA) 0,10 pg/I
Suma de:
Benzo(b)fluoranteno pg/l
Benzo(ghi)perileno pg/l
Benzo(k)fluoranteno pg/l
Indeno(1,2,3-cd)pireno pg/l
17. Mercurio 1,0 pg/l
18. Microcistina 1 pg/l
Hasta el 31/12/2003 - ug/l
19. Niquel 20 pg/l
Hasta el 31/12/2003 50 ug/l
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20. Nitrato 50 mg/I
21. Nitritos:

Red de distribucion 0,5 mg/I
En la salida de la ETAP/depésito 0,1 mg/| 0,1 mg/I
22. Total de plaguicidas 0,50 pg/l
23. Plaguicida individual 0,10 pg/I
Excepto para los casos de:

Aldrin 0,03 ug/I
Dieldrin 0,03 ug/I
Heptacloro 0,03 pg/l
Heptacloro epéxido 0,03 ug/I
24. Plomo:

A partir de 01/01/2014 10 pg/l
De 01/01/2004 a 31/12/2013 25 g/l
Hasta el 31/12/2003 50 ug/l
25. Selenio 10 pg/l
26. Trihalometanos (THMs):

Suma de:

A partir de 01/01/2009 100 pg/I
De 01/01/2004 a 31/12/2008 150 pg/I
Hasta el 31/12/2003 - ug/l
Bromodiclorometano pg/l
Bromoformo pg/l
Cloroformo pg/l
Dibromoclorometano Hg/l
27. Tricloroeteno + Tetracloroeteno 10 pg/I
Hasta el 31/12/2003 - ug/l
Tetracloroeteno ng/l
Tricloroeteno ng/l

Tabla 2. Parametros quimicos que se controlan segun las especificaciones del producto y

valores paramétricos establecidos en el anexo | del RD140/2003. **

B.2 Parametros quimicos que se controlan segun las especificaciones del producto

Parametro Valor paramétrico
28. Acrilamida 0,10 pg/I
29. Epiclorhidrina 0,10 pg/l
30. Cloruro de vinilo 0,50 pg/I

Estos valores paramétricos corresponden a la concentracion monomeérica residual en el agua, calculada con

arreglo a las caracteristicas de la migracion maxima del polimero correspondiente en contacto con el agua.
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Tabla 3. Parametros indicadores y valores paramétricos establecidos en el anexo | del
RD140/2003. **

C. Parametros indicadores

Parametro Valor paramétrico
31. Bacterias coliformes 0 UFC En 100 ml

32. Recuento de colonias a 22 °C

A la salida de ETAP 100 UFC En 1 ml

En red de distribucién Sin cambios anémalos

33. Aluminio 200 pg/l

34. Amonio 0,50 mg/l

35. Carbono organico total Sin cambios anémalos mg/I

36. Cloro combinado residual 2,0 mg/I

37. Cloro libre residual 1,0 mg/|

38. Cloruro 250 mg/I|

39. Color 15 mg/Il Pt/Co
40. Conductividad 2.500 uS/cm a 20 °C
41. Hierro 200 pg/l

42. Manganeso 50 pg/l

43. Olor 3a25°C fndice de dilucién
44, Oxidabilidad 5,0 mg O2/I

45, pH:

Valor paramétrico minimo 6,5 Unidades de pH
Valor paramétrico maximo 9,5 Unidades de pH
46. Sabor 3a25°C fndice de dilucién
47. Sodio 200 mg/I

48. Sulfato 250 mg/I
igllaTst;Titi::gedzé ETAP y/o depdsito 1 UNF

En red de distribucién 5 UNF

Los parametros de las Tablas 1, 2 y 3 que aparecen destacados en negrita son los que
afectan a este estudio, ya que pueden ser determinados mediante técnicas cromatogréficas.
De los parametros cuyo valor paramétrico ha ido cambiando a lo largo del tiempo, se ha

destacado el que es de aplicacién en la actualidad.
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1.2.2.- Aguas regeneradas

Una vez que es utilizada el agua de consumo, esta se elimina por los desagies. En ese
momento se convierte en agua residual y la red de saneamiento la conduce a las EDAR. Estas
aguas estan sucias a su llegada a las EDAR y no se pueden verter directamente a los rios
porque los contaminarian perjudicando seriamente a los ecosistemas. En las EDAR, se
aplican varios tratamientos a las aguas residuales para dejarlas adecuadas para su vuelta al
rio (es un proceso de descontaminacion). Las operaciones llevadas a cabo en las EDAR se
conocen como tratamientos primarios y secundarios en el mundo de la depuracion. Sirven
para separar grasas, solidos, y materia organica fundamentalmente. Tras el tratamiento las
aguas siguen estando cargadas de microorganismos que, al verterlas al cauce de un rio, se

diluyen hasta concentraciones inapreciables.

Las aguas regeneradas se emplean para el riego de parques y jardines y para el baldeo de
calles fundamentalmente. Provienen de las aguas depuradas a las que se les aplica otro
tratamiento, un tratamiento terciario. Se aplican en las instalaciones de las ERAR, que suelen
contar con modulos adicionales a las depuradoras convencionales o EDAR, por las que sélo
pasa un pequefo porcentaje del agua depurada. En este tratamiento terciario que se aplica al
agua nos centramos en la desinfeccion (eliminar microorganismos). El nivel de desinfeccion a
aplicar depende del uso que se le vaya a encomendar al agua, en el caso de los parques y
jardines es bastante exigente, aunque el tratamiento mas exigente se emplea en el agua

regenerada para riego de productos en agricultura.

El Real Decreto 1620/2007, de 7 de diciembre, por el que se establece el régimen juridico
de la reutilizacion de las aguas depuradas (BOE 294 de 8/12/2007), contempla estos
requisitos. La mayoria de los parametros que se controlan en estas aguas son microbiolégicos
y las técnicas cromatogréficas no son de aplicaciéon. En la Tabla 4 se muestran las técnicas
de referencia que aparecen en el anexo | del RD 1620/2007, Unicamente se recurre a la

cromatografia para la determinacién de Organicos en el apartado de Sustancias Peligrosas.
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Tabla 4. Anexo | del RD 1620/2007. Parametros microbiol6gicos y contaminantes a

determinar en muestras de aguas regeneradas. °

MICROBIOLOGICOS

PARAMETRO METODOS O TECNICAS ANALITICAS DE REFERENCIA

Nematodos Método Bailinger modificado por Bouhoum & Schwartzbrod. “Analysis of wastewater
intestinales for use in agriculture” Ayres & Mara O.M.S. (1996)
Escherichia coli Recuento de Bacterias Escherichia Coli - Glucuronidasa positiva

: Norma ISO 11731 parte 1: 1998 Calidad del Agua. Deteccién y enumeracion de
Legionella spp Legionella.
Taenia saginata No especifica
Taenia solium No especifica

CONTAMINANTES

PARAMETRO TECNICA DE REFERENCIA U LOQ
Solidos en suspensién | Gravimetria con filtro de fibra de vidrio 30% 5 mg/L
Turbidez Nefelometria 30% 0,5 UNT

. Espectroscofpl'a de absorcién molecular
Nitratos Cromatografia lonica 30% 10 mg NOs/L
Suma de Nitrégeno Kjeldahl, nitratos y
Nitrégeno Total nitritos 30% 3mg N/L
trogeno Tota Autoanalizador ° g
, Espectroscopia de absorcion molecular
Fosforo Total Espectrofotometria de plasma 30% 0,5 mg P/L
, , Cromatografia Metales: 30% 30% de
Sustancias Peligrosas | Espectroscopia Organicos: 50% NCA

En el siguiente esquema (Figura 2) se muestra resumido el ciclo integral del agua,
mostrando el lugar que ocupa el agua regenerada en el ciclo mediante un diagrama de

procesos.

AGUAS

CAPTACION DEL -
ETAP ABASTECIMIENTO

AGUA

!

USOS URBANOS
A| == || EINDUSTRIALES

ERAR

AGUA
_
EDAR RESIDUAL

\/\

https://viagua.es/que-es-el-agua-regenerada/

Figura 2. Esquema del ciclo integral del agua.
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1.2.3.- Aguas residuales

En Europa, y por consiguiente en Espafia, la depuracion de las aguas residuales urbanas
es una practica obligada. Esto se hizo efectivo a partir de la publicacién de la Directiva
91/271/CE de 21 de mayo de 1991, donde se define como principal objetivo proteger al medio
ambiente de los efectos negativos de los vertidos de las aguas residuales urbanas y de los
sectores industriales. Para poder cumplir este objetivo, se han construido y puesto en marcha
multitud de instalaciones, que garantizan la recogida y el tratamiento de las aguas, en funcion
del tamafio de la aglomeracion y caracteristicas de la zona de vertido.

En la Comunidad de Madrid, para el control de vertidos se aplica el DECRETO 57/2005, de
30 de junio, por el que se revisan los Anexos de la Ley 10/1993, de 26 de octubre, sobre
Vertidos Liquidos Industriales al Sistema Integral de Saneamiento. En este documento legal
se establecen los contaminantes peligrosos que pueden contener las aguas residuales, los
valores paramétricos (Tabla 5) y las técnicas analiticas de referencia (Tabla 6) que han de
emplearse para el analisis de estas aguas, en funcion del parametro que quiera determinarse.
En este decreto se definen también los denominados “vertidos prohibidos” al SIS, que son

basicamente compuestos en cualquier estado de agregacién que:

- Den lugar a mezclas explosivas, pudiendo provocar igniciones o explosiones por
si mismos o en presencia de alguna otra sustancia.

- Formen residuos soélidos o viscosos, pudiendo provocar obstrucciones en el SIS.

- Sean materiales colorantes, coloreando las aguas y que no puedan ser eliminados
por los procesos habituales llevados a cabo en las EDAR.

- Constituyan residuos corrosivos, y puedan dar lugar a fenémenos de corrosion a
lo largo de las instalaciones del SIS.

- Residuos que produzcan gases nocivos, pudiendo generarse en las atmosferas de
alcantarillas, colectores y/o emisarios, en concentraciones tales que puedan

suponer un riesgo para la salud o el medio ambiente. '’
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Tabla 5. Anexo 2 del DECRETO 57/2005, de 30 de junio, por el que se revisan los Anexos
de la Ley 10/1993, de 26 de octubre, sobre Vertidos Liquidos Industriales al Sistema Integral

de Saneamiento. '’

VALORES MAXIMOS INSTANTANEOS DE LOS PARAMETROS DE CONTAMINACION

PARAMETRO Unidades Valores maximos
instantaneos
Temperatura °C 40
pH (intervalo permisible) unid. de pH 6-10
DBOs mg/l 1000
DQO mg/l 1750
Sdlidos en suspension mg/l 1000
Aceites y grasas mg/l 100
Cianuros totales mg/l 5
Cloruros mg/l 2000
Conductividad uS/cm? 7500
Detergentes totales mg/I 30
Fluoruros mg/I 15
Sulfatos mg/I 1000
Sulfuros mg/I 5
Toxicidad Equitox/m? 25
COMPUESTOS ORGANOHALOGENADOS Y
SUSTANCIAS QUE LOS PUEDAN ORIGINAR EN
AGUA
Organohalogenados adsorbibles (AOX) mg CI/I 5
Trihalometanos, Total mg/I 2,5
HIDROCARBUROS PERSISTENTES Y SUSTANCIAS
ORGANICAS TOXICAS BIOACUMULABLES
BTEX (benceno, tolueno, etilbenceno, xileno) mg/I 15
Fenoles totales mg/I 2
Hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH) mg/l 1
Hidrocarburos totales mg/| 20
METALES Y SUS COMPUESTOS
Aluminio mg/| 20
Arsénico mg/l 1
Bario mg/| 20
Boro mg/| 3
Cadmio mg/| 0,5
Cobre mg/| 3
Cromo hexavalente mg/| 1
Cromo total mg/| 3
Estafio mg/| 2
Hierro mg/| 10
Manganeso mg/| 2
Mercurio mg/| 0,1
Niguel mg/l 5
Plata mg/| 1
Plomo mg/l 1
Selenio mg/l 1
Zinc mg/l 3
Toxicos metdlicos 5
SUSTANCIAS QUE CONTRIBUYEN A LA
EUTROFIZACION
Fésforo total mg P/ 40
Nitrégeno total mg N/ 125
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Este mismo documento, en su anexo 4, incluye una tabla con las técnicas analiticas de
referencia. En ella se incluyen requisitos de limite de deteccion, exactitud y precision para
cada parametro (Tabla 6). En este apartado solo se incluirdn los parametros que hacen
referencia a determinaciones cromatograficas, siendo la tabla presentada una simplificacién

de la existente en el anexo 4 del Decreto 57/2005.

Tabla 6. Anexo 4 del DECRETO 57/2005, de 30 de junio, por el que se revisan los Anexos
de la Ley 10/1993, de 26 de octubre, sobre Vertidos Liquidos Industriales al Sistema Integral

de Saneamiento. '’

METODOS ANALITICOS ESTABLECIDOS PARA EL ANALISIS DE LOS VERTIDOS

p , Limite de Precision | Exactitud
PARAMETRO TECNICA ..
deteccion (%) (%) (%)
Cloruros Cromatografia idnica 10 10 10
Fluoruros Cromatografia idnica 10 10 10
Trihalometanos (total) | Cromatografia de gases 10 20 20
BTEX - Cromatografia de gases
con detector
(benceno, tolueno, cromatografico especifico
etilbenceno y xileno) o detector de 10 25 25
espectrometria de masas.
- Sistema de inyeccion
especifico para sustancias
volatiles.
Fenoles totales Cromatografia de gases 10 10 10
Hidrocarburos - Cromatografia de
aromaticos policiclicos | liquidos de alta
(PAH) resolucidn. 10 20 20
- Cromatografia de gases.
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVO DEL TRABAJO

El objeto principal de este trabajo fin de master es situar a las técnicas cromatograficas
dentro del plano general de técnicas instrumentales de las que dispone el laboratorio de
analisis de aguas. Para ello, se elabora una introduccion donde se aportan datos sobre la
matriz: aguas naturales, destinadas al consumo y residuales; asi como de aquellas especies
gquimicas que pudiendo estar presentes en el agua, puedan determinarse mediante el empleo

de la cromatografia.

Pese a que el tema central de este trabajo es el analisis cromatogréafico de muestras de
agua, no se pueden pasar por alto etapas previas al analisis como son el muestreo y la
conservacion de la muestra. Estos temas se tratardn de manera muy general pero siempre

bajo un enfoque de subsecuente analisis cromatogréfico.

El uso de la cromatografia esta muy extendido entre los laboratorios que realizan analisis
quimico, y el laboratorio de analisis de aguas no es una excepcion. Desde que fue descubierta
por Mijail Tsvet en 1906, la cromatografia ha experimentado un aumento paulatino en lo que
a su aplicabilidad se refiere, aunque el verdadero auge de la técnica surgié a partir de la
década de 1980. Por este motivo, y con el objetivo de conocer el estado del arte de la técnica,
se seleccionan articulos de investigacion recientes (de antigiedad no superior a 10 afios,
aungue la mayoria no supera los cuatro afios) que engloban diferentes modalidades de
cromatografia, variedad de matrices y de analitos. Asimismo, se revisan investigaciones
recientes relacionadas con los métodos de extraccidbn que se utilizan en cromatografia

aplicada al andlisis de aguas, por ser una parte inherente al propio analisis cromatografico.

Este documento pretende dar soporte a quien esté interesado en conocer la situacion actual
de la cromatografia en los laboratorios de andlisis de aguas, asi como servir de antecedente
en investigaciones futuras, simplificando y centrando la tarea de busqueda bibliografica por

parte del investigador.
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3. PARTE TEORICA

3.1. EL MUESTREO EN AGUAS PARA LA DETERMINACION DE
PARAMETROS EMPLEANDO LA CROMATOGRAFIA

Existe un viejo axioma que dice que el resultado analitico aportado por cualquier método
nunca puede ser mejor que la muestra sobre la que se ha realizado el andlisis. Esto pone de
manifiesto que la etapa del muestreo es crucial a la hora de considerar los resultados de los
analisis. El objeto de este apartado es tratar todos los aspectos, especificaciones y
procedimientos relacionados con la toma de muestra de aguas; para la subsecuente

determinacion de parametros por técnicas cromatograficas.

El objeto del muestreo es obtener una porcion de material lo suficientemente pequefia en
volumen para ser transportada facilmente, y a su vez lo suficientemente grande para poder
realizar sobre ella las determinaciones analiticas pertinentes. Todo ello manteniendo siempre
el requisito de la representatividad, la muestra ha de ser lo mas parecida posible a la poblacion
sobre la que se ha realizado el muestreo, y el manejo de la muestra ha de garantizar que las
concentraciones de los componentes se mantengan lo mas estables posible entre la toma de

muestra y el analisis.

3.1.1.- Requisitos generales del muestreo '8

La muestra obtenida durante el muestreo ha de ajustarse a los requerimientos del plan de
muestreo que se haya realizado, debe ser manejada de tal forma que no se produzca un
deterioro de la misma y se debe garantizar que no se produzcan contaminaciones previas al
analisis. Los recipientes de toma de muestra, asi como cualquier otro equipamiento auxiliar
gue se vaya a emplear en el proceso de toma de muestra, debe estar limpio y libre de cualquier

contaminante.

Se deben evitar practicas como el enjuagado del recipiente con la propia muestra, ya que
no son nada beneficiosas. En el caso de existir un conservante, este puede perderse en el
proceso de enjuagado. Ademas, si el analito tiene tendencia a adherirse a las paredes del

recipiente, puede producirse un sesgo en el resultado.
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3.1.2.- Requisitos particulares del muestreo '8

Segun el parametro que se vaya a determinar, la muestra de agua obtenida debe cumplir
una serie de requisitos. En este apartado se mencionaran aquellos que son de aplicacién a

las muestras objeto de este estudio.

3.1.2.1.- Llenado del frasco: El volumen de llenado es un pardmetro clave a
considerar a la hora de tomar la muestra. En general, se debe dejar al menos un
volumen de aire correspondiente al 1% de la capacidad del recipiente, para permitir la
expansion térmica de la muestra durante el transporte. Sin embargo, algunas
determinaciones requieren de muestras que se hayan tomado rellenando
completamente el volumen del recipiente, sin permitir que se forme ninguna burbuja
de aire. Es el caso de muestras sobre las que vayan a determinarse compuestos
organicos volatiles, ya que estos migrarian preferentemente a la fase gaseosa durante

el transporte.

3.1.2.2.- Empleo de muestras compuestas: La composicion de
muestras puede hacerse de diferentes formas (temporal, a diferente profundidad, en
puntos de muestreo diferentes...). Esto minimiza el numero de analisis a realizar,
aportando una informacién menos pormenorizada de la poblacion estudiada. Debido a
la inestabilidad inherente de ciertas propiedades y/o compuestos, el empleo de
muestras compuestas esta desaconsejado para analisis cuantitativos en casos como:
acidez, alcalinidad, cromo hexavalente, nitritos, COVs y temperatura. Sin embargo,
otros parametros como sulfatos, cianuros o indice de fenol se determinan de forma

rutinaria mediante muestras compuestas.

3.1.2.3.- Filtrado de las muestras: En el caso de que las muestras requieran
ser filtradas, siempre que sea posible es preferible realizar el filtrado en el momento
de la recoleccion. Si esto no es posible, debido a riesgos de contaminacion durante la
manipulacién, el filtrado ha de hacerse en cualquier caso previo a la conservaciéon
acida de las muestras, si es que estas requieren acidificacion. Las muestras para
andlisis cromatogréaficos siempre han de estar limpias de material particulado, una

posterior filtracion en el laboratorio es muy habitual.
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3.2. CONSERVACION DE LAS MUESTRAS DE AGUAS PARA ANALISIS
CROMATOGRAFICOS 920

3.2.1.- Consideraciones generales relativas a la conservacion de las muestras

La conservacion de las muestras supone otra etapa fundamental en el proceso analitico.
Una conservacion inadecuada, bien sea por las condiciones de conservacion (temperatura,
luminosidad, pH...), bien por el tipo de recipiente empleado o bien por los periodos de
almacenamiento; puede dar lugar a alteraciones en la composicién de las muestras. El anexo
A de la norma ISO 5667-3:2012 Técnicas para la conservacion de las muestras incluye la
Tabla Al-Técnicas para la conservacion de muestras. Analisis quimicos y fisico-quimicos
donde se establecen las condiciones que se han de seguir para la conservacion de las

muestras de agua en funcién del parametro a determinar.

Todos los reactivos que se empleen para la conservacion de las muestras deben ser, al
menos, de calidad analitica. En caso de emplear agua, esta debe cumplir al menos los
requerimientos de calidad de grado 2, que se establecen en la Norma 1SO 3696. Cualquier
reactivo que se utilice debe etiquetarse indicando su periodo de validez, que informa sobre el
periodo de tiempo en el que el reactivo se encuentra en condiciones adecuadas para su uso,

siempre y cuando haya estado correctamente conservado.

La eleccion del recipiente que contendra la muestra es muy importante, debe prestarse
especial atencién al material constitutivo de las paredes internas, asi como el de los tapones.
Estos envases han de estar fabricados con un material apropiado que sea capaz de garantizar
que se conserven las propiedades de la muestra y el espectro de contaminantes previsto.
Siempre que sea posible y econdémicamente viable, se debe optar por recipientes

desechables.

3.2.2.- El transporte de las muestras

El transporte de las muestras también es una etapa que debe controlarse dentro del proceso
analitico. Deben considerarse como variables a controlar el tiempo transcurrido entre el
muestreo y el inicio del transporte y la duracién del propio transporte. En ocasiones, es preciso
recurrir a la refrigeracion de las muestras en estas etapas con el fin de poder incrementar el
tiempo disponible entre el muestreo y la recepcion en el laboratorio. Una temperatura de
refrigeracion durante el transporte de (5 £ 3) °C ha demostrado ser adecuada para la mayoria

de los analisis. La evaluacion de estas condiciones de refrigeracion puede llevarse a cabo
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empleando un dispositivo de control de temperatura maxima y minima, situado en el mismo

embalaje que contenga las muestras.

3.2.3.- La identificacién de las muestras

El sistema de etiquetado de las muestras debe resistir el agua, el frio y permitir su uso en el
terreno de toma de muestra. En todo momento, la informaciéon suministrada en el etiquetado

debe ser legible y contener al menos la siguiente informacion:

- Identificacién inequivoca de la muestra (p. ej: nUmero de muestra).
- Fecha, hora y lugar de muestreo.

- Descripcion de la muestra.

- Cualquier informacion relativa a la integridad y manipulacion de la muestra.

3.2.4.- La recepcion de las muestras en el laboratorio

El personal del laboratorio debe verificar la informacion relacionada con la conservacion de
las muestras a su llegada. Se deben contrastar el nimero de envases recibidos frente a lo
especificado en el plan de muestreo. Este proceso cobra especial importancia cuando existe
una cadena de custodia. La cadena de custodia implica una responsabilidad especial sobre
la muestra, donde para garantizar su integridad, todas las etapas en las que esté involucrada

la muestra deben estar documentadas.

3.2.5.- Almacenamiento de las muestras en el laboratorio

La duracion del almacenamiento de las muestras en el laboratorio viene determinada en
gran medida por el analito que vaya a determinarse. Las condiciones de refrigeracion de las
muestras en el laboratorio deber estar comprendidas entre (3 £ 2) °C. Ciertos analitos,

ademas, requieren oscuridad.
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3.3. METODOS DE EXTRACCION EMPLEADOS EN CROMATOGRAFIA

La mayoria de las muestras de agua que se analizan por técnicas instrumentales de
separacion son demasiado complejas (especialmente las aguas residuales), estdn demasiado
diluidas (aguas destinadas al consumo) o son incompatibles con el sistema cromatografico, lo
cual impide su introduccién directa. Estas situaciones requieren por tanto un tratamiento

previo de la muestra, antes de realizar el andlisis.

El tratamiento de muestras demasiado complejas, que habitualmente ademas son
incompatibles con el sistema cromatografico, tiene como principal objetivo la eliminacién de
componentes interferentes. Las interferencias que pueden acompafar a los analitos en las

muestras pueden provocar dos efectos diferentes:

- Aumento de la sefial analitica: con lo que se atribuye una mayor concentracion de

analito de la que existe en realidad (puede dar lugar a la aparicion de falsos positivos).

- Inhibicién de la sefial: se determinan concentraciones inferiores a la real (pueden

producirse falsos negativos).

En muestras muy diluidas, donde los contaminantes estdn en concentraciones inferiores a
las que el método es capaz de determinar, el objeto del tratamiento de muestra es
preconcentrar a los analitos de interés. Tradicionalmente los métodos de preparacién en estos
casos eran lentos y laboriosos, empleaban excesivos volimenes de disolvente, daban lugar
a rendimientos bajos y en general eran procesos poco selectivos. Los métodos automatizados
han hecho posible que estos procesos sean mas reproducibles al introducir menos fuentes de
error, alivian el trabajo y la dedicacion del analista y son mas limpios y econémicos a medio y

largo plazo.

Seguidamente se detallan los métodos de tratamiento de muestra empleados de forma

rutinaria en cromatografia en el laboratorio de andlisis de aguas.

3.3.1.- La extraccién soélido-liqguido (SPE) 2t-22.23

La extraccion solido-liquido se basa en la adsorcion de compuestos organicos de la matriz
por una fase soélida inmovilizada sobre algin soporte. Una vez alcanzado el equilibrio, los

compuestos que han sido adsorbidos se desorben para ser introducidos directamente en el
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sistema cromatografico. En cromatografia de gases, suele emplearse una desorcion térmica
que conduce al analito directamente al inyector de un cromatégrafo. Alternativamente, en
cromatografia liquida, se puede disolver el extracto en un disolvente organico apropiado para
analizarlo posteriormente por HPLC. Siempre que sea posible, se recurre a la propia fase
movil o a alguno de los disolventes que la componen para extraer los analitos adsorbidos

durante la extraccion.

La extraccion solido-liquido, seguida de andlisis cromatografico es adecuada para la
determinacién de sustancias tales como pesticidas, compuestos fendlicos, estrégenos y
antibiéticos entre otros. Segun el analito a determinar, la composicién 6ptima de la fase sélida
extractante puede variar; es conveniente hacer una seleccion adecuada entre las que se
dispongan con el fin de maximizar la eficacia del proceso. Se suele evaluar la idoneidad de la
fase solida a partir del MLOQ y de un estudio de recuperaciones. Los adsorbentes utilizados
suelen comercializarse en forma de cartuchos, se dividen en dos grandes grupos: los de base
polimérica y los de base de silice.

3.3.2.- La microextraccion en fase solida (SPME) 24 2°

Es una técnica de preparacion de muestra que no requiere el empleo de disolventes. Esta
técnica permite incorporar el proceso de tratamiento de la muestra en modalidad on-line,
facilitando asi la labor del analista y minimizando errores. Los compuestos extraidos pueden
ser analizados empleando tanto cromatografia liquida como cromatografia de gases. Algunos
estudios (Bourdat-Deschampsa et al.) > han logrado incorporar este proceso de extraccion a
sistemas de UPLC en tdndem con detectores de espectrometria de masas, minimizando asi
el efecto matriz que presentan las muestras en la determinacion de compuestos
farmacéuticos. El principal desafio que se logra en la extraccién es minimizar los efectos de
matriz observados en la espectrometria de masas, principalmente debido a la supresion
ibnica. Dependiendo del contenido en COD y de su origen, los valores oscilan entre -22% y
+20% y entre -38% Yy -93% de la sefial obtenida sin la matriz, en agua de suelo y en lixiviados
de lodos, respectivamente. Los niveles tan variables de efecto matriz sugieren establecer
limites de contenido en COD por encima de los cuales se requiera que la muestra sea
purificada. Estos valores de corte dependen de los compuestos, con concentraciones de
carbono en agua que varian de 30 a 290 mg/L para antibiéticos hasta 600-6400 mg/L para los
compuestos més apolares. En el mencionado estudio se optimiz6 un procedimiento de
extraccion modificado, rapido, facil, barato, efectivo, resistente y seguro utilizando una

metodologia de disefio experimental, con el fin de purificar muestras con altos contenidos de
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COD. A partir de esta aplicaciéon de la SPME se ha permitido el andlisis de fluoroquinolonas y

tetraciclina.

Los dispositivos empleados en la SPME suelen comercializarse en forma de pequefnas
fibras (Figura 3) cubiertas con una fase que realiza la extraccion, puede estar constituida de

un polimero liquido o un adsorbente solido.

http://www.acenologia.com/cienciaytecnologia/claves quimicas_aroma_cienc1010.htm

http://www.selectscience.net/products/polydimethylsiloxane+divinylbenzene-(pdms-+dvb)-spme-fibers/?prodID=195985

Figura 3. Fibras empleadas en la SPME (fotografia y esquema).

Existen otros compuestos como las microcistinas ?° que pueden determinarse también
utilizando procesos de SPME. En este caso concreto, se ha demostrado que la obtencion de
muestras desaladas es critica para garantizar la robustez del método. La eleccién de la fase
extractante adecuada se realiza mediante disefios experimentales. Los volimenes de muestra
necesarios para los analisis suelen estar comprendidos entre 1y 10 mL. Los analisis de aguas
para la determinacién de microcistinas empleando SPME seguida de analisis por UPLC con
electronebulizacién y deteccidn de masas (triple cuadrupolo) tienen una duraciéon media de 8

minutos, llegando a valores de LOQ de 0,5 ng/L.
Otra de las ventajas que ofrece este sistema de tratamiento de muestra es la posibilidad de

realizar reacciones de derivatizacion in situ. Bafios et al.?’ compararon seis extractantes
clasicos de SPE (silice RP-C18, LiChrolut EN, fullereno Amberlite XAD-2, Cso, Nanotubos de
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carbono multipared y carbono grafitado negro) para estudiar procesos de derivatizacién y
preconcentracién de aldehidos, para su posterior analisis cromatogréafico. La reaccién de
derivatizacion se emplea con frecuencia en analisis quimico y consiste en transformar un
compuesto quimico en un producto que posee una estructura quimica similar. En general, en
la reaccion se aprovecha un grupo funcional especifico del compuesto original para
transformarlo en un derivado que posea una reactividad quimica, solubilidad, punto de
ebullicién, punto de fusién, estado de agregacion o polaridad diferentes a las originales. Estas
nuevas propiedades quimicas se utilizan para la cuantificacion o separacion del compuesto
de partida. Una aplicacion caracteristica de estas reacciones tiene lugar en la determinacion
de &cidos grasos en muestras de aceite empleando GC. Los acidos grasos, dada su estructura
y polaridad, poseen puntos de ebullicion demasiado elevados para ser analizados por GC, por
lo que se recurre a su transformacion en ésteres metilicos mediante una reaccion de
esterificacion de Fischer. Los ésteres, al ser mas volatiles que los compuestos de partida,
pueden ser introducidos con facilidad en un sistema GC. De este modo, cada éster se

relaciona inequivocamente con el acido graso de partida 2 2°,

3.3.3.- La extraccion liguido-liguido (LLE) #°

La LLE es un método muy Util para separar componentes de una mezcla. Su mecanismo de
accion esta basado en la diferencia de solubilidad del analito en dos disolventes diferentes. Al
agitar un compuesto con dos disolventes inmiscibles (en un embudo de extraccion, por
ejemplo), el compuesto se distribuye entre los dos disolventes. Dada una temperatura
concreta, la relacion de concentraciones del compuesto que existe en cada disolvente es

constante, esta constante se denomina coeficiente de distribucion o de reparto (Ecuacion 1).

K _ Conc-disolv.z
distribucion —
Conc-disolv.l

Ecuacion 1. Expresion de la constante de distribucion o reparto.

La operacién de extraccion liquido-liquido puede realizarse en continuo, es decir, el proceso
se lleva a cabo en un sistema cerrado donde el disolvente de extraccion se reutiliza
continuamente. Para ello, se emplea un dispositivo que consta de un matraz al que se le aplica
calefaccion y un refrigerante donde condensan los vapores del disolvente, y que a su vez
contiene la disolucion acuosa a extraer. Al finalizar el proceso, la mayoria del compuesto a
extraer se encuentra en el matraz que alberga al disolvente, producto de extracciones
sucesivas con arrastre del analito hacia el matraz por condensacion. En la Figura 4 se muestra

de forma esquematizada un dispositivo empleado para realizar una LLE en continuo.
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Dean-Stark

calefactor

http://www.ub.edu/talg/sites/default/files/12-12 cas.jpg

Figura 4. Dispositivo de LLE (Dean-Stark).

3.3.4.- Microextraccion liquido-liguido dispersiva (DLLME) 2°

La microextraccion liquido-liquido dispersiva, es una novedosa técnica de extraccion que

consiste en una miniaturizacion de la extraccion liquido-liquido, que fue presentada por

primera vez en el afio 2006. El proceso consta de un sistema ternario de disolventes:

- Muestra acuosa: contiene el/los analito(s) de interés.

- Extractante: disolvente orgénico inmiscible con la matriz donde el analito es més

soluble que en fase acuosa.

- Dispersante: disolvente organico que es miscible con ambas fases (acuosa y

extractante) y que sirve como puente entre ambas.

El procedimiento para realizar una microextraccion es sencillo y consta de las siguientes

etapas:

1) Mezclado de los disolventes extractante y dispersante.
2) Inyeccion rapida con jeringa de la mezcla extractante en el seno de la muestra acuosa.
3) Homogeneizacion de la mezcla (sistema ternario) y formacion de la emulsion.

4) Centrifugacion para la separacion de las fases.
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La eleccion de un disolvente adecuado es un parametro esencial al considerar la eficacia
de la DLLME. El disolvente extractante ha de ser insoluble en agua, tener una elevada afinidad
por los analitos, poseer buen comportamiento cromatografico y ser facilmente dispersado en
la fase acuosa. Habitualmente se utilizan disolventes clorados (diclorometano, cloroformo o
tetracloruro de carbono), asi como otros disolventes no halogenados (isohexano o isobutanol).
Por otro lado, la caracteristica principal que debe tener un buen dispersante es ser soluble
tanto en fase acuosa como en la extractante. Los dispersantes mas usados son: acetona,
acetonitrilo, dimetilformamida, metanol y otros alcoholes de cadena media (propanol o
butanol).

3.3.5.- La extraccion con fluidos supercriticos (SFE) 3t 32

Un fluido supercritico se logra a partir de cualquier sustancia que se somete a una presion
y temperatura superiores a las de su punto critico termodinamico. Posee propiedades
destacables como la de difundirse a través de los so6lidos como si se tratase de un gas, y la
de disolver materiales como lo hace un liquido. La SFE es una técnica de separacion de
sustancias incluidas dentro de una matriz, que se basa fundamentalmente en la capacidad
gue tienen determinados fluidos en estado supercritico de modificar su poder disolvente. Las
principales ventajas que presenta la extraccion con SCF son: rapida y eficaz extraccion,
posibilidad de eleccion de disolventes como H>O y CO,, que no son contaminantes y cuyo
exceso es facil de eliminar. Un fluido supercritico puede separarse del analito disuelto que
contenga simplemente disminuyendo la presion. La recuperacion del analito es sencilla, ya
gue los SCF son gases en condiciones ambientales. El sistema SFE puede actuar de dos

modos:

1.- Extraccion dindmica: el fluido supercritico fresco llega de manera continua a la

muestra y el analito fluye continuamente hacia el recipiente, donde tiene lugar la

despresurizacion (eliminacion del fluido supercritico).

2.- Extraccién estatica: la valvula situada entre la cubeta de extraccion y el restrictor

esta cerrada. La cubeta de extraccién se encuentra presurizada en condiciones

estaticas.

La cromatografia de fluidos supercriticos (SFC) es una modalidad de cromatografia en fase
normal que se utiliza para el analisis de sustancias de bajo a moderado peso molecular. Los
principios son similares a los del HPLC, sin embargo, la SFC tipicamente utiliza CO, como

fase movil. Entre sus principales ventajas destacan:
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- Eliminar la necesidad de utilizar LC en fase normal.

- Difusividades de los solutos de un orden de magnitud superior en comparacion con
las que tienen en los liquidos; las viscosidades de la fase mévil son un orden de
magnitud inferior que las de los disolventes liquidos.

- Suponen un sistema para separaciones hidrofilicas e hidrofébicas en la misma

disolucion.

3.4. TECNICAS CROMATOGRAFICAS UTILIZADAS EN LOS
LABORATORIOS DE ANALISIS DE AGUAS

La cromatografia es una herramienta muy potente empleada en el analisis de muestras de
muy diversa naturaleza. Su principio basico de funcionamiento se basa en la retencién
diferencial de analitos por la fase estacionaria, mientras estos son transportados por una fase
moévil a lo largo de la columna cromatografica (o cualquier otro soporte en caso de no ser
cromatografia en columna). Una clasificacion muy habitual de las técnicas cromatograficas se
puede establecer atendiendo a la naturaleza de la fase movil: cromatografia liquida y
cromatografia de gases. Existen otras modalidades de cromatografia, como la cromatografia
de fluidos supercriticos mencionada en el apartado anterior, que pueden formar otros
subgrupos dentro de esta clasificacion. En este estudio, se va a profundizar en los andlisis
cromatogréaficos de muestras de aguas, estableciendo una clasificacién en funcion del tipo de

cromatografia empleada.

3.4.1.- Cromatografia de gases (GC)

En cromatografia de gases, una fina pelicula de fase estacionaria se encuentra confinada
en la columna. De manera continua durante el andlisis, la fase estacionaria esta en contacto
con una corriente de fase movil que recorre el interior de la columna (gas portador). Existen
dos clases de columnas cromatograficas que se emplean en GC: empaquetadas o de relleno
y tubulares abiertas (capilares). En cuanto a la modalidad de cromatografia de gases, se
tienen dos tipos: cromatografia gas-sélido y cromatografia gas-liquido. Esta division hace
alusion al estado de agregacién de la fase estacionaria (sélido o liquido), el uso de la

cromatografia gas-liquido esta mucho mas extendido en los laboratorios.
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En la Figura 5 se muestra un diagrama de un cromatégrafo de gases. En él aparecen los
componentes basicos que forman estos equipos. La columna en cromatografia de gases
habitualmente esta termostatizada, dando lugar a dos tipos de analisis: isotermo (temperatura
constante en todo el proceso) o en gradiente (programas de temperaturas a lo largo del

analisis). Los dos requisitos fundamentales que han de cumplir los analitos determinados

mediante GC es ser volatiles y térmicamente estables.

Microjeringa
Diviser de flujo T :
’mrli—’i Electrometro
Septum o puentes
Regulador ™.
de flujo =
Regulador r DAC
de presion [
o
(A J Orderador
~/ Rotametro
Columna
Gas portador

Horno termaostatizado

https://es.wikipedia.org/wiki/Cromatograf%C3%ADa_de gases#/media/File:Cromatografo_de gases diagrama.png

Figura 5. Diagrama de las partes que componen un cromatdgrafo de gases.

En la mayoria de los analisis se utiliza GC con empleo de columnas apolares (5% fenil 95%
dimetilarileno siloxano). También destaca el uso de columnas apolares de 95% dimetil 5%
difenil polisiloxano. Las dimensiones de las columnas mas habituales son 30 m x 0,25 mm,

con grosores de pelicula de fase estacionaria de 0,25 uym.

3.4.2.- Cromatografia liquida (LC) 3*

La cromatografia liquida comprende diversas técnicas cromatograficas que tienen en comun
un elemento: la fase movil. La cromatografia de liquidos es una técnica de separacion (ver
Figura 6), al igual que lo es GC, y no debe confundirse con una técnica de andlisis per se. La
variante mas empleada de cromatografia liquida es el High Performance Liquid
Chromatography (HPLC), es un tipo de cromatografia liquida en columna donde la fase movil
se introduce en la columna mediante una bomba que suministra presion al eluyente. En
andlisis de aguas por cromatografia liquida, las dos variedades mas empleadas y por tanto

las que se contemplan en este estudio son HPLC y cromatografia ionica.
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Figura 6. La separacién de analitos durante el proceso cromatogréfico. 3

3.4.2.1.- Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

Existen dos modalidades de HPLC: fase normal (emplea fase movil apolar y fase
estacionaria polar) y fase inversa (fase movil polar y fase estacionaria apolar). La gran mayoria
de los andlisis cromatograficos de muestras de agua se realizan empleando HPLC en fase
inversa, por la variedad de fases estacionarias disponibles, que confieren una elevada

selectividad.

En relacion con la cromatografia de gases, el HPLC presenta algunas ventajas que hacen

que en muchas ocasiones se tenga en cuenta como la opcion preferente, a saber:

- En HPLC tanto la fase movil como la fase estacionaria participan activamente en
la separacion cromatogréafica, mientras que en GC la fase mévil actia Unicamente
como gas portador de los analitos. Por tanto, se posibilitan interacciones mas

selectivas con las moléculas de la muestra.

- En HPLC se utilizan temperaturas mas suaves en el proceso de separacion.

- Lagran variedad de fases estacionarias disponibles en el mercado, con diferentes

empaguetamientos, posibilitan un amplio rango de especificidad.

TRABAJO FIN DE MASTER Pagina 31



METODOS CROMATOGRAFICOS APLICADOS AL ANALISIS DE AGUAS DE CONSUMO Y RESIDUALES

3.4.2.2.- Cromatografiaiénica (IC) *

La cromatografia i6nica es otra modalidad de cromatografia liquida que surgié en el afo

1975 a partir de un intercambiador de iones y una deteccién conductimétrica de aniones y

cationes. Presenta una serie de ventajas en el andlisis de aguas de consumo Yy residuales

frente a los métodos convencionales, como es la determinacién simultanea de cationes de

metales alcalinos y alcalinotérreos y de amonio.

Aunque la separacion mediante intercambiadores de iones es la modalidad mayoritaria en

IC, existen otros métodos como la exclusion de iones (IEC), la cromatografia de

emparejamiento de iones (IPC) y la cromatografia liquida en fase inversa (RPLC) que también

pueden emplearse cuando se trabaja con IC. La Figura 7 muestra las distintas fases

estacionarias empleadas en cromatografia idnica.
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Figura 7. Fases estacionarias empleadas en IC. *
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Entre la amplia variedad de fases estacionarias que pueden utilizarse en analisis de aguas,
es frecuente encontrar polimeros organicos debido a su elevada estabilidad frente a

variaciones bruscas de pH en comparacién con aquellas basadas en materiales de silice.

El eluyente empleado (fase movil) también constituye otro factor importante a tener en
cuenta de cara a la eficacia de la separacion y a la selectividad. Es importante controlar
aspectos como la composicién, concentracion, pH y flujo. Los eluyentes méas habituales
empleados en IC de intercambio de aniones son: NaCOsz, NaHCOs, NaHCO3; + Na>COs
NaOH/KOH y Na»B4O7. Los més tipicos en IC de intercambio de cationes son disoluciones
acuosas diluidas de: HNOs, HCI, acido dipicolinico (4cido piridin-2,6-dicarboxilico o DPA),
acido tartarico y acido oxalico. La selectividad del proceso de separacion puede modificarse
al variar la fase movil y la fase estacionaria empleadas, siempre y cuando sean compatibles
con el sistema de deteccion. El detector de conductividad es el més utilizado en separaciones
de intercambio ionico, siendo valido para cualquier ion que presente un pKa o pKj inferior a 7.
La Figura 8 muestra una clasificacion de los detectores empleados en IC. Por otra parte, la
deteccién UV-VIS es la mas habitual cuando la separacion se lleva a cabo en una columna
RPLC, pero su aplicacion directa es limitada en IC debido a que pocos iones inorganicos
cuentan con grupos cromadforos. Para solventar esa situacion, se desarrollo la deteccion UV-
VIS con reaccién post-columna, que permite una deteccibn mucho mas versatil al contar con

una selectividad y una sensibilidad mejorada para aplicaciones especificas.

La cromatografia idnica es una técnica cromatografica cada vez mas utilizada en los
laboratorios de analisis de aguas debido a las ventajas que presenta respecto a los clasicos

métodos humedos de analisis. Las mas relevantes son:

- Tiempos cortos de andlisis (10 — 15 min).

- Elevada selectividad y sensibilidad incluso en muestras complejas.

- Tratamiento de muestra sencillo (habitualmente basta con filtrar con un tamiz de
0,45 um de poro).

- Posibilidad de separacion y cuantificacion simultdnea de aniones y cationes.

- Empleo de reactivos baratos, seguros y ecoldgicos.
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Figura 8. Clasificacion de los métodos de deteccion utilizados en IC. *
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. TRABAJOS SELECCIONADOS SOBRE METODOS DE
EXTRACCION

4.1.1.- Técnicas de extraccidon utilizadas en determinaciones de compuestos

productores de olor

Callejon y colaboradores *, en una revisiéon del campo realizada en 2016, presentaron los
avances mas recientes en el analisis de compuestos productores de olor. Estos compuestos
generalmente estan relacionados con la actividad de microorganismos, y el olfato humano
posee un umbral muy bajo para la deteccion de estos olores, del orden de ng/L o ug/L
dependiendo de la matriz en la que la molécula esta disuelta y del propio individuo que la
detecta. Concentraciones tan bajas suponen un reto para el andlisis quimico, que debe

ajustarse a las preocupaciones de la industria y del consumidor.

Los procesos de cloracion del agua en ocasiones dan lugar a la formacién de especies
organocloradas como el 2,4,6-tricloroanisol (2,4,6-TCA), por reaccion del cloro activo con la
materia organica presente en el agua durante el tratamiento de la misma o durante su
transporte por la red de distribucion. Otros productores de olor muy frecuentes como la
Geosmina (GSM) o el 2-metilisoborneol (MIB) se producen como metabolitos secundarios de
algunos microorganismos. En la Tabla 7 se presentan las descripciones de olor y los umbrales
sensoriales de algunos productores de olor habituales en agua. Pese a que los niveles de
percepcion de los haloanisoles varian en funcién de la persona y de la concentracion en la

muestra, los umbrales de deteccion estan comprendidos entre 0,03 ng/L y 4 ug/L.

La GSM y el 2-MIB, junto con los haloanisoles, estan considerados como los principales
compuestos responsables del caracteristico olor a “tierra mojada” que puede presentar en

ocasiones el agua de consumo.
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Tabla 7. Descripcion del olor y valores umbrales de deteccion sensorial de compuestos

productores de olor presentes en aguas. *°

Descﬂpc[én del olor ¥ valores sensoriales umbral para compuestos productores de olor.

Compuesto Descripridn del aler Valor umbral
Haloanisoles

2. 4-Dicloroanisol Fancio Dapg/L
2.6-Dicloroanisol Rancio 002u5/L

2.3 4-Tricloroanisol Fancio D2-Ings/L
2.4 6-Tricloroanisol Fancio 0.03-10ng/L
2.53.6-Tricloroanisol Fancio 0.1-Ing/L
Tetracloeroanisol A moho/polvo 4 /L
Pentacloroanisol Eancic-a tierra 4ng/L
Tribromoanisol A moho; Rancio Spe/L

Halofenoles (precursores)

2.4-Dichlorophencl Fendlico no disponible
2.6-Dichlorophencl Fendlico no disponible
2,4.6-Trichlorophenol Fendlico no disponible
Tetraclorofencl Fendlico: Rancio no disponible
Fentaclorofencl Fendlico: Rancio no disponible
Dibremofenol Medicinal 0.3 ng/L

Otros compuestos productores de olor

CGeosmina Alcanfor; Fangoso 4-10ng/L
2-hetilisoborneol A Herra; Fangoso 1-10 ng L
1-Octen-3-ol A setas Ing/L
1-Octen-3-ona A setas 3ng/L
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La cromatografia de gases acoplada a deteccién de masas es la técnica por excelencia para
la determinacion de estos compuestos, que requieren de técnicas con alta selectividad y
sensibilidad que proporcionen identificaciones inequivocas. Debido a que se trabaja a niveles
de traza, la preparacion de la muestra juega un papel esencial en estos andlisis, donde se

requieren extracciones muy eficientes o preconcentraciones.

Los primeros analisis contaban con etapas de preparacion de muestra que consistian en
extracciones con disolvente o destilaciones con arrastre de vapor. Otras técnicas de
tratamiento de muestra incluyen los llamados espacio de cabeza dindAmicos (DHS), tales como
la purga y trampa y la pre-evaporacion. Recientemente se ha aplicado un método de purga 'y
trampa empleando un dispositivo de extraccion en forma de aguja para la determinacion de
productores de olor en agua de grifo. La SPE ha demostrado ser (til en la eliminacion de
interferencias originales de la matriz a la vez que concentran analitos provenientes de
muestras de agua y otras. Recientemente, técnicas como la SPME, la extraccion sobre barra
de agitacion (SBSE) o la microextraccion liquido-liquido (LLME) han sido propuestas para la
determinacion de productores de olor en aguas. La Tabla 8 incluye ejemplos de algunos

estudios.

La SPME es sencilla de automatizar, requiere poco volumen de muestra y emplea tiempos
de extraccién que tipicamente comprenden unos 30 minutos. Existen dos modalidades
principalmente, con inmersioén directa en la muestra (DI-SPME) o con extraccion proveniente
del HS, esta segunda opcion es la mas empleada. La optimizacién de métodos de HS-SPME
requiere la evaluacién de varios parametros como el tipo de fibra, tiempo de extraccion,

temperatura, uso de sales para alterar la fuerza i6nica y la seleccién del patrén interno (1S).

La SBSE tiene un principio de funcionamiento similar a la SPME, con la salvedad de que
esta se produce sobre una barra magnética cubierta de una fase polimérica en constante
agitacion. El proceso de desorcién puede llevarse a cabo tanto por desorcion térmica (TD) en
la entrada del cromatégrafo seguido de un crioenfoque, como por una desorcion liquida (LD)
con disolvente. Los tiempos de extraccion rondan una hora en extracciones con SBSE, sin
embargo, se tiene una mayor variedad de adsorbentes y por tanto una mejora de la
sensibilidad frente a la SPME.
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Tabla 8. Metodologias de microextraccion para el andlisis de compuestos productores de olor en agua. *°

Metodologias de microextraccion de sorcion reportadas para el andlisis de compuestos productores de olor en el agua.

Tiempo de

Detector (modo de

Metodologia Analitos Tipo de fibra extraccion y Adicion de sal Patrén interno .. LOD (ng/L)
ionizacidn)
temperatura
Microextraccion en fase solida (SPME)
HS-SPME-GC-MS 2,4,6-TCA DVB/CAR/PDMS 30 min/50 °C 13\?‘%(): 1(w /) 3-Isobutil-2- Trampa de iones 0.40-0.47
al

HS-SPME-GC-MS IPMP; IBMP; DVB/CAR/PDMS 30 min/65 °C 1 g NaCl No reportado MS-SIM modo (EI) 0.1-73
2-MIB; GSM;
2,4,6-TCA

HS-SPME-GC-MS IPMP; IBMP; DVB/CAR/PDMS 30 min/90 °C 6 g NaCl Naftaleno- MS-SIM modo (EI) 0.25-0.61
2-M1B; GSM; Deuterado
2,4,6-TCA;
2,3,4-TCA;
2,3,6-TCA

HS-SPME-GC-MS IPMP; 2-MIB; GSM; DVB/CAR/PDMS 30 min/65 °C Saturado NaCl IBMP MS-SIM modo (EI) 0.2-0.5
2,4,6-TCA

HS-SPME-GC-MS IPMP; IBMP; DVB/CAR/PDMS 30 min/70 °C 6 g NaCl No reportado MS-Scan modo (EI) <1
2-MIB; 2,4,6-TCA;
2,3,6-TCA; GSM

HS-SPME-GC-ECD 2,4,6-TCA PDMS 30 min/40 °C Saturado No reportado ECD 0.7

NaxSOs
HS-SPME-GC-MS GSM; 2-MIB PDMS/DVB 40 min/70 °C 7 g NaCl 4-D MS-modo Scan 0.42-0.81
Extraccion sobre barra en agitaciéon (SBSE)

SBSE-GC-MS-MS 2,4,6-TCA; TeCA; PDMS 60/R.T. No reportado pu-Hexalactona MS-MS (Cly EI) 0.03-0.7
TBA; 2,4,6-TCP;
TeCP; TBP

D-SBSE-GC-MS 2,4-DCP; 2,4,6-TCP; PDMS 60 min/R.T. No reportado Deuterado MS-SIM modo (EI) 1-2
TeCP; PCA analogo

SBSE-GC-MS GSM; 2M1B PDMS 120 min/R.T. No reportado No reportado Full Scan 1-3

D, derivatizacién; n.i., sin informacion; R.T., temperatura ambiente.
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4.1.2.- Técnicas de extraccion utilizadas en determinaciones de contaminantes

emergentes en matrices acuosas

En un reciente estudio de 2017 *’ se han determinado cinco contaminantes emergentes en
matrices acuosas: 2,4-diclorofenol, 2,4,6-triclorofenol, metilparabeno, triclocarban y 3-(4-
metilbencilideno) alcanfor. Para ello, se recurrio al empleo de técnicas de extraccién basadas
en DLLME. En un principio, se aplico la DLLME normal, y posteriormente se hicieron pruebas
introduciendo variaciones como: DLLME revertida o inversa, procedimientos que incluian la
utilizacion de liquidos idnicos o extracciones asistidas por surfactantes (SA-DLLME). Estas

técnicas pueden aplicarse tal cual o asistidas por vortex o ultrasonidos.

La primera variable a optimizar fue el disolvente empleado para el relleno de los poros de la
membrana, fijando las siguientes condiciones de ensayo: pH, tiempo de extraccion, volumen
de adicion de extractante / dispersante y fuerza i6nica (adicion de sal). Se hicieron pruebas
con tres disolventes para el relleno de poros de la membrana: 1-octanol, tolueno e isocianato,

resultando ser el 1-octanol el que lograba mayor eficiencia en la extraccion.

A continuacion, se llevaron a cabo estudios de optimizacion del pH de la muestra, tiempo
de extraccion y efecto salino. Debido a una baja sensibilidad del detector de DAD para
clorofenoles, el pH 6ptimo resultd ser 4.0. Por otra parte, el tiempo de extraccion que
proporciond mejor resultado fue de 45 minutos. Debido a que la adicion de sal a las muestras
provoca que los analitos sean menos solubles en agua y por tanto migren con mayor facilidad
a la fase organica extractante, se concluyd que una adicién del 30% (m/v) de cloruro sédico

daba lugar a las condiciones Optimas de extraccion.

Por otro lado, una vez fijadas las condiciones de extraccion, se hicieron pruebas para
determinar la combinacion agente extractante / dispersante mas adecuada. Se probd con
tolueno, hexano e isocianato como extractantes, resultando ser el primero el mas adecuado.
Como agente dispersante se seleccioné la acetona. La Figura 9 muestra los resultados de
estas pruebas (Condiciones MMLLE-DLLME: 20 mL de agua ultra pura dopada con 50 pg/L
de cada analito, pH de las muestras de 4,0 unidades, 30% NaCl, 500 pL de
extractante/dispersante (1:10), tiempo de extraccion de 45 min, revestimiento de membrana

con 1-octanol).
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Figura 9. Efecto de la mezcla de disolventes de extraccion/dispersion. *’

La influencia de la proporcién de agente de extraccién / agente dispersante también fue
estudiada. Cuando la proporcién de dispersante es baja (1:4), las microgotas de extracciéon
no se forman de manera eficaz, por lo que el poder de extraccion se ve mermado. Una
proporcion demasiado elevada (1:10) tampoco es adecuada, ya que facilita que los analitos
sean mas solubles en la muestra, lo que también disminuye la eficacia del proceso. Se

determiné que la proporcion 6ptima es de 1:8. Ver Figura 10.
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Figura 10. Efecto de la proporciéon de mezcla de disolvente extractante/dispersante. 3’
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Una vez se estableci6 la proporcion 6ptima de mezcla extractante/dispersante, se determiné
el volumen de mezcla mas adecuado para llevar a cabo la extraccion. El volumen mas
adecuado resulto ser de 50 uL (ver Figura 11).
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Figura 11. Efecto del volumen de mezcla de disolvente extractante/dispersante. 3’

Finalmente, se estudiaron las condiciones méas favorables para la desorcion. Se obtuvo un
tiempo de tratamiento de extractos para la desorcion de 10 min, lo cual resulta compatible con
una frecuencia alta de andlisis en un laboratorio. Las pruebas a diferentes volumenes de
disolvente de desorcion mostraron resultados similares para 100 y 150 yL. Se determiné el

volumen mas bajo como el 6ptimo para el proceso de desorcion.
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4.2. TRABAJOS SELECCIONADOS SOBRE ANALISIS
CROMATOGRAFICOS DE AGUAS

En este epigrafe se introducirdn algunos articulos cientificos de investigaciones recientes
relacionados con el analisis de aguas mediante GC, donde se ilustraran cambios significativos

gue suponen estos avances en los laboratorios de andlisis de aguas.

4.2.1.- Determinacion de pesticidas en aguas residuales

Zhang y colaboradores®® desarrollaron un método de cromatografia de gases acoplado a un
detector de masas hibrido de cuadrupolo — tiempo de vuelo (GC-QTOF MS). Se trata de un
método de screening de residuos de pesticidas en matrices complejas, que puede ser
aplicable a las aguas residuales (de composicion muy variable y compleja habitualmente). Lo
mas relevante del estudio reside en la identificacion y confirmacion de los analitos, que tiene
lugar en tres etapas: deteccion inicial, identificacion preliminar y confirmacion final (estructural)
(ver Figura 12).

Espectro de ___purificado
[ masas l N -
Biblioteca de espectros  Identificacion l
indice de e
[ ataaai A ~— _Pesticida — Modo M5

lon ) ( lon
_diana ) ﬁ cuantificador | - | cuantificador
(a) \ (a) }
1 Confirmacion Precision de la medida de la masa

e e (s | Fragmentos |

E— — Modo
M5/ MS

Precisidn de la medida de la masa

Figura 12. Flujo de trabajo empleado en el andlisis de cribado empleando GC-QTOF MS. *
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La Figura 12 muestra las tres etapas en las que tiene lugar la deteccion, identificacién y
confirmacion de los residuos de pesticidas contenidos en una matriz compleja, empleando
GC-QTOF MS. Esta modalidad de andlisis no determinado permite una multideteccion de
parametros en una sola tanda analitica, convirtiéndose asi en una de las herramientas mas
poderosas para este proposito. No obstante, este método requiere amplias librerias de
espectros que pueden ir alimentandose con el trabajo rutinario del laboratorio, asi como

valores de masas para el sistema MS.

Pese a que el modo TOF-MS se ajusté adecuadamente para alta resolucion, algunos
factores como el tiempo muerto del detector o la abundancia de los iones pueden afectar
decisivamente a la precision de la medida e incluso causar un error en el valor de masa. Estos
factores resultan mas decisivos en las relaciones m/z bajas, debido a efecto matriz y a
coeluciones de otras sustancias. A diferencia del TOF, el QTOF presenta algunas ventajas: la
produccion de iones esta menos perturbada dando como resultado una mejora en la precision

de la masa, en la selectividad de los iones y por tanto en la capacidad de confirmacion.

4.2.2.- Determinacion de farmacos en aguas naturales y aguas residuales.

Un reciente estudio®® realizado en 2016 se ha centrado en la determinacién de residuos de
antibiéticos y otros medicamentos en muestras de agua bruta (rios y lagunas) y agua residual.
Recientemente, ha surgido la necesidad de determinar los residuos de los farmacos debido a
los potenciales efectos que provocan en los ecosistemas y sobre la salud humana.

Para ello, se desarrollé un método que posibilita la determinacién simultanea de 26 analitos
diferentes, con un proceso de SPE off-line seguido de un analisis por on-line SPE-LC-MS/MS.
Se evaluaron también los residuos de farmacos relacionados con la materia en suspension,
para ello, se empled un proceso de tratamiento de muestra adicional basado en la extracciéon
liguida presurizada (PLE) previo al resto de etapas mencionadas anteriormente. El proceso
SPE off-line tiene como objeto purificar los extractos eliminando asi las posibles interferencias,
mientras que el SPE on-line permite preconcentrar los extractos para reducir el volumen de
inyeccién en el LC-MS/MS. Esta combinacion mejora la sensibilidad y el LOQ del método,

ademas de permitir una linea base del cromatograma mas limpia.

Los analitos que figuran en esta investigacion se adjuntan a continuacion en la Figura 13:
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Figura 13. Estructuras, abreviaturas y pesos moleculares de los 26 antibiéticos estudiados. *°
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Los reactivos empleados para estos analisis son de grado analitico o HPLC, y el agua
destilada de calidad ultra-pura. En lo que se refiere a las muestras, fueron tomadas usando
botellas de 2,5 L e inmediatamente tapadas con una tapa forrada de teflon. Una vez en el
laboratorio, las muestras de agua se filtraron directamente utilizando vidrio y filtros de 0,45 ym

de microfibras para separar la fase acuosa de la materia en suspensién.
El proceso de PLE se lleva a cabo en tres etapas:

1) Extraccién con metanol. Se realiza a una temperatura de 80 °C y presion de 120 bar.
Consta de dos ciclos con tiempos de extraccion de 10 minutos cada uno. Se emplea
nitrégeno de alta pureza como gas portador, obteniéndose extractos de 25 mL.

2) Extraccion de las fluoroquinolonas. Se lleva a cabo con metanol/acetonitrilo (0,2 M) y
acido citrico en proporcion 40/40/20 viviv. a pH = 4,5.

3) Extraccion de las tetraciclinas. Se lleva a cabo con metanol/acetonitrilo (0,2 M) y &cido
citrico en proporcion 25/25/50 viviv a pH = 3,0.

Los extractos provenientes de las tres etapas se combinan y se preconcentran previo al
andlisis. Se evaluaron valores de pH de 2.5, 4.0, 5.5 y 7.0 para encontrar el pH 6ptimo de
extraccion. La SPE on-line se lleva a cabo empleando cartuchos de fase inversa C18. La

columna cromatografica utilizada es C18, también fase inversa.
Las condiciones cromatogréaficas de la separacion se detallan a continuacion en la Tabla 9:

Tabla 9. Condiciones cromatogréficas de la separacion. *°

Temperatura 40 °C

Modalidad Gradiente

Composicion delafase A: 0,1% &cido férmico y 0,1% acetato amdnico en agua.

movil B: 0,1% &cido férmico en metanol.
Tiempo de andlisis 25 minutos
Caudal 0,2 mL/min
1) 5% Ay 95 % B durante 5 minutos.
o 2) Aumento progresivo de B hasta llegar a composicion (50 % A y 50
Programa de analisis % B), del minuto 5 al minuto 20.

3) Se revierte la composicion a la inicial y se mantiene durante 6
minutos.
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Las condiciones de trabajo del detector (energia de colisién, potencial de las barras del
cuadrupolo, voltaje del spray, temperatura de vaporizaciéon y temperatura del capilar) se
optimizaron para lograr la identificacion y cuantificacibn de residuos de 26 farmacos

diferentes, entre ellos 18 antibiéticos. Ver Tabla 10.

La linealidad del método se determiné empleando 16 patrones de concentraciones
comprendidas entre 5 — 100.000 ng/L. Los coeficientes de correlacion de los parametros
oscilan entre 0,97 — 1,00. El rango de trabajo para la mayoria de los analitos se encuentra
entre 20 y 2.500 ng/L, lo que pone de manifiesto el amplio intervalo lineal del método. EI LOQ
de todos los compuestos salvo la sulfadazina es inferior a 0,5 ng/L.

Las condiciones Optimas de andlisis fueron validadas analizando extractos de muestras
dopadas con los patrones de trabajo, sobre las matrices de interés (aguas naturales y aguas
residuales).

Tabla 10. Condiciones optimizadas para la deteccién, RT, LOQ de los analitos y de los
patrones internos. *°

Residuo lon padre Fragmentos Energia de Lentesde Voltajedel Temperatura Temperatura RT LoQ LOD
(analite) m/z m/z colision (V) tubo (V) spray (V) devapor (2C) delcapilar(2C)  [min) (ng/L) (ng/L)
AMP 350.0 1059 1139 24 30 108.0 3000 3949 2029 1137 05 0.15
CBZ 2369 1938 1918 19 25 1076 3000 3257 186.0 1148 02 006
C1C 479.1 4620 4438 21 16 95.0 3000 4037 2008 872 02 006
P 3320 3139 2308 36 19 791 3000 3991 278 647 02 006
DAN 3580 3397 3139 23 17 840 3000 3131 2404 665 02 006
DIC 1909 1499 1628 18 16 725 3000 1988 2421 436 05 015
DIF 4000 3819 3559 21 19 98,0 3500 3949 2052 710 02 006
DOX 4450 4279 1538 18 29 943 3000 2793 2333 986 02 006
ENR 360.0 3420 3159 20 18 1103 3500 4006 1995 673 02 006
Ff 3559 3359 185.0 10 20 -1138 4000 3663 1998 696 12 036
GEM 2941 121.1 1200 19 47 -1024 4000 3649 1985 1992 05 015
MON 6933 6753 461.1 35 52 1356 3000 3662 2747 1933 05 015
NOR 3200 3019 2759 20 16 86.0 4000 3572 2327 643 05 015
OfL 3620 3179 2608 17 26 940 3500 3666 266.0 6.19 05 015
ORB 396.0 3519 2049 A4 17 1431 3500 4049 2100 691 05 015
0TC 461.1 4259 4431 19 12 87.0 3000 2525 2658 682 05 015
SBZ 2769 1558 108.0 13 2 71.0 3500 2319 225.1 820 02 006
SDz 2509 1558 108.0 15 22 90.6 5000 1977 2022 481 3 09
SDMX 3109 1559 1080 21 27 87.6 3500 3955 2283 876 02 006
SMZ 2649 1559 1718 15 16 850 5000 3526 2297 566 02 006
SMA 2539 1557 920 16 26 850 5000 3506 2284 703 02 006
SN 1729 1558 108.0 7 15 67.3 3000 2350 2484 278 02 006
S1Z 2559 1559 108.0 14 24 116.0 4500 4005 2324 528 02 006
TC 445.1 4009 4270 18 12 720 4500 2324 2720 608 02 006
TRI 291.0 2299 26009 23 24 121.1 5000 3521 3297 577 02 006
TYL 916.6 1737 73 35 26 1490 4500 4039 2028 1218 02 006
C8zZ-D10 2469 2007 2012 23 20 105 3000 3000 190.0 1132 -
SMA-D4 2579 1595 160.1 16 27 87 5000 3501 2337 686 -
TRED3 2939 1226 123.1 26 24 1241 5000 3421 7 599 -
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El pH final de los extractos supone una influencia importante en la eficiencia de la deteccion
de los parametros cuando se emplea SPE-LC-MS/MS. Esto se puede comprobar de manera

gréafica para los analitos determinados en este estudio al observar la Figura 14.
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Figura 14. Efecto del pH del extracto final en la sensibilidad de la deteccién. *°

Un pH de 2,5 unidades (barra de color rojo) resulté ser el mas adecuado para la mayoria de

los compuestos (24 de los 26 estudiados).
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4.2.3.- Determinacidon de microcistinas en aguas naturales

En un trabajo de 2017 “° se desarrolla un método analitico multirresiduo selectivo basado
en LC-MS/MS para la determinacion de microcistinas (MCs) en agua, dando asi cumplimiento
a la legislacion italiana (coincide con la espafiola, ver Tabla 1), que establece un valor

paramétrico de 1,0 pg/L en agua de consumo.

Las Cianobacterias (microalgas azules y verdes) cuentan con algunas variedades que
pueden producir cianotoxinas. Estas toxinas causan mortandad en animales y dafian la salud
de los seres humanos cuando se encuentran presentes en aguas de consumo. Las MCs son
téxicas por inhalacién, por contacto con la piel y por ingestion; causan irritacion en el tracto
respiratorio, 0jos y piel, asi como dafios hepéticos. Este estudio ha concluido con el desarrollo
de un método selectivo para la determinacion de 12 microcistinas: MC-RR, MC-YR, MC-LR,
MC-LA, MC-LW, MC-LF, MC-LY, D-Asp-MC-RR, D-Asp-MC-LR, MC-WR, MC-HIiIR, MC-HtyR.

Para la puesta a punto del método, se adquirieron patrones comerciales de estos 12 analitos
asi como de nodularin (que se emple6é como patrén interno adicionado directamente a las
muestras, antes de la etapa de tratamiento de muestra). Las disoluciones patron se disolvieron
en 2 mL de metanol y se conservaron a — 18 °C en oscuridad, para minimizar la degradacion
de los analitos. Las disoluciones de trabajo de los patrones y del IS fueron preparadas a través
de dilucion de las disoluciones patrén con fase movil, alcanzando concentraciones finales de

1 ug/mL y 5 uyg/mL respectivamente.

El muestreo se llevd a cabo en el Lago Occhito (provincial de Foggia, Italia) entre los meses

de enero de 2010 y mayo 2011. Los puntos de muestreo seleccionados fueron los siguientes:

1) Entrada del rio al embalse, profundidad 1 m. 5) Zona central del embalse, profundidad 24 m.
2) Préximo a la presa, profundidad 34 m. 6) Zona central del embalse, profundidad 12 m.
3) Proximo a la presa, profundidad 16 m. 7) Zona central del embalse, profundidad 1 m.

4) Proximo a la presa, profundidad 1 m.

Las muestras se conservaron a — 18 °C y fueron analizadas tras el ciclo de

congelacién/descongelacion.

El proceso de tratamiento de muestra esta basado en una SPE. Para ello, se toman 250 mL
de muestra descongelada, se transfieren a botellas de vidrio y se adiciona IS hasta tener una
concentracion tedrica final de 1,0 pg/L. A continuacion, se filtran las muestras con un filtro de
papel redondo de 125 mm de didmetro y acto seguido se transfieren a los cartuchos de

extraccion. Todas las muestras se tratan con Na.S,Os para evitar la oxidacion del IS. Las MCs
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se eluyen con 1 mL de metanol seguido de 6 mL de diclorometano/metanol (80:20 v/v) que
contiene &cido trifluoracético 10 mM. Los extractos se evaporan hasta un volumen final de 50
ML empleando un concentrador de corriente de nitrégeno. Finalmente, se reconstituyen los
extractos con 1 mL de agua/acetonitrilo (70:30 v/v), y de estos se inyectan 50 uL en la columna
de LC.

El andlisis cromatografico se realiz6 empleando una columna C18 termostatizada a 40 °C.
El médulo de HPLC cuenta con una interfaz de Spray Turbo lon que conecta la columna con
el espectrémetro de masas de triple cuadrupolo (3Q-MS) API 3000, que opera en modo fuente
de iones electrospray en modo positivo. La fase movil estd compuesta de acetonitrilo (A) y
agua (B), ambas contienen 10 mM de acido formico. El flujo programado para la separacion
es de 0,2 mL/min. El detector opera en modo control de reaccion seleccionado (SRM) para
efectuar la cuantificacién de dos transiciones SRM por cada analito.

La cuantificacion en LC-MS/MS se realiza a partir del area del pico cromatogréfico de cada
analito, seleccionando aquella transicién que presente una mayor intensidad sefial-ruido
relacionada con el area del IS. La ratio (area del analito/area del IS) se emplea para efectuar
la curva de calibrado. Se evaluaron LODs a partir del nivel mas bajo de calibracién,

obteniéndose recuperaciones comprendidas entre 70 — 120 % con RSD < 20 %.

El protocolo de validacién del método incluye la evaluacién de veracidad, precision y LODs
(comprendidos entre 0,003 — 0,030 pg/L para todos los analitos); mediante pruebas de
repetibilidad y precisién intermedia (diferentes dias con distintos operadores). También se
realizaron estudios de selectividad, efecto matriz, linealidad y estabilidad. Para la construccion
del calibrado, se forz6 la ordenada en el origen a partir de los resultados provenientes del
analisis de tres muestras de blanco. Mediante la utilizacion del método ANOVA de un factor,
se determiné que no existe efecto matriz con una significacion de a = 0,05; para ello, se
analizaron tres réplicas de cada matriz con la precisién requerida a una concentracion de 1/10
veces el valor paramétrico (0,10 ug/L). El estudio de sensibilidad y linealidad se llevé a cabo
a partir de agua desionizada dopada a niveles de 0,10; 0,5; 1,0 y 2,5 ug/L. Los coeficientes
de correlacién obtenidos en el ajuste instrumental estdn comprendidos entre 0,9925 — 0,9998,
gue ponen de manifiesto una excelente linealidad. El patrén interno empleado (nodularin), se
emple6 como parametro de control de calidad durante los ensayos, proporcionando una
robustez al protocolo mencionado de 82 + 12 % en un total de 69 muestras analizadas. Por
tanto, la veracidad declarada en la validacion del método es de 74 — 110 %, con una

reproducibilidad inferior al 19 % en el rango de concentraciones de 0,025 — 0,1 pg/L).
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4.2.4.- Determinacion de nitratos vy nitritos en aguas naturales y de consumo

Kodamatani y colaboradores “* desarrollaron un método analitico para la determinacién
simultanea de ion nitrato (NO3") e ion nitrito (NO2") en muestras de agua (rio, embalse, lluvia,
grifo y agua mineral embotellada). El método se basa en una separacion por intercambio
ibnico, seguido de una reaccion fotoquimica post-columnay una deteccion quimioluminiscente

con luminol.

Los iones nitrato y nitrito son importantes indicadores de calidad de las aguas, ya que
elevadas cantidades de estas especies pueden ser toxicas y dar lugar a fendmenos de
eutrofizacion. Existen multitud de métodos analiticos para realizar la determinacién de estos
iones, que incluyen la cromatografia idnica entre otros. La determinacion selectiva de nitrito
por el método de Griess es la mas famosa, esta basada en una reaccion de diazotazién con
un grupo amino aromético seguido de un acoplamiento para formar asi un colorante azoico.
A partir de este, se pueden realizar detecciones colorimétricas, fluorimétricas, electroquimicas
y quimioluminiscentes. Entre todas las alternativas mencionadas, los métodos luminiscentes
son los mas indicados debido a su selectividad y sensibilidad. Uno de los mas efectivos es un
método quimioluminiscente en fase gaseosa basado en la reduccion del nitrito en 6xido nitrico
(NO), el cual produce quimioluminiscencia al reaccionar con ozono. Para poder realizar la
determinacion del ion nitrato, se requiere una etapa de reduccion previa para transformarlo en
nitrito. Las formas mas habituales de hacerlo son empleando una foto-reduccién que utiliza
una lampara de vapor de mercurio a baja presion o bien haciendo pasar a la disolucién a
través de una columna dopada con cobre y cadmio. Sin embargo, se ha encontrado que existe
una manera mas sencilla de llegar a la deteccion quimioluminiscente a través de una reaccion
entre peroxinitrito y luminol, la cual puede producirse a partir de nitrato y nitrito con empleo de

radiacion UV, lo que simplifica radicalmente el sistema de deteccion.

Se trata del método mas simple y mas sensible para la determinacion de estos dos

parametros que se ha reportado hasta el momento.
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La Figura 15 muestra un esquema de las partes del cromatégrafo ibnico utilizado.

I PR

ctuyente —{ PL{T-=ST NS
Disolucidn P l
de Luminol

Desecho

Diagrama esquematico del cromatdgrafo ionico utilizado. P - bomba; | -
inyector (100 L); C - columna de intercambio anionico; PR - reactor
fotoguimico; D - detector gquimicluminiscente; PMT - tubo fotomultiplicador;
DT - procesador de datos.

Figura 15. Esquema de un sistema de IC utilizado para determinar NOs"y NO, en agua. **

Para optimizar las condiciones experimentales se realizaron varios experimentos utilizando
el sistema de andlisis por inyeccién en flujo (FIA). Para lograr una sensibilidad elevada, se
optimizaron parametros de la reaccion fotoquimica y quimioluminiscente. El efecto que
produce el tiempo de irradiacion con UV sobre la intensidad de la quimioluminiscencia se
muestra en la Figura 16. Se comprobd experimentalmente que la altura de los picos del
cromatograma correspondientes al nitrato y al nitrito aumentaban hasta los 30 s de irradiacion,
y luego disminuian. En base a esta observacion, se fija en 30 s el tiempo de irradiacion con
UVv.

El efecto que produce el pH del eluyente también fue objeto de optimizacién. La Figura 17
muestra como varia la intensidad quimioluminiscente de los analitos de interés en funcion del
pH. Se observé que la intensidad aumentaba hasta llegar a un valor de pH 12, sin embargo,
también aumentaba el ruido de fondo. Dado que un pH elevado dafia la columnay que el ruido

de fondo se mantiene constante hasta pH 10, se toma este valor de pH como 6éptimo.

También se estudié la influencia de la concentracion del tampén borato, en un rango de 0 —
100 mM. Las alturas de pico y el ruido de fondo se mantienen constantes hasta 20 mM, donde
aumentan ligeramente para posteriormente disminuir. Se toma el valor de 20 mM como

concentracion optima.
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Figura 16. Efecto del tiempo
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Efecto del tiempo de radiacion UV sobre la intensidad de la
reaccion quimiocluminiscente. Muestra: nitrito (@), 1.0 JM;
nitrato (O}, 1.0 UM. Ruido de fondo (4). Condiciones:
eluyente, 20 mM de disolucién tampdn de borato - metanol

(98:2, v/v, pH 10.0); flujo: 1.0mL/min.
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Efecto del pH sobre la intensidad de la reaccion quimicluminiscente.
Muestra: nitrito (@), 1.0 gM; nitrato (O) 1.0 pM. Ruido de fondo (4).
Condiciones: eluyente, 20 mM de disolucion tampon de borato -
metanol (98:2, v/v, pH 10.0); flujo: 1.0mL/min.
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Para seguir mejorando la sensibilidad del método, se hicieron pruebas con varios
modificadores adicionados al eluyente. Cuando se afiadié metanol, se observé que las alturas
de pico del nitrato y del nitrito aumentaron en comparacién a las obtenidas cuando se utilizaba
Unicamente el tampodn. Esto es debido a la tendencia que tiene el metanol de formar radicales
en reacciones fotoquimicas, estas especies favorecen la reaccién fotoquimica del nitrato y del
nitrito. También se realizaron pruebas con acetona, la cual produjo un significativo
decaimiento en la intensidad quimioluminiscente de analitos y ruido de fondo. Este
comportamiento de bloqueo de la reaccién fotoquimica se atribuye a la banda de absorcion
gue presenta la acetona en torno a los 300 nm. Por ultimo, se hicieron pruebas con acetonitrilo,
que resulté disminuir la sefial del nitrato y del nitrito sin disminuir la proporcionada por el ruido
de fondo. Este comportamiento no tiene una justificacion evidente en la actualidad. Por lo
mencionado anteriormente, se decidid emplear metanol al 2% como modificador de la fase

movil. Ver Figura 18.
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Efecto del modificador organico sobre la intensidad de la reaccion
guimioluminiscente. Condiciones: eluyente, 10 mM de disolucidn
tampon de borato (pH 10.0) - disolvente organico; flujo del eluyente,

1.0 mL/min. Muestra: nitrito (Il), 1.0 M; nitrato ((J), 1.0 M. Ruido de

fondo (A&). (a) disolucion tampédn, (b) 2% metanol; (c) 10 % metanol;
(d) 2% acetona; (e) 2% acetonitrilo.

Figura 18. Efecto del modificador sobre la intensidad de la quimioluminiscencia de los

analitos y del ruido de fondo. *
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Finalmente, se optimizé el valor de la velocidad de flujo. Para ello, se hicieron pruebas en
el intervalo de 0,5 — 2,0 mL/min. Las alturas de pico aumentaron progresivamente al
incrementar el flujo, hasta llegar a un valor de 1,5 mL/min. Por tanto, se utiliz6 este valor de

velocidad de flujo para este trabajo.

En estas determinaciones, se logré una separacion efectiva en el cromatograma de los picos
del nitrato y del nitrito, con un tiempo de analisis de 8 minutos. El comportamiento del método
ha demostrado ser lineal para el nitrito y el nitrato en el intervalo de concentraciones de
2,0-10°-2,5-10°My 2,0-108-2.5-10"° M respectivamente. Los coeficientes de determinacion
de las curvas de calibrado fueron en ambos casos de r?> = 0,9999. Los LODs se calcularon a
partir de la sefial de la linea base, obteniéndose: LOD (NO2): 2,0 nMy LOD (NOs37): 10 nM.
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

e Técnicas de extraccion utilizadas en determinaciones de compuestos

productores de olor

(Corresponde a la seccion 4.1.1)

Las determinaciones de compuestos volatiles y semivolatiles no suelen resultar sencillas ya
gue hay que tomar muchas precauciones a la hora de manipular las muestras para evitar
contaminaciones procedentes del laboratorio, como perfumes u otros productos de higiene
personal. Ademas, se deben tomar precauciones para evitar pérdidas de analito durante el
muestreo y el analisis, especialmente en etapas de preconcentracion que impliquen

eliminacion de disolvente.

Ademas de las técnicas de extraccion en fase sdlida reflejadas en la Tabla 8, en este estudio
se mencionan técnicas de LLE. La DLLME proporciona factores de enriquecimiento elevados
en un corto espacio de tiempo, con bajo consumo de disolvente y es totalmente compatible
con separaciones en GC. Se han reportado métodos de andlisis de clorofenoles en agua
empleando DLLME combinado con cromatografia de gases con deteccion de captura
electronica (GC-ECD), con LOD comprendidos entre 0,010 — 2.0 ug/L. La microextraccién por
emulsificacion asistida por ultrasonidos (USA-EME) se fundamenta en un aumento de la
capacidad de extraccion de la fase organica al generarse una emulsion (aumento de la
superficie de contacto). Empleando esta técnica se ha logrado determinar 2,4,6-TCA en aguas
mediante GC-MS/MS con valores de LOD realmente bajos (0,6 — 0,7 ng/L). Finalmente, se
menciona otra técnica de extraccion, la microextraccion por gota Unica (SDME), donde la
microextraccion y la preconcentracion tienen lugar en la misma etapa. Se han realizado
determinaciones de GSM y MIB mediante HS-SDME en agua de grifo a muy bajos niveles de
concentracion. Algunas modificaciones propuestas al sistema de DLLME normal incluyen el
empleo de disolventes de baja densidad o liquidos i6nicos, mas respetuosos con el medio

ambiente.

Los detectores empleados en estos andlisis son variados, siendo los mas comunes los de
espectrometria de masas. Otros detectores habituales son el ECD y el AED. Recientemente,
se ha comenzado a utilizar la cromatografia multidimensional para estos analisis (MDGC),
resolviendo los problemas de coelucion de la cromatografia clasica monodimensional. En lo
que respecta a la espectrometria de masas, los detectores utilizados para la determinacion
de productores de olor comprenden desde el simple cuadrupolo trabajando en modo SIM

hasta aquellos con una alta sensibilidad como los 3Q-MS/MS.
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e Técnicas de extraccion utilizadas en determinaciones de contaminantes

emergentes en matrices acuosas

(Corresponde a la seccion 4.1.2)

La técnica de extraccion HF-DLLME acoplada a un sistema de separacion/deteccion LC-
DAD ha resultado ser adecuada para la determinacion de al menos cinco contaminantes
emergentes, con resultados de exactitud y precisidn satisfactorios. Las pruebas de veracidad
generaron intervalos de recuperaciones comprendidos entre 78 y 135 %, con valores de RSD
inferiores a 18% en todos los casos. Los LOD de estos cinco pardmetros evaluados estan
comprendidos entre 0,9y 3,0 ug/L, que resultan ser hasta 15 veces menores que los obtenidos
por otros métodos de referencia encontrados en la bibliografia. Los LOQ obtenidos son de 2,5
a 10 yg/L, lo que supone otra cualidad resefiable del método analitico desarrollado. Ademas,
el método resultdé ser econdmico, respetuoso con el medio ambiente (requiere pequefios
volumenes de disolvente para llevar a cabo los procesos de extraccion) y relativamente rapido
comparado con otros métodos de referencia encontrados en la bibliografia. Otro aspecto
interesante a destacar es que se eliminan todo tipo de problemas de carryover
(contaminaciones por arrastre) al no reutilizarse membranas. Todas estas caracteristicas

hacen del método una alternativa interesante para los laboratorios.

e Determinacion de pesticidas en aguas residuales

(Corresponde a la seccion 4.2.1)

Debido a la sensibilidad tan pobre que ofrece el cuadrupolo en MS y la baja selectividad de
la trampa de iones en MS en modo “full scan”, su aplicacion para determinar residuos de
pesticidas en matrices complejas es limitada. Sin embargo, la espectrometria de masas
empleando cuadrupolo con tiempo de vuelo (QTOF MS), con las modalidades de MS y MS/MS
es la opcibn mas recomendable en muestras complejas. Con esta modalidad de
espectrometria de masas, se garantiza un alto poder de resolucion, estrechandose asi las
ventanas de masa. Como consecuencia, se disminuye el ruido de fondo de los cromatogramas
incrementandose asi la selectividad y la sensibilidad. Finalmente, cabe destacar que el
sistema MS/MS es capaz de producir la disociacion de multiples iones precursores en un Gnico

ciclo de andlisis.
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e Determinaciéon de farmacos en aquas naturales y aguas residuales

(Corresponde a la seccion 4.2.2)

Los principales parametros que afectan a la deteccion de 26 residuos de medicamentos (de
uso animal y humano) se han optimizado utilizando una combinacion de procedimientos SPE
“off line” y SPE-LC-MS/MS “on line”. El enfoque de utilizar la SPE previamente, para a
continuacion cuantificar por SPE-LC-MS/MS, permite tanto concentrar el extracto como
eliminar las posibles interferencias que acompafian a la muestra. La linea base del
cromatograma y la sensibilidad del método se ven claramente beneficiadas, obteniéndose asi
bajos LOQ. Cabe destacar la influencia del pH en la sensibilidad de la deteccién, que esta
condicionada por las propiedades anféteras de cada compuesto. Esto esta justificado a partir
de los valores de pKa de muchos de los farmacos estudiados, ya que muchos de ellos
muestran solubilidades muy bajas en agua a pH comprendido entre 6 — 8. Se comportan en
ocasiones como acidos débiles y forman sales en medios fuertemente acidos o basicos. Por

ello, el pH de los extractos se fij6 en 2,5 unidades.

El monitoreo de los contaminantes emergentes no estd todavia bien establecido, y
actualmente se estan realizando numerosos estudios sobre el comportamiento de estas
sustancias en el medioambiente, asi como sus capacidades de movilidad y dispersion en el
medio acuatico. En muchas de las muestras analizadas se detectaron niveles de
contaminacién considerables, poniendo de manifiesto que los procesos actuales de

depuracion son ineficaces a la hora de eliminar estos contaminantes de las aguas.

¢ Determinacidn de microcistinas en aguas naturales

(Corresponde a la seccién 4.2.3)

Esta investigacion ha concluido con la puesta a punto de un método cuantitativo de analisis
multirresiduo de microcistinas en aguas destinadas al consumo humano. Italia y otros paises
de la Unién Europea han propuesto un valor paramétrico de MCs en agua a partir de la suma
de todas las MCs cuantificables, permaneciendo a la espera de que la OMS establezca dicho
valor a partir de investigaciones toxicolégicas. Este estudio sirve de base para futuras
investigaciones en el &mbito de la ecologia que basen sus analisis en un método selectivo
multirresiduo LC-MS/MS como el que se ha mencionado. El empleo de nodularin como patrén
interno (subrogado) permite determinar las pérdidas de analito durante todo el proceso de
tratamiento de muestra y analisis cromatografico, sirviendo ademéas de base para el calculo

de parametros de validacion como son la veracidad y la robustez del método analitico.
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e Determinacion de nitratos y nitritos en aguas naturales y de consumo

(Corresponde a la seccion 4.2.4)

Para llevar a cabo la validacion del método, se emplearon otros métodos de referencia para
llevar a cabo una comparacion. Para el nitrito se emple6 el método de Griess, y para el nitrato
se hizo una comparacion con deteccién por IC-conductividad. En general, la concentracion de
nitrito en aguas naturales es dos o tres 6rdenes de magnitud inferior a la de nitrato, por lo que
la deteccion simultanea con métodos convencionales no es adecuada. En el método
propuesto en este estudio, la sensibilidad del nitrito es 10 veces superior a la del nitrato, con
intervalos lineales de tres érdenes de magnitud; siendo por tanto posible llevar a cabo una
deteccion simultanea de manera eficaz. El fundamento de este método se basa en la reaccion
fotoquimica on-line del nitrato y del nitrito con transformacion en peroxinitrito, para acto

seguido dar lugar a la reaccién quimioluminiscente entre el luminol y el perdxido formado.

El futuro de las técnicas cromatograficas en los laboratorios de analisis de aguas esta
garantizado. La tendencia actual es que la cromatografia vaya acaparando un mayor nimero
de andlisis cada vez, debido entre otras cosas a la capacidad que posee para realizar
determinaciones multiples. Este hecho se pone claramente de manifiesto a través de la
cromatografia iénica, que agrupa en una sola técnica la determinacion de muchos iones que

tradicionalmente se identificaban por métodos diferentes.
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6. CONCLUSIONES

Los objetivos propuestos al inicio de este trabajo (ver secciébn 2) se han cubierto
satisfactoriamente a lo largo del documento. El muestreo, los métodos de extraccion y el
propio analisis cromatogréafico se han tratado desde un punto de vista tanto teérico como
practico, manteniendo en todo momento un contexto de andlisis de muestras de agua de

consumo y residuales.

Un hecho fundamental que ha impulsado el desarrollo de las técnicas cromatogréficas, y
mas concretamente la creaciéon de nuevos métodos cromatograficos aplicados al analisis de
aguas, es el intervalo de concentraciones en el que suelen aparecer determinados
compuestos. Los métodos clasicos de andlisis quimico carecen de la sensibilidad vy
selectividad necesarias para dar cumplimiento a las exigencias contempladas en la legislacion
de aguas. Las concentraciones maximas admisibles de ciertos compuestos en agua, tales
como los pesticidas o los productores de olor, son tan bajas que resultan indetectables para
la mayoria de las técnicas analiticas de rutina de un laboratorio. Los avances que
experimentan las técnicas cromatogréaficas y los sistemas de deteccion acoplados a estas

redundan en un mayor control analitico de las aguas, exigido siempre por la administracion.

Los métodos de extraccion suponen una herramienta esencial en el andlisis cromatogréfico
de muestras de agua. La presencia de interferentes (especialmente en aguas residuales) asi
como el contenido tan escaso de analito en la muestra hacen que la etapa de tratamiento de
muestra sea practicamente imprescindible. EI empleo de métodos clasicos de extraccion
como LLE y SPE presentan algunas desventajas como son la utilizacién de grandes
volumenes de disolvente, frecuentemente toxicos; ademas, resultan ser procesos lentos.

Otros métodos de extraccion mas modernos como la DLLME se detallan en este estudio.

Las lineas de investigacion en cromatografia aplicada al andlisis de aguas se dividen en dos
grandes vertientes: las que persiguen perfeccionar métodos existentes (H. Kodamatani et al.)**
y aquellas que buscan desarrollar métodos nuevos (I. Tlili et al.)*. Existen algunas formas
mas complejas de aplicar la cromatografia, como es la cromatografia bidimensional, que
todavia no se han implantado en los laboratorios que realizan analisis de aguas de rutina. El
empleo de estos métodos ofrece una capacidad de separacién muy superior, sin embargo, es
posible que actualmente no resulten viables para realizar andlisis de un gran volumen de

muestras.
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