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RESUMEN

El lago Ypacarai es un valioso recurso hidrico del Paraguay, es el lago méas grande del
pais y es conocido internacionalmente a través de la musica y el turismo. El gran
crecimiento demografico y las actividades antropogenicas desarrolladas en su cuenca
han causado su contaminacion y degradacion ambiental en los ultimos afios. El
objetivo de este trabajo fue desarrollar y validar un método para la determinacién de
di(2-etilhexil) adipato (DEHA) en sus aguas superficiales. Dentro de la metodologia
analitica se utilizd la técnica de microextraccion liquido-liquido dispersiva (DLLME)
optimizada mediante un disefio experimental multivariante. La validacion del método
analitico se realiz6 evaluando cada una de las caracteristicas de desempefio siguiendo
los lineamientos de la guia EURACHEM/CITAC 2014. La metodologia desarrollada
optimizada y validada se aplicé correctamente a la determinacién de DEHA en las
aguas del lago Ypacarai. Los limites de deteccion LOD y cuantificacion LOQ fueron
0,004 mg.L! y 0,014 mg.L? respectivamente. La precision del método evaluada
mediante la repetibilidad y precision intermedia fue de 2,37 % y 3,78 % y una
recuperacion 87,14 % al LOQ y 97,62 % a 0,3 mg.L ™. Los resultados comprueban la
presencia de este contaminante en concentraciones entre 0,028 mg.L™ y 0,603 mg.L™.
El método analitico fue desarrollado, optimizado y validado con éxito y posibilité la
correcta cuantificacion del compuesto DEHA en aguas superficiales del lago Ypacarai.

Palabras clave: di(2-etilhexil) adipato, aguas superficiales, microextraccion liquido-
liquido dispersiva, disefio experimental multivariante.



DEVELOPMENT AND VALIDATION OF AN ANALYTICAL METHOD FOR
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SUMMARY

The Ypacarai lake is a valuable water resource of Paraguay, it is the largest lake in the
country and is known internationally through the music and tourism. The great
demographic growth and anthropogenic activities developed in its basin have caused
its contamination and environmental degradation in recent years. The objective of this
work was to develop and validate a method for the determination of di (2-ethylhexyl)
adipate (DEHA) in its surface waters. The liquid-liquid dispersive microextraction
technique (DLLME) optimized by means of a multivariate experimental design was
used within the analytical methodology. The validation of the analytical method was
carried out an evaluation of each of the characteristics of a performance following the
guidelines of the EURACHEM / CITAC 2014 guide. The developed, optimized and
validated methodology also applies to the determination of DEHA in the waters of
Ypacarai lake. The limit of detection LOD and limit of quantification LOQ were 0.004
mg.L™? and 0.014 mg.L? respectively. The precision of the method evaluated by
repeatability and intermediate precision was 2.37% and 3.78% and 87.14% of recovery
at LOQ level and 97.62% at 0.3 mg.L™. The results include the presence of this
contaminant in them between 0.028 mg.L* and 0.603 mg.L™. The analytical method
was successfully developed, optimized and validated and enabled the correct
quantification of the DEHA compound in the surface waters of Ypacarai lake.

Keywords: di (2-ethylhexyl) adipate, surface water, liquid-liquid dispersive
microextraction, multivariate experimental design.
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1. INTRODUCCION

La actividad antropogénica sobre todo en regiones altamente pobladas y
ubicadas en las cuencas de lagos o rios causa la contaminacion de las aguas, sobre todo
por la mala o inadecuada eliminacion de liquidos residuales o efluentes industriales,

basura doméstica, etc. e incluso el trasporte a traves aire.

Los cauces hidricos como el lago Ypacarai sufren de manera mas acentuada la
contaminacion sobre todo por tener afluentes como el arroyo Yukyry o el arroyo
Pirayu que provienen de zonas urbanisticas, industriales y rurales de los departamentos
Central, Cordillera y Paraguari, por lo que es importante el monitoreo constante de
manera a identificar la presencia sobre todo moléculas que pueden ser considerados

contaminantes emergentes.

La presencia de contaminantes emergentes puede no ser significativa en cuanto
a la distribucién o concentracion, por lo cual suelen pasar desapercibidos y la baja
concentracion dificulta su determinacion, por lo que requieren de metodologias
analiticas que demuestren el cumplimiento de todos los requisitos para su uso
especifico. Para demostrar el cumplimiento de los requisitos, los laboratorios que
deben validar sus métodos analiticos ya sean propios o0 que obren en fuentes
bibliograficas, a través del disefio de experimento que permitan evaluar las

caracteristicas técnicas del método. Esto permite reportar resultados confiables.

En este trabajo se ha desarrollado y validado una metodologia analitica para la
determinacion y cuantificacion del compuesto denominado bis(2-etilhexil) adipato
(DEHA) en aguas superficiales, la misma ha sido utilizada para realizar un estudio
sobre la situacién del lago Ypacarai en relacion con la presencia de estos compuestos

en sus aguas. Se aplico la técnica de microextraccion liquido-liquido dispersiva para



la extraccion del analito, previamente optimizada mediante un disefio experimental
multivariante. La ventaja de las técnicas de microextraccion es el uso reducido de

disolventes, la practicidad y rapidez del proceso de extraccion.

El desarrollo y validacion del método analitico, sirve para recabar informacion
con rigor cientifico sobre la presencia y cantidad de este compuesto, provenientes de
las diversas actividades antropogénicas que se encuentran actualmente contaminando
el lago, la metodologia podra ser utilizada en otros estudios similares y ser aplicada

para el estudio de la situacion de otros cursos hidricos.

1.1. Planteamiento del problema

El lago Ypacarai es un cause hidrico situado entre los departamentos Central,
Cordillera y Paraguari, de donde provienen sus principales tributarios que son los
arroyos Yukyry y PirayQ. Es una regién densamente poblada por lo que el mismo se
encuentra expuesto a la contaminacion por vertidos de aguas residuales domésticas,

efluentes industriales y lixiviados agricolas entre otros.

Estudios preliminares realizados en muestras del lago, confirman la presencia
del compuesto di(2-etilhexil) adipato en las aguas superficiales y en base a la escasa
bibliografia cientifica disponible al respecto, surge la necesidad de abordar el tema de

manera cientifica.

En el presente trabajo se plantea un método analitico desarrollado y validado
mediante la evaluacion de sus caracteristicas de desempefio y la aplicacion de una
técnica de microextraccion optimizada mediante un disefio experimental, con el
objetivo de obtener informacion certera y confiable sobre los niveles presentes del

compuesto en sus aguas.

La informacion obtenida contribuye al crecimiento de la literatura cientifica

existente sobre la presencia de contaminantes especificos derivados de la actividad



antropogénica de poblacion aledafia, asi como la aplicacion de técnicas de

microextraccion para el analisis de contaminantes en matrices ambientales.

1.2.  Justificacién

Son necesarios el desarrollo y validacion de métodos analiticos, selectivos,
especificos y sensibles, que sobre todo sean sencillos y de bajo coste para la

determinacion de compuestos plastificantes en agua.

Si bien existen metodologias analiticas normalizadas, es deseable el desarrollo
y validacion de técnicas cada vez mas actualizadas, modernas, amigables con el medio
ambiente, que utilicen métodos de extraccion que minimicen la cantidad de
disolventes, que sean rapidos, sencillos y en lo que se pueda de bajo costo. EI método
desarrollado y validado en el presente trabajo cumple con las caracteristicas

mencionadas.

Cabe resaltar que no se encontraron articulos cientificos en los que se hayan
estudiado este compuesto u otros similares como contaminantes en lago, lo cual hace
que se desconozca la situacion en la que se pueda encontrar el Lago Ypacarai y si las
cantidades presentes pudieran superar los limites permitidos por la legislacion vigente

para este tipo de sitios hidrogréaficos.

El trabajo ademas servira para sentar un precedente, generar datos e
informacidn cientifica estadisticamente validados, que podria ser util para la toma de
decisiones de los organismos reguladores o controladores, implementar acciones
correctivas o paliativas concernientes a la problematica ambiental que se genera y
servir como antecedente para futuras investigaciones, que promuevan la preservacion

de los cauces hidricos naturales del pais.

Por otro lado, la metodologia podra ser utilizada en otros estudios similares y

ser aplicada para el monitoreo de la situacion de otros cursos hidricos.



1.3.

1.3.1.

Objetivos

Objetivo General

Desarrollar y validar un método analitico para la determinacion y

cuantificacion de di(2-etilhexil) adipato en aguas superficiales del Lago Ypacarai.

1.3.2.

a)

b)

d)

1.4.

Objetivos Especificos

Aplicar un disefio experimental para optimizar la técnica de extraccion del
compuesto di(2-etilhexil) adipato de aguas superficiales.

Proponer un método analitico aplicable a la determinacién del compuesto di(2-
etilhexil) adipato en aguas superficiales mediante cromatografia gaseosa con
detector de ionizacion a la llama (GC-FID).

Evaluar las caracteristicas de desempefio del método analitico propuesto para
la matriz de aguas superficiales.

Determinar el contenido de di(2-etilhexil) adipato en aguas superficiales del
lago Ypacarai mediante la técnica analitica optimizada.

Hipotesis

La técnica de microextraccion liquido-liquido dispersiva seguida del método

de cuantificacion por cromatografia gaseosa permite identificar de forma valida la

presencia del compuesto di(2-etilhexil) adipato en aguas superficiales del Lago

Ypacarai.



2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

El consumo de combustibles fosiles para la circulacion vehicular, actividades
industriales, practicas agricolas y actividades domésticas sobre todo en regiones
altamente pobladas causan impactos al medioambiente. La contaminacion de aguas
superficiales como las del Lago Ypacarai, puede deberse sobre todo a la mala o
inadecuada eliminacién de aguas residuales o efluentes industriales, basura doméstica,

etc. (Lopez Moreira et al., 2018).

La liberacidén de compuestos organicos y sus metabolitos de degradacion en las
aguas residuales pueden tener propiedades toxicas, cancerigenas, mutagénicas y/o de
disruptores enddcrinos (Barnabé et al., 2008). Las mismas generalmente van a parar a
los cauces hidricos esparciendo asi los contaminantes a lugares donde no deberian

estar.

Un estudio preliminar fue realizado con el objetivo de explorar la presencia de
compuestos organoclorados en el lago Ypacarai, mediante extraccion liquido-liquido
y elucidacion de los compuestos extraidos mediante cromatografia gaseosa acoplada a

espectrometria de masas, en modo barrido (“scan”).

En base a los resultados obtenidos, los cuales no fueron concluyentes para
moléculas organocloradas, que sin embargo es completamente satisfactorio
considerando que si estuvieran presentes seria un problema medioambiental grave. Los
espectros de masa obtenidos en dicho estudio evidenciaron la presencia de compuestos

hidrocarburos de alto peso molecular y especificamente la presencia del compuesto



conocido como di(2-etilhexil) adipato, que fue identificado con la base de datos de la

biblioteca de espectros de masa NIST 08.

La identidad de la molécula pudo ser confirmada mediante la comparacion del
tiempo de retencion utilizando un estandar de di(2-etilhexil) adipato como referencia

y cromatografia gaseosa con detector de ionizacion a la llama (FID).

2.2. Contaminacion de las aguas superficiales

La Ley N° 3239/2007 de los recursos hidricos del Paraguay, define agua
superficial como: “Agua o recurso hidrico que permanece o escurre sobre la superficie

de la tierra, en estado liquido o s6lido”

El estado de los cursos de agua en las regiones densamente pobladas sufre los
efectos de las actividades humanas en la cuenca hidrografica, (Fatecha et al., 2016).
Los productos agroquimicos y los contaminantes industriales a menudo pueden llegar
a los cuerpos de cursos hidricos a través del aire o afluentes superficiales, produciendo
efectos complejos en los ecosistemas y alterando las interacciones tréficas (Santolaria
et al., 2015; Silva Barni et al., 2016).

La evaluacion de la calidad los recursos hidricos, puede ser abordada por
diferentes disciplinas relacionadas al medioambiente. La quimica especificamente
estudia la concentracion de compuestos y algunos parametros fisicoquimicos que se
relacionan directamente con la calidad del agua y su aptitud para el uso

correspondiente (Rimoldi et al., 2018).

2.3. Lago Ypacarai

El lago Ypacarai se encuentra situado al Este de Asuncion, entre los
departamentos Central y Cordillera, cuenta con una superficie de 60 km?

aproximadamente y su profundidad media es de 1,72 m. Es un lugar importante desde



el punto de vista cultural porque ofrece bellos paisajes y es conocido a través de la
musica. Posee un alto valor ecoldgico, una rica biodiversidad, sobre todo de peces
(Lépez Moreira et al., 2018).

En su cuenca se encuentran importantes afluentes como los arroyos como el
Yukyry y el Pirayu y su principal efluente es el rio Salado que desemboca en el rio

Paraguay.

La calidad de sus aguas se encuentra en situacion de contaminacion segun el
Informe Técnico de la Cuarta Campafia de Muestreo del Proyecto “Monitoreo de
Calidad de Agua por Campafias de Muestreo en el Lago Ypacarai”, realizado por Itaipu
Binacional (2017) y llevado a cabo por el Centro Multidisciplinario de Investigaciones
Tecnoldgicas (CEMIT), dependiente Direccion General de Investigacion Cientifica y

Tecnologica de la Universidad Nacional de Asuncion (UNA).

Algunos parametros fisicoquimicos como nitrégeno total, fésforo total, color y
turbidez se encontraron por encima de lo establecido como limite maximo para aguas
de clase Il en el decreto 222/02 del Ministerio del Ambiente y Desarrollo Sostenible.
En base a los resultados fisicoquimicos, bacterioldgicos e hidrobiolégicos, el informe

concluye en que el lago se encuentra en un estado de degradacion importante.

Las aguas del Lago Ypacarai son un recurso significativo de agua potable y de
riego para localidades vecinas. Su proximidad a Asuncién y su importancia como lugar
turistico y cultural hacen que la situacion de degradacion ambiental en la que se
encuentra sea un tema delicado, que llama la atencion de las autoridades locales y
motiva constantemente la investigacion cientifica que apuntan a su saneamiento y

recuperacion (Lopez Moreira et al., 2018).

2.4. Contaminantes emergentes

Son considerados contaminantes emergentes a aquellos compuestos de origen
y naturaleza quimica distinta que no han sido incluidos en las regulaciones de calidad

del agua existentes, no se han estudiado anteriormente y se consideran amenazas



potenciales para los ecosistemas ambientales, la salud y la seguridad humanas. (Gil et
al., 2012)

Se pueden clasificar en diferentes grupos de compuestos quimicos como:
pesticidas, surfactantes, plastificantes y aditivos industriales, aditivos para
combustibles, drogas farmacéuticas, productos de cuidado personal, hormonas y
esteroides entre otros, incluyendo sus productos de degradacion (Farré et al., 2008).
Las cantidades o concentraciones no siempre son significativas, por lo que en muchos

casos pasan inadvertidos (Gil et al., 2012).

La forma en que los contaminantes emergentes ingresan al medioambiente esta
relacionada con el uso del compuesto y en general provienen de desechos municipales,
industriales, lixiviados agricolas, derrames accidentales entre otros (Farré et al., 2008).
En su gran mayoria son moléculas contaminantes directos y en otros casos lo son sus

productos de degradacién o ambos (Gil et al., 2012)

2.5.  Generalidades del di(2-etilhexil) adipato (DEHA)

Segun la nomenclatura sistematica de la IUPAC (“International Union of Pure
and Applied Chemistry”) el compuesto cuya formula estructural se observa en la
Figura 1, se denomina: hexanodioato de bis(2-etilhexilo) (PubChem Compound
Database), aunque su nomenclatura tradicional di(2-etilhexil) adipato (DEHA) es la

maés utilizada.

Figura 1. Estructura del bis(2-etilhexil) adipato (DEHA)

Su férmula molecular es C22H4204; con nimero de registro CAS 103-23-1. Es

un liquido oleoso de color amarillo muy claro, hidrofébico y su densidad es 0,922



g.mL2, su punto de ebullicion es 417 °C y peso molecular: 370,57 g.mol? (Linstrom
& Mallard, 2017).

Los ésteres de acido ftalico comunmente denominados ésteres de ftalato (PE),
junto con di(2-etilhexil) adipato (DEHA) son compuestos quimicos que se utilizan
ampliamente en la industria de los plasticos, ya que mejoran la suavidad y la
flexibilidad de estos (Farajzadeh & Khoshmaram, 2015).

DEHA al igual que otros plastificantes son utilizados en muchos productos de
plastico como los ésteres de celulosa y los copolimeros de cloruro de vinilo (PVC)
para hacerlos mas flexibles y poder utilizarlos por ejemplo como embalaje de
alimentos entre otros (Zhou et al., 2013). Razo6n por la que DEHA es cominmente
detectado en alimentos con alto contenido de lipidos y con envolturas de plastico

aditivadas con el mismo.

Estudios realizados determinaron la presencia de este y otros plastificantes
como di(2-etilhexil) ftalato (DEHP), asi como dos de los productos de degradacién 2-
etilhexanol y acido 2-etilhexanoico, en aguas superficiales, sedimentos de rios, nieve
recién caida, agua del grifo, (Horn et al., 2004). Se determinaron cantidades
significativas de DEHA, DEHP y di(2-etilhexil) tereftalato DEHTP, 2-etilhexanol, 2-
etilhexanal y &cido 2-etilhexanoico en las aguas residuales de una planta de tratamiento
fisicoquimico de efluentes en Montreal Canada (Barnabé et al., 2008). Inclusive en el
aire, se han determinado niveles de DEHA entre 0,3 y 1,1 ng/m® de aire en el puerto

de Tarragona (Aragoén et al., 2012).

La solubilidad de DEHA en agua entre 20 °C a 22 °C es de 0,78 mg.L*a < 100
mg.L?, lo cual clasifica a esta sustancia como moderadamente soluble (Stuer-
Laurdisen et al., 2001). Sin embargo, Robillard et al. (2008), midieron la solubilidad
de este compuesto en agua moderadamente dura a 20 °C y utilizando un metodo de
agitacion lenta, con el fin de aplicar un test de toxicidad, obteniendo un valor de
solubilidad de 5,5 pg.L ™,



2.5.1. Efectos de DEHA en el medioambiente y la salud

Este compuesto quimico es uno de varios productos de alto volumen de
produccion que se encuentran en evaluacion por posibles riesgos ambientales
(Robillard et al., 2008). Debido al uso generalizado de los compuestos mencionados,
se los considera contaminantes ambientales omnipresentes (Farajzadeh &
Khoshmaram, 2015).

Su ingreso a la cadena tréfica puede darse a través de la bioacumulacién. Se
han determinado altos niveles de DEHA en Euphasia superba Dana (krill antartico),
2,16 mg/g (Han & Liu, 2018)

Robillard et al. (2008), realizaron un test de toxicidad utilizando Daphnia
magna, en la concentracion de la solubilidad determinada (5,5 pg.L™?). No observaron
efectos perjudiciales sobre la supervivencia, el crecimiento o la reproduccion en D.
magna para la concentracion testeada. Sin embargo, (Boran & Terzi, 2017) hallaron
que DEHA puede producir causar bajo nivel de genotoxicidad y dafio en el ADN en

pruebas realizadas con Danio rerio a concentraciones mas altas.

Nabae, et al. (2006) realizaron pruebas de toxicidad de DEHA en 6rganos
reproductivos de ratas macho, no observaron dafos testiculares ni observaron cambios
bioldgicamente significativos en la espermatogénesis en ratas tratadas con DEHA. Por
otro lado Dalgaard et al. (2003) investigaron la toxicidad del compuesto pre y post
natalidad de ratas Wistar, no encontraron evidencias de efectos antiandrogénicos pero
si evidenciaron toxicidad para el desarrollo y que el compuesto puede producir cancer
de higado.

Segun Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer - IARC por sus
siglas en inglés (International Agency for Research on Cancer), DEHA no puede ser
clasificado como un carcindgeno humano. Se clasifica como carcindgeno de categoria
3: debido a que la evidencia de carcinogenicidad en animales es limitada. DEHA causa
la proliferacion de peroxisomas en el higado en ratones y ratas, pero la evidencia de
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que este compuesto es carcinogénico en animales experimentales no es suficiente
(IARC, 2000).

DEHA se hidroliza a acido adipico y 2-etilhexanol, este tltimo se oxida a 2-
etilhexanol y &cido etilhexanoico (EHA). EHA se debe considerar al abordar la
toxicidad del desarrollo de DEHA, ya que EHA es conocido como potente toxico para
el desarrollo fisico (UN-EP, 2000).

Si bien no se ha comprobado que DEHA es un compuesto toxico, sus productos
de degradacion (2-etilhexanol, 2-etilhexanal y 2-tilhexanoico) son muy estables y
mayormente toxicos. El quimico es un candidato para mas trabajos de investigacion
adicionales, debido al potencial riesgo crénico para el medio ambiente acuatico (OECD
SIDS).

2.6.  Microextraccion liquido-liquido dispersiva

La microextraccion liquido-liquido dispersiva (Dispersive Liquid-Liquid
Microextraction, DLLME) es una técnica de preparacion de muestras muy amigable
con el medioambiente porque es rapida, sencilla, econémica, con un buen porcentaje
de recuperacion, que consume muy pequefias cantidades de disolvente organico que
fue desarrollado por (Rezaee et al., 2006). La técnica de DLLME, se aplica con gran
éxito en la extraccion de analitos en matrices liquidas o acuosas, utilizando un
disolvente liquido como medio extractante y por otro lado un liquido dispersante cuya

finalidad es permitir una mayor superficie de contacto entre el extractante y la muestra.

Latécnica de DLLME consiste en inyectar una mezcla apropiada de extractante
y dispersantes en una muestra acuosa gque contenga los analitos. De esta manera, el
disolvente de extraccidn se dispersa en la muestra acuosa en forma de gotas muy finas
permitiendo que los analitos sean transferidos de la fase acuosa a la fase organica. La
interaccion del dispersante entre el medio acuoso y el disolvente de extraccion
garantiza una gran superficie de contacto entre extractante y muestra, favoreciendo el
paso de los analitos a la fase organica y aumentando la eficacia de la extraccién. La
gran superficie de contacto formada entre el disolvente de extraccién y la muestra
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acuosa, el estado de equilibrio se alcanza rapidamente y la extraccion es independiente

del tiempo (Rezaee et al., 2010).

La Gltima etapa de la técnica DLLME consiste en la centrifugacion de mezcla
ternaria. En esta etapa, las microgotas formadas por el extractante se agregan formando
una gota mas grande y que debido a su mayor densidad que el agua, se deposita en el
fondo del tubo de centrifugacion, de donde es facilmente recuperable mediante la
utilizacion de una microjeringa, para su posterior determinacion por alguna técnica de

analisis instrumental (Saraji & Boroujeni, 2014; Andruch et al., 2012).

2.6.1. Fundamentos y caracteristicas de la DLLME

La técnica de extraccion liquido-liquido dispersiva se basa en un sistema
ternario de fases liquidas, en la que la muestra esté constituida por una fase acuosa, de
la que se pretende extraer los analitos y, por otro lado, se tiene una mezcla binaria de
disolventes organicos constituidos por un agente dispersante y un agente extractante.
El disolvente dispersante debe ser polar y miscible tanto con el agua como el disolvente
extractante. El disolvente extractante debe ser apolar, poco o nada miscible con el agua
y con densidad mayor a 1g.mL* (Bosch Ojeda & Sanchez Rojas, 2009; Rezaee et al.,
2006).

La adicion de la mezcla extractante-dispersante, se realiza mediante una
inyeccidn rapida dentro de la muestra, esto permite la formacion de una gran cantidad
de gotas pequefias del agente extractante, aumentando enormemente la superficie de
contacto con la fase acuosa. Este proceso favorece la transferencia del analito a la fase

extractante y el equilibrio es alcanzado rapidamente (Zang et al., 2009).

La centrifugacion permite la correcta separacién de la fase extractante en la
parte inferior de la mezcla, debido a su mayor densidad. Esta fase contiene el analito,
que preferentemente es mas soluble en un medio apolar. La fase inferior es recuperada
mediante la utilizacion de microjeringas para luego ser analizada (Bosch Ojeda &
Sanchez Rojas, 2009).
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La DLLME solo es aplicable a analitos neutros y que tengan un elevado
caracter hidrofobico, pues necesariamente el analito debera tener una mayor
distribucion de su concentracion en la fase organica. Esto se determina mediante el
coeficiente de distribucion K, que se mide por el cociente entre la concentracion del
analito en la fase orgénica y en la fase acuosa. Por lo tanto, para algunas especies
quimicas hidrofilicas con K<500, sera poco probable que pueda aplicarse esta técnica
para su correspondiente extraccion desde una matriz acuosa (Zang et al., 2009; Rezaee
etal., 2010).

Rezaee et al. (2006) han utilizado un parametro para medir la eficacia de la
extraccion denominado factor de enriquecimiento (FE), el cual se define como el
cociente entre la concentracion del analito en la fase extractante y su concentracion en

la muestra.

Ecuacion 1 FE = Coxt/Co

en donde: Cext €s la concentracion del analito en la fase extractante y Co es la

concentracion del analito en la muestra.

El valor de la recuperacion del analito se determina mediante la Ecuacion 2. El
volumen de extraccion varia en cada ensayo, por lo que se hace necesaria la

determinacion del factor de enriquecimiento para calcular la recuperacion.

Ecuacion 2 R(%) = FE.Vseq/Vaq -100%

donde: FE es el factor de enriquecimiento, Vseq s el volumen sedimentado de la fase

extractante y Vaq es el volumen de la muestra utilizada en la extraccion.

Algunos parametros que afectan a la DLLME son: la fuerza idnica, que, al
aumentarse, favorece el paso del analito a la fase extractante, favoreciendo la eficacia
de la extraccion (Zang et al., 2009). La variacion del potencial de Hidrogeno (pH),

especialmente cuando el analito adopta una forma neutra en ciertas condiciones de pH,
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se puede modificar este pardmetro de manera a desplazar el equilibrio hacia la

formacion del analito en su forma extraible, es decir, sin disociacion (Cortada, 2012).

Por otro lado, existen otros factores que no afectan de manera significativa el
proceso de extraccion. En este caso, el tiempo de extraccion y agitacion son parametros
no muy importantes en esta técnica, ya que el equilibrio es alcanzado en un periodo de
tiempo muy corto, lo que hace casi innecesarios tiempos largos de extraccion y
agitacion (Cortada, 2012).

2.6.2. Seleccion de los disolventes extractante y dispersante

Los factores que mas afectan la eficiencia de la DLLME son el disolvente de
extraccion adecuado, el disolvente de dispersion adecuado, el volumen de disolvente
de extraccion y el volumen de disolvente de dispersion. La seleccion de un disolvente
de extraccion apropiado es el pardmetro principal para el proceso de DLLME (Rezaee
etal., 2010).

Los disolventes organicos se seleccionan como extractante en funcion de su
mayor densidad que el agua, baja solubilidad en agua, la capacidad de extraccion de
los compuestos de interés, su capacidad de formar una dispersion mediante la
combinaciéon con el agente dispersante al ser afiadido a la muestra y un buen

comportamiento cromatografico.

Los mas utilizados generalmente son los hidrocarburos halogenados que en su
mayoria son pesados, como el clorobenceno, el cloroformo, el tetracloruro de carbono,
tricloroetano y el tetracloroetileno (Andruch et al., 2012), aunque Kozani et al. (2007),
han utilizado con éxito el disulfuro de carbono en la determinacion de clorobencenos
en agua, mediante cromatografia gaseosa con detector de captura electronica (ECD).
La fuerte respuesta de los disolventes halogenados en el ECD establece restricciones

para la seleccion del disolvente de extraccion.
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El disolvente dispersante a diferencia del disolvente extractante, debe ser
miscible tanto con el disolvente de extraccion como con el agua (la muestra), esto se
logra con moléculas polares como los alcoholes de cadena corta, cetonas, nitrilos, etc.
(Andruch et al., 2012; Rezaee et al., 2006). Los més utilizados son: metanol, etanol,

acetona, acetonitrilo.

El agente dispersante produce una disminucién de la tension superficial del
extractante y de esa manera permite que la mezcla forme una emulsion al ser inyectada
dentro de la muestra, esto favorece la formacion de una superficie de contacto grande
entre el agente extractante y la matriz de anélisis, permitiendo la transferencia de los

analitos a la fase organica (Farajzadeh et al., 2007).

El volumen y la proporcién 6ptima de la mezcla extractante y dispersante seréd
aquella que produzca un valor alto de FE y volumen suficiente de la fase extractante
como para ser manipulable y analizable después de la centrifugacion (Rezaee et al.,
2010).

2.6.3. Aplicaciones de la DLLME

Debido a su gran simplicidad, bajo costo, buena recuperacion, pequefios
volimenes de disolventes, la DLLME es una técnica que se aplica directamente en la
determinacion de compuestos organicos en matrices acuosas. El agua es la matriz méas
eficaz para la aplicacion de esta técnica, sin embargo, se han desarrollado estudios
tanto para analitos organicos como inorganicos en matrices con gran contenido de agua
como aguas residuales, aguas superficiales, muestras biologicas (sangre, orina, leche),
alimentos (jugos, vinos, bebidas en gral.), preparaciones farmacéuticas y otros, (Vifias
et al., 2014; Saraji & Boroujeni, 2014).

La busqueda de disolventes mas amigables con el medioambiente, que podrian
ser empleados en sustitucion de los hidrocarburos halogenados, constituye uno de los
enfoques en el desarrollo de la DLLME. El uso de liquidos iénicos, liquidos de menor
densidad que el agua, liquidos de bajo punto de fusién (inferiores a la temperatura
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ambiente), el uso de surfactantes como agente dispersante, asi como la combinacion
de la técnica DLLME con otras técnicas son algunas de las variantes que se pueden
encontrar en la bibliografia relacionada al tema (Rykowska et al., 2018; Lawal et al.,
2018).

2.7.  Optimizacion de métodos analiticos

Las metodologias analiticas son optimizadas mediante técnicas multivariadas
y puede considerarse como una excelente alternativa al modo tradicional de
optimizacion basado en el enfoque univariado, ya que se logra con un bajo nimero de
experimentos que son necesarios para alcanzar las condiciones optimizadas y la

posibilidad de observar las interacciones entre las variables (Caldas et al., 2013).

La optimizacion multivariante de una metodologia analitica requiere de dos
etapas. Primeramente, se debe realizar la identificacion de las variables mas
significativas, las que realmente afectan de manera importante a todo el proceso,
mientras que la segunda etapa implica la optimizacion de la respuesta del sistema
controlando dichas variables. La identificacion de las variables significativas se puede
lograr mediante el uso de métodos de deteccion como la aplicacion de un disefio
factorial completo (o fraccional) de dos 0 més niveles (Caldas et al., 2013; Gonzalez-
Siso et al., 2015).

Uno de los enfoques mas utilizados en los estudios multivariados es el método
de la superficie de respuesta, en el cual se aplica el disefio Doehlert con gran éxito en

la optimizacion de técnicas analiticas en los laboratorios (Ferreira et al., 2004).

2.8.  Disefio experimental

Un disefio experimental con un enfoque estadistico es fundamental para
optimizar un método analitico, considerando la variedad y complejidad de la quimica

analitica actual; por lo que el uso de técnicas de disefio experimental multivariante se
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esta extendiendo cada vez mas en la quimica analitica y otras ciencias (Ferreira et al.,
2004).

Los disefios multivariados permiten el estudio simultaneo de varias variables
de control, ofrecen ventajas como por ejemplo que son méas rapidos de implementar y
mas rentables que los enfoques univariados tradicionales. Mediante el disefio
experimental y la evaluacion estadistica de los resultados, se puede demostrar la
especificidad de un método, ademas de su selectividad, precision y exactitud. Sobre
todo, cuando se trata de un intervalo delimitado de concentraciones del analito
(Velandia-Castellanos et al., 2011).

2.9. Validacién de métodos analiticos

Un método analitico es un conjunto de procedimientos que conduce a la
determinacion de la composicién quimica de una muestra, tanto cualitativa como
cuantitativamente. Es importante la validacion de los métodos analiticos, ya que esto

permite emitir resultados fiables y adecuados para su finalidad.

Se deben validar todos los métodos analiticos a ser utilizados, ya sean
desarrollados por los mismos laboratorios como los establecidos por sus pares o que
obren en fuentes bibliogréaficas (NP-ISO/IEC 17025, 2018).

La validacion de un método esta definida por la NP-ISO/IEC 17025, (2018)
como la confirmacion a través del examen y aportacion de evidencias objetivas, de que
se cumplen los requisitos particulares para un uso especifico previsto. Esta

confirmacion se realiza evaluando las caracteristicas de desempefio del método.
El uso de la estadistica es fundamental para soportar el proceso de validacion

sobre todo para el manejo y andlisis de los datos, lo que posibilita emitir juicios con

criterios que lleven a una correcta evaluacion del método (Bazilio et al., 2014).
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La validacion de un método analitico abarca etapas como la verificacion de la
exactitud de los resultados para luego establecer otros parametros como linealidad,

sensibilidad y selectividad, limites de deteccidn y cuantificacion (Benitez, 2013).

2.10. Caracteristicas de desempefio de los métodos analiticos

Las caracteristicas de desempefio de un método analitico son un conjunto de
parametros del método analitico. Son las propiedades, caracteristicas o capacidades
cuantificables del método que indican su grado de calidad.

Segun la NP-ISO/IEC 17025 (2018), las caracteristicas de desempefio
incluyen: el rango de medicion, la exactitud, la incertidumbre de medicién de los
resultados, el limite de deteccion, el limite de cuantificacion, la selectividad del

método, la linealidad, la repetibilidad o la reproducibilidad y el sesgo.

2.10.1. Selectividad

La selectividad es el grado en que un método puede determinar al analito de
manera precisa y especifica en presencia de interferentes en una matriz bajo las

condiciones establecidas para el método (Eurachem, 2014).

Para evaluar esta caracteristica de desempefio en casos en donde no esta claro
si la presencia de interferentes ya se encuentra con anterioridad en la muestra, la guia
EURACHEM establece que se pueden comparar los resultados obtenidos entre dos
métodos diferentes independientes.

Es usual que la selectividad de un método se evalle a través del estudio de su
capacidad para medir el analito de interés en presencia de interferencias especificas
que son agregadas deliberadamente a las muestras. Sin embargo, cuando es dificil
establecer o conocer cudles podrian ser los interferentes en la técnica utilizada, la
selectividad del método puede ser evaluada estudiando su capacidad de medir el
analito mediante comparacion con otros metodos o técnicas independientes (Gonzélez
& Herrador, 2007).
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2.10.2. Limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ)

Se puede definir el limite de deteccion (LOD) como la cantidad o concentracion
mas baja de un analito, que puede ser detectada por un método analitico con un nivel

de confianza determinado (Eurachem, 2014).

Existe un limite de deteccién del instrumento y un limite de deteccién del
método. El limite de deteccion del instrumento consiste en el anélisis de una muestra
blanco, es decir que no que contenga al analito o una muestra con cantidades muy
pequefias del analito capaz de generar sefial en el equipo y que estén por debajo del
limite de cuantificacion (LOQ) esperado. Mientras que el LOD del método es el valor
obtenido para muestras que hayan sido sometidas a todo el proceso del método de
ensayo Yy cuyo resultado se obtiene mediante la misma ecuacién utilizada para calcular

el valor del mensurando empleado en el método (Eurachem, 2014).

El LOQ, es la cantidad o concentracion minima del analito que puede ser
determinada con un nivel aceptable de precisién y veracidad. Ambas son
caracteristicas de desempefio de un método (NP-ISO/IEC 17025, 2018) y son
determinadas a partir del valor de desviacidn estandar en unidades de concentracién
de una muestra blanco o fortificada con el analito a un nivel de concentracion minima
que genere una sefial instrumental. La guia EURACHEM (2014), establece que el
LOD es 3 veces la desviacion estandar en unidades de concentracion del analito en la

matriz, mientras que el LOQ es 10 veces ese mismo valor.

2.10.3. Intervalo de trabajo

El intervalo de trabajo lineal se puede definir como el intervalo dentro del cual,
la sensibilidad analitica se mantiene constante. Esto se traduce en que la respuesta
analitica del instrumento es proporcional a la concentracion de analito en la muestra
(Gonzalez & Herrador, 2007).

Si representamos graficamente la sefial instrumental obtenida para diferentes

concentraciones de analito presentes en los patrones de calibracién, se podra visualizar
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una curva como se ejemplifica en la Figura 2. En la misma se pueden identificar las
caracteristicas de desempefio como el LOD, el LOQ), la sensibilidad y el intervalo de
trabajo lineal del instrumento, que es una seccién de esta curva que queda determinada
en su limite inferior por el LOQ y en el extremo superior se puede extender hasta
observar anomalias en la sensibilidad analitica (EURACHEM 2014).

E el eenes s
Sensibilidad
. analitica Ay
| Ax
108, e
35, e _
| —
/ Intervalo neal
0 . v . i ; . {:nlncennan:ifml
¢ LOD LOQ

Figura 2. Representacion grafica de la relacién entre la sefial instrumental y la concentracién.
Elaboracion propia, fuente: Eurachem, 2014.

2.10.4. Sensibilidad analitica

La sensibilidad de un método analitico que requiere de una curva patron queda
definida por la pendiente de dicha curva. La definicion de la EURACHEM (2014),
establece que la sensibilidad analitica de un método es la variacion de la respuesta
instrumental con respecto a la magnitud de medida, en este caso la concentracion del

analito.
2.10.5. Veracidad

La veracidad de un método analitico se define como la proximidad o
concordancia entre los resultados obtenidos experimentalmente a través de un nimero

infinito de pruebas repetidas y un valor de referencia (VIM, 2012).
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Como no es posible realizar un numero infinito de mediciones, se puede
evaluar la veracidad del método en términos cuantitativos mediante determinacion del
sesgo. Para determinar el sesgo es recomendable el uso de materiales de referencia
certificados (MRC), que aseguren la trazabilidad metrolégica del valor verdadero,
estos no siempre se encuentran disponibles para todas las matrices o analitos de interés.
La guia EURACHEM (2014), establece otros enfoques como la medicion de la
recuperacion (Rec%) de muestras fortificadas con el analito o la comparacién de los

resultados obtenidos con el método propuesto y un método de referencia.

El sesgo puede expresarse en términos de porcentaje de recuperacion del
analito en la muestra fortificada mediante la Ecuacion 3. Para muestras que han sido

diluidas, la recuperacion del analito puede calcularse mediante la Ecuacion 4.

Ecuacion 3 RecY% = (CFC_CO)
A

donde Rec% es el porcentaje de recuperacion del analito desde la matriz, Cr es
concentracion determinada en la muestra fortificada, Co es la concentracion inicial del

analito en la matriz y Ca es la concentracion del analito afiadida.
., C
Ecuacion 4 Rec% = C—O 100%
E

donde Co es concentracion observada y Ce es la concentracion esperada para muestras

de concentracion conocida, que fueron diluidas.
2.10.6. Precision

La precision de medida se define como la proximidad o la concordancia entre
los valores medidos, que quimica analitica serian las concentraciones, que hayan sido
obtenidos, mediante mediciones repetidas de un mismo objeto 0 muestra, bajo

condiciones especificadas (VIM, 2012).
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La precision puede expresarse en términos cuantitativos mediante la desviacion
estandar de los resultados analiticos. Una desviacion estandar amplia, equivale a una

baja precision.

La repetibilidad y la reproducibilidad de las mediciones son las formas en que
se representan las medidas de precision. La repetibilidad se determina a partir de una
serie de mediciones realizadas generalmente por un mismo analista, en un periodo
corto de tiempo, con los mismos instrumentos, en la misma muestra y los mismos
reactivos; mientras que la reproducibilidad se determina realizando mediciones en

diferentes laboratorios (Eurachem, 2014).

La precision intermedia, es una forma de estimar la variacién de los resultados
en un mismo laboratorio, pero en condiciones mas variables que las establecidas para
estimar la repetibilidad. Por ejemplo, se pueden realizar mediciones de una misma
muestra por diferentes técnicos, en diferentes dias, en diferentes equipos, etc. Con el
objetivo de que la estimacion de la precision incluya mas fuentes de variacién de los

resultados.

El valor de la repetibilidad (Sr) se puede obtener mediante el andlisis de la
varianza (ANOVA) de un factor, calculando la raiz cuadrada del término del cuadrado
medio dentro del grupo, que representa la varianza intra-grupo, mientras que la
precision intermedia (Si) se obtiene como la raiz cuadrada de la suma de los cuadrados
de la precision dentro del grupo y entre grupos (Eurachem, 2014; Gonzélez &
Herrador, 2007).
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3. METODOLOGIA

3.1. Materiales y equipamiento

Los reactivos utilizados, materiales de laboratorio, equipos e instrumentales
fueron proveidos por el Instituto Nacional de Tecnologia, Normalizacion y Metrologia
—INTN y el equipo de cromatografia gaseosa acoplado a espectrémetro de masas fue

proveido por la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales — FACEN.

Se utilizaron reactivos y disolventes como etanol (CAS N° 64-17-5) Merck de
99,9 % de pureza, acetona Cicarelli (CAS N° 67-64-1) de 99,5 % de pureza,
acetonitrilo J.T. Baker (CAS N° 75-05-8), diclorometano Cicarelli (CAS N° 75-09-2)
de 99,5 % de pureza, cloroformo Cicarelli (CAS N° 67-66-3) de 99,0 % de pureza,
tetracloruro de carbono Sigma Aldrich® (CAS N° 56-23-5) de > 99,5 % de pureza,
isooctano (CAS N° 540-84-1) de 99,8 % de pureza, cloruro de sodio (CAS N° 7647-
14-5) de 99,0 % de pureza. El estandar de di(2-etilhexil) adipato (CAS N° 103-23-1)
de la marca Sigma Aldrich® de 99 % de pureza.

Se utilizaron materiales de laboratorio como matraces, pipetas clase A de
diferentes volimenes, viales de vidrio color caramelo de 1,5 mL de capacidad, insertos
de 100 pL y 250 pL de capacitad, tubos de centrifuga de polipropileno de 15 mL y de
50 mL de capacidad, punteras de 1000 pL, 500 pL y 100 pL, propipeta automatica de
la marca Dragon Lab. Botellas de vidrio color ambar de 1 L de capacidad para los
muestreos. Papel de filtro para las muestras marca Macherey-Nagel faja negra sin

cenizas.

Los equipos e instrumentales de laboratorio fueron un Cromatdégrafo gaseoso
con detector FID (GC-FID) de la marca Agilent modelo 7890 A, con inyector

automatico, cromatografo gaseoso acoplado a espectrometria de masas “single”



cuadrupolo (GC-MS) de la marca Shimadzu modelo QP2010 plus, con inyector
automatico. Centrifuga automatica de la marca Thermo Electron Corporation, modelo
CL30. Agitador automatico de la marca New Brunswick Scientific, modelo Excella E1.
Balanza analitica de la marca Kern modelo ACJ 120-4M. Evaporador rotatorio de la
marca Buchi modelo R210.

Programas informaticos: Software de tratamiento estadistico Statgraphic
Centurion XVI, versién 16.0.07; Paquete Microsoft® Office: Word®, Excel® vy
PowerPoint® 2016; Software ChemStation version B.03.01-SR1 de gestion vy
tratamiento de los datos obtenidos del cromatégrafo GC FID Agilent y GC-MS
Solution Workstation version 2.5, software de gestion y tratamiento de los datos
obtenidos del GC-MS con base de datos de espectros de masa NIST 08 utilizado para

la identificacion del analito.

3.2. ldentificacion del analito mediante GC-MS

Para la identificacion del analito se realizaron pruebas cualitativas utilizando
la técnica de extraccion liquido-liquido con diclorometano. Se utilizaron muestras
extraidas muestra del Lago Ypacarai; 1 litro de cada muestra correspondiente a los 6
puntos de muestreo respectivamente fueron extraidas con dos porciones sucesivas de
60 mL de diclorometano, las mismas se juntaron en un bal6n y se evaporo el disolvente
en el evaporador rotatorio, retomando el residuo con acetona a un volumen de 500 pL.

El método de extraccién se basé en la norma EPA 606.

El extracto obtenido se inyectd en el cromatografo gaseoso acoplado al
espectrometro de masa. El analisis fue realizado en modo “scan”. El volumen de
inyeccion fue de 1 pL con inyector automatico y en modo “splitless”. La fuente a 260
°C, interfaz a 230 °C, el corte del disolvente a los 3 minutos, el voltaje a 70 eV y la
ventana de pesos moleculares entre 40 Dalton y 500 Dalton.

La columna utilizada fue SLB®-5ms de 30 m de longitud por 0,25 mm de

diametro interno y 0,25 micras de pelicula, la temperatura de la misma a 150 °C con
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rampa de 5 °C/minuto hasta 260 °C. El tiempo de corrida total fue de 33 minutos.

La identificacion del analito fue confirmada mediante el analisis del extracto
en un cromatografo gaseoso con detector FID y comparacion del tiempo de retencion
con un estandar de di(2-etilhexil) adipato de 99 % de pureza.

Las condiciones de andlisis fueron: columna HP-INNOWax de polietilenglicol
como fase estacionaria, de 30 m de longitud x 0,25 mm de diametro interno y 0,25
micras de filme. Gas carrier nitrégeno de 99,9 % de pureza. La temperatura del puerto
inyector a 250 °C, detector a 300 °C, la temperatura inicial del horno a 200°C y una
rampa de 5 °C/min hasta 260 °C, en donde se mantuvo por 2 minutos. 14 minutos de

tiempo total de corrida y 2 pL de volumen de inyeccion en modo Splitless.

3.3. Desarrollo del método DLLME

Para este trabajo se utilizé la técnica de microextraccion en fase liquido-liquido
dispersiva DLLME por sus siglas en inglés (Rezaee et al. 2006). La técnica de
extraccion fue sometida a un proceso de optimizacion con el objetivo de obtener las
condiciones Optimas que garanticen la mejor recuperacion del analito. Para tal fin,
primeramente, se evalud la influencia de los disolventes de extraccion y de dispersion,
aplicando un disefio univariante en cual se ha estudiado la recuperacion del analito

como variable dependiente.

Los disolventes extractantes seleccionados (diclorometano - CH2Cly,
cloroformo - CHCIs y tetracloruro de carbono - CCls), poseen densidades mayores a
la del agua (requisito para ser utilizado como medio extractante en esta técnica).
Mientras que la caracteristica requerida para los disolventes dispersantes (etanol -
CH3CH.OH, acetona - (CHz)2CO vy acetonitrilo - CH3:CN), es su capacidad de
mezclarse completamente con el disolvente extractante y con el medio acuso de la

matriz de estudio.

En el disefio experimental completamente al azar de un factor que se propone,
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se evaluo la recuperacion del analito desde una muestra preparada en laboratorio con
el estandar del analito DEHA y agua destilada como variable dependiente, utilizando
las mezclas de los disolventes (extractante-dispersante) en diferentes combinaciones,

segun Tabla 1.

Para el efecto se proponen las siguientes hipotesis:

Ho: La combinacidn del tipo de disolvente extractante y disolvente dispersante no tiene
influencia en la recuperacién del analito.
Ha: La combinacion del tipo de disolvente extractante y disolvente dispersante mejora

la recuperacion del analito.

Tabla 1. Tratamientos aplicados para evaluar la mayor afinidad del analito con los componentes
extractante y dispersante.

Identificacion de Extractante Dispersante Proporcién Volumen

los tratamientos inyectado (mL)
T11 CHCl, CH3CH,0OH 1:9 1
T21 CHCI; CH3CH,OH 1:9 1
T31 CCly CH3CH,0OH 1:9 1
T12 CH.ClI, (CH3).CO 1:9 1
T22 CHCl3 (CH3).CO 1:9 1
T32 CCly (CH3).CO 1:9 1
T13 CHCl, CH:CN 1:9 1
T23 CHCl3 CH3CN 1:9 1
T33 CCly CH3CN 1:9 1

Se aplicoé un analisis de la varianza (ANOVA) para determinar si existen
diferencias significativas entre los tratamientos evaluados, la variable respuesta
estudiada fue el porcentaje de recuperacion del analito. Con los resultados obtenidos,
se procedié a aplicar el disefio experimental Doehlert de tres variables para optimizar

el proceso de extraccién y cuantificacion del analito.

La muestra utilizada para la evaluacién de la efectividad de los tratamientos se
preparé a una concentracion de 0,1 mg.L™?, utilizando el estandar de di(2-etilhexil)

adipato (DEHA), proveido por el Departamento de Envases y Embalajes del INTN.

El compuesto DEHA se disolvié previamente en 1 mL de acetona, una vez
disuelto completamente, se llevd a un volumen de 1L con agua destilada.
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Posteriormente la mezcla fue sonicada por 10 minutos a 30 °C para homogeneizar
completamente la misma. La muestra preparada fue extraida aplicando cada

tratamiento por triplicado.

3.4.  Optimizacion de la técnica DLLME

Para optimizar la técnica DLLME, una vez conocida la mejor combinacion de
disolventes extractante y dispersante, se evaluaron otras variables que pudieran tener
influencia en la recuperacion del analito como ser el volumen de mezcla extractante
aplicada en la extraccion, la proporcion extractante dispersante y la fuerza idnica del

medio de extraccion.

Para llevar a cabo la optimizacion de la técnica de extraccion, se utiliz6 un
disefio experimental multivariante y fue aplicado mediante una matriz Doehlert para 3

variables.

Los niveles de cada uno de los factores fueron establecidos segun la Tabla 2.
La fuerza idnica se evalué mediante la adicion de cloruro de sodio a la muestra en
cantidades que varian de 0 % a 20 % (m/v), agregado antes de la extraccion. La
proporcion de disolventes extractante-dispersante fue estudiada mediante la variacion
del contenido de disolvente extractante con relacion al dispersante. La proporcion se
expresa en porcentaje volumen / volumen (extractante / dispersante) y varia de 10 % a
25 % de tetracloruro de carbono en acetona. Finalmente, la variable volumen de
mezcla extractante afiadida a la muestra para la aplicacion del método DLLME en un
intervalode 1 mL a 1,5 mL.

La distribucidn de las variables se realizd segun la matriz Doehlert de codigos

para un disefio de 3 variables (ver Anexo A.1).

El experimento 1, se repitid tres veces por ser el punto central en la matriz
Doehlert.

27



Tabla 2. Disefio Doehlert para 3 variables empleado en la optimizacién de DLLME.

Experimentos NaCl (%) Proporcion (%0) Volumen (mL)
1 10 17,5 1,25
2 20 17,5 1,25
3 15 25,0 1,25
4 15 20,0 1,50
5 0 17,5 1,25
6 5 10,0 1,25
7 5 15,0 1,00
8 15 10,0 1,25
9 15 15,0 1,00
10 5 25,0 1,25
11 10 22,5 1,00
12 5 20,0 1,50
13 10 12,5 1,50

La asignacion de cddigos a los niveles de los factores estudiados en la

optimizacion de DLLME se detalla en el Anexo A.2.

3.5. Validacion de métodos analiticos

El método DLLME fue optimizado mediante la aplicacion del disefio
experimental multivariante tipo Doehlert. Posteriormente se procedio a la validacién
del método de analisis siguiendo las directrices de la guia CITAC - EURACHEM,
(2014) estableciendo las caracteristicas de desempefio del método que se describen a

continuacion.

3.5.1. Selectividad

Para la verificacion de la selectividad, el método propuesto (método A) fue
comparado con otro método basado en la norma EPA 606 — “Método para

determinacion de ésteres de ftalatos y de adipatos en agua potable” (método B).

Meétodo A: es el método propuesto en este trabajo. Los analitos se extraen de
la muestra utilizando la técnica de microextraccion DLLME, optimizada mediante el
disefio experimental detallado anteriormente. Para el efecto, se coloca una alicuota de
50 mL de muestra en un tubo de centrifugacion de suficiente capacidad para dicho

volumen, a la cual, se le inyecta de manera rapida un volumen de 1,0 mL de la mezcla
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extractante-dispersante (tetracloruro de carbono - acetona) en proporcion 25 % (v/v).
El tubo es colocado en un agitador mecanico y se procede a su agitacion automatica

por 10 min a 150 rpm.

Luego de ese periodo, el tubo, conteniendo la muestra es sometido a
centrifugacion a 3500 rpm por 10 minutos. Posterior a esta etapa, el liquido extractante
sedimenta en el cono del tubo de donde es retomado utilizando una micro jeringa de
vidrio de 100 pL. Se mide el volumen total sedimentado y luego una alicuota de100
ML es colocada en un vial de 1,5 mL de capacidad que a su vez contiene un inserto de
vidrio de 250 uL de capacidad para su andlisis en el cromatdgrafo Agilent (GC-FID).

Condiciones de analisis: columna HP-INNOWax de polietilenglicol como fase
estacionaria, de 30 m de longitud por 0,25 mm de diametro interno y 0,25 micras de
filme. Gas carrier nitrégeno de 99,9 % de pureza. La temperatura del puerto inyector
a 250 °C, detector a 300 °C, la temperatura inicial del horno a 200 °C y una rampa de
5°C/min hasta 260 °C, en donde se mantuvo por 2 minutos. 14 minutos de tiempo total

de corrida y 2 pL de volumen de inyeccién en modo “Splitless™.

Meétodo B: Los analitos se extraen de la muestra utilizando extraccion liquido-
liqguido (LLE). Para LLE, una muestra de 500 mL se extrajo con 60 mL de
diclorometano y 50 g de NaCl en un embudo de decantacién. Se agité vigorosamente
y luego se dejo reposar por 10 minutos para la separacion completa de las fases, el
liquido organico fue decantado dentro de un matraz Erlenmeyer y se procedié a una

segunda extraccion utilizando nuevamente una porcion de 60 mL de diclorometano.

Ambas porciones se juntaron y se evapor0 el disolvente en el evaporador
rotatorio hasta sequedad y fue retomado con 2,0 mL de n-hexano para su posterior

analisis en el cromatografo gaseoso.
Condiciones de andlisis: cromatografo gaseoso Agilent (GC-FID), columna

DB-5 (5%-fenyl)-methilpolisiloxano como fase estacionaria de 30 m de longitud por
0,25 mm de didmetro interno y 0,25 micras de filme. Gas carrier nitrégeno de 99,9 %
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de pureza. La temperatura del puerto inyector a 300 °C, detector a 300 °C, la
temperatura inicial del horno a 150 °C por 1 min y una rampa de 5 °C/min hasta 260
°C. 23 minutos de tiempo total de corrida y 2 pL de volumen de inyeccion en modo

“Splitless”.

Las muestras analizadas fueron preparadas como una curva en matriz en

concentraciones que se detallan en Anexo A.3.

La selectividad del método fue determinada mediante la prueba estadistica t de

comparacion de medias, para lo cual se plantearon las siguientes hipotesis.

Ho: La diferencia de medias entre los métodos Ay B es igual a 0 (up = 0)

Ha: La diferencia de medias entre los métodos A y B es distinto de 0 (up # 0)

3.5.2. Limite de deteccion LOD y limite de cuantificacion LOQ

El limite de deteccion (LOD) queda definido por la desviacién estandar de n
resultados individuales en concentracion cero o muy cercana a cero. La desviacion
estandar obtenida corresponde a 6 muestras preparadas en la matriz de andlisis a la
concentracion mas baja en la cual se obtenia sefial instrumental (0,020 m.L™?). Las

mismas fueron tratadas segun las condiciones definidas en el método optimizado.

El LOD instrumental se determind mediante la Ecuacion 6, para lo cual se

estima la desviacion estandar S’ de los resultados de las 6 réplicas aplicando la

Ecuacion 5.

-7 li SO
Ecuacion 5 S, = NG
Ecuacion 6 LOD;,s; = 3.5,

donde So: es la desviacion estandar de m réplicas de medidas realizadas con el método

en la validacién expresadas en unidades de concentracion del analito en la curva; n: es
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la cantidad de réplicas de medicion promediadas que se realizan para informar un
resultado de un ensayo obtenido siguiendo el procedimiento de medicion y S’: es la

desviacion estandar utilizada para calcular el LOD.

El LOQ instrumental, queda definido por la Ecuacion 7. Se determina de

manera analoga a LOD instrumental.

Ecuacion 7 LOQns: = 10.5,'

Para obtener el LOD y LOQ del método se calcularon mediante la Ecuaciones
8 y 9 respectivamente, con las cuales, los valores del LOD y LOQ quedan expresados

en unidades de concentracion en la muestra.

Ecuacion 8 LOD,er = LODjyst-Veea/Vim

Ecuacién 9 LOQmet = LOQinst- Vsed/Vaq

donde: Vsed €s el volumen sedimentado de la fase extractante y Vaq €s el volumen de

la muestra utilizada en la extraccion.

3.5.3. Linealidad, intervalo de trabajo y sensibilidad analitica

El estudio de linealidad se realiz6 utilizando siete niveles de concentracién con
tres replicas diferentes (ver Anexo A.4), partiendo de una solucion concentrada,
preparada utilizando iso-octano como disolvente a una concentracion de 1000 mg.L*

del compuesto.

Para evaluar el efecto matriz, se realizd una curva en matriz mediante la
fortificacion de las muestras con el estdndar de DEHA, en concentraciones que se
observan en Anexo A.4. Para verificar si el efecto matriz es significativo se realizo una
prueba estadistica de comparacion de pendientes para lo cual se establecieron las

siguientes hipotesis.
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Ho: las pendientes de las curvas en disolvente y en matriz son iguales (b1 = by).
Ha: las pendientes de las curvas en disolvente y en matriz difieren estadisticamente (b1
# ba).

El intervalo de trabajo lineal propuesto en este método, va de 10 a 100 mg.L?,
para la curva en disolvente (iso-octano) y de 10 a 240 mg.L* para la curva preparada

en matriz.

Para establecer el rango lineal se realizé un analisis de correlacién lineal entre
el &rea de los picos y las concentraciones (factor respuesta) en cada punto de
calibracion. Ademas, se realizo un analisis de los residuales para verificar que no

existan tendencias no aleatorias.

Se calcularon la pendiente, el intercepto y el coeficiente de correlacion (r) para

verificar la linealidad del intervalo, asi como cuantificar la sensibilidad del método.

3.5.4. Veracidad y precision

Se determino la veracidad del método mediante el empleo de los ensayos de
recuperacion, para cada nivel de concentracion del analito en muestras preparadas de
concentracion conocida. La recuperacion se determiné aplicando la Ecuacién 3 para

las muestras fortificadas y la Ecuacion 4 para la muestra diluida al LOQ.

Se utilizo la muestra de més baja concentracion y se prepararon muestras en 5
niveles de concentracion incluyendo la concentracion al LOQ, para lo cual la muestra
tuvo que ser diluida (ver Anexo A.5). Las demas muestras fueron fortificadas mediante
la adicion de cantidad necesaria de una solucion del analito en acetona a una
concentracion de 1000 mg.L™ . Se calcul6 el porcentaje de error relativo, %Er en cada

punto mediante la Ecuacion 10.

Ecuacion 10 Y%Er = @ 100%
E
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donde: Co es concentracion observada, Ce es concentracion esperada.

La precision del método fue determinada mediante la estimacion de la
repetibilidad (Sr) y precision intermedia (Si) mediante el anéalisis de la varianza
(ANOVA) de un factor para 6 réplicas en dos niveles de concentracion distintos. Al
nivel del LOQ y a 0,200 mg.L™.

La repetibilidad (Sr) es la precision dentro del grupo obtenida de la tabla
ANOVA Yy calculada mediante la Ecuacion 11 y la precision intermedia S; se obtiene
mediante la Ecuacion 13.

Ecuacion 11 Sy =+CM,
Ecuacion 12 Sy = CMQ;CM"
Ecuacion 13 S, =S+ S

donde: CMe es el cuadrado medio entre dias, CM; es el cuadrado medio intradia, y Sq
es la contribucidn a la variacion total del factor de agrupamiento y n es la cantidad de

réplicas realizadas por dia.
3.6. Tomay analisis de las muestras

Las muestras fueron colectadas segun el procedimiento descripto en la NP-186
(1980), en botellas de vidrio color &mbar de 1 litro de capacidad con tapa rosca de
plastico, en 6 puntos distribuidos en el lago Ypacarai segun se ilustra en el mapa de la
Figura 3. Los puntos de muestreo fueron elegidos por conveniencia de manera a cubrir
zonas importantes como la desembocadura de los afluentes o zonas aledafias a
poblaciones costeras y la zona central de manera a abarcar de forma mas representativa

la extension del lago.
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Figura 3. Distribucion geografica de los puntos de muestreo del lago Ypacarai.
Elaboracidn propia. Fuente Google maps.

Con el objetivo de obtener datos para evaluar la situacion del contaminante en
el lago, durante el afio 2018 se realizaron 3 campafias de muestreo puntuales en
periodos de tiempo seleccionados arbitrariamente. Las muestras fueron trasladadas al
laboratorio del INTN y refrigeradas a 4°C hasta su analisis. Las coordenadas de los

puntos de muestreo se detallan en Anexo A.6.
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4, RESULTADOS Y DISCUSION

En este apartado se discuten los resultados obtenidos en la identificacion del
analito, la optimizacion del método DLLME, desarrollo y validacion del método
analitico y la aplicacion del mismo en la cuantificacion de DEHA en muestras de aguas
superficiales.

4.1. Identificacion del analito

La identificacion del analito se realizd mediante el anélisis por cromatografia
gaseosa acoplada a espectrometria de masas del extracto de las muestras. El espectro
de masa de las muestras analizadas (Figura 4) muestra una similitud del 97% con el
espectro de masa del di(2-etilhexil) adipato obtenido de la base de datos de la
biblioteca de espectros de masa NIST 08. La presencia del ion “target” o cuantificador
m/z = 129y los iones cualificadores m/z = 112 y m/z = 147 coinciden con el espectro
obtenido por Lo Turco et al. (2015), y Aragdn et al. (2012).
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Figura 4. Espectro de masa de DEHA y espectro de masa de la muestra.
Fuente Base de datos de la biblioteca de espectros de masa NIST 08.



Posteriormente se realizd un anélisis de confirmacion de la identificacion del
analito mediante un analisis de cromatografia gaseosa y comparacion de tiempos de
retencion con un estandar del compuesto di(2-etilhexil) adipato. En la Figura 5, se

pueden observar los cromatogramas obtenidos del estdndar y de la muestra del lago.
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Figura 5. Cromatograma obtenido del estandar (superior) y de la muestra del lago (inferior).
Fuente: ChemStation version B.03.01-SR1 de gestion y tratamiento de los datos obtenidos del
cromatégrafo GC FID Agilent.

El tiempo de retencion (RT) del pico del analito objetivo coincide totalmente
con el RT del pico del estandar de di(2-etilhexil) adipato utilizado como material de
referencia. Considerando las dos pruebas, se comprueba cualitativamente la presencia

de dicho compuesto en las aguas del lago Ypacarai.

4.2. Desarrollo del método DLLME

La combinacion de disolventes extractante y dispersante pudo ser evaluada
mediante la aplicacion de un disefio experimental univariante, cuyos resultados fueron
sometidos a un tratamiento estadistico de andlisis de la varianza y la prueba de

significancia de Tukey. Los resultados obtenidos se observan en la Tabla 3.
La Tabla 3 muestra que el tratamiento T32, difiere significativamente segun la

prueba de Tukey con un 95% de probabilidad de acierto, de todos los demas

tratamientos en los que se obtuvieron resultados (Anexo A.7). Por lo que se rechaza la
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hipotesis nula Ho.

Tabla 3. Resultado de los tratamientos aplicados para evaluar el % de recuperacion del analito.

#de Tratamientos
Réplicas T11 T21 T31® T12 T228 T32° T13% T23% T332
1 0 0 39,5 0 26,3 93,1 0 446 48,6
2 0 0 37,8 0 295 874 0 448 51,0
3 0 0 41,3 0 31,4 90,2 0 46,2 49,3

Segun la prueba de Tukey, tratamientos con la letra a, no difieren estadisticamente, tratamientos con la
letra b, difieren estadisticamente al 95% de confianza.

Los tratamientos que contenian diclorometano con los distintos disolventes
dispersantes (T11, T12 y T13), asi como el tratamiento T21 (cloroformo-etanol) no
formaron gotas en la proporcion establecida para el estudio, por lo que se aumento la

proporcion de extractante — dispersante a 3.7, sin éxito en la formacion de gotas.

La varianza determinada mediante las diferencias en la recuperacion del analito
(ver anexo A.8), evidencia que el tipo de disolventes, extractante y dispersante,
influyen en la recuperacion del analito. Por lo que el tetracloruro de carbono y la
acetona fueron seleccionados para la optimizacion del DLLME. (Farajzadeh &
Khoshmaram, 2015) obtuvieron resultados satisfactorios empleando una mezcla
ternaria de disolventes extractantes de CH>Cl,, CHCI3 y CCls. En cuanto al dispersante

evaluado obtuvieron mejores resultados con dimetil formamida.

4.3. Optimizacion del método DLLME

Determinada la mejor combinacion de disolvente extractante — dispersante, se
realizo la optimizacion del DLLME considerando las otras variables que pueden
influenciar en el valor de la recuperacion de analito establecidas en la Tabla 2.

La optimizacion se realizd mediante la aplicacion de un disefio multivariante
del tipo Doehlert de 3 variables. La Tabla 4 muestra los 13 experimentos realizados
mas el punto central (experimento 1) por triplicado, y los resultados obtenidos para la

variable respuesta (el % de la recuperacion del analito) en cada caso.
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Tabla 4. Disefio Doehlert de 3 variables utilizada en la optimizacién de DLLME.

Numero de % de Proporcion Volumen Recuperacion
experimento NaCl (%) (mL) %
1 10 17,5 1,25 53,43
1 10 17,5 1,25 57,13
1 10 17,5 1,25 61,21
2 20 17,5 1,25 87,38
3 15 25,0 1,25 77,51
4 15 20,0 1,50 68,77
5 0 17,5 1,25 40,98
6 5 10,0 1,25 35,93
7 5 15,0 1,00 43,64
8 15 10,0 1,25 39,22
9 15 15,0 1,00 55,89
10 5 25,0 1,25 107,5
11 10 22,5 1,00 79,67
12 5 20,0 1,50 69,58
13 10 12,5 1,50 69,43

Los datos obtenidos fueron procesados por Statgraphic Centurion XVI y
evaluados mediante un estudio de grafico de Pareto, analisis de la varianza y se ha
aplicado un grafico de la superficie de respuesta para representar los efectos de los

factores en la variable respuesta.

En el analisis de la varianza ANOVA (Anexo A.9) realizado para la evaluacion
de la recuperacion del analito, se observa que el efecto del factor B (proporcién de
disolvente extractante — dispersante) difiere significativamente de cero (p < 0,05). El
estadistico R?, indica que el modelo explica en un 83,96% la variabilidad en la
recuperacion. Los modelos con R? > a 75% son considerados aptos (Chauhan & Gupta,
2004).

El porcentaje de recuperacion puede ser explicado por el modelo de ecuacion
polinomial de segundo orden obtenido del programa Statgraphic Centurion XVI
(Ecuacidon 14) que establece que es dependiente de la proporcion de disolvente

extractante dispersante y no de las otras variables.

Ecuacién 14
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Y = 246,502 + 0,706917[X,] + 3,96756[X,] — 462,187[X5] + 0,231833[X,]?
— 0,221867[X,][X,] — 0,393333[X,][Xs] + 0,3244[X,]?
— 7,88978[X,][Xs] + 249,298[X]?

donde: Y es el porcentaje de recuperacion, X: es el porcentaje de NaCl agregado a la
muestra, Xz es la proporcion extractante dispersante en % (v/v) y Xz es el volumen de

la mezcla extractante aplicada para la extraccion.

Con el grafico de Pareto obtenido mediante los datos (Figura 6), se puede
observar que la variable “proporcion” de extractante dispersante tiene un efecto

significativo y positivo en la recuperacion del analito.
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Figura 6. Diagrama de Pareto de los efectos de la ampliacion del disefio Doehlert de 3 variables.
Obtenida mediante Statgraphic Centurion XV1.

El grafico 3D de superficie de respuesta utilizado para determinar las
condiciones Optimas del nivel de cada factor para obtener la maxima recuperacion se

muestra en la Figura 7.
En el mismo se observan de manera gréfica, las condiciones éptimas de los

factores % de NaCl y proporcion de extractante — dispersante manteniendo constante

el volumenal mL.
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Figura 7. Superficie de respuesta de la recuperacién del analito como funcién del % NaCl y la
proporcion de extractante — dispersante. Obtenida mediante Statgraphic Centurion XVI.

En la Figura 8, se muestran las condiciones 6ptimas para la variable respuesta

en funcion a la proporcion y al volumen, manteniendo constante el % de NaCl en 0%.
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Figura 8. Superficie de respuesta de la recuperacion del analito como funcién del volumen y la
proporcion de extractante — dispersante. Obtenida mediante Statgraphic Centurion XVI.

Por lo tanto, las condiciones Optimas para lograr una recuperacién maxima se

resumen en la Tabla 5.

Tabla 5. Condiciones éptimas para maximizar la recuperacion del analito aplicando DLLME

Factor Bajo Alto Optimo
% NaCl 0,0 20,0 0,0
Proporcion 10,0 25,0 25,0
Volumen 1,0 1,5 1,0
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Estos resultados son satisfactorios y concuerdan con Rezaee et al. (2010) y
Farajzadeh & Khoshmaram (2015). EIl volumen y la proporcion optima de la mezcla
extractante y dispersante sera aquella que produzca un valor alto de factor de
enriquecimiento (FE) y volumen suficiente de la fase extractante como para ser

manipulable y analizable.

4.4. Validacion del método analitico

4.4.1. Selectividad

La comprobacion de la selectividad se realizé por comparacion del método
propuesto (método A) con un método de referencia (método B) basado en la norma
EPA 606 “Método para determinacion de ésteres de ftalatos y de adipatos en agua
potable”. Se efectud la comparacion entre las concentraciones obtenidas por ambos

métodos. Los resultados se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Resultados para la prueba de la selectividad.

Muestra Método A Recuperacion Método B Recuperacion
(mg.L?) % (mg.L?) %
M1 0,039 81,3 0,046 95,8
M1’ 0,041 85,4 0,044 91,7
M2 0,240 96,8 0,247 99,6
M2’ 0,237 95,6 0,244 98,4
M3 0,352 101,1 0,344 98,9
M3’ 0,358 102,9 0,340 97,7
M4 0,561 102,4 0,540 98,5
M4’ 0,553 100,9 0,548 100,0
M5 0,998 95,2 1,014 96,8
M5’ 1,023 97,6 1,036 98,9

Estadistico t = -0,0250444. Valor-P = 0,980566. o = 0,05.

La prueba estadistica t efectuada para comparar las variables emparejadas
demuestra que no hay diferencias significativas en los resultados obtenidos, por lo que
la hipétesis nula no puede ser rechazada a 95% de probabilidad de acierto, y se

concluye que el método propuesto es selectivo para el analito estudiado.
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4.4.2. Limite de deteccion LOD y limite de cuantificacion LOQ

El LOD y el LOQ del método propuesto fueron determinados mediante las

Ecuaciones 8 'y 9, los resultados se observan en la Tabla 7.

Tabla 7. LOD y LOQ del método propuesto.

Pardmetro de desempefio Valor obtenido (mg.L™)
LODinst 0,9369
LOQinst 3,1230
LODmet 0,004
LOQmet 0,014

Para el efecto se analizaron 6 muestras bajo condiciones de repetibilidad a una
concentracion de 0,020 m.L™? (concentracion mas baja en la cual se obtuvo sefial

instrumental) cuyos resultados se observan en el Anexo A.10.

4.4.3. Linealidad, intervalo de trabajo y sensibilidad analitica

La linealidad del método fue evaluada mediante una curva de calibracion
utilizando siete niveles de concentracion en tres réplicas (Figura 9), el grafico contiene
los limites de confianza y de prediccién. Se prepar6 ademas una curva en matriz con
5 niveles de concentracion (Figura 10), preparadas mediante la fortificacion de la

muestra, para estudiar el efecto matriz.

Las areas obtenidas utilizando los patrones para determinar el intervalo de
trabajo lineal propuesto en este método, que van de 10 mg.L™* a 100 mg.L en la curva
en iso octano y de 10 mg.L™ a 239 mg.L™ en la curva en matriz se observan en los
Anexos A.11 y A.12 respectivamente. Con los cuales se construyeron las curvas de

calibracion en disolvente y matriz.

De las curvas obtenidas se estimaron mediante regresion lineal, los valores de

las pendientes, los interceptos y coeficientes de correlacion R (Tabla 8).
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Figura 9. Curva de calibracion DEHA en disolucion iso octano.
Obtenida mediante Statgraphic Centurion XVI.
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Figura 10 Curva de calibracion DEHA en matriz.
Obtenida mediante Statgraphic Centurion XV1.

Tabla 8. Pardmetros de las curvas de calibracion obtenidas por regresion lineal

Parametros Curva en disolvente Curva en matriz
Pendiente 0,180773 0,119122
Intercepto -0,306287 1,01997

R 0,999 0,998

Ademas del grafico de los residuales (Figuras 11 y 12), en donde se observa la

completa aleatoriedad de los valores obtenidos y una distribucion normal.

43



[+

-1

Rediduo Estudentizado
(=]
|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|
|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|

3

1 1 L L 1 L | L L 1 1 | L 1 L L | L
10 15 20 25
numero de fila

o
(4]
[
o

Figura 11. Gréfico de residuos estudentizados vs pares de datos de la curva en disolvente.
Obtenida mediante Statgraphic Centurion XVI.
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Figura 12. Gréfico de residuos estudentizados vs pares de datos de la curva en matriz.
Obtenida mediante Statgraphic Centurion XV1I.

El efecto matriz fue evaluado mediante la comparacion de las pendientes de
las curvas obtenidas en disolvente y en matriz. Observando la Figura 13, se puede
apreciar una diferencia entre las pendientes de ambas curvas, sin embargo, la prueba
estadistica F, muestra que las varianzas de las pendientes son no homogéneas al 95%
de probabilidad de acierto y la prueba estadistica t (Tabla 9), muestra que las
pendientes de las curvas son estadisticamente similares en un 95 % de probabilidad de

acierto.
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No se rechaza la hipotesis nula (Ho: b1 = b2), por lo tanto, el efecto matriz no

es significativo.
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Figura 13. Comparacién de pendientes de las curvas obtenidas en disolvente y en matriz. La linea azul
corresponde a la curva en disolvente —— vy la linea naranja corresponde a la curva en matriz
Obtenida mediante Excel®

Tabla 9. Prueba estadistica de comparacion de pendientes de las curvas de calibracion.
Pendiente Pendiente

bl b2
0,180773 0,119122 21 15 1087,8 6496,3 597 231 0,007 2,15

ni n2 Sbl2 Sb22 Fecal Ftab teal t'cal

444, Veracidad y precision

Utilizando la curva en matriz se evalud la veracidad del método mediante
ensayos de recuperacion, en concentraciones del LOQ y 4 muestras de concentracion
intermedia en el rango lineal de trabajo. La recuperacion se determiné aplicando la
Ecuacion 3 para las muestras fortificadas y la Ecuacion 4 para la muestra diluida al
LOQ.
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La veracidad del método se expresa mediante el sesgo que se estima en
términos del error relativo % Er, el mismo se calculd utilizando la Ecuacion 10. Se
puede observar en la Tabla 10, que el error relativo aumenta a medida que disminuye
la concentracidn, este comportamiento es aceptable ya que la teoria de Horwitz (1982)
explica que a concentraciones muy bajas la precision disminuye y el sesgo aumenta y
que cuando se trata de ensayos para determinaciones de trazas es aceptable una

recuperacion del 80%.

Tabla 10. Resultados de la recuperacién del analito
Muestras preparadas en la matriz

LOQ R2 R3 R4 R5
Concentracién
original 0,028 0,028 0,028 0,028 0,028
(mg.L?)
Concentracion
afiadida -0,014* 0,022 0172 0,272 0472
(mg.L?)
C%récszr;f/r;gg)” 0,012 0,048 0,193 0,294 0,487
(oL ) (£0,001)  (20,001)  (0,006)  (+0,003)  (+0,012)
Concentracion
esperada 0,014 0.050 0,200 0,300 0,500
(mg.L?)
Rec”%zac'on 83,14 90,72 95,91 97,62 97,19
Error({/(‘j'at"’o 16,86 4.08 352 216 266

*|la muestra se diluy¢ para llegar a la concentracién del LOQ. Los valores con (z) indican la desviacion
estandar de los resultados para n=3.

La precision del método fue determinada mediante la estimacion de la
repetibilidad Sy y precision intermedia S; mediante el analisis de la varianza (ANOVA)
de un factor. Se analizaron durante 6 dias dos replicas por cada dia de una muestra
preparada a una concentracion conocidas de 0,200 mg.L™, los resultados de los analisis

se observan en la Anexo A.13.

La repetibilidad (Sr) y la precision intermedia (S;) fueron determinados por el

método del analisis de la varianza (Anexo A.14), donde Sy es la precision dentro del
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grupo, obtenida de la tabla ANOVA mediante la Ecuacion 11y la precision intermedia

Si se obtiene mediante la Ecuacion 13.

En la Tabla 11 se observan los valores obtenidos en la estimacion de la
repetibilidad y precision intermedia, en ambos casos es menor al 5% lo cual es

favorable, mientras menor dispersion de los datos, mejor precision.

Tabla 11. Resultados de la estimacién de la repetibilidad y precision intermedia

Sr Sd Si %S %S
(mg.LY) (mg.L™") (mg.L?) o
0,00473 0,00956 0,00754 2,37 3,78

Tanto la repetibilidad como la precision intermedia pueden ser expresados en
forma desviacion estandar relativa con respecto a la media de los resultados obtenidos

en los ensayos realizados.

4.4.5. Analisis de las muestras de aguas colectadas en el Lago Ypacarai

La técnica de extraccion optimizada y el método de anélisis validado fue
aplicado para la determinacion del compuesto DEHA en las muestras de aguas
superficiales colectadas de los diferentes puntos de muestreo. Los resultados obtenidos

se observan en la Tabla 12.

Tabla 12. Resultados de los andlisis de las muestras de aguas superficiales correspondientes a las 3
campanias de muestreo en el afio 2018.

Puntos de Resultados obtenidos (mg.L1)

muestreo Abril Agosto Noviembre
P1 0,048 (+0,005) 0,041 (x0,004) <LOD
P2 0,028 (+0,001) NR NR
P3 0,030 (x0,004) NR 0,080 (+0,006)
P4 0,263 (+0,009) 0,120 (+0,007) 0,150 (+0,009)
P5 0,603 (+0,007) 0,094 (+0,005) 0,112 (x0,007)
P6 0,036 (+0,004) <LOD <LOD

Los valores entre paréntesis indican la desviacion estandar para n=3. NR: no realizado. < LOD: inferior
al limite de deteccion.

Los valores mas altos se registraron en los puntos 4 y 5 que corresponden a la

zona de desembocadura del arroyo Yukyry, y la costa de la ciudad de Aregua
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respectivamente, lo cual supone que la contaminacion del lago Ypacarai con di(2-
etilhexil) adipato, puede deberse a la entrada de este contaminante a través de este
afluente.

El valor maximo tolerable para agua potable segtin la Norma de agua potable
y consejo de salud de la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA,
2018) es de 0,4 mg. L™, como se puede observar en la Figura 14, el punto 5 del primer
muestreo supera este limite, los demas puntos de esta y las siguientes campafias se
encuentran dentro de lo tolerable segun esta norma, lo que hace suponer que el lago

pudo haber purgado o diluido el contaminante en el transcurso del tiempo.

Contenido de DEHA
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Figura 14. Contenido de DEHA en aguas superficiales del Lago Ypacarai correspondiente a los 6 puntos
de las 3 campafias de muestreo. La linea roja marca el limite maximo tolerable segin EPA. Las barras
azules m corresponden a la primera campafia de muestreo, las barras de color naranja m corresponden a
la segunda campana y las barras de color gris m corresponden a las muestras de la tercera camparfia de
muestreo. Obtenida mediante Excel®

No se han encontrado estudios similares sobre la presencia de DEHA en aguas
superficiales en paises de la region, sin embargo (Barnabé et al., 2008) han detectado
0,147 mg.L™ de DEHA en aguas efluentes de una planta de tratamiento en Montreal,
Canadé y 0,014 mg.L™ de DEHA en las aguas del rio Saint Lawrence.

Paralelamente dentro del mismo estudio, han determinado ademéas 0,0023
mg.LY; 0,0240 mg.L! y 0,0148 mg.L! de 2-etilhexanol, 2-etilhexanal y acido 2-
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etilhexanoico respectivamente en el efluente, mientras que en las aguas del rio Saint
Lawrence, han determinado 0,0085 mg.L™* de 2-etilhexanol y 0,0032 de &cido 2-

etilhexanoico, que son los productos de degradacion de DEHA.

Por su parte (Aragon et al., 2012) estudiaron la presencia de DEHA en el
material particulado del aire del puerto de Tarragona y determinaron valores de 0,36
ng.m?y 1,08 de ng.m= de DEHA.

Cabe resaltar que Han & Liu (2018) han determinado 0,63 mg.g™* de DEHA en
krill antartico liofilizado y 2,16 mg.g™* de DEHA en aceite de krill antartico. Concluyen
que DEHA puede presentar una amenaza para la supervivencia y reproduccion del krill

antartico, que a su vez es un importante eslabon en la cadena alimentaria en el océano.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. Conclusiones

El desarrollo del método analitico para la determinacion de di(2-etilhexil)
adipato fue llevado a cabo utilizando la técnica de microextraccion liquido-liquido
dispersiva (DLLME) optimizada mediante un disefio experimental multivariante tipo
Doehlert en el que se evaluaron las variables fuerza idnica, volumen y proporcion de
mezcla extractante dispersante. El tetracloruro de carbono y la acetona fueron
seleccionados como disolventes extractante y dispersante respectivamente mediante
un estudio previo tipo univariante en el cual se evaluo la recuperacion obtenida del

analito como factor respuesta.

Los resultados obtenidos de la optimizacion de la técnica DLLME son
interesantes porque en comparacion con otros métodos de extraccion, utiliza pequefias
cantidades de disolventes, es una técnica rapida, sencilla, amigable con el
medioambiente, eficaz y sobre todo de bajo costo. La misma técnica puede ser aplicada
en la determinacion de otros compuestos en matrices acuosas como los compuestos

organoclorados u organofosforados.

El método analitico propuesto fue validado mediante el andlisis estadistico de
los resultados de los ensayos realizados en muestras controladas que han posibilitado
el estudio de cada una de las caracteristicas de desempefio del método, como: la
selectividad, la linealidad, la sensibilidad, los limites de deteccion y cuantificacion, la

precision y la veracidad.

El método desarrollado y validado posibilité la correcta cuantificacion del

compuesto di(2-etilhexil) adipato en aguas superficiales del lago Ypacarai



Hasta ahora, DEHA no ha sido estudiado en aguas superficiales del pais, este
hecho hace que este trabajo sea de interés sobre todo por su aplicacion a en cause
hidrico muy importante para el pais. Se considera al compuesto DEHA como
contaminante del lago por ser un aditivo en la industria del pléastico y no es un
componente natural de los cauces hidricos.

En respuesta a la hipotesis planteada en el presente trabajo: La técnica de
microextraccion liquido-liquido dispersiva seguida del método de cuantificacion por
cromatografia gaseosa permite identificar de forma valida la presencia del compuesto
di(2-etilhexil) adipato en aguas superficiales del Lago Ypacarai.

Con la informacidon obtenida de los resultados de los andlisis aplicados a las
muestras de aguas superficiales del Lago Ypacarai se concluye que existe una
contaminacion actual de sus aguas con el compuesto di(2-etilhexil) adipato, dicha

informacidn podréa ser utilizada para futuras investigaciones.
5.2. Recomendaciones

o Continuar la investigacion en la busqueda de disolventes extractantes, que sean
mas amigables con el medio ambiente.

o Estudiar la presencia y los efectos de los productos de degradacion del di(2-
etilhexil) adipato.

o Investigar las posibles fuentes de contaminacién del Lago y proponer

soluciones o métodos de remediacion para ser aplicados a las aguas del lago.
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Anexo A. Tabla de datos y calculos auxiliares

ANEXOS

1. Matriz Doehlert de cddigos para un disefio de 3 variables.

Experimentos Factor 1 Factor 2 Factor 3

1 0 0

2 1 0

3 0,5 0,866

4 0,5 0,289 0,817
5 -1 0

6 -0,5 -0,866

7 -0,5 -0,289 -0,817
8 0,5 -0,866

9 0,5 -0,289 -0,817
10 -0,5 0,866

11 0 0,577 -0,817
12 -0,5 0,289 0,817
13 0 -0,577 0,817

2. Codificacion de los de los factores estudiados en la optimizacion del método DLLME.

Factor 1 - (-1) (-0,5) 0) (0,5) (1) -
% de NaCl ; 0 5 10 15 20 ;
Factor 2 (-0.866) (-0577) -0289)  (0)  (0.289) (0577) (0.866)
Proporcion 44 12,5 15,0 175 20,0 225 25.0
(%)
Factor 3 . - 0817) _(0) (0817 - -
Volumen
i ] 1,00 1,25 1,50 ; ;

3. Curva preparada en matriz para evaluacion de la selectividad del método propuesto.

Muestras Concentracion esperada mg.L ™!
M1 0,048
M2 0,248
M3 0,348
M4 0,548
M5 1,048
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4. Patrones ensayados para el estudio de la linealidad del método.
Patrones (mg.L™?)

Curvas st1 st2 st3 St4 St5 St6 St7
C1 10 20 30 50 70 90 100
C2 10 20 30 50 70 90 100
C3 10 20 30 50 70 90 100
M1 10 57 79 125 239 - -
M2 10 57 79 125 239 - -
M3 10 57 79 125 239 - -

5. Muestras fortificadas para la determinacion del % de recuperacién en diferentes niveles de
concentracion.

Muestra C original (mg.L™?) C afladida (mg.L™?)
R1 0,028 -0,06*
R2 0,028 0,022
R3 0,028 0,172
R4 0,028 0,272
R5 0,028 0,472

*la muestra se diluy6 para llegar a la concentracion del LOQ.

6. Localizacion de los puntos de toma de muestras.

Identificacion del punto Coordenadas
P1 25°18'55.0"S - 57°18'10.6"W
P2 25°18'37.3"S - 57°19'33.0"W
P3 25°16'37.2"S - 57°21'39.5"W
P4 25°18'37.3"S - 57°19'33.0"W
P5 25°1921.4"S - 57°21'15.5"W
P6 25°22'00.6"S - 57°17'29.2"W

7. Prueba de Tukey, comparacion de medias de los tratamientos aplicados para evaluar el % de
recuperacion del analito.

Tratamientos T11 T21 T31 Ti12 T22 T32 T13 T23 T33

T11 - 18,60 38,65 13,15 4240 90,25 20,35 43,20 27,30
T21 - - 20,06 545 2380 7165 1,75 24,60 8,70
T31 - - - 2550 3,75 5160 1830 4,55 11,35
T12 - - - - 29,25 77,10 7,20 30,05 14,15
T22 - - - - - 47,85 22,05 0,80 15,10
T32 - - - - - - 69,90 47,05 62,95
T13 - - - - - - - 22,85 6,95
T23 - - - - - - - - 15,90
T33 - - - - - - - - -
Diferencia honestamente significativa (HSD) 66,04

Qa 99 5,595

Cuadrado del error medio (Mse) 278,7

N 2

En negrita las medias con diferencia honestamente significativa
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8. Andlisis de la varianza ANOVA de los tratamientos aplicados para evaluar el % de recuperacion del
analito.

) Grados Promedio Valor
Origen de las Suma de o
A de de los F Probab. critico
variaciones cuadrados .
libertad cuadrados para F

Entre 10767424 8 13459281 4,8298 00150  3,2296
grupos
Dentrode  opq 45 9 27867333 - ] i
los grupos
Total 13275,484 17 Valor P: 0,015 < 0,05

9. Analisis de Varianza para Recuperacién

Suma de Cuadrado .

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
A: % NaCl 375,778 1 375,778 1,75 0,2434
B: Proporcion 3150,58 1 3150,58 14,65 0,0123*
C: Volumen 136,136 1 136,136 0,63 0,4623
AA 644,96 1 644,96 3,00 0,1438
AB 276,89 1 276,89 1,29 0,3079
AC 0,87025 1 0,87025 0,00 0,9517
BB 710,339 1 710,339 3,30 0,1288
BC 262,611 1 262,611 1,22 0,3194
CC 728,313 1 728,313 3,39 0,1251

Error total 1075,17 5 215,035

Total (corr.) 6701,5 14
R2= 83,9562

* Diferencia significativa (p<0,05)

10. Resultados obtenidos para DEHA, utilizados para determinar el LOD y LOQ del método
propuesto.

Vol de Cen Vol de Cen .
Recuperacion

Muestra Area ext solucibn muestra muestra (%)
(L) (mgL?) (mL) (mglL™
1 1,41478 220 3,31 50 0,019 72,9
2 1,37334 225 2,97 50 0,018 66,7
3 1,48548 206 3,91 50 0,016 80,5
4 1,491934 205 3,96 50 0,018 81,2
5 1,389453 224 3,10 50 0,019 69,5
6 1,478015 232 3,85 50 0,015 89,2
So 0,4416
So’ 0,3123
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11. Patrones utilizados para la curva en disolvente.

Patrones Curval ) Curva 2 ) Curva 3 )

C(mgL?Y) Area C(mgL? Area C(mgL?) Area
Stl 10 1,4800 10 1,3720 10 1,819
St2 20 3,2470 20 3,1670 20 3,415
St3 30 5,0312 30 4,9440 30 5,167
St4 50 8,4640 50 8,6700 50 8,838
St 70 12,034 70 12,698 70 12,794
St6 90 15,352 90 15,578 90 16,039
St7 100 17,534 100 17,888 100 18,383

12. Patrones recuperados de muestras fortificadas utilizados para la curva en matriz.

Muestras Curval Curva 2 Curva 3
Fortificadas C(mg.L?) Area C(mgL?') Area C(mgL?' Area
FStl 10 1,8460 10 2,446 10 1,959
FSt2 57 7,7900 57 7,121 57 7,343
FSt3 79 10,821 79 10,673 79 10,544
FSt4 125 15,940 125 16,543 125 16,847
FStb 239 28,126 239 29,414 239 30,144
13. Resultados de los analisis de 2 réplicas durante 6 dias diferentes
DEHA Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
R1 (mg.L?h) 0,199 0,188 0,196 0,208 0,199 0,205
R2 (mg.L™Y) 0,192 0,187 0,206 0,200 0,207 0,205
Fzggﬁ‘?'l')o 0,199

14. Andlisis de la varianza de los resultados obtenidos para la estimacién de la precision.

Fuente de Sumade Gradosde Cuadrado Valor Valor
variacion cuadrados Libertad medio F P critico
(SM) (GL) (CM) de F
Entre 0,000457 6 0000091 409 0058 4,39
grupos
Dentrode 4 15134 5 0,000022 ] ; ;
los grupos
Total 0,000591 11 - - - -
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Anexo B. Iméagenes de los equipos y parte experimental.

2. Proceso de filtracion de las muestras tomadas del lago
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4. Microextraccion liquido-liquido dispersiva (DLLME)
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5. Liquido extractante en el inserto para ser analizado en el GC-FID.

6. Cromatdgrafo Agilent 7890 A (GC-FID)
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7. Agitador mecanico

8. Centrifuga
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