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RESUMEN

El Declorano Plus es una sustancia quimica policlorada, que por sus caracteristicas
xenobioticas y tdxicas al medioambiente, ha sido considerada por la Convencion de

Estocolmo como un Contaminante Organico Persistente.

En esta investigacion se realiz6 la optimizacion, desarrollo, puesta a punto, validacién y
aplicacion de una metodologia analitica para el estudio de este contaminante ambiental en
muestras de lodos producidos en diferentes Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales
en la ciudad de Panam4, mediante el empleo de la técnica de Extraccion Ultrasonica y la

Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas.

La metodologia analitica para el estudio de s-DP y a-DP logré alcanzar buenos resultados
de especificidad, selectividad, precision expresada como coeficiente de variacion < 20 %
y exactitud como porcentaje de recuperacion en el rango de 47 % a 58 % en matriz y 89,57
% a 96,22 en solvente, respectivamente. La linealidad de la curva de calibracion para ambas
formas isoméricas de Declorano Plus, s-DP y a-DP fue de r > 0.995 y unos residuales por
debajo de un 20 %, aceptable para la correlacion entre la sefial analitica y la concentracion

de los analitos de interés para la recta de calibracion.

Finalmente, la metodologia aplicada en muestras de blanco fortificadas y en muestras
reales, logr6 demostrar la presencia ubicua y ocurrencia de DP en sus dos formas
isoméricas (s-DP y a-DP) en concentraciones de LDM a 4240,75 ng/g, lo que confirma que
los lodos residuales son una matriz indicadora de contaminacidén ambiental por sustancias
organicas prioritarias y emergentes de este tipo con probabilidad de migracién y toxicidad

a la salud humana'y a los distintos estratos ambientales.
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ABSTRACT

Declorane Plus is a polychlorinated chemical substance, which due to its xenobiotic and
toxic characteristics to the environment, has been considered by the Stockholm Convention

as a Persistent Organic Pollutant.

In this research, the optimization, development, fine-tuning, validation and application of
an analytical methodology for the study of this environmental pollutant in samples of
sludge produced in different Wastewater Treatment Plants in Panama City was carried out,
using the Ultrasonic Extraction technique and Gas Chromatography coupled to Mass

Spectrometry.

The analytical methodology for the study of s-DP and a-DP achieved good results of
specificity, selectivity, precision expressed as coefficient of variation < 20 % and accuracy
as percentage of recovery in the range of 47 % to 58 % in matrix and 89.57 % to 96.22 in
solvent, respectively. The linearity of the calibration curve for both isomeric forms of
Declorane Plus, s-DP and a-DP was r > 0.995 and residuals below 20 %, acceptable for the
correlation between the analytical signal and the concentration of the analytes of interest

for the calibration line.

Finally, the methodology applied on fortified blank and real samples was able to
demonstrate the ubiquitous presence and occurrence of DP in its two isomeric forms (s-DP
and a-DP) at MLD concentrations at 4240.75 ng/g, confirming that sewage sludge is an
indicator matrix of environmental contamination by priority and emerging organic
substances of this type with probability of migration and toxicity to human health and

different environmental strata.
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Chromatography, Environmental Pollution.
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CAPITULO |

1.1.  INTRODUCCION

La contaminacién ambiental, indudablemente, es un proceso inusitado y ciclico que ha
traido producto del desarrollo industrial y crecimiento poblacional en el mundo, el ingreso

de nuevas sustancias quimicas con efectos nocivos al medioambiente y la salud humana.

De acuerdo a Orozco, Pérez, Gonzales, Rodriguez y Alfayate (2011), la contaminacién se
define como la introduccion o ingreso de compuestos generados por actividades naturales
y antropogénicas. La contaminacién se divide en fisica, biolégica y quimica. La
contaminacion quimica, a su vez, es causada por sustancias quimicas organicas e
inorganicas. Los contaminantes quimicos se dividen en prioritarios y emergentes. Los
contaminantes prioritarios son aquellos regulados por normativas ambientales como la
Convencién de Estocolmo, la cual norma a los contaminantes organicos persistentes,
porque tienen caracteristicas de estabilidad, morbilidad, transportabilidad de largo alcance,

biomagnificacion y bioacumulacion en los sistemas bioticos (W. Xu, Wang, & Cai, 2013).

En cambio, los emergentes son aquellos de reciente aparicion, que no tienen un marco legal
de regularizacion y pueden ocasionar, de igual manera, dafios deletéreos y perturbadores a

los sistemas ambientales (Pérez-Lemus, LOpez-Serna, Pérez-Elvira, & Barrado, 2019).

Sobre estos contaminantes prioritarios y emergentes, podemos mencionar a los retardantes
de llama, sustancias que se emplean con fines de mitigar el desarrollo y propagacion del
fuego en una variedad de bienes de produccion de uso y consumo humano (Xiong et al.,
2019). Los retardantes de llama se dividen en organobromados, organofosforados y

organoclorados (Guo, Venier, Salamova, & Hites, 2017). Dentro de los retardantes de
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Ilama organoclorados podemos mencionar al Declorano Plus. El Declorano Plus es un
compuesto producido desde los afios de 1960 en reemplazo de la sustancia conocida como
Mirex, plaguicida prohibido por sus caracteristicas conocidas perjudiciales y toxicas (Betts,

2006).

El Declorano Plus llamado también como DechPlus o Declorano 605, pertenece a la familia
de los Decloranos, entre los que podemos mencionar al Declorano 602, 603 y 604 (X. Chen
etal., 2018). El Declorano Plus ha sido encontrado desde el afio 2006 en maltiples matrices,
lo cual ha despertado la atencion por la comunidad cientifica internacional por sus
propiedades perturbadoras y conocida de un contaminante organico persistente (COP)
(Ghelli, Cariou, Dervilly, Pagliuca, & Gazzotti, 2021). Esta sustancia quimica ha sido
analizada por varias técnicas de extraccion, entre las que podemos mencionar a la
Extraccidn Soxhlet, Extraccion acelerada por Solventes (ASE), Extraccion por Microondas
(MAE) y Extraccién Liquido-Liquido (L-L) (Xian et al., 2011). En cuanto, a la técnica
instrumental usada para el analisis de Declorano Plus en muestras ambientales, la
Cromatografia de Gases con Detector de Captura de Electrones (GC-ECD), Espectrometria
de Masas simple cuadrupolo (GC-MS) y Espectrometria de Masas triple cuadrupolo (GC-
MS/MS) es la mas empleada, debido a las caracteristicas fisicoquimicas y estructurales de

este compuesto (P. Wang et al., 2016).

Para esta investigacion, se ha propuesto un desarrollo integral para el estudio de Declorano
Plus en sus variaciones isoméricas, usando como muestra de analisis a los lodos residuales
y biosoélidos, materiales obtenidos del proceso de depuracion de las aguas residuales en

sistemas de tratamiento de agua residual (Deago, 2020). Para el cumplimiento de los
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objetivos de esta investigacion, se evalud el proceso analitico desde la colecta de muestras,
la limpieza con cromatografia en columna por gravedad, optimizaciéon de las mejores
condiciones en el tratamiento de las muestras en la Extraccion Ultrasonica con muestra
blanco matriz y la Cromatografia de Gases con Espectrometria de Masas para el
mejoramiento de las sefales analiticas, producto del anélisis de las muestras de lodos
comerciales, hoteleras y municipales de Plantas de Tratamiento de Agua Residual,

localizadas en la Ciudad de Panama.

Por tal motivo, la estructura documental de la presente memoria académica e investigativa
se divide en el capitulo I, donde se expone la base primaria de la investigacion con la
hipétesis formulada, el objetivo general, los objetivos especificos, el planteamiento del
problema y justificacion de la investigacion. El capitulo 11, detalla una visién y realidad
general del tema expuesto, donde se presenta el estado del arte relacionado a la
contaminacion ambiental, el Declorano Plus como xenobiético y contaminante de interés
ambiental, las técnicas de tratamiento e instrumentales mas usadas para el estudio de este
contaminante en la matriz lodos y otros estratos ambientales. El capitulo 111, presenta el
marco metodoldgico utilizado en la investigacion, donde se muestra los reactivos,
disolventes, cristaleria, acondicionamiento de la cristaleria, los pasos de optimizacién
instrumental, de tratamiento de las muestras compuesto por la limpieza de los extractos y
extraccion por ultrasonidos, la validacion, aplicacion de la metodologia analitica a muestras
ambientales reales y tratamiento de datos mediante analisis estadistico descriptivo e
inferencial. El capitulo 1V muestra los resultados logrados, discusion y comparacion con
otros estudios realizados en lodos residuales y otras matrices sélidas como suelo y

sedimentos. El capitulo V, detalla las conclusiones con las principales reflexiones
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generadas y lecciones aprendidas de esta investigacion. El capitulo VI ofrece oportunidades
futuras de estudio y perspectivas esperadas para el campo de investigacion de Declorano
Plus y otros retardantes de llama. El capitulo VII contiene toda la referencia bibliografica

utilizada para la escritura y generacion de los conocimientos alcanzados en este estudio.

1.2.  JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo con los indicadores economicos y demograficos, Panama ha tenido un
crecimiento importante en la region. Esto ha traido como consecuencia, el ingreso de
productos de distintos tipos para satisfacer las diferentes necesidades que tiene la poblacién

(Informe Econémico MEF, 2017, 2018, 2019.

Como corolario al parrafo anterior, estas acciones han provocado de manera insospechada
y desafortunada, la introduccion de sustancias quimicas con caracteristicas de
contaminantes ambientales por las actividades antropogénicas causadas por el ser humano
(Pizzochero et al., 2019). Un ejemplo claro, para poner en contexto la problemaética, son
los retardantes de Ilama, compuestos que se emplean para fines de seguridad comerciales
con el objetivo de mitigar y reducir el desarrollo del fuego en su fase inicial en bienes

electronicos, eléctricos, plasticos, muebles, telas y vehiculos (J. P. Wu et al., 2008).

Los retardantes de Ilama organoclorados han despertado la atencion de la comunidad
investigativa a nivel internacional, porque han sido el reemplazo de los PCB, PBDEs y
PBB, y debido a su amplia utilizacion han logrado ser encontrados en diferentes matrices

ambientales (Zhang et al., 2020).
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Dentro de los retardantes de llama, el Declorano Plus es un ejemplo importante de estos
compuestos, sustancia quimica policlorada, perteneciente a la familia de los Decloranos
(Feo, Baron, Eljarrat, & Barcel6, 2012). Su fabricacion data de la década de 1960, en
reemplazo por la prohibicion del Mirex. Se emplea en monitores de computadora,
conectores plasticos de television, recubrimiento de alambre y cables. Se logro encontrar
en el medioambiente en el afio 2006 y desde ese momento, ha sido identificado en zonas
remotas y en diferentes matrices, lo cual demuestra ubicuidad en diversos estratos
ambientales (Hoh, Zhu, & Hites, 2006). También, comparte caracteristicas estructurales de
COPs similares a plaguicidas organoclorados como el Heptacloro, Eldrin y Aldrin por su
bioacumulacion, biomagnificacion, resistencia a la biodegradacion y fotodegradacion, alta
hidrofobicidad, liposolubilidad, alto contenido de atomos de cloro y capacidad para

transportarse largas distancias (De la Torre, Sverko, Alaee, & Martinez, 2011).

Una matriz ambiental, de amplio interés y necesidad de analisis fisicoquimico profundo,
son los lodos residuales, conocidos también como fangos de depuradoras porque pueden
ofrecer una radiografia y una linea base sobre la situacion actual de nuestros recursos
naturales, debido a su capacidad de retencion y acumulacién de contaminantes
organohalogenados como el DP por sus caracteristicas de riqueza analitica en materia
organica (Zeng et al., 2014). Aunado a esto, los lodos residuales también llamados como
biosélidos pueden ser utilizados como enmendador de las propiedades agricolas de los
suelos, produccién de biogas, compostaje en rellenos sanitarios y fabricacion de bloques
(Deago & Ramirez, 2019). Este vasto uso de los biosélidos puede traer eventos de
contaminacion en distintas escalas como contaminacion de las fuentes hidricas,

subterraneas y atmosféricas.

Pagina 30 de 178



Para el estudio de este compuesto, se emplean diferentes técnicas de extraccion, entre las
que podemos destacar la Extraccion Soxhlet, conocida por sus tiempos largos de operacion,

laboriosidad y consumo energético y de solvente altos (Picd, 2013).

Por tal motivo, en la presente investigacion, queremos hacer empleo de la Extraccion
Ultrasonica, técnica con enfoque verde, ecoldgico y amigable con el ambiente (McDonnell
& Tiwari, 2017), a través de la validacion de una metodologia analitica, que considere la
optimizacion, ajuste de condiciones, puesta a punto y aplicacion del proceso metroldgico
en su conjunto, en muestras de lodos de Plantas de Tratamiento de Agua Residual de la

Ciudad de Panama, por Cromatografia de Gases con Espectrometria de Masas (CG-MS).

Esta investigacion permitird obtener informacion analitica de contaminantes ambientales
pocos estudiados en Latinoamérica y Panama como el DP, la cual, por la falta de capacidad
analitica y recursos, no han sido considerados para evaluacion analitica. Adicionalmente,
se pretende ofrecer insumo documental para la actualizacion de las normativas nacionales
actuales relacionadas a los lodos, la cual no contempla limites permisibles para

contaminantes organicos (Ministerio de Comercio e Industrias, 2000).

En términos generales, este estudio esta alineado con el Plan Estratégico de Ciencia y
Tecnologia 2015-2019 (PENCYT, 2015-2019), Plan Estratégico de Ciencia y Tecnologia
2019-2024 (Consejo de Gabinete, 2020), Plan Nacional de Residuos Sélidos (INECO &
AAUD, 2017), Plan Nacional de Seguridad Hidrica (CONAGUA, 2016), los objetivos de
desarrollo sostenible en los puntos de educacion de calidad, agua y saneamiento y alianza
para lograr estos objetivos y las lineas de investigacion de Quimica Analitica de la Facultad

de Ciencia Naturales, Exactas y Tecnologia de la Universidad de Panama.
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1.3. HIPOTESIS

La aplicacion de una metodologia analitica no normalizada compuesta por Extraccion por
Ultrasonidos y Cromatografia de Gases optimizada y validada en su totalidad posibilita la
identificacion, deteccion y determinacién de los isomeros s-DP y a-DP del contaminante
no regularizado por las leyes ambientales, Declorano Plus en muestras de lodos residuales

de Plantas de Tratamiento de Agua Residuales en la ciudad de Panama.

1.4. OBJETIVOS

Con el desarrollo del disefio tedérico y experimental de este documento académico
consolidado para la puesta a punto de la metodologia analitica compuesta por la Extraccion
Ultrasénica y la Cromatografia de Gases con Espectrometria de Masas para el estudio
cualitativo y cuantitativo de Declorano Plus en sus formas isoméricas, s-DP y a-DP en
lodos de Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales, se plantea el siguiente objetivo
general, desglosado en sus respectivos objetivos especificos que guian la presente

investigacion.

1.4.1. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una metodologia analitica innovadora y ecoamigable con el ambiente para el
estudio, identificacion, cuantificacion y evaluacién del comportamiento del Declorano Plus
presente en lodos residuales, mediante la aplicacion de las técnicas analiticas de extraccion

Ultrasonica por Sonda y CG-MS, en la modalidad de Simple Cuadrupolo.
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1.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

>

Optimizar los parametros instrumentales del Cromatégrafo de Gases y del
Espectrometro de Masas, mediante ensayo de las caracteristicas internas de separacion
y fragmentacién de ambas unidades analiticas, con el empleo de estandares de s-DP y
a-DP, de concentraciones analitica apreciable.

Optimizar el comportamiento de elucion de los analitos en estudio, mediante la
configuracién de una columna de vidrio con una conformacion definida para la
limpieza de los extractos de las muestras, previo a la inyeccion en el Cromatografo de
Gases acoplado a masas.

Optimizar las condiciones del sistema de extraccion por ultrasonido para su aplicacion
en el aislamiento de las formas isoméricas de Declorano Plus en una muestra blanco,
que posee propiedades similares a la matriz de lodo residual en estudio.

Validar la metodologia analitica de extraccion Ultrasonica y CG-MS, con base en las
diferentes caracteristicas de desempefio documentadas en la literatura cientifica.
Comparar los resultados de la validacién analitica con estudios similares realizados en
otras partes del mundo en lodos residuales.

Aplicar la metodologia analitica validada en la evaluacion, identificacion y
cuantificacion de las formas isoméricas de DP, s-DP y a-DP en 5 tipos de muestras de
lodos residuales de Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales de la ciudad de

Panama.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

CONTAMINACION AMBIENTAL

La creciente demanda por parte de la poblacion y la fabricacion diaria de productos
tecnoldgicos ha causado el incremento e introduccion sin control de sustancias quimicas
en el ambiente (Rocha-Gutierrez et al., 2015). Adicionalmente, nuestros recursos
naturales y ecosistemas se encuentran de forma intensamente impactados por sustancias

quimicas de caracteristicas toxicas (Alharbi et al, 2018).

En este sentido, nuestros recursos naturales han sufrido un efecto deletéreo por las
actividades antropogénicas, las cuales son las principales causantes de la contaminacion
ambiental. Por lo que, este efecto se ha mantenido de forma sistematica porque a mayor
produccidn o consumo de un determinado bien, mayor nivel de contaminacion ambiental

se genera (Chormey et al., 2018).

Las actividades antropogénicas de tipo industrial, doméstica, médica y agricola son

causantes de contaminacién ambiental (EI-Shahawi et al., 2010).

F. Xu, 2014 afirma que este fendmeno de contaminacion ambiental (Figura 1) es ciclico y
esta condicionado a distintos fenémenos de transporte como uso y depdsito de sustancias
quimicas mas la aplicacion y deposicion en los distintos sistemas ambientales existentes,
provocando multiples problemas que afectan el ciclo del agua, ciclo atmosférico, la

cadena alimenticia y por ultimo la salud humana.
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Figura 1. Transporte de contaminantes entre los diferentes sistemas ambientales y los

seres humanos

Fuente: F. Xu, 2014

La contaminacién Ambiental tiene multiples definiciones. Sobre este particular, como

podemos ver en la figura 2 y para contar con un significado integrador, podemos decir

que la contaminacién ambiental es la alteracion del agua, suelo, aire, fauna, flora y seres

humanos (Ajibade et al., 2020).
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Contaminacion

Figura 2. Contaminacion Ambiental y sus principales tipos
Fuente: Ajibade et al., 2020

La contaminacidn ambiental vista desde la quimica se divide en organica e inorganica. En

el caso de la contaminacion causada por sustancias quimicas de naturaleza organica, se

hara énfasis en los contaminantes organicos persistentes.

Los contaminantes organicos persistentes son aquellos que cuentan con las caracteristicas
de alta estabilidad, capacidad para viajar grandes distancias, facilidad para bioacumularse
en los tejidos vivos, habilidad para biomagnificarse en la cadena alimenticia y altamente

toxicos (H. P. on Tang, 2013).

Como puede verse en la figura 3, los contaminantes organicos persistentes son un grupo
heterogéneo de sustancias que incluyen a los hidrocarburos aromaticos policiclicos

(PAHSs), dibenzoparadioxinas policloradas, dibenzofuranos policloradas, bifenilos
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policlorados (PCBs) y productos agroquimicos como los plaguicidas de distintos tipos

(Xie, Paau, Li, Xiao, & Choi, 2010).
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Figura 3. Estructuras quimicas de ciertos contaminantes organicos persistentes

Fuente: H. P. on Tang, 2013

Sobre la figura 3, los contaminantes organicos persistentes se dividen en dos grupos: los

que se producen de forma intencional y los no intencional (Talreja et al., 2023).
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Desde el punto de vista fisicoquimico, los contaminantes organicos persistentes son
altamente liposolubles con definida semivolatilidad con una presion de vapor que va entre
10y 10" atma una temperatura de 25 °C, coeficiente de particion agua-octanol (log Kow)
>5, Factor de bioconcentracién/factor de biomagnificacion >5000 en especies acuaticas,
ubicuidad ambiental, vida media de mas de dos meses en agua, vida media de mas de seis
meses en suelo/sedimento, poca degradacién fotolitica, quimica y bioldgica (Fitzgerald &

Wikoff, 2014).

Las afectaciones a la salud humana y a la fauna por los contaminantes organicos
persistentes van desde la disrupcion endocrina, problemas reproductivos, problemas
cardiovasculares, obesidad, problemas neurologicos y diabetes (Alharbi et al., 2018; W.

Xu et al., 2013).

Para normar los contaminantes organicos persistentes, se establecié la Convencion de
Estocolmo, que se ratificd en el afio 2001 por 150 paises y entro en vigor desde el 2004.
La Convencion de Estocolmo busca proteger la salud de las personas y los recursos
naturales en torno al comportamiento, distribucion y efectos toxicoldgicos de estas

sustancias (Xie et al., 2010).

De acuerdo con esta Convencion, los contaminantes se dividen en cuatro categorias: los
sujetos a eliminacién de produccién y uso, los restringidos en produccion y uso, los
producidos de forma no intencional y los que se encuentran bajo investigacion (O’Sullivan

& Megson, 2013).

Desde el 2001 a la fecha actual, hay aproximadamente mas de 28 compuestos enlistados
dentro de esta Convencidn, entre los que podemos mencionar como por ejemplo a los
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plaguicidas organoclorados, PAHSs, pentaclorofenol, pentaclorobenceno y los PBDES como

retardantes de llama (H. Wang et al., 2018).

RETARDANTES DE LLAMA

Los retardantes de llama forman parte de los compuestos quimicos que han ayudado al
desarrollo tecnoldgico de los paises por sus propiedades de reducir el fuego en su fase
inicial, debido a que este ultimo es el causante de innumerables pérdidas materiales y
economicas (Baron Gonzalez, 2015). De hecho, en paises como Estados Unidos y en el
continente europeo, estas pérdidas han logrado ser reducidas, gracias a la incorporacién

de estos compuestos en los bienes materiales (Birnbaum & Staskal, 2004).

La historia en el uso de los retardantes de Ilama viene desde los egipcios, cuando
aproximadamente en el afio 450 a.C., utilizaban alumbre para mitigar el desarrollo del
fuego en la madera. Luego de 200 afios, los romanos, potenciaron esta accion
adicionando vinagre al alumbre en materiales de construccion de madera (Alaee &

Wenning, 2002).

No obstante, el uso moderno de los retardantes de Ilama radica desde el siglo XX, cuando
en la segunda guerra mundial se aplicaron sobre materiales poliméricos y se logré
demostrar su efectividad, lo que llevo su uso extendido hasta la actualidad (De la Torre

Haro, 2010).

Ahora bien, los retardantes de llama se usan ampliamente en multiples productos de

consumo como por ejemplo material polimérico, equipamiento electrénico y eléctrico,
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alfombras, materiales de construccion, telas, muebles y automdviles (Guerra et al., 2011;

Xiong et al., 2019).

Vahabi, Sonnier, & Ferry, 2015 reafirma este hecho del uso extendido de estos
compuestos quimicos, cuando para el afio 2016, la demanda crecio en el uso de

retardantes de llama a 2,6 millones de toneladas.

En un sentido mas amplio, como se puede ver en la Figura 4 los retardantes de llama se
pueden clasificar, de acuerdo a su lugar de accion, modo de accién, medios de

incorporacion y naturaleza quimica (Hull et al., 2014).

Retardantes de llama

Fase condensada

|
Fase gaseosa

Inhibidores de llama
(Por ej

Diluyentes (Por

Promotores de goteo

p Adsorciény disipacién
y carbonatos de calor
metalicos)

Barrera de formacion (agentes de

despolimeracién)

y
fosforados)

Carbén Residuos irnogénicos

Intumescentes

Acido + agente
espumante +
carbonizador

Hidréxidos metalicos +
carbonatos

ionémero--->silicatode

Promotores de carbén Nanotubos de carbén G

Nanoparticulas

Figura 4. Clasificacion general de los retardantes de llama
Fuente: Hull et al., 2014
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En funcidn de su accion, los retardantes de llama se dividen en los retardantes reactivos y
los de caréacter aditivo (Alaee & Wenning, 2002). La diferencia entre uno radica en que
los primeros se incorporan al material por medio de enlaces covalentes mientras en que
los de caréacter aditivo se disuelven unicamente en el material (Thoma & Hutzinger,

1987).

Ahora bien, en un sentido préactico, a la fecha, se conocen mas de 175 retardantes de
Ilama y estos se clasifican quimicamente en retardantes de Ilama clorados (CFR),
retardantes de llama bromados (BFR), retardantes de llama fosforados (OFR) y otros

retardantes de llama inorgénicos (D. G. Wang et al., 2011).

Respecto al mecanismo o lugar de accion, los retardantes de llama halogenados (Figura
5) actuan en fase de vapor, donde en el proceso de combustion de un determinado
material, los retardantes de llama liberan radicales halégeno que reaccionan con los
radicales de alta energia, lo que propicia el detenimiento o la ralentizacion del proceso de

propagacion del fuego (Hull et al., 2014)

1 R-X — Re+ Xo
2 R-H+ Xe — Re+ HX Donde:
R: Hidrocarburo

3 HX + OHe — H,O + X* X Halogeno
4 HX + H*—>H,+ X-

Figura 5. Mecanismo de reaccion de retardantes de Ilama halogenados
Fuente: (Liscano & Calderdn, 2022)
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Los retardantes de llama clorados y bromados pertenecen a la categoria de halogenados,
donde los retardantes de Ilama bromados son los que tienen mayor demanda en el mercado

mundial (D. Chen et al., 2012).

Los retardantes de llama halogenados pueden entrar como contaminantes al
medioambiente durante el proceso de fabricacion, uso y el reciclado de los distintos
productos que los contienen, causando con esto, afectaciones a las personas y la fauna

(Garcia, 2019).

Respecto, a los retardantes de Ilama bromados, los PBDEs (Figura 6) son de los méas
utilizados y representan un conjunto de 209 congeneres con una cadena hidrocarbonada
que se compone de dos anillos de benceno sustituidos por el grupo central éter de estos

compuestos (Corella, 2022).

4 =
Bro—T | | —Brj
2 o

Figura 6. Estructura general de los PBDEs
Fuente: Corella, 2022

Los PBDEs fueron los primeros retardantes de llama halogenados, que se encontraron en
el ambiente (Alaee & Wenning, 2002) y su toxicidad va desde desarrollo de cancer, dafio
al sistema hepatico, inmunitario, endocrino y reproductivo, haciendo relevancia a que su
efecto nocivo se potencia en sus metabolitos de congeneres bromados (Sgfteland et al.,

2011).

Pagina 43 de 178



En la actualidad, por su dafio ambiental y a la salud, mezclas de PBDEs como penta-BDE,
octa-BDE y deca-BDE han sido prohibidos en cuanto a su uso en paises de la Comunidad

Europea y Norteamérica (Siddique et al., 2012).

Referente, a los retardantes organofosforados (OPFRs) podemos mencionar, que pueden
actuar como sustitutos de los retardantes bromados por sus caracteristicas técnicas y se
usan igualmente de forma extensa en la industria del plastico, textil, la del mueble,

electronica y automovilistica (Brandsma et al., 2013).

Los OPFRs (Figura 7) se dividen quimicamente en funcion de su estructura general y su
utilizacion amplia se fundamenta en la capacidad de combinar las propiedades de los

halégenos y el fésforo (Garcia, 2019).

R % 0
PR P-oR R..R-oR
0""0-R RgR O OR

Phosphinate  Phosphonate  Phosphate ester

Figura 7. Estructura general de los OPFRs
Fuente: Garcia, 2019

Los datos de toxicidad de los OPFRs muestran evidencia de neurotoxicidad,
carcinogecidad, bioacumulacion y biomagnificacion en el ambiente (Brandsma et al.,

2013).

Este hecho se ha reflejado en su ubicuidad presente en diferentes estratos ambientales como
polvo, agua de rio, agua subterranea, sedimento y biota (Brommer et al., 2012; Marklund

et al., 2003; Reemtsma et al., 2008; van der Veen & de Boer, 2012).
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En relacion con los retardantes de llama clorados (CIFRS), los Bifenilos Policlorados
(PCBs) son un ejemplo de esta clase de compuestos. Los PCBs se usaron como retardantes
de llama y en capacitadores y transformadores eléctricos desde finales de 1920 hasta
mediados de 1980, donde su uso comenzd a prohibirse y limitarse por su toxicidad

comprobada (Bergman et al., 2012).

Los PCBs (Figura 8) son un conglomerado de sustancias quimicas formados por un
aproximado de 209 congeéneres compuestos por diferentes &tomos de cloro unidos a un

grupo organico bifenilo (Lundberg et al., 2006).

(Chn (Cln

Figura 8. Estructura general de los PCBs
Fuente: F. Xu, 2014

Los PCBs como los otros retardantes de llama mencionados anteriormente poseen
caracteristicas de COP (Alaee & Wenning, 2002) y han sido encontrados en varios sistemas
ambientales como aire, suelo, sedimento y agua, asi como también en el cuerpo humano y

matrices bidticas (Lyche et al., 2004).

Por estos hallazgos descritos y sus caracteristicas de contaminante organico persistente, los
PCBs fueron eliminados en Estados Unidos desde los afios 1970 y en lo sucesivo en
Europa, aunque a pesar de esta proscripcion, su presencia ambiental sigue siendo de

atencion para la comunidad cientifica y académica (Muller et al., 2017).

Pagina 45 de 178



Otros compuestos retardantes de Ilama organoclorados y de interés ambiental son los

Decloranos, Clordeno Plus y Mirex (Ekpe, Choo, Barcel6, & Oh, 2020).

DECLORANO PLUS

El Declorano Plus (Figura 9) es un compuesto policlorado creado en 1970 y surgido
como reemplazo del Mirex (D. Chen et al., 2013) y que pertenece a la familia de
sustancias quimicas llamadas Decloranos, conformado por el Declorano 601, Declorano

602, Declorano 603 y Declorano 604 (Feo et al., 2012).

Cl : '.’\7\_ -E'—l_dl_lﬁ c|_\T________.___.-'\ /_\
ﬂ Ch- _!_I\C:Ii “ J ‘;>—CI | [
I /7 LN cr = S
CH="" ¢l cl Cl
Cil
i I 2 3 4
Ll o f
Cl L Cl Cl—£ b
Cl- Cl- ~. Cl o ery-cl
& Nel crh *i ci | AEen) =5
o N e i/ Ol W) N
LK M or\ ol ) "ica\— = e Tm ) cl | 1
PR e SoMe B \
Cl .l ct
Cl Cf E:‘,| & —
S 6 ¥ i 8
cl o] |
Ch e RSN O A= c:rn,____/?\u. s
& T () u &)
[ N Ze ¥ ~cl g N cr
cl cl o]
9 10 11 12 13

Figura 9. Estructura del Declorano Plus y compuestos relacionados.
Fuente: Xian et al., 2011

Las caracteristicas quimicas vistas en la Figura de Declorano Plus y sus compuestos

relacionados sustentan que por su alto grado de estructuras ciclicas y presencia elevada de
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atomos halogenados como el cloro permiten su efecto de reduccion en la propagacion del

fuego como retardantes de llama (Q. Wu et al., 2017).

El Declorano Plus conocido también como DechPlus o Declorano 605 fue creado por las
empresas Oxychem en Estados Unidos desde 1960 y Jiangsu Anpon Electrochemical desde

2003 (Xian et al., 2011).

El Declorano Plus es un sustituto por excelencia del compuesto retirado y retardante de
Ilama bromado Deca-BDE, declarado por la Comision Europea (Salamova & Hites, 2011)
y es una sustancia quimica de alto volumen de produccion en los Estados Unidos, mientras
que en el continente europeo es un compuesto con bajo volumen de produccion (Ghelli et

al., 2021).

Comercialmente, el Declorano Plus contiene dos estereoisomeros, el s-DP y a-DP, en una
proporcion aproximado de 1:3, donde el isomero a-DP constituye el 75 % del total y
actualmente se encuentran en presentaciones denominadas DP-25, DP-35 y DP-515, con
un tamafio de particula diferente dependiendo de la aplicacion, que se le vaya a dar al

compuesto (Sverko et al., 2011).

El Declorano Plus comparte una estructura de un biciclo (2,2,1) hepteno y se forma a través
de una reaccion de Diels-Alder (Figura 10), en el que dos equivalentes de
hexaclorociclopentadieno reacciona con un equivalente de 1,5-ciclooctadieno (Brasseur et

al., 2014).
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Figura 10. Reaccion de Diels-Alder productora de los isémeros s-DP y a-DP
Fuente: P. Wang et al., 2016

El Declorano Plus de acuerdo a la nomenclatura quimica del sistema IUPAC se le conoce
con el nombre de 1,2,3,4,7,8,9,10,13,13,14,14- dodecachloro
4,4a,5,6,6a,7,10,10a,11,12,12a-dodecahydro-1,4:7,10-dimethanodibenzo[a,e]cyclooctene

y con un numero CAS 13560-89-9 (Xian et al., 2011).

En la tabla 1 se presenta las caracteristicas fisicoquimicas generales referentes a este

compuesto.

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de Declorano Plus. Fuente: OxyChem, 2007

Propiedad Valor
Peso molecular 653,70 u
Formula quimica C18H22Cl12
Punto de fusion 350°C
Densidad 1,8 g/lcm?®
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Presion de vapor 0,006 mm Hg

Coeficiente de particion octano-agua | 9,3

(logkow)

Coeficiente de particion octano-aire | 12,26

(logkoa)

Coeficiente de particion sedimento-agua | 6,65

(logksp)

Sus caracteristicas fisicoquimicas apuntan a que el Declorano Plus presenta
liposolubilidad, hidrofobicidad, bioacumulacién, biomagnificacion, estabilidad vy
persistencia en el ambiente (Hoh et al., 2006). A este respecto, De la Torre et al., 2011
reafirma que el Declorano Plus tiene caracteristicas de COP similares a los plaguicidas
organoclorados Aldrin, Endrin, Dieldrin, Clordano y Mirex, prohibidos por la Convencion

de Estocolmo.

Por mas de 40 afios, el Declorano Plus por sus beneficios de baja densidad, bajo costo, poca
degradacion térmica y fotoquimica (Feo et al., 2012), le ha permitido tener amplia
aplicabilidad en los materiales poliméricos que incluyen al nylon, tereftalato butileno,
polipropileno, ABS y resinas epoxicas, que se usan en recubrimiento de cables, alambres
eléctricos, materiales plasticos de techo, conectores de computadora y television (Gauthier

& Letcher, 2009; Xian et al., 2011).
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TECNICAS DE EXTRACCION

Las técnicas de extraccion para el aislamiento del Declorano Plus forman parte de lo que
se conoce como pretratamiento o tratamiento de las muestras. Se entiende por tratamiento
de muestra a un conjunto de procesos concatenados que incluye la extraccion, limpieza 'y
preconcentracion pero que depende inicialmente del muestreo, acondicionamiento de la
muestra y posterior analisis instrumental por técnicas cromatogréaficas (Novakova &
Vickova, 2009). De acuerdo a Novakova & VIekova, 2009, la preparacion de muestras es
el eslabon considerado como el cuello de botella en la tarea analitica por el tiempo
consumido y laboriosidad dada en esta etapa. La escogencia de la mejor técnica de
preparacion de muestras depende de un gran nimero de factores, entre los que podemos
destacar las propiedades fisicoquimicas del analito de interés, el nivel de concentracion
en la muestra y la complejidad o interferencias asociadas en la matriz (Berton et al.,

2016).

Rubinson, 2001 menciona que la preparacion de la muestra debe considerar la
transformacion del analito en la mejor forma posible, la eliminacién de interferentes en la
matriz y la necesidad de concentracion o dilucion del analito, que permita una

determinacion especifica dentro del intervalo del método analitico desarrollado.

Para el estudio de Declorano Plus, una variedad de técnicas de preparacion de muestras
han sido utilizadas como la Extraccion Soxhlet (Kolic et al., 2009), Extraccion por liquidos
presurizados (Sverko et al., 2008), Extraccion Liquido-Liquido (L. Wang et al., 2012),
Extraccion en Fase Solida (X. Chen et al., 2018) y la Extraccion Ultrasénica (M. J. He et
al., 2014) con una combinacion de solventes, entre los que podemos enunciar mezcla de
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solvente de acetona-hexano 1:1 (Salamova & Hites, 2013) y diclorometano-hexano 1:1
(Baron, Eljarrat, & Barcelo, 2012). Los extractos en cada una de las técnicas de extraccion
se purifican empleando sorbentes en columna como sulfato de sodio, florisil, cobre y

aldmina (Sverko et al., 2011).

A continuacion, se presentan una breve descripcion teorica de cada una de estas técnicas

de extraccion, donde haremos hincapié en las més utilizadas hasta el momento.

EXTRACCION SOXHLET

La Extraccidn Soxhlet es una técnica ampliamente utilizada en la separacion de analitos
en multiples matrices de interés ambiental, que debe su nombre a Von Soxhlet, quién en
1879 desarrollo este sistema (Luque de Castro & Priego-Capote, 2010) y ha sido
documentada por diversas agencias de interés ambiental como la EPA (P. Wang et al.,

2010).

En esta técnica (Figura 11), una muestra finamente molida se coloca en un cartucho
Ilamado dedal dentro del sistema Soxhlet y se somete a multiples reflujos con disolvente

caliente hasta lograr la extraccion completa (Nn, 2015).
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I Condensador

Figura 11. Extractor Soxhlet
Fuente: (Lugue de Castro & Priego-Capote, 2010)

La Extraccion Soxhlet no requiere equipamiento costoso y su uso estd dedicado
ampliamente al tratamiento de muestras de dificil manejo (Xie et al., 2010).

A la fecha ha sido usada en el estudio de otros contaminantes organicos persistentes como
plaguicidas organoclorados (Ashesh et al., 2022), PBDEs (Ashesh et al., 2022) y PCB
(Halfadji et al., 2013).

La Extraccion Soxhlet a pesar de ser considerada como una técnica estandar por su
rendimiento y gran recuperacion de los analitos, presenta desventajas como largos tiempos
de operacion y generacion de elevados volumenes de desechos (Tadeo et al., 2010), lo que

la ha hecho perder espacio en los procesos analiticos de quimica verde.
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EXTRACCION POR LIQUIDOS PRESURIZADOS

La extraccion por liquidos presurizados también conocida como extraccion acelerada por
solventes (Figura 12) se desarrollé e introdujo al mercado en el afio 1996 por la empresa
Dionex Corporation, con la comercializacion de la primera unidad de extraccion llamada

ASE™ 200 (Bjérklund et al., 2000).
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Figura 12. Sistema de Extraccion de Liquidos Presurizados
Fuente: Bjorklund et al., 2000

En la literatura, el sistema de extraccion de liquidos presurizados puede encontrarse con
los nombres de Extractor de fluidos presurizados, extractor de solvente caliente
presurizado, extractor de solvente a alta presion y extractor de solvente subcritico

(Lugue-Garcia & Luque De Castro, 2004).

La extraccion de liquidos presurizados es una técnica capaz de extraer una ventana
amplia de analitos como contaminantes organicos persistentes y emergentes en matrices
semisolidas y solidos, mediante el uso de solventes organicos llevados a alta temperatura

de 40-200 °C y presion de 500-3000 psi (Subedi et al., 2015).
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Esta técnica ventila ventajas sobre otras como la Extraccion Soxhlet como reduccion de
tiempo de trabajo, bajo consumo de solvente y menos exposicion del usuario a los

quimicos, lo que redunda en impactos positivos para el laboratorio (Subedi et al., 2011).

EXTRACCION EN FASE SOLIDA

La extraccion en fase solida conocida por sus siglas SPE cuenta con una historia que data
de 1960 a inicios de 1980 y consiste en el uso de una fase liquida con una solida, para el
aislamiento de uno o mas analitos presentes en una solucion (Zwir-Ferenc & Biziuk,

2006).

La extraccion en fase solida goza de popularidad por su rapidez y selectividad en la
preparacion de las muestras, que se ha visto reflejada en el amplio espectro de materiales

sorbentes usados en los diversos procedimientos analiticos (Rawa-Adkonis et al., 2003).

El principio tedrico de la SPE es similar a la extraccion liquido (LLE). No obstante, en
esta técnica a diferencia de la LLE, donde se mezcla dos liquidos inmiscibles, en la SPE,
el proceso se fundamenta en el acondicionamiento de una fibra sdlida, la carga de la
muestra, lavado y elucion, donde la fase extractiva queda sujeta en la fibra (Hemmati et

al., 2018).

La SPE por su principio teérico, rapidez, econdémico y alto factor enriquecimiento es la
técnica analitica predilecta para el tratamiento de muestras liquidas (Qin et al., 2018). No
obstante, a pesar de los beneficios de esta técnica, la SPE presenta ciertas desventajas

como la variabilidad de las tasas de flujo y la probabilidad de taponamiento en los filtros,
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que puede ocasionar bajos porcentajes de recuperacion en los analitos de estudio

(Wierucka & Biziuk, 2014).

Sin embargo, en los ultimos afios se han dado unas modificaciones en la configuracion de
la SPE, lo que ha permitido una mejora en la técnica en términos de velocidad,
simplicidad, recuperacion y manejo de volumenes de solvente, en el que podemos
mencionar como ejemplo la microextraccion en fase solida dispersiva (Khezeli &

Daneshfar, 2017) y la extraccion magnética en fase solida (Capriotti et al., 2019).

EXTRACCION ASISTIDA POR ULTRASONIDOS

La Extraccion Ultrasénica conocida también como Extraccion asistida por ultrasonidos se
representa por sus siglas como UAE y se utiliza particularmente en la extraccién de
matrices sélidas y distintas moléculas de interés, lo que le ha dado amplia aplicacion en

diferentes campos (Tadeo et al., 2010).

Este tipo de extraccion se fundamenta en el principio de sonicacion, en el que la muestra
entra en contacto intimo con el analito y el solvente, resultando en una separacion de la
sustancia de interés de la matriz (Albero et al., 2015). También, como parte de este proceso,
se crea un fenémeno de cavitacion, traducida en la formacion de burbujas, que permite la
penetracion del solvente en la matriz y una mejor transferencia de masa en el medio, lo que

conlleva a una eficiencia optima de la técnica (Albero et al., 2019).

La extraccion ultrasénica (Figura 13) se puede realizar en sonda o bafio ultrasonico (H.

M. Santos & Capelo, 2007).
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Figura 13. Diagrama esquematico de extraccion ultrasonica por sonda (A) o bafio
ultrasonico (B).

Fuente: Albero et al., 2019

Los bafios ultrasénicos son los mas econdémicos y disponibles en el mercado analitico, pero
las sondas ultrasénicas ofrece un sistema mas eficiente en términos de una extraccion méas
Optima y efectiva, acortando con esto los tiempos de operacién en el aislamiento de los

analitos bajo estudio (Pérez & Albero, 2023).

En la extraccion ultrasénica, intervienen factores que influyen en la analitica, entre los que
se pueden mencionar a la frecuencia, amplitud, intensidad, tiempo y velocidad (McDonnell

& Tiwari, 2017).

Las ventajas en el uso de la UAE radican en los principios establecidos de Quimica Verde,
que incorporan los conceptos de reduccion de desechos, disminucion de riesgos a los
operarios, acortamiento en los tiempos de extraccion y atenuacion en el consumo de energia

eléctrica (Gatuszka, Migaszewski, & Namie$nik, 2013).
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De hecho, Hidalgo-Serrano, Borrull, Marcé, & Pocurull, 2022 han enunciado que la UAE
ha ganado un sitial en el campo de la extraccion de analitos en matrices ambientales,

llegando a alcanzar a técnicas consolidas como QUECHERS y SPE.

Esto ha permitido que la UAE haya logrado ser empleada en el estudio de diversos
contaminantes como los productos de aseo personal, residuos farmacéuticos y retardantes

de llama PBDEs en matrices ambientales (Garcia-Corcoles et al., 2019).

TECNICAS DE ANALISIS INSTRUMENTAL

En cuanto a las técnicas de anélisis instrumental para el estudio de Declorano Plus, la
Cromatografia de Gases con Espectrometria de Masas (GC-MS) es la indicada por las

caracteristicas fisicoquimicas de este compuesto.

La Cromatografia de Gases es una técnica analitica donde la muestra con la ayuda de un
gas acarreador pasa a través de una columna capilar o empacada, donde los componentes
de interés separados en esta seccion, se dividen entre la fase mdvil gaseosa y la fase
estacionaria, hasta llegar al detector donde se da el proceso de deteccion y cuantificacion

(Harvey, 2000).

Gary, 2009 indica que la cromatografia de gases (Figura 14) es una de las técnicas mas
versatiles y con amplia presencia en los laboratorios analiticos, para el estudio de

contaminantes organicos volatiles y con estabilidad térmica.
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Figura 14. Diagrama esquematico de un Cromatdgrafo de Gases
Fuente: (Gary, 2009)

En la Cromatografia de Gases, existen diferentes sistemas de deteccion entre los que
podemos mencionar los detectores de lonizacion de Llama, Captura de electrones,
Termoidnico de llama, Fotométrico de Llama y Espectrometria de Masas (Mcnair &

Miller, 1998).

De todos estos sistemas de deteccion en Cromatografia de Gases, la GC-MS es una
poderosa herramienta analitica que proporciona selectividad y especificidad para el

estudio de un gran nimero de moléculas orgéanicas (Chormey et al., 2018).

El advenimiento de la GC-MS se debe a Gohlke, cuando en 1959 describid la
introduccién de un efluente del cromatografo de gases dentro de un sistema de tiempo de

vuelo, que se encontraba equipado con un osciloscopio (Gohlke, 1959).

La cromatografia de gases haciendo uso de la espectrometria de masas como sistema de
deteccidn se basa en la separacion de iones presentes en una determinada molécula en
funcion de su relacién masa-carga (m/z) (Thomas et al., 2022). La GC-MS como técnica

acoplada permite la identificacion inequivoca de cualquier analito volatil, mediante la
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confirmacion de la identidad de la banda cromatografica, produciendo con esto una huella

dactilar de la molécula (Castillo Alanis, 2009).

En el caso de la cromatografia de gases con espectrometria de masas se trabaja con dos
tipos de fuentes de ionizacidn: ionizacion quimica e impacto electronico (Barén
Gonzalez, 2015). EI modo de ionizacion de impacto electrénico es el mas empleado y
este tipo de ionizacion, la molécula separada se bombardea con un haz de electrones en
fase gaseosa, creando fragmentos de iones, propiciando un mayor grado de informacion
estructural. En cambio, la ionizacidn quimica es un modo de fragmentacion mas suave, lo
que permite menor informacion estructural, pero mayor ganancia en sensibilidad para

algunas moléculas (F. J. Santos & Galceran, 2003).

En este orden de ideas, existen sistemas adicionales fundamentados en analizadores de
masas de alta potencia, que trabajan adicional al GC-MS en forma secuencial como la
Cromatografia de Gases con Espectrometria de Masas en Tandem (GC-MS/MS), los
cuales mejoran la sensibilidad y selectividad del proceso analitico para el estudio de

Declorano Plus y otros COPs (Bar6n et al., 2012).

En cuanto a los estudios cromatograficos para el estudio de Declorano Plus por
Cromatografia de Gases, se han hecho diversas investigaciones, utilizando los sistemas

GC-MS y GC-MS/MS (Klosterhaus et al., 2012; Xiang et al., 2014).
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ESTUDIOS REALIZADOS DE DECLORANO EN MATRICES AMBIENTALES

Diversos estudios para la deteccion y cuantificacion de Declorano Plus han sido realizados
extensivamente en diversas matrices ambientales, lo cual evidencia su presencia global y

ubicua (Ji et al., 2018).

En el afio 2006, se realizo el primer estudio de Declorano Plus en el area de los Grandes
Lagos, lo cual marcd el hito analitico para la investigacion pormenorizada de este

compuesto (Hoh et al., 2006).

Después de esto, se han hecho evaluaciones analiticas de DP en multiples matrices como
aire (S. J. Chenetal., 2011; Mdller, Xie, Sturm, & Ebinghaus, 2010; Qiu, Zhu, & Hu, 2010;
N. Ren et al., 2008; Vorkamp et al., 2015), agua (X. Chen et al., 2018; Mdller et al., 2012;
J. P. Wu et al., 2010), lodos residuales de estaciones de depuradora (Bardn et al., 2012; De
la Torre et al., 2011; Guardia et al., 2010; Kolic et al., 2009; Shanmuganathan et al., 2018;
Zeng et al., 2014), sedimentos (Baron et al., 2014; Matsukami et al., 2017; Sihring et al.,
2015; Sverko et al., 2008; Zhao et al., 2011), suelo (Gao et al., 2018; Li et al., 2018; Someya
et al., 2016; Syed et al., 2013; Yu et al., 2010), musgos y liquenes (J. T. Kim et al., 2018),
cabello humano (W. Chen et al., 2019; Zheng et al., 2010), corteza de arbol (C. He et al.,
2014; Peverly et al., 2015; Qiu & Hites, 2008; Salamova & Hites, 2010, 2013), productos
alimenticios (J. Kim et al., 2014), polvo (Cao et al., 2014; Fan et al., 2016; Sun et al., 2018;
S. Tang et al., 2019; Zhu et al., 2007), suero sanguineo (Brasseur et al., 2014; G. F. Ren et
al., 2011; G. Renetal., 2009; Yan et al., 2012), leche (Siddique et al., 2012) y biota (Abdel
Malak et al., 2018; Kakimoto et al., 2012; Kang et al., 2010; Rjabova et al., 2016; L. Wang
etal., 2012).
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Tambien, se han logrado hacer estudios sobre los productos de degradacion de DP, los
cuales por ser metabolitos de este compuesto, pueden tener el efecto toxico en un nivel

superior en términos de bioacumulacion y biomagnificacion (Sverko et al., 2015).

Por las caracteristicas fisicoquimicas del DP y los reportes analiticos realizados en diversas
matrices a la fecha, la comunidad cientifica internacional ha llegado a considerar este
compuesto como un contaminante organico persistente, de acuerdo a la Convencion de
Estocolmo (Ghelli et al., 2021; Ji et al., 2018; Sverko et al., 2011; P. Wang et al., 2016;
Xian et al., 2011).

VALIDACION Y CONTROL DE CALIDAD

Durante la optimizacion, desarrollo, implementacidn y posterior aplicacion de un método
analitico cromatografico, la validacion de métodos analiticos resulta necesaria para
establecer la viabilidad y factibilidad del procedimiento quimico de medicién en su
conjunto, a través de la estimacion de ciertos parametros de desempefio como linealidad,
idoneidad, veracidad, linealidad, limite de deteccidn, limite de cuantificacion y robustez

(Kupiec, 2004).

En este orden de ideas, se entiende por validacién como el ejercicio cientifico que provee
evidencia de que un método analitico cuando cumple con ciertos requisitos se ajusta 0 es

adecuado a un proposito particular (Feinberg, 2007).

Hubert et al., 2004 afirma que la validacion analitica de métodos busca que cada
medicion de rutina se encuentre lo mas cercana posible al valor real de una muestra

desconocida.
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Por tal motivo, la validacién de método no es solamente establecer precision y exactitud
en términos de veracidad sino también evaluar los pro y contras asociados a la emisién de

un resultado analitico (Gonzalez et al., 2005).

En este sentido, se ha establecido (Figura 15) criterios para la validacion de métodos, que
va a depender del tipo de ensayo que se esté realizando en los laboratorios (Rambla-

Alegre et al., 2012).

Table 1
Criteria to #stablish for different categories of merhods of analysis.

Method-performance parameter Type of assay

dissolution [measurement
ient/potency

Identification test Impurity test
only] - ¢o

Limnit impurity test Quantitative impurity test

Specificing Yes Yes Yes Yes
Accuracy Mo Yes No Yes
Precision Nao Yes No Yes
Repeatzbility Mo Yes No Yes
nrermediare precision Mo yes! Mo Yes?
Reproducibilicy Mo Yes Mo Yes
Lineariy No Yes Mo Yes
Range No Yes Mo Tes

Limmit of detection Mo No* Yes Ko
Limit of quantitation No Yes Mo No

Figura 15. Criterios para el establecimiento de pardmetros de validacion de métodos de
analisis.

Fuente: (Rambla-Alegre et al., 2012).

Sobre este tema, existen guias que ofrecen una idea base sobre el tema de la validacién de
métodos (Rambla-Alegre et al., 2012). Por ejemplo, la norma ISO-IEC 17025:2017 indica
en el requisito 7.2.2 sustenta en una forma sucinta que la validacion de meétodos es

necesaria realizarse cuando se desarrolla métodos que no se encuentra normalizados

(Comité Técnico CTN, 2018).

De esta forma, la validacion de métodos logra ser realizada mediante el empleo de

controles de calidad soportados en un programa de aseguramiento de calidad, donde se
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utilizan herramientas como blancos de reactivos, estandares de verificacion, duplicados,

subrogados, estandares internos y blancos fortificados (APHA, AWWA, & WEF, 2017).

Olivares & Lopes, 2012 menciona que el control de calidad es un insumo necesario en el
programa de aseguramiento de calidad de cualquier laboratorio, donde estas herramientas
permiten demostrar que un método analitico tiene la capacidad de producir resultados

confiables.

En el caso de Declorano Plus, a la fecha no se cuenta con metodologias normalizadas. Sin
embargo, en las diversas investigaciones publicadas se han utilizado herramientas de

control de calidad interno que permiten sustentar los resultados generados.
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CAPITULO I1l: METODOLOGIA
3.1. REVISION DE LA LITERATURA

Se realizd una revision exhaustiva de la literatura cientifica relacionada al tema para la
preparacion del estado del arte y comparacion de los resultados con los datos existentes en
estudios anteriores de matrices solidas como el Lodo de Plantas de Tratamiento de Agua
Residual, utilizando las palabras claves escogidas y combinaciones de elementos booleanos
como “Declorano Plus” and  “Sewage Sludge”, “Dechlorane Plus” and “Gas
Chromatography”, “Flame Retardant” and “Ultrasonic Extraction” y “Environmental
Pollution” and “Sewage Sludge”,para el desarrollo de este trabajo investigativo, buscando

en los repositorios académicos como Google Scholar, Elsevier, MPDI y Scielo.

3.2. MUESTREO

3.2.1. SELECCION DE MUESTRA BLANCO

Con una pala metalica pequefia se colectd en un envase ambar de boca ancha, una muestra
de sedimento de rio del &rea de Coiba, provincia de Veraguas, Panama, para la puesta a
punto, optimizacion, desarrollo y validacion de la metodologia analitica. La seleccion de
esta muestra obedece a las caracteristicas necesarias que debe cumplir como blanco matriz,
el cual no debe contener el analito en estudio, para evitar la presencia de interferencias que
Ileven a la generacidn de resultados analiticos sesgados aunado al hecho de la lejania del
lugar de la muestra, caracterizada por ser un area con bajo impacto ambiental por

contaminantes de naturaleza organica.
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3.2.2. SELECCION DE MUESTRAS COLECTADAS Y ANALIZADAS

Para la aplicacion del método validado, se analizaron un total de treinta muestras de lodos

(Tabla 2) de tres plantas de tratamiento de agua residual de diferente actividad y

procedencia, localizadas en la ciudad de Panama. Las muestras fueron colectadas a lo largo

de seis meses, de octubre de 2018 a marzo de 2019, que corresponde a las dos estaciones

que posee el pais, secay lluviosa, con la finalidad de evaluar la concentracion, distribucion,

perfil y comportamiento de s-DP y a-DP.

Tabla 2. Informacidn de las muestras colectadas durante el periodo de duracion del estudio.

Condiciones | Temperatura
Ambientales de
L ; en el lugar transporte
Identificacion Tipo de
Fecha Hora de muestreo | del lugar del
de muestra muestra
muestreo al
T H.R. ;
o) | (9%) laboratorio
0
(°C)
MPLC1 2018-10- 09:05 5
32,5 70
11 a.m.
MPLC2 2018-11- 09:05 4
29,2 85
Lodo de 07 a.m.
MPLC3 Planta de 2018-11- 09:30 5
_ 33,8 63
tratamiento 27 a.m.
MPLC4 de Agua 2019-01- 09:42 4
) 31,4 72
Residual 08 a.m.
MPLC5 comercial 2019-02- 09:33 3
30,9 81
19 a.m.
MPLC6 2019-03- 09:22 4
31,1 79
28 a.m.
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MPLH1 2018-10- 10:00 5
31,6 63
11 a.m.
MPLH2 2018-11- 09:30 4
29,6 74
Lodo de 07 a.m.
MPLH3 Planta de 2018-11- 09:50 5
30,9 67
Tratamiento 27 a.m.
MPLH4 de Agua 2019-01- 09:55 4
] 30,5 54
Residual 08 a.m.
MPLH5 Hotelero 2019-02- 09:53 3
30,2 59
19 a.m.
MPLH6 2019-03- 09:45 4
31,1 55
28 a.m.
2018-10- 10:42
MPLMDES1 32,8 69 3
29 a.m.
2018-11- 09:39
MPLMDES2 29.6 72 3
Planta de 20 a.m.
Tratamiento | 2019-01- 10:55
MPLMDES3 32,4 37 4
de Agua 14 a.m.
Residual 2019-02- 09:41
MPLMDES4 o 30,6 46 5
Municipal 04 a.m.
(Espesado) | 2019-02- 09:58
MPLMDES5 30,3 60 5
26 a.m.
2019-03- 10:30
MPLMDES6 31,8 53 4
12 a.m.
2018-10- 11:08
MPLMDI1 Planta de 33,1 65 3
) 29 a.m.
Tratamiento
2018-11- 09:55
MPLMDI2 de Agua 31,8 67 3
20 a.m.
Residual
o 2019-01- 11:00
MPLMDI3 Municipal 32,4 37 4
14 a.m.
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(Lodo 2019-02- 09:50
MPLMDI4 o 30,6 47 5
Digerido) 04 a.m.
2019-02- 10:05
MPLMDI5 31,8 56 5
26 a.m.
2019-03- 10:35
MPLMDI6 31,8 52 4
12 a.m.
2018-10- 10:12
MPLMES1 35,5 53 3
29 a.m.
2018-11- 10:00
MPLMES?2 Planta de 315 68 3
20 a.m.
Tratamiento
2019-01- 10:45
MPLMES3 de Agua 32,4 37 4
] 14 a.m.
Residual
o 2019-02- 09:39
MPLMES4 Municipal 30,7 | 46 5
04 a.m.
(Lodo
. 2019-02- 09:46
MPLMES5 | Estabilizado) 30,6 | 56 5
26 a.m.
2019-03- 10:23
MPLMES6 31,7 53 4
12 a.m.

Las muestras se colectaron (Figura 16) en frascos de vidrio &mbar, con una pala de metal
pequefia para evitar contaminacion cruzada, fueron georreferenciadas con GPS,
codificadas con etiquetas para evitar confusion durante su procesamiento, transportadas a

4 °C y almacenadas en un congelador a -20 °C en el laboratorio, hasta su analisis.
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Figura 16. Colecta de muestra de lodo en Planta de Tratamiento de Agua Residual

3.3. REACTIVOS, DISOLVENTES Y ESTANDARES

Comercial.

Los reactivos utilizados como sorbentes con sus caracteristicas y funciones para la

preparacion de las columnas de limpieza de los extractos de las muestras ambientales de

lodos residuales, previo al analisis instrumental por Cromatografia de Gases con

Espectrometria de Masas se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Sorbentes utilizados en la preparacion de las columnas de limpieza

CAS/ ;
Nombre | Marca Funcion
Lote/Batch
Eliminacion
Sulfato
) 7757-82- del agua
de sodio | Merck )
) 6/AM1160849832/1.06649.0500 residual en
Anhidro
los extractos
Eliminacion
Cobre 7440-50-
Merck de azufre
granular 8/K50653803911/1.02703.0250
elemental
~ | Sigma 1343-88- Eliminacién
Florisil
- 0/BCBW7887/1.02013.113 de grasas
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Aldric
h
Retencion de
N 7631-86-
Silicagel | Merck compuestos
9/TA2097611816/1.1511.1000
polares
Preparacién
de silicagel
. Merck acidaen la
Acido 7664-93- )
] Supelc conformacio
sulfarico 9/K52505131024/1.00731.2500
0 ndela
columna de
limpieza

Latabla 4 presenta los disolventes organicos, grado cromatografico y estandares utilizados
para el desarrollo, extraccion de las muestras y aseguramiento de la calidad de los

resultados analiticos obtenidos.

Tabla 4. Disolventes Organicos y Estandares Analiticos

Nombre Marca CAS/Lote/Batch Funcién
Diclorometano 75-09- Optimizacion de
2/10978212842/1.00012.4000 | la metodologia
Hexano 110-54- analitica y
3/10954671818/1.04371.4000 | extraccion de las
Merck
muestras de
Suprasolv
lodo.
Acetona 75-09- Optimizacion de
2/10978212842/1.00012.4000 | la metodologia
analitica

Pagina 70 de 178



Ciclohexano 110-82- Solvente de
8/10934117805/1.02817.4000 | reconstitucion y

de inyeccion
s-DP de 50 FRS-061S-0.5X/219061163 | Optimizacion,
ug/mL validacion,
a-DP de 50 FRS-061S-0.5X/218051037 | aplicacion y
ug/mL cuantificacion

analitica de las

muestras de lodo

OCN de 100 N-003S/219051610-01 Control de
pug/mL calidad interno
AccuStandard de la

metodologia

analitica como

subrogado
PCB-209 de 100 219011064 Control de
pg/mL calidad interno

de la

metodologia

analitica como

estandar interno

3.4. MATERIALESY EQUIPOS
Para la ejecucion de la metodologia analitica propuesta, se utilizaron los siguientes insumos

cientificos.

e Vasos quimicos de borosilicato de 50 y 100 mL.

e Viales ambar de 1,5 mL con taparosca, marca Agilent.

Pagina 71 de 178



e Viales ambar de 1,5 mL con cierre de encapsulado, marca Agilent.

e Tubos de ensayo grande de vidrio borosilicato para concentracion de extractos de
muestras.

e Columnas de vidrio de boro 3.3 con una altura de 20 cm.

e Pipetas Pasteur.

e Probetas de vidrio 10 y 25 mL.

e Encapsulador de viales, marca Agilent.

e Jeringas de vidrio de diferentes capacidades nominal.

e Céapsula de porcelana con una capacidad aproximada de 125 mL.

e Jabon grado analitico, marca Liquinox.

e Gas Nitrogeno UHP

e Gas Helio UHP

Adicionalmente, la figura 17 presenta el equipamiento empleado para todo el desarrollo

experimental.

—

Figura 17,& Concentrador de muestras Figura 17 b. Balanza Analitica Mettler

con evaporador, marca Biobase Toledo con sensibilidad de 0,0001 g
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Figura 1‘7 c. Vortex ELMI Sky Line, Figura 17 d. Congelador Frigidaire,

modelo V 3y serie 181005, N1 modelo  FFCCO5C3HQW vy  serie

82391009

Figura 17 e. Extractor Ultrasonico, marca Figura 17 f. Cromatdgrafo de Gases
Ultrasonics acoplado a Espectrometria de Masas,
simple cuadrupolo, Marca Shimadzu,

modelo GCMS-QP2010 Ultra
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Figura 17 g. Termohigrometro, marca Figura 17 h. Medidor de posicionamiento

Extech Instruments. geografico (GPS), marca Garmin

Figura 17 i. Horno de conveccion, marca Figura 17 j. Mufla, marca Thermo

Thermo Scientific Scientific

3.5.  ACONDICIONAMIENTO DE LOS MATERIALES Y EQUIPOS

Los reactivos adsorbentes utilizados en la limpieza de los extractos fueron tratados
térmicamente en una mufla a 300 °C (Figura 18) por espacio de 12 horas para la eliminacion
de componentes que pudieran causar interferencias en la preparacion de las columnas y el

analisis final de las muestras con el método puesto a punto y validado.
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[

Figura 18. Acondicionamiento de los adsorbentes en la Mufla
Por otra parte, toda la cristaleria como vasos quimicos, columnas de limpieza, capsulas de
porcelana y tubos de ensayo de concentracion de extractos, usada para los experimentos y
ensayos se limpiaron con agua de grifo, jabon grado laboratorio, agua grado laboratorio

libre de organicos y acetona grado cromatografico.

3.6. PROCEDIMIENTO

3.6.1. OPTIMIZACION INSTRUMENTAL

A partir de las condiciones establecidas en un estudio realizado por Fuchao, 2013, se
procedié a realizar la optimizaciéon del Cromatégrafo de Gases y el Espectrometro de
Masas (Tabla 5) para conocer el comportamiento de separacion y fragmentacién de las
moléculas estudiadas, s-DP y a-DP en conjunto con el subrogado OCN y estandar interno

PCB-209.

Tabla 5. Condiciones cromatograficas establecidas iniciales para optimizacion

instrumental del sistema.

CONDICIONES DEL GC CONDICIONES DEL MS
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a. Lavadas del inyector: una lavada con
solvente antes de la corrida, una lavada con
solvente después de la corrida y dos
lavadas con la muestra.

horno de la

b. Temperatura del

columna: 100,0 °C con un tiempo

mantenido de 1 min, y 300,0 °C con un

tiempo mantenido de 28,33 min.

C. Temperatura de inyeccién: 280,0
°C

d. Modo de inyeccidn: splitless

e. Tiempo de muestreo: 3,00 min

f. Gas portador: Helio

g. Presion de flujo: 174,3 kPa

h. Flujo total: 130,5 mL/min

i. Flujo de columna: 2,50 mL/min

J. Velocidad lineal: 58,8 cm/s

K. Flujo de purga: 3,0 mL/min

l. Relacion de Split: 50,0

m. Tiempo total del programa para

cada inyeccion: 36,00 min.

a. Temperatura de la fuente de iones: 200

°C

b. Temperatura de la interfaz: 280 °C
C. Tiempo de corte de solvente: 3,5
min

d. Voltaje del detector: 1,1 kV

e. Programa general: el primer
programa empezo a los 5,00 min y termind
a los 3500 min con un modo de
adquisicion de datos SCAN.

f. Tiempo de evento (s): 0,10

g. Velocidad de barrido: 10 000

h. Rango de masas estudiadas (m/z): 50,00-

700,00
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n. Columna: Rtx-5MS; longitud de
30,0 m; grosor de 0,25 pm, diametro de
0,25 mm; composicion difenil dimetil

polisiloxano.

Las variables estudiadas en esta etapa fueron la seleccion de los iones mayoritarios y
temperatura de la fuente de ionizacion en el espectrdmetro de masas. En el cromatdgrafo
de gases, se evaluo la temperatura del puerto de inyeccion, flujo de gas acarreador, rampa
de temperatura en el horno de la columna cromatografica, tiempo de residencia en la
columna cromatografica. En lo sucesivo, se evalué el comportamiento del subrogado y
estandar interno seleccionados en este estudio. Por ultimo, se prepar6 una curva de
calibracion, para estimar el limite de deteccion instrumental, limite de cuantificacion, rango
lineal, precisién en términos de repetibilidad y precision intermedia mas las recuperaciones
con el fin de conocer la veracidad del método en evaluacion. Cada una de estas variables,
se estudiaron realizando variaciones a partir de las consideraciones analiticas mostradas en

la Tabla 5.

3.6.1.1. SELECCION DE IONES MAYORITARIOS

De acuerdo con las condiciones de separacion y fragmentacién descritas en la Tabla 5y
con la finalidad de seleccionar los iones mayoritarios utilizados en la etapa de
cuantificacion del analito en las muestras, se realizé la inyeccion de un 1 uLL por separado

de 50 000 ppb de estandar de s-DP y a-DP en el sistema cromatogréafico en la modalidad
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de barrido de iones (SCAN) en el GC-MS. La Tabla 6 muestra la concentracion y el

disolvente de preparacion de los estandares empleados en estas pruebas.

Tabla 6. Concentracion de estdndares de DP utilizados para la seleccion de iones

mayoritarios.

) Disolvente de
Estandar Concentracion (pg/mL) »
preparacion
s-DP 50000
Tolueno
a-DP 50000

3.6.1.2. SELECCION DE MEJOR TEMPERATURA EN LA FUENTE DE

IONIZACION DEL ESPECTROMETRO DE MASAS

Después de seleccionar los iones para la cuantificacion y confirmacion, se procedié a
optimizar las condiciones del espectrometro de masas para ambos analitos, modificando la
temperatura de la fuente de ionizacidén en tres ensayos distintos y manteniendo las
condiciones descritas en la Tabla 6. En la tabla 7 se presentan las modificaciones realizadas
en esta parte de los experimentos, donde se inyect6 1 pLL de una mezcla de 5000 ppb de s-
DP y a-DP en ciclohexano, a partir de los estandares individuales de 50000 ppb de s-DP y

a-DP.
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Tabla 7. Estudio de la variacion de la temperatura de la fuente de ionizacion del

espectrémetro de masas.

Volumen
individual de

preparacion

Volumen total

tomado a de disolvente Temperatura de la
Tipo de experimento partir de los de fuente de ionizacion
estandares de | preparacion (°C)
50000 ppb de | en CHX (uL)
s-DP y a-DP
(nL)
A 200
B 100 1000 180
C 150

3.6.1.3.

SELECCION DE MEJOR TEMPERATURA EN EL PUERTO DE

INYECCION DEL CROMATOGRAFO DE GASES

Posterior a la seleccion de la temperatura de la fuente de ionizacion, se estudid la

temperatura del puerto de inyeccion del GC para s-DP y a-DP en la modalidad de SCAN

en el espectrometro de masas. Para tales fines, se realizaron tres experimentos denominados
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D, Ey F con el estandar mix de DP de 5000 ppb (Tabla 8). La tabla 8 muestra los cambios

realizados tomando como referencia la informacion previa de la Tabla 7.

Tabla 8. Seleccion de Temperatura en el Puerto de Inyeccion del Cromatdgrafo de Gases.

: Temperatura en el Puerto de Inyeccién
Experimento
de GC (°C)
260
E 270
280

3.6.1.4. SELECCION DE FLUJO DE GAS ACARREADOR EN LA COLUMNA
ANALITICA DEL CROMATOGRAFO DE GASES

Con la seleccion de la mejor temperatura en el puerto de inyeccion del GC para el estudio
de s-DP y a-DP, se realizaron cuatro experimentos identificados como G, H, |1 y K para la
evaluacion del flujo de gas acarreador en la columna analitica. Tomando en cuenta la
informacién de la Tabla 8, en la Tabla 9 se presentan los cambios realizados sobre el

sistema instrumental, utilizando una mezcla de s-DP y a-DP de 500 ppb en CHX.

Tabla 9. Seleccién de Flujo de Gas Acarreador

FLUJO DE GAS ACARREADOR
EXPERIMENTO ;
(mL/min)
G 1.00
H 1.50
I 2.00
K 2.50
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3.6.1.5. SELECCION DE RAMPA DE TEMPERATURA EN EL HORNO DEL
CROMATOGRAFO DE GASES

Seleccionando el mejor flujo de gas acarreador para la optimizacion instrumental, se
realizaron cuatro experimentos identificados como G, H, | y K, para la evaluacion de la
rampa de temperatura en el horno del GC con una mezcla de 500 ppb de s-DP y a-DP en
la modalidad de SIM en el espectrometro de masas. La Tabla 10 muestra los cambios

realizados en esta etapa del desarrollo de la metodologia.

Tabla 10. Seleccion de rampa de temperatura en el horno del Cromatografo de Gases

RAMPA DE TEMPERATURA EN EL
HORNO DE GC (°C/min)

EXPERIMENTO

L 20
M 25
N 35
@) 40

3.6.1.6. SELECCION DE TIEMPO DE RESIDENCIA EN EL HORNO DEL
CROMATOGRAFO DE GASES

Considerando la mejor rampa de temperatura en el horno del GC, se realizaron cuatro
experimentos identificados como P, Q, R y S para la seleccién del mejor tiempo de
residencia con el objetivo de acortar los tiempos de la cromatografia. La Tabla 11 presenta
los cambios hechos, utilizando una mezcla de s-DP y a-DP de 500 ppb en Ciclohexano en

la modalidad de SIM en el espectrometro de masas.
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Tabla 11. Seleccion de tiempo de residencia en el horno del cromatdgrafo de gases

EXPERIMENTO TIEMPO DE RESIDENCIA (min)
P 25,00
Q 22,50
R 20,00
S 17,50

3.6.1.7. SELECCION DE ESTANDAR INTERNO EN EL GC-MS

Con la seleccion del mejor tiempo de residencia en la cromatografia, se procedio a realizar
el estudio de separacion y fragmentacion del estandar interno PCB-209 utilizado en la
investigacion, inyectando 1 pL de 100 pg/mL de PCB-209 en la modalidad SCAN en el

espectrometro de Masas.

3.6.1.8. SELECCION DE SUBROGADO EN EL GC-MS

Conocido el comportamiento del estandar interno de PCB-209, se realizé el estudio del
subrogado de igual manera, inyectando 1 pL de OCN de 100 pg/mL en la modalidad SCAN

en el espectrometro de masas.

3.7. ESTUDIO DE LOS PARAMETROS DE CALIDAD DE LA
OPTIMIZACION INSTRUMENTAL

La Tabla 12 muestra el método instrumental final del Cromatografo de Gases y del
Espectrometro de Masas, optimizado para el estudio de s-DP y a-DP y considerando los

controles de calidad internos, tanto el estandar interno PCB-209 como el subrogado OCN.
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Tabla 12. Método instrumental final en el Cromatografo de Gases con Espectrometria de

Masas

CONDICIONES DEL GC

CONDICIONES DEL MS

a. Lavadas del inyector: una lavada con
solvente antes de la corrida, una lavada con
solvente después de la corrida y dos
lavadas con la muestra.

b. Temperatura del horno de la
100,0

mantenido de 1 min, y 300,0 °C con un

columna: °C con un tiempo

tiempo mantenido de 17,50 min.

C. Temperatura de inyeccion: 260,0
°C

d. Modo de inyeccidn: splitless

e. Tiempo de muestreo: 3,00 min

f. Gas portador: Helio

g. Presion de flujo: 112,2 kPa

h. Flujo total: 79,5 mL/min

i Flujo de columna: 1,50 mL/min

J. Velocidad lineal: 45,6 cm/s

K. Flujo de purga: 3,0 mL/min
l. Relacion de Split: 50,0
del
cromatografico para cada inyeccion: 25,17

m. Tiempo total programa
min.

n. Columna: Rtx-5MS; longitud de
30,0 m; grosor de 0,25 um, didmetro de
0,25 mm; composicion difenil dimetil

polisiloxano.

a. Temperatura de la fuente de iones: 180
°C

b. Temperatura de la interfaz: 280 °C
C. Tiempo de corte de solvente: 3,5
min

d. Voltaje del detector: 1,1 kV

e. Programa general: el primer
programa empezo0 a los 5,00 min y termind
a los 15,00 min con un modo de
adquisicion SIM y con los iones 332, 356,
402, 404, 420 y 498 m/z. El segundo
programa empez6 a los 15,01 min y
termind a los 24,00 min con un modo de
adquisicion SIM y con los iones 237, 272,

274y 297.
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Bajo estas condiciones instrumentales optimizadas, se procedio a evaluar el rango lineal a

partir de una curva de calibracién de 1 ppb a 5000 ppb en ciclohexano con sus residuales,

el limite de deteccion instrumental, limite de cuantificacion instrumental, la precision en

condiciones de repetibilidad y precision por un periodo de tres dias mas el porcentaje de

recuperacion en concentraciones seleccionados dentro del intervalo de linealidad.

La tabla 13 presenta la preparacion de los estandares mix de s-DP y a- DP a partir de la

solucion madre de ambos analitos.

Tabla 13. Preparacion de estandares mix de s-DP y a-DP.

Concentracion mix de s- | V de solucion madre de s- | Volumen de solucion total
DPy a-DP (pg/mL) DP a -DP (uL) preparada (pL)

1* 10

S5* 50

10* 100

25** 50

50** 100

1000

75%* 150

100** 200
500*** 100
750*** 150
1000*** 200
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1500%** 300
2000*** 400
2500**** 100
3000**** 120
3500%*** 140
4000%*** 160
4500%*** 180
5000**** 200

*Las soluciones fueron preparadas a partir de la solucion mix de s-DP y a- DP de 100 ppb.
**|_as soluciones fueron preparadas a partir de la solucion mix de s-DP y a-DP de 500 ppb.

***|_as soluciones fueron preparadas a partir de la solucién mix de s-DP y a-DP de 5000
ppb.

****|_as soluciones fueron preparadas a partir de las soluciones madre de s-DP y a-DP de
50000 ppb.

3.8. OPTIMIZACION DE LA LIMPIEZA

Previo a la optimizacion de la extraccidn y posterior a la optimizacién de las condiciones
instrumentales, se procedid a ajustar la etapa de la limpieza de los extractos, preparando
una columna configurada con los adsorbentes tratados térmicamente a 300 °C en una mufla

por doce horas, durante la noche e indicados en la Figura 19.
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Figura 19. Configuracion de columna de limpieza de extractos
A la columna preparada con los sorbentes, se le adicioné 1 mL de de s-DP y a-DP de 500
ppb y se dejé reposar durante toda la noche. Con la columna preparada y fortificada, se
procedié a la elucion de los extractos con una mezcla 70:30 de hexano: diclorometano

(Tabla 14).

Tabla 14. Preparacién de Hexano-Diclorometano 70:30

Solvente Volumen utilizado (mL) | Volumen preparado (mL)
Hexano 700
1000
Diclorometano 300

3.9. OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION ULTRASONICA

Con la optimizaciéon de la limpieza de los extractos, se tomO una muestra blanco de
sedimento de textura parecida a las muestras de lodos y se fortificd con un 1 mL de una
solucion mix de DP y OCN a una concentracion de 500 ppb (Tabla 15) en acetona grado
cromatografico, para la puesta a punto y ajuste de la etapa de aislamiento de s-DP y a-DP,

mediante extraccion ultrasonica.
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Tabla 15. Preparacion de solucion mix de 500 ppb de s-DP, a-DP y OCN

Compuesto Ci (ppb) Cf (ppb) Vi (uL) Vt (uL)
s-DP 50 000 500 100
9750
a-DP 50 000 500 100
OCN 100 000 500 50

Para la realizacion de la optimizacion analitica, se dividieron una serie de experimentos

compuestos por las siguientes variables:

Seleccidn de tipo de muestra

Seleccion de tipo de solvente

Seleccion de composicion de tipo de solvente
Seleccién de volumen de solvente

Seleccion de tiempo de extraccion

v V VYV ¥V V V¥V

Seleccion de tipo de potencia

3.9.1. SELECCION DE TIPO DE MUESTRA

En este primer experimento de optimizacién de tipo de muestra (muestra himeda con
sulfato de sodio y muestra tratada térmicamente), se tomaron dos cépsulas de porcelana,
pesaron 10 g de muestra himeda de blanco de sedimento y fortifico con 1 mL de la solucién
mix de 500 ppb de s-DP, a-DP y OCN. La primera capsula con la muestra se trato
térmicamente a 105 °C en un horno de conveccion, durante toda la noche y la segunda, se

mezclé con 10 g de sulfato de sodio anhidro y se dejé igualmente durante la noche. Pasado

Pagina 87 de 178



este tiempo, las muestras se sometieron a extraccion ultrasénica a 50 % de pulso, 25 mL
de Hexano-Diclorometano 1:1, 5 min de proceso con un tiempo de descanso de 5 sy de
trabajo de 5 s. Luego, se sometieron a una concentracion inicial con gas nitrégeno hasta 1
mL y posterior, se pasé cada extracto en la columna de limpieza con 2 secuencias de 10
mL de Hexano-Diclorometano 70:30, concentr6 a sequedad incipiente y reconstituy6 a 1
mL con Ciclohexano mas 100 puL de 100 ppb de PCB-209 en un vial &mbar. Por altimo,
cada vial preparado se inyectd en el GC-MS para conocer el tipo de muestra mas viable de

optimizacion y seguir con los siguientes experimentos de esta etapa analitica.

3.9.2. SELECCION DE TIPO DE SOLVENTE

La tabla 16 presente los sistemas de solvente utilizados en esta etapa.

Tabla 16. Sistemas de solvente usados en Optimizacién de Extraccion.

SISTEMA DE SOLVENTE PROPORCION
Hexano-Diclorometano
Acetona-Diclorometano 1:1
Acetona-Hexano

Con la seleccion del mejor tipo de muestra de trabajo, se pesaron 10 g de muestra de blanco
de sedimento en tres capsulas de porcelana, respectivamente, se fortificaron con 1 mL de
la solucion mix de s-DP, a-DP y OCN de 500 ppb y cada una se extrajo con 25 mL de una
de las mezclas siguientes: hexano-diclorometano, acetona-diclorometano y acetona-
hexano. Posteriormente las tres muestras se trataron bajo las mismas condiciones detalladas

en el acapite anterior, hasta realizar el analisis instrumental por GC-MS.
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3.9.3. SELECCION DE COMPOSICION DE TIPO DE SOLVENTE

La tabla 17 muestra la composicion de tipo de solvente utilizada en el desarrollo de esa

secuencia de experimentos.

Tabla 17. Composicion de tipo de solvente

Tipo de solvente Proporcion de solvente
50:50
_ 60:40
Hexano-Diclorometano
70:30
80:20

Con la seleccion de la mejor mezcla de solventes, se procedid con la determinacion de la
proporcidn de solventes. Se pesaron 10 g de muestra de blanco de sedimento en cada una
de 4 cépsulas de porcelana, se fortificaron con 1 mL de la solucion mix de s-DP, a-DP y
OCN de 500 ppb, se trataron térmicamente durante la noche en un horno de conveccion a
105 °C. Posteriormente, cada muestra se extrajo con 25 mL de hexano-diclorometano en
las proporciones 50:50, 60:40, 70:30 y 80:20. Seguidamente, se continud con las etapas de

limpieza, concentracion y analisis instrumental por GC-MS.

3.9.4. SELECCION DE TIPO DE POTENCIA DE EXTRACCION

Establecida la proporcidén hexano-diclorometano adecuada, se continud con la etapa de
seleccién de la mejor potencia de extraccion ultrasénica, para lo cual se pesaron 10 g de
muestra de blanco de sedimento en cada una de 5 capsulas de porcelana, se fortificaron con
1 mL de la solucion mix de s-DP, a-DP y OCN de 500 ppb y se trataron térmicamente

durante la noche en un horno de conveccién a 105 °C. Luego, cada muestra se extrajo con
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25 mL de hexano-diclorometano 1:1 bajo una potencia ultrasénica de 50 %, 60 %, 70 %,
80 %, 90 % y 100 %. Por ultimo, se procedio con todas las etapas anteriormente descritas

hasta la realizacion del analisis por GC-MS.

3.9.5. SELECCION DE TIEMPO DE EXTRACCION

Luego de fijar la potencia de extraccion, se procedio a determinar el tiempo de extraccion.
En esta fase, se pesaron 10 g de muestra de blanco de sedimento en cada una de 5 capsulas
de porcelana, se fortificaron con 1 mL de la solucion mix de s-DP, a-DP y OCN de 500
ppb y se trataron térmicamente durante la noche en un horno de conveccién a 105 °C.
Después a esto, cada muestra se extrajo con 25 mL de hexano-diclorometano 1:1 a una
potencia de 50 % y se probo con tiempos de 1 min, 2 min, 3 min, 4 miny 5 min. Finalmente,
se procedio con todas las etapas anteriormente descritas hasta la realizacién del analisis por

GC-MS.

3.9.6. SELECCION DE VOLUMEN DE EXTRACCION

Definida la etapa de extraccion ultrasénica, se prosiguio con la determinacion del volumen
de extraccion. Para estos experimentos, pesaron 10 g de muestra de blanco de sedimento
en cada una de tres capsulas de porcelana, se fortificaron con 1 mL de la solucién mix de
s-DP, a-DP y OCN de 500 ppb y se trataron térmicamente durante la noche en un horno de
conveccién a 105 °C. A continuacion, cada muestra se extrajo con 25 mL, 50 mLy 75 mL
de hexano-diclorometano 1:1 a una potencia de 50 % y 5 min de extraccion. Finalmente,
todas las muestras fueron procesadas de acuerdo con el procedimiento establecido e

inyectadas en el GC-MS.

Pagina 90 de 178



OPTIMIZACION DE LA METODOLOGIA ANALITICA
VALIDACION ANALITICA

Luego de optimizada la etapa de tratamiento de las muestras, tanto la limpieza como la

extraccion por ultrasonidos, se procedio con la validacion de la metodologia analitica en

su conjunto, donde se probaron los parametros de desempefio de precision, exactitud,

especificidad, selectividad, linealidad, efecto matriz y estimacion de la incertidumbre como

parametro de calidad de los resultados.

Para esto, se pesaron 10 g de muestra de blanco de sedimento en cada una de 5 capsulas de

porcelanay se fortificaron a diferentes niveles de concentracion con el objetivo de realizar

las valoraciones analiticas. La Tabla 18 describe la preparacion de los estandares utilizados

para la fortificacion de las muestras.

Tabla 18. Preparacién de estandares de fortificacion para las muestras

Vf de
CiDP CfDP CiOCN | CfOCN Vi DP Vi OCN
Acetona
(ppb) (ppb) (ppb) (ppb) (nL) (nL)
(nL)
500 25 75 75 1 350
500 50 150 75 1275
5000 250
5000 250 75 75 1 350
5000 500 150 75 1275

Por otra parte, la Tabla 19 muestra la preparacion del estandar de fortificacion de 100 ppb

de s-DP y a-DP maés 250 ppb de OCN.

Pagina 91 de 178




Tabla 19. Preparacién de estandar de fortificacion de 100 ppb de DPs 'y 250 ppb de OCN.

Cis- Cfs- Cia- Cf a- Cf Vi s- Vi a- Vi Vi
DP DP DP DP OCN DP DP OCN | Acetona

(ppb) | (ppb) | (ppb) | (ppb) | (ppb) | (uL) | (uL) | (uL) (nL)
50000 | 100 | 50000 | 100 250 20 20 25 9935

Con la informacion de las Tablas 18 y 19, se fortificaron las muestras (Figura 20),
extrajeron cada una dos veces con 25 mL de Hexano-Diclorometano 1:1, al 50 % de

potencia y por 5 min.

Figura 20. Fortificacion de la muestra blanco para validacién analitica
Cada extracto se concentrd a 1 mL, se limpi6 en columna con sorbentes, se concentrd a

sequedad minimay se reconstituyo 1 mL con ciclohexano para el analisis por CG-MS.
ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Con el proceso analitico validado, las muestras fueron analizadas en un Cromatdgrafo de

Gases con Espectrometria de Masas Shimadzu GCSMS-QP2010 en la modalidad de
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impacto electronico (GC/MS-EI). El espectrometro de masas se ajustd con
perfluorterbutilamina (PFTA) utilizando el programa de auto sintonizacion de masas. Los
compuestos detectados fueron separados en una columna capilar no polar (Rtx-5MS,
espesor de pelicula 0,25 um, longitud de 30,0 m y didmetro interno de 0,25 mm). El horno
se programo de 100,0 °C por 1 min y de 100,0 °C a 300,0 °C a una tasa de calentamiento
de 30,0 °C por un tiempo de residencia de 17,5 min. El tiempo del programa total de la
cromatografia fue de 25,17 min. El gas acarreador fue el Helio (He) de alta pureza a un
flujo de columna de 1,50 mL/min, presién de 112,2 kPa, velocidad lineal de 45,6 cm/s 'y
flujo de purga de 3,0 mL/min. EI modo de inyeccion fue sin division (splitless), el volumen
de inyeccion de 1 pL y una temperatura del inyector de 260 °C. La temperatura de la linea
de transferencia fue de 280 °C y la temperatura de la fuente de ionizacion de 180 °C. Los
iones monitoreados en el Espectrometro de Masas en la modalidad de Monitoreo selectivo
de iones (SIM) fueron 272.00 m/z 'y 274 m/z para la deteccion y cuantificacion de s-DP y

a-DP en esta investigacion.
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Figura 21. Diagrama simplificado del método validado y aplicado para el andlisis de

muestras de lodos residuales.
TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LA INVESTIGACION
La adquisicion y anélisis de los datos para la muestra blanco y muestras de las diferentes
muestras colectadas y analizadas en GC/MS-EI Shimadzu se realizé usando el Software

Shimadzu Lab Solution (GC-MS Solutions).

Adicional, la curacion de los datos y el andlisis de cada una de las muestras, mencionadas
en el parrafo anterior, se trataron por medio de estadistica descriptiva y la elaboracion de
tablas y graficas mediante el Software de Microsoft Office Excel 2016, para el empleo y
evaluacion de la linea de tiempo y variaciones temporales de la presencia, deteccion,
identificacion y determinacion analitica de s-DP y a-DP en lodos y biosélidos de Plantas

de Tratamiento de Aguas Residuales.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. OPTIMIZACION INSTRUMENTAL

La optimizacién instrumental en GC-MS permite conocer, en primera instancia, el
comportamiento de los analitos de interés junto con los controles de calidad internos
utilizados en el analisis final de las muestras (Krol et al., 2012). Por tal razon, en esta
seccion se presentan los resultados generados con la optimizacién, desarrollo, puesta a
punto, validacion y aplicacion de la metodologia analitica por esta técnica de analisis

instrumental.

4.1.1. SELECCION DE IONES MAYORITARIOS

En la Figura 22 se muestra el cromatograma y el espectro de masas, producto de la
inyeccion en el GC-MS, por separado, de 1 uL de s-DP y a-DP en concentracion de 50.00
ppm, de acuerdo con las condiciones cromatograficas descritas en el capitulo de la

metodologia.
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Figura 22 a. Cromatograma y espectro de masas para el s-DP
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Figura 22 b. Cromatograma y espectro de masas para a-DP

En la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas es importante indicar
que por cada cromatograma se produce un espectro de masas (Mcnair & Miller, 1998).

Para este caso, en la Tabla 20 se describen los iones seleccionados y utilizados para la

cuantificacion e identificacion de los analitos de interés en esta investigacion.

Tabla 20. lones seleccionados para cuantificacion e identificacion de s-DP y a-DP.

Compuesto lones seleccionados (m/z)
s-DP 272, 297, 237
a-DP 272, 297, 237

Como se puede apreciar en la Figura 22 y desde la Tabla 20, los iones seleccionados para
ambos analitos fueron los mismos, debido a que el s-DP y el a-DP presentan caracteristicas
estructurales similares producto de la estereoisomeria. Cabe destacar que cada sefial
seleccionada muestra un patrdn isotopico caracteristico de los compuestos halogenados con
presencia de atomos de cloro, propio de los DPs. Adicionalmente, los iones indicados
sirven de referencia para los subsiguientes experimentos de optimizacion de la metodologia

analitica.
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4.1.2. SELECCION DE TEMPERATURA EN LA FUENTE DE IONIZACION

DEL ESPECTROMETRO DE MASAS

Luego de la seleccion de los iones de cuantificacion e identificacion, se procedié a escoger

la mejor temperatura para la fuente de ionizacion del equipo de espectrometria de masas,

inyectando 1 puL de una mezcla de s-DP y a-DP de 5.00 ppm en el GC-MS. La Tabla 21

muestra las temperaturas ajustadas en el software que permiten operar el espectro de masas

para cada experimento. La Figura 23 presenta los cromatogramas y espectros de masas

por cada valor de temperatura fijado en la fuente de ionizacion del GC-MS.
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Figura 23 a. Experimento A con una temperatura de 200 °C en la fuente de ionizacion

del GC-MS
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Figura 22 b. Experimento B con una temperatura de 180 °C en la fuente de ionizacion

del GC-MS
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Tabla 21. Resultados de la optimizacion de la temperatura de la fuente de ionizacién en el
GC-MS

Temperatura
en la fuente :
; ; L Area
Compuesto tr (Min) Experimento | de ionizacion -
Cromatografica
de GC-MS
(°C)
s-DP 16,535 315465674
A 200
a-DP 17,537 309701668
s-DP 16,433 364120933
B 180
a-DP 17,462 412492163
s-DP 16,429 272648021
C 150
a-DP 17,460 325334669

Los resultados de la Tabla 21 muestran un comportamiento distinto en términos de area

cromatografica para cada valor de temperatura en los tres experimentos (A, By C).

En la figura 23, se describe graficamente el comportamiento con relacién a la intensidad
de la sefial obtenida para cada especie de declorano plus, en funcion de la temperatura de

la fuente de ionizacion del espectrometro de masas.
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Optimizacion del efecto de la temperatura de la fuente de

ionizacion sobre la intensidad de la sefial en el GC-MS
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Figura 23. Grafico de experimentos de optimizacién de efecto de la temperatura de la

fuente de ionizacion sobre la intensidad de la sefial en el GC-MS

Las areas para el s-DP y el a-DP del experimento B tienen una mayor area cromatografica
a una temperatura de 180 °C, en comparacién con los experimentos A 'y C. Esto permite
una mayor sensibilidad analitica, crucial al momento de la aplicacion final del método a
las muestras. Por lo tanto, este valor de temperatura de 180 °C de la fuente de ionizacion

se seleccion0 para realizar las otras pruebas que conforman el desarrollo de la metodologia.

4.1.3. SELECCION DE LA TEMPERATURA EN EL PUERTO DE INYECCION
DEL GC-MS

Con una inyeccion de 1 pL en el modo splitless (sin division) de una mezcla de 5000 ppb
de s-DP y a-DP, se realizd la seleccion de la temperatura en el puerto de inyeccion,
utilizando la temperatura de 180 °C en la fuente de ionizacién del GC-MS. La Figura 24
presenta los cromatogramas y espectros de masas obtenidos en esta parte de la

investigacion.
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Figura 24 a. Experimento D con una temperatura de 260 °C en el puerto de inyeccién

del GC-MS
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Figura 24 b. Experimento E con una temperatura de 270 °C en el puerto de inyeccion
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Figura 24 c. Experimento F con una temperatura de 280 °C en
del GC-MS

el puerto de inyeccién
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La tabla 22 presenta los resultados obtenidos por cada tipo de experimento por integracion

de cada cromatograma.

Tabla 22. Resultados de optimizacion de temperatura en el puerto de inyeccion de GC-MS

Temperatura
en el puerto :
; ; ; > Area
Compuesto tr (Min) Experimento de inyeccion o
Cromatografica
del GC-MS
(°C)
s-DP 16,441 496336196
D 260
a-DP 17,475 571287997
s-DP 16,434 476935907
E 270
a-DP 17,468 527328798
s-DP 16,433 366027060
F 280
a-DP 17,462 402800269

En la figura 25 se describen graficamente los resultados de la Tabla 23.
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Optimizacion del efecto de la temperatura en el puerto de
inyeccion en el GC-MS
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Figura 25. Gréfico de experimentos de optimizacién de la temperatura del puerto de
inyeccion
La Tabla 22 y la Figura 25 evidencian que en el experimento D, a una temperatura del
puerto de inyeccién de 260 °C, se obtiene una mayor sefial analitica en términos del area
cromatografica para ambos analitos, en comparacion con las pruebas E y F y considerando
que no hubo mayor variabilidad en los tiempos de retencién de los dos analitos.
Adicionalmente, se puede mencionar que el experimento de optimizacién de la temperatura
de la fuente de ionizacion mostro tiempos de retencion dentro del mismo orden de magnitud
que los obtenidos para los ensayos de temperatura del puerto de inyeccion. Esto confirma
que el experimento D es el de mayor sensibilidad para utilizacion en los experimentos

adicionales de optimizacién instrumental.
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4.1.4. SELECCION DE FLUJO DE GAS ACARREADOR EN LA COLUMNA
ANALITICA DEL CROMATOGRAFO DE GASES

El flujo de gas acarreador permite conocer la influencia en la separacion de los analitos de
estudio. Para esta secuencia, inyectamos 1 pL una mezcla de s-DP y a-DP de 500 ppb a
una Temperatura de fuente de ionizacion de 180 °C y una de puerto de inyeccion de 260

°C, en la modalidad de adquisicion de datos de SIM en el GC-MS.

La Figura 26 presenta los cromatogramas y espectros de masas por experimento realizado

en esta etapa.
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Figura 26 b. Experimento H con un flujo de gas acarreador de 1,50 mL/min
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Figura 26 c. Experimento | con un flujo de gas acarreador de 2,00 mL/min
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Figura 26 d. Experimento J con un flujo de gas acarreador de 2,50 mL/min

La Tabla 23 contiene las integraciones realizadas en cada cromatograma de los

experimentos realizadas en esta seccion de la optimizacion.
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Tabla 23. Resultados de optimizacion de flujo de gas acarreador en el GC-MS

Flujo de
gas
Compuesto tr (Min) Experimento acarreador Area ;
en el GC- Cromatogréfica
MS
(mL/min)
s-DP 21,549 1.00 7158180
a-DP 23,112 © 6927227
s-DP 19,023 1.50 7444589
a-DP 20,314 i 8681482
s-DP 17,489 2.00 7960461
a-DP 18,625 ! 9290178
s-DP 16,421 2.50 4216426
a-DP 17,451 ! 4707756

En la Figura 26 se observa la representacion grafica de los resultados descritos en la Tabla

23.
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Optimizacion del efecto del flujo de gas acarreador en el

GC-MS
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Figura 26. Gréafico de experimentos de la optimizacién del efecto del flujo de gas

acarreador en el GC-MS

Los resultados presentados en la Tabla 23 y en la Figura 26 muestran que el Experimento
I a un flujo de 2,00 mL/min se obtuvo mayores areas cromatograficas que los experimentos
G, Hy J para s-DP y a-DP. Debido a que el flujo de gas tiene un efecto importante en la
resolucion cromatografica, asi como en la modificacion del tiempo de retencién y en la
posible coelucion de otras sustancias; y al no existir una variacion significativa, se

selecciono el experimento a un flujo de gas de 1,50 mL/min.

4.15. SELECCION DE RAMPA DE TEMPERATURA EN EL HORNO DEL
CROMATOGRAFO DE GASES

Con el ajuste de la Temperatura de la fuente de ionizacion, Temperatura de Puerto de
Inyeccidn y flujo de gas acarreador, se procedi6 a optimizar la rampa de temperatura de la
columna en el horno de GC-MS. Para esto, se inyectd un 1 uL de mezcla de 500 ppb de s-

DP y a-DP, a una temperatura de fuente de ionizacion de 180 °C, Temperatura de puerto
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de inyeccién de 260 °C, flujo de gas acarreador de 1,50 mL/min y en la modalidad de

adquisicion de datos de SIM en el GC-MS.

La Figura 27 muestra los cromatogramas y espectros de masa para el ensayo de seleccion

de rampa de temperatura.
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Figura 27 a. Experimento L con una rampa de temperatura de 20 °C/min en el horno de

GC-MS.

TIC & HIC e

'

B

Wax Infesaity - 1,142 700
7,049 Cwen [empdon.

wly

[3100,000)

B

514

25

50 5 100

Ervert#1 SIM - Rel Tina: [A00200) Scandt: [3041] -
100]
L
o]
E g
PR T 2400 2450 2500 50

Figura 27 b. Experimento M con una rampa de temperatura de 25 °C/min en el horno

de GC-MS.
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Figura 27 c. Experimento N con una rampa de temperatura de 30 °C/min en el horno de
GC-MS.
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Figura 27 d. Experimento O con una rampa de temperatura de 35 °C/min en el horno de
GC-MS.
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Figura 27 e. Experimento P con una rampa de temperatura de 40 °C/min en el horno de
GC-MS.

Pagina 110 de 178



La Tabla 24 contiene el area cromatografica, producto de las integraciones realizadas en

cada cromatograma de los experimentos de optimizacion realizados.

Tabla 24. Resultados de optimizacion del efecto de la rampa de temperatura en el horno

del GC-MS
Rampa de )
Tiempo de
. temperatura )
tr ) Area corrida
Compuesto ) Experimento o en el horno o
(min) Cromatografica cromatografica
del GC-MS )
_ (min)
(°C/min)

s-DP 21,877 3583 169

L 20 39,33
a-DP 23,194 3764510
s-DP 20,166 4 749 064

M 25 37,33
a-DP 21,481 5104 647
s-DP 19,023 7 444 589

N 30 36,00
a-DP 20,314 8 681 482
s-DP 18,223 5859 729

@) 35 35,04
a-DP 19,518 6 541 435
s-DP 17,613 4 126 849

s) 40 34,33
a-DP 18,890 4 314 886

La Figura 28 muestra los resultados graficos de la Tabla 24.
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Optimizacion del efecto de la rampa de temperatura en el
horno del GC/MS
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Figura 28. Grafico de experimentos de optimizacién de la rampa de temperatura
Como se puede apreciar en la Tabla 24 y en la Figura 28, las areas cromatogréaficas para
ambos analitos varian en funcién del aumento de la rampa de temperatura en el horno,
modificando con esto, los tiempos de retencion y el tiempo total de la cromatografia. Los
datos obtenidos en el experimento N, donde se utilizé una rampa de 30 °C/min para s-DP
y a-DP, mostraron mayor area cromatografica que aquellos obtenidos en los ensayos L, M,
Oy P, lo que permitio fijar la rampa de temperatura adecuada y continuar asi con el resto

de los experimentos de optimizacion.

4.1.6. SELECCION DEL TIEMPO DE LA CROMATOGRAFIA EN EL HORNO
DEL GC-MS

Con la optimizacion previa de la temperatura de la fuente de ionizacion, la temperatura del
puerto de inyeccion, el flujo de gas acarreador y la rampa de temperatura, se procedio a

ajustar el tiempo del analisis cromatogréafico en el horno del GC-MS, con la finalidad de
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reducir los tiempos totales de la cromatografia y hacer mas eficiente el uso de los insumos

y recursos disponibles para la investigacion.

En esta etapa, se inyect6 un 1 uL de la mezcla de s-DP y a-DP de 500 ppb en ciclohexano,

fijando la temperatura de la fuente de ionizacion en 180 °C, la temperatura del puerto de

inyeccion en 260 °C, el flujo de gas acarreador de 1,50 mL/min, la rampa de temperatura

de 30 °C/min y la modalidad de adquisicion de datos SIM en el GC-MS.

La Figura 29 muestra los cromatogramas y espectros de masa obtenidos durante los

experimentos de optimizacion del tiempo de residencia en el GC-MS.
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Figura 29 a. Experimento Q con un tiempo de residencia de 25,00 min en la rampa de

temperatura del horno de GC-MS.
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Figura 29 b. Experimento R con un tiempo de residencia de 22,50 min en la rampa de
temperatura del horno de GC-MS.
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Figura 29 c. Experimento S con un tiempo de residencia de 20,00 min en la rampa de
temperatura del horno de GC-MS.
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Figura 29 d. Experimento T con un tiempo de residencia de 17,50 min en la rampa de
temperatura del horno de GC-MS.
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La Tabla 25 resume la informacion de la integracion de las sefiales de los cromatogramas

mostrados en la Figura 29.

Tabla 25. Resultados de la optimizacion del tiempo de la cromatografia en el horno del

GC-MS
Tiempo de Tiempo de
tr _ Area residencia corrida
Compuesto ) Experimento o ) o
(min) Cromatografica (min) cromatografica
(min)
s-DP 18,978 3977 257
Q 25,00 32,67
a-DP 20,257 4510211
s-DP 18,968 4 008 059
R 22,50 30,17
a-DP 20,252 4 526 692
s-DP 18,972 3586 890
S 20,00 27,67
a-DP 20,271 4177 187
s-DP 18,986 4 040 936
T 17,50 25,17
a-DP 20,262 4577 614

La Figura 30 ilustra graficamente los resultados anotados en la Tabla 25.
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Optimizacion del efecto del tiempo de la cromatografia en
el horno del GC-MS
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Figura 30. Optimizacion del efecto del tiempo de la cromatografia en el horno del GC-
MS

En la Tabla 25 y la Figura 30 se puede notar visiblemente poca variabilidad de las areas
cromatograficas. No obstante, es destacable la reduccion del tiempo de la corrida
cromatografica de 25,00 min a 17,50 min, como se puede apreciar en la Figura 29. Por tal
razon, el experimento T (ver figura 29), a pesar de tener un comportamiento practicamente
igual al R (ver figura 29) con tiempos de corrida distintos, se seleccion6 como el mejor
experimento para utilizarlo en los ensayos finales de optimizacion instrumental por tener

menor tiempo de corrida cromatogréfica.

4.1.7. SELECCION DE ESTANDAR INTERNO, SUBROGADO Y METODO
FINAL INSTRUMENTAL

Para la evaluacion de los resultados obtenidos, se incorporé la utilizacion de PCB-209
como estandar interno y OCN como subrogado. EI PCB-209 se emple6 para correccion de

la sefial analitica ocasionada por variaciones instrumentales y la variabilidad de la
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inyeccion. El

metodologia, desde el punto de vista de la extraccion.

OCN se utilizd para para monitorear y comprobar la validez de la

Para establecer los parametros tanto para el estandar interno como para el sustituto, se

realizaron los siguientes ensayos: se inyecté 1 uL. de PCB-209 de 5 ppm en ciclohexano,

fijando la temperatura de la fuente de ionizacion en 180 °C, la temperatura del puerto de

inyeccion en 260 °C, flujo de gas acarreador de 1,50 mL/min, una rampa de temperatura

de 30 °C/min y con la modalidad de adquisicién de datos de SCAN en el GC-MS, para

determinar el tiempo de retencion y los iones mayoritarios.

La Figura 31 presenta el cromatograma y espectro de masas de PCB-209.
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Figura 31. Cromatograma y espectro de masas de PCB-209.

La Tabla 26 contiene la informacion de los iones seleccionados para los procedimientos

posteriores.

Tabla 26. lones seleccionados para el PCB-209

lones seleccionados
Compuesto Tr
(m/z)
PCB-209 10,708 356, 428, 498
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A partir de la Figura 31 y la Tabla 26, se puede inferir que el PCB-209 al tiempo de
retencién de 10,708 contiene los iones de interés, donde el pico base o ion mayoritario es
el 498 por ser el mas abundante. Ademas, los iones 356 y 428, se escogieron como iones
de confirmacidn de la sefial analitica. También se puede indicar que cada espectro tiene un

patron isotopico similar al s-DP y a-DP por ser una sustancia halogenada.

En cuanto, a la optimizacién para el OCN, de igual manera, 1 puL de 5000 ppb de OCN,
bajo las mismas consideraciones cromatogréaficas sefialadas a inicios del parrafo de este
acapite.

La Figura 32 muestra el cromatograma y espectro de masas para el OCN.
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Figura 32. Cromatograma y Espectro de Masas para OCN

La Tabla 27 contiene la informacion de los iones seleccionados a partir del espectro de

masas.

Tabla 27. Informacion de iones seleccionados para el OCN

Compuesto lones seleccionados (m/z)
OCN 404, 332y 262
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La informacion de la Figura 32 y de la Tabla 27, permite inferir que el OCN tiene como

pico base al ion con (m/z) de 404, el cual se empleara como ion de cuantificacion ya que

tiene mayor abundancia, mientras que los iones con (m/z) de 332 y 262 se utilizaran como

iones para la confirmacion de la sefial analitica.

Finalizada esta etapa, se realizo la inyeccion de 1 uL de s-DP, a-DP, PCB-209 y OCN de

500 ppb en el GC-MS con el objetivo de conocer el comportamiento cromatografico de las

cuatro sustancias, aplicando la misma metodologia instrumental antes detallada, pero en la

modalidad SIM.

La Figura 33 muestra el cromatograma con las sefiales de los cuatro compuestos analizados.
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Figura 33. Cromatograma de s-DP, a-DP, PCB-209 y OCN

La Tabla 28 presenta los iones de cuantificacion con los tiempos de retencion para las

cuatro sustancias.

Tabla 28. Tiempos de retencion y iones de cuantificacion de DPs, OCN y PCB-2009.

_ lones de cuantificacion
Compuesto tr (mMin)
(m/z)
OCN 10,708 404
PCB-209 10,940 498
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s-DP 18,959 2172
a-DP 20,236 272

Como se puede apreciar desde la Figura 33 y la Tabla 28, a partir de la inyeccion de la
mezcla de las cuatro sustancias en dos ventanas se observo que, en la primera, aparecen las
sefiales cromatograficas del OCN y el PCB-209 antes del minuto 15, sin embargo, con una
pobre resolucién entre las dos bandas, lo que llevd a excluir estos resultados para la
continuidad del desarrollo metodoldgico, ademas de las limitaciones de tiempo impuestas

en el momento para la utilizacién del GC-MS.

En el caso del s-DP y el a-DP, sin embargo, la situacion fue distinta porque ambos
compuestos eluyeron a tiempos de retencion con una diferencia de 1 min, lo que se traduce
en una resolucion cromatografica 6ptima y adecuada. Con base a estos resultados, resulto
conveniente el estdndar externo para los experimentos sucesivos de optimizacién del

método analitico.

4.1.8. PARAMETROS DE CALIDAD

Después del ajuste y optimizacion de la metodologia instrumental, se procedid a realizar
un estudio cuantitativo para conocer los parametros de calidad, en términos de exactitud,

precision, limite de deteccion instrumental y limite de cuantificacion instrumental.

En primera instancia, para evaluar estas caracteristicas de desempefio analitico, se
construyd una curva de calibracién para evaluar la linealidad del método. Para esto, se
prepararon mix de estandares en 1000 pL desde 1 ppb hasta 5000 ppb de s-DP y a-DP en

Ciclohexano, utilizando como ion de cuantificacion, el m/z= 272 para ambos DPs.
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La Tabla 29 presenta la informacion producto de la integracion de las areas cromatograficas

para la construccion de la curva de calibracion de s-DP y a-DP, respectivamente.

Tabla 29. Informacion de integracion de las areas cromatograficas para la construccion de

la curva de calibracién de s-DP y a-DP

Concentracion de i .
Estandar de s-DP y a-DP Area (s-DF) Area (a-DP)
m/z=272 m/z=272
(ng/L)
1 2951 5005
5 9877 16 332
10 13160 27 278
25 46 840 57 460
50 84 541 108 646
75 96 922 138 587
100 101 036 145 399
500 330088 470 291
750 1265 599 2 025478
1000 1661 450 2 455 615
2000 5417 283 9222 400
3000 2384679 3437 745
5000 17 778 634 28 010 644

A partir de los datos de la integracion de las areas cromatograficas, mostrados en la Tabla
29, se observa una correlacion positiva entre la sefial cromatogréafica y la concentracion de
los estandares de s-DP y a-DP hasta 2000 ppb. No obstante, a niveles por encima de los
2000 ppb se pierde la linealidad por saturacion del detector en el GC-MS. En la Figura 34

se ilustran las curvas de calibracion inicial para los dos isémeros de los DPs.
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Curva de calibracién inicial para s-DP
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Figura 34 a. Curva de calibracion inicial para s-DP
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Figura 34 b. Curva de calibracién inicial para a-DP

Las curvas de calibracion de la Figura 34 corroboran la pérdida de linealidad, a partir de
los 3000 ppb para el s-DP y el a-DP. Esta situacion puede deberse a saturaciones en el
sistema de deteccion del GC-MS, lo cual puede provocar la pérdida en la correspondencia

de linealidad entre la variable dependiente e independiente en la recta analitica.
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Por tal razon, se establecio un intervalo de linealidad de 25 ppb a 1000 ppb, para la

estimacion de los parametros de calidad del método analitico en términos de precision y

exactitud.

La Tabla 30 contiene la informacion de la integracion de las areas para la construccion una

nueva curva de calibracion para el s-DP y a-DP, en funcién a los resultados iniciales

obtenidos.

Tabla 30. Integracion de las areas cromatograficas de s-DP y a-DP para la construccion de

curvas de calibracion

Concentracién de . :
; Area (s-DP) Area (a-DP)
Estandar de s-DP y a-DP
m/z=272 m/z=272
(ng/L)
25 1003 1740
50 2 765 2 947
75 4624 4 328
100 4781 5401
200 8 366 8 800
300 15 826 16 204
500 24 152 29 009
1000 52 612 70725

Con los datos de la Tabla 30 se evidencia una correlacion lineal positiva entre la

concentracion y las areas cromatograficas de s-DP y a-DP. Para confirmar este supuesto,

en la Figura 35 se muestran las curvas de calibracion para s-DP y a-DP, respectivamente.
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Figura 35 a. Curva de calibracion para s-DP
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Figura 35 b. Curva de calibracion para a-DP

Con la preparacion de las curvas de calibracion mostradas en las Figuras 36 a'y 36 b, se
prosiguio a la estimacién de las figuras de mérito con sus correspondientes parametros de

calidad de ambos analitos.

La Tabla 31 presenta las variables estadisticas obtenidas para el s-DP y a-DP.
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Tabla 31. Figuras de mérito y parametros de calidad para s-DP y a-DP.

Ecuacion Intervalo de
LD LC
Analito de la r R? concentracion CcVv % R
(ng/L) | (ng/L)
recta (ng/L)
Y=
s-DP | 52,2x— | 0.998 | 0.996 25-1000 5 25 9,28 | 96,22
421.19
Y=
a-DP 70,2X - 0.994 0.987 25-1000 5 25 6,58 89,57
2349.6

Las figuras de mérito resumidas en la Tabla 31 se puede sefialar que la linealidad para
ambos analitos es aceptable, con r > 0,99, con una correspondencia ligeramente mejor para
el s-DP. La concentracion minima detectable y cuantificable, en términos de LD y LC para
el s-DP y a-DP fue de 5 y 25 pg/L, respectivamente. En cuanto a la evaluacion de la
precision y exactitud (n=3) en términos de repetibilidad, utilizando una solucién de s-DP y
a-DP de 500 ppb, los datos obtenidos para ambos analitos mostrando un coeficiente de
variacion por debajo de 20 %, lo que representa una dispersion cénsona al desarrollo de
metodologias analiticas por GC-MS. En cuanto a la veracidad, se utiliz6 el % R como
criterio analitico y ambos analitos mantuvieron una concordancia entre el valor promedio
obtenido y el valor de referencia, con resultados de porcentaje de recuperacion en el rango
de 70 % - 120 %, lo que indica una veracidad instrumental global buena y adecuada, de

acuerdo con lo que indica la literatura de referencia (Rambla-Alegre et al., 2012).

4.2.  OPTIMIZACION DE LA LIMPIEZA EN COLUMNA

Después de haber logrado las condiciones de optimizacion instrumental para el estudio de
s-DP y a-DP, se paso a la etapa de optimizacion de la limpieza en columna, para lo cual se
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realizd una preparacion de cuatro columnas de vidrio, donde la primera funcioné como
blanco para garantizar la calidad interna del desarrollo metodol6gico, empleando una
configuracién de adsorbentes como la mostrada en la Figura 19 de la seccion 3.8 y como
eluyente una mezcla de hexano-diclorometano 70:30, con una fortificacion de 1 mL de

ambos analitos a una concentracion de 500 ppb.

Los resultados obtenidos en esta etapa de la limpieza en columna se presentan en la Tabla

34.

Tabla 34. Areas de s-DP y a-DP producto de la optimizacion de la limpieza en columna

Numero de elucion ;
Compuesto Tr Area (m/z=272)
de columna

s-DP 18,909 23 221
E21

a-DP 20,185 28 704

s-DP 18,905 13 750
E31

a-DP 20,176 17 055

s-DP 18,909 5567
E41

a-DP 20,175 6 937

En funcidn de los resultados mostrados en la Tabla 34, se puede indicar, desde un punto de
vista analitico semicuantitativo, que en los experimentos de optimizacion de la limpieza de
la columna se logro eluir el s-DP y el a-DP en las tres columnas preparadas para tal fin,
con tiempos de retencion pocos dispersos y precisos. Sin embargo, se logra apreciar una
oscilacion entre los resultados de las areas cromatogréaficas integradas de las tres columnas,
que puede obedecer al empaquetamiento de las columnas y a la aparicién de caminos

preferenciales en el momento de la elucién. No obstante, la finalidad de esta etapa era
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verificar la funcionalidad de la columna para la elucion de los analitos, lo cual se logro y

permitio continuar con las fases de optimizacion y validacion metodoldgica.
43. OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION

Con la obtencion de los resultados en los experimentos de elucion de la columna, se
procedi6 a la etapa de la optimizacion de la extraccion, para lo cual se aplico la extraccion
ultrasénica por sonda, lo que garantiza la eficiencia y confiabilidad de los resultados

analiticos (Tadeo et al., 2010).

La Extraccion Ultrasonica por Sonda depende de forma general de los parametros de tipo

de solvente, volumen de solvente, tiempo de extraccion y potencia de extraccion.

En general, la extraccion ultrasonica por sonda depende, de forma general, del tipo de
solvente, volumen de solvente de extraccién, tiempo de extraccion y potencia de extraccion
(Albero, Tadeo, & Pérez, 2019). Junto con estas variables, también se optimizo el tipo de
muestra blanco a trabajar, como material de partida, 10 g de muestra blanco de sedimento
con una fortificacion de 1 mL de s-DP y a-DP de 500 ppb en acetona y un volumen de

inyeccion de 1 puL en el GC-MS, tal como se describi6 en la seccion 4.1.

43.1. TIPODE MUESTRA

La seleccion del tipo de muestra cuando se trabaja con matrices solidas es fundamental
para la eficiencia de la extraccion. En este sentido, se utilizaron dos céapsulas
independientes, pesandose en la primera 10 g de muestra blanco de sedimento con 10 g de

sulfato de sodio anhidro mas 1 mL de la mezcla de s-DP y a-DP de 500 ppb. En la segunda
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capsula, se peso6 10 g de muestra blanco-secada a 105 °C en un horno de conveccion mas 1

mL de la mezcla de s-DP y a-DP de 500 ppb.

El proceso de la extraccion de las muestras aparece detallado en la seccion 3.9.1. La Tabla
35 presenta los resultados de la seleccion del tipo de muestra, considerando las areas

cromatograficas de los analitos en estudio.

Tabla 35. Resultados de seleccion de tipo de muestra

_ _ Area Cromatogréfica
Analito Tipo de Muestra
(m/z=272)
s-DP Tratada térmicamente a 53777
a-DP 105 °C (MST) 69 010
s-DP Tratada con Sulfato de 18 240
a-DP Sodio (MSH) 21583

A partir de los resultados de la Tabla 35, se prepar6 la gréfica presentada en la Figura 36.
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Figura 36. Seleccion de Tipo de Muestra de Trabajo. Condiciones experimentales de
extraccion: 10 g de muestra con fortificacion de mix de 500 pbb de s-DP y a-DP, 25 mL
de HX-DCM 50:50, 5 min de extraccion y 50 % de potencia de extraccion.

Como se puede ver en la Figura 36, existe una mayor area cromatografica para ambos
isdbmeros se obtiene cuando la muestra se trata térmicamente. Esto puede obedecer a que la
temperatura utilizada durante el secado elimina algunas sustancias interferentes en el
proceso que pueden causar resultados erroneos al momento de la aplicacion del método
optimizado final a las muestras reales, a diferencia de la muestra himeda tratada con sulfato
de sodio anhidro, que no brinda los mejores rendimientos analiticos. En virtud de este
comportamiento, la muestra tratada térmicamente se utilizd para los experimentos

adicionales de optimizacion de la extraccion.

4.3.2. SELECCION DE SOLVENTES DE EXTRACCION

Luego de la seleccion de la muestra blanco de sedimento tratada térmicamente, se prosiguid
a probar el mejor sistema de solventes para la extraccion del analito. Los solventes que se
utilizaron consistieron en una mezcla binaria de hexano-diclorometano, acetona-
diclorometano y acetona-hexano. La Tabla 36 presenta los resultados alcanzados durante

el desarrollo de estos experimentos.

Tabla 36. Resultados de los experimentos para la seleccion de los solventes de extraccion

) ) Solventes de Area Cromatografica
Analito tr (Min) _
extraccion (m/z=272)
s-DP 18,870 53 777
HX-DCM
a-DP 20,147 69 010
s-DP 18,884 ACE-DCM 15943
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a-DP 20,156 19 403

s-DP 18,855 14574
ACE-HX
a-DP 20,130 16 040

La Figura 37 ilustra los resultados que aparecen en la Tabla 36 con la gréfica

correspondiente.

Optimizacion del efecto de seleccion de tipo de solventes
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Figura 37. Seleccion de tipo de solventes de extraccion. Condiciones experimentales de
extraccién: 10,0000 g de muestra tratada térmicamente y fortificada con mix de s-DP y a-
DP de 500 ppb, 25 mL de volumen de disolvente, 5 min de tiempo de extraccion y 50 %

de potencia de extraccion

Sobre la base de la Figura 37, los solventes HX: DCM 1:1 produce mejores rendimientos
para ambos analitos, en comparacion con los otros sistemas de extraccion. Esto puede
atribuirse a la diferencia de polaridad del hexano y diclorometano, que ofrece un adecuado
aislamiento de los analitos estudiados. Por esta razon, los solventes hexano-diclometano se

establecio para los subsecuentes experimentos de extraccion.
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4.3.3. PROPORCION DE SOLVENTE

Luego de la seleccidn de los experimentos de mejor sistema de solvente, se continud con
la etapa de escogencia de proporcién de solvente. En esta fase, se probaron distintas

proporciones, cuya informacion y resultados se muestran en la Tabla 37.

Tabla 37. Resultados de experimentos de seleccion de proporcién de solvente.

y Area
_ ) Proporcién de .
Analito tr (mMin) Cromatogréfica
solvente
(m/z=272)
s-DP 18,849 10 720
Hx-DCM 50:50
a-DP 20,131 13091
s-DP 18,870 6 980
Hx-DCM 60:40
a-DP 20,143 8204
s-DP 18,860 8291
Hx-DCM 70:30
a-DP 20,135 9524
s-DP 18,854 4194
Hx-DCM 80:20
a-DP 20,136 8 545

Con base en los resultados de la Tabla 37, en la Figura 38 se ilustran graficamente los datos

correspondientes.
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Figura 38. Seleccién de tipo de proporcion de solventes. Condiciones de extraccion:
10,0000 g de muestra tratada térmicamente y fortificada con s-DP y a-DP, 25 mL de HX:

DCM, 5 min de tiempo de extraccion y 50 % de potencia de extraccion

Como puede observarse en la Figura 38, existe un mayor grado de eficiencia de extraccién
para la proporcién de 50:50 de HX-DCM. Esto se atribuye a que la polaridad intermedia
del sistema de solvente de HX-DCM ofrece una extraccion mas eficiente de los analitos,
traducido en un mejor aislamiento del s-DP y a-DP en la matriz blanco, a diferencia de las
otras proporciones utilizadas, donde se obtuvieron valores de areas cromatograficas mas
bajas. Por ende, el sistema de solventes de HX-DCM en una proporcion de 50:50 se

configurd para los experimentos adicionales del desarrollo metodologico.

4.3.4. POTENCIA DE LA EXTRACCION

La extraccion ultrasénica por sonda depende de la potencia aplicada al sistema bajo

estudio(Albero et al., 2019). Por tal razon, luego de seleccionar la mejor proporcion de
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solventes, se procedio a realizar 6 tipos de experimentos, donde se modifica la potencia de

extraccion aplicada, tal como se describe en la tabla 38.

Tabla 38. Resultados de experimentos de Potencia de Extraccion

_ Area
_ ; Potencia de -
Analito tr (mMin) » Cromatogréfica
Extraccion
(m/z=272)

s-DP 18,849 10 720
50 %

a-DP 20,131 13091

s-DP 18,866 12 421
60 %

a-DP 20,151 14 276

s-DP 18,861 8579
70 %

a-DP 20,118 8 781

s-DP 18,872 6673
80 %

a-DP 20,154 6 513

s-DP 18,859 12 015
90 %

a-DP 20,140 15 256

s-DP 18,869 4 580
100 %

a-DP 20,141 5421

Con los datos de la Tabla 38 se prepard la grafica de la Figura 39 para la visualizacion de

la informacidn.
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Figura 39. Seleccion de la potencia de extraccion. Condiciones de extraccion: 10,0000 g
de muestra tratada térmicamente y fortificada con s-DP y a-DP, 25 mL de HX: DCM 50:50

y 5 min de tiempo de extraccion

Como puede verse en la Figura 39, no existe un patron de correlacion conforme se aumenta
la potencia de extraccion ultrasénica dentro de los rangos seleccionados en los diferentes
ensayos. Sin embargo, los experimentos al 50 %, 60 % y 90 % de potencia mantienen un
perfil similar de eficiencia de extraccién para ambos analitos. No obstante, por temas de

seguridad auditiva y confort para el operario, una potencia baja es la mas recomendable.

Igualmente, a mayor potencia de extraccion se da un proceso de desgaste en la sonda
ultrasonica, lo que incidiria en la obtencidn de resultados analiticos con poca fiabilidad y
reproducibilidad y repercutiria en la disminucion del tiempo de vida de este necesario

aditamento en esta técnica de extraccion.

Por consiguiente, se selecciond una potencia de 50 % de extraccion para los experimentos

subsecuentes de optimizacion del método.
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4.35. TIEMPO DE LA EXTRACCION

Seleccionada la potencia de extraccidn, se prosiguio con los experimentos para determinar
el tiempo de extraccion. En la Tabla 39 se describen los resultados de 2 experimentos que

se realizaron, con tiempos de 2 min y 5 min, respectivamente.

Tabla 39. Resultados de los experimentos para determinar el tiempo de extraccion

: Area
: ; Tiempo de o
Analito tr (mMin) » cromatografica
extraccion
(m/z=272)
s-DP 18,876 ) 5877
2 min
a-DP 20,115 6 696
s-DP 18,834 ) 11 484
5 min
a-DP 20,101 16 493

La Figura 40 ilustra gréficamente los resultados presentados en la Tabla 39.
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Figura 40. Seleccion de Tiempo de Extraccion. Condiciones de extraccion: 10,0000 g de
muestra tratada térmicamente y fortificada con s-DP y a-DP, 25 mL de HX: DCM 50:50 y
50 % de potencia de extraccion.

Como se puede visualizar en la Figura 40, 2 min de extraccion presentd rendimientos
menores para ambos analitos a diferencia del tiempo de 5 min, donde se exhibe mejores
resultados, debido a que un mayor grado de contacto entre el sistema de solvente HX:DCM
y la matriz blanco fortificado. Por tal motivo, se fijé en 5 min el tiempo de extraccién para

la etapa final de optimizacion.

4.3.6. VOLUMEN DE LA EXTRACCION

Luego de la seleccion del mejor tiempo de extraccion en el proceso de la optimizacion de
la metodologia, se procedié al desarrollo de los experimentos del volumen adecuado de

extraccion.

La tabla 40 muestra los resultados obtenidos en esta etapa del desarrollo del estudio,

donde se seleccionaron volumenes de extraccion de 25 mL, 50 mL y 75 mL.

Tabla 40. Resultados de los experimentos para determinar el volumen de extraccion.

Area

; ; Volumen de .

Analito tr (Min) » cromatografica
extraccion (mL)

(m/z = 272)
s-DP 18,841 - 4 756
a-DP 20,114 7264
s-DP 18,876 50 3609
a-DP 20,115 6 000
s-DP 18,834 - 4 146
a-DP 20,101 5564
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La Figura 41 muestra la extraccion de s-DP y a-DP en funcion de los volimenes de

extraccion escogidos para los ensayos.

Optimizacion del efecto en el volumen de extraccion
8000
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Figura 41. Volumen de Extraccion. Condiciones de extraccion: 10,0000 g de muestra
tratada térmicamente y fortificada con s-DP y a-DP, 5 min de tiempo de extraccion y 50 %

de potencia de extraccion.

De los resultados de los tres experimentos, el volumen de extraccion de 25 mL fue
suficiente para el aislamiento de los DPs, mientras que en los experimentos donde se
emplearon 50 mL y 75 mL mostraron un patron bastante similar en la eficiencia de
extraccion. En consecuencia, para efecto de la optimizacion metodol6gica, se optd por
seleccionar un volumen de 25 mL de disolvente, debido a que se obtuvo una mejor
eficiencia en la extraccion analitica y con el objetivo de realizar dos extracciones sucesivas

con el volumen indicado para el aislamiento de los analitos en estudio.
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4.3.7. CONDICIONES Y COMENTARIOS FINALES DE OPTIMIZACION
ANALITICA

En la Tabla 41 se resumen las condiciones finales para la validacion del método y su

posterior aplicacion a las muestras de lodos de plantas de tratamiento de aguas residuales.

Tabla 41. Pardmetros optimizados para la validacion y aplicacién del método analitico

Variable Cantidad utilizada
Cantidad de muestra para extraer 10 g tratada térmicamente a 105 °C
Tipo de extraccion Extraccion Ultrasonica
Tipo y proporcion de solvente HX-DCM 50:50
Potencia de Extraccion 50 %
Tiempo de accion de la extraccion 5s
Tiempo de descanso de la extraccion 5s
Tiempo de extraccion 2 X5 min
Volumen de extraccion 2Xx25mL

4.4, VALIDACION DEL METODO ANALITICO

Para evaluar el rendimiento y performance del método analitico basado en GC-MS, se llevo
a cabo un estudio de validacion detallado de idoneidad y veracidad de los contaminantes
seleccionados en la investigacién, utilizando una fortificacion en matriz blanco a una
concentracion de 500 pg/L de s-DP y a-DP. Los resultados de linealidad, limite de

deteccidn y limite de cuantificacion fueron expuestos en la seccién 4.1.8.
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4.4.1. SELECTIVIDAD Y ESPECIFICIDAD

La selectividad y especificidad forman parte de la idoneidad del método y se refiere a la
capacidad de la metodologia de identificar, sin inconvenientes, la presencia de los analitos

de interés (Rambla-Alegre et al., 2012).

Como se observo desde la figura 34, en el cromatograma producto del experimento final
de optimizacion, tanto el s-DP como el a-DP respondieron de forma idonea al método

analitico. Lo que confirma, que resultd ser especifico y selectivo para estos analitos.

44.2. VERACIDAD

Respecto a la veracidad analitica, el método se probé en condiciones de repetibilidad,

precision intermedia y exactitud.

En la tabla 42 se resumen los resultados obtenidos en esta etapa de la investigacion.

Tabla 42. Caracteristicas analiticas del método analitico para la determinacion de s-DP y

a-DP.
X+ ICe X + ICT
Compuesto Cva CVvP % R¢ % R
(ng/kg) | (ng/kg)
235,00+ | 280,10 +
s-DP 15,0 % 25,3 % 47,0 % 56,0
87,67 54,54
239,43+ | 288,30 +
a-DP 139 % 23,4 % 47,9 % 57,7
82,82 51,97

& Coeficiente de variacién de repetibilidad

bCoeficiente de variacion de precision intermedia
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“Porcentaje de recuperacion de un solo dia
dPorcentaje de recuperacion de varios dias
*Promedio + Intervalo de confianza de un solo dia
'Promedio + Intervalo de confianza de varios dias

El estudio de precision del método en términos de repetibilidad se evaluo a través de una
serie de experimentos por triplicado y revel6 menor dispersion que la precision en términos
de precision intermedia, la cual fue evaluada durante tres dias por triplicado. En cuanto al
porcentaje de recuperacion para valorar la exactitud, se obtuvo mejores valores para ambos
analitos, realizando los experimentos en dias distintos. Respecto al intervalo de confianza
para la estimacion de la incertidumbre, hay una reduccion relativa significativa de esta, en
un 20 %, lo que evidencia que el método mejora analiticamente con el transcurrir del

tiempo.

De acuerdo a Bardn, Eljarrat, & Barceld, 2012, la recuperacién por debajo del limite de 70
% y el incremento del coeficiente de variacion puede deberse a diversos factores, entre los
que se pueden mencionar la estabilidad de ambos analitos en la matriz, la sensibilidad del

detector y el desarrollo de la técnica cromatografica.

45. ANALISIS DE MUESTRAS

Para probar el método validado y desarrollado, se procedi6 a aplicarlo en muestras reales
de lodos de aguas residuales de tres plantas de tratamiento de agua residual comercial,

hotelera y municipal, con diferente configuracion y distinta purificacion.
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En primer lugar, se analizaron muestras blanco de solvente (Figura 42) y muestra blanco
de muestra (Figura 43), para evidenciar la calidad analitica de los reactivos y limpieza

Optima del sistema cromatogréfico.
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Figura 43. Cromatograma de blanco de sedimento
Como se puede apreciar, en los cromatogramas de las muestras blanco no se observa la
presencia de los analitos estudiados. En la figura 42, el cromatograma de blanco de solvente
no muestra evidencia de s-DP ni de a-DP, lo que permite verificar la elevada calidad del

ciclohexano como solvente de inyeccion. Ademas, en la Figura 43, el cromatograma para
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el blanco de matriz, se distingue un comportamiento similar y predecible, que todo el

sistema analitico desarrollado esta libre de interferencias.

Luego de corroborar la limpieza del sistema cromatogréafico, la metodologia se aplicé a un
total de 30 muestras de lodo residual, divididas en seis para lodo comercial, seis para lodo
hotelero, seis para lodo municipal espesado, seis para lodo municipal digerido y seis para

lodo municipal deshidratado.

Los resultados obtenidos en las 30 muestras se presentan a continuacién, divididos por tipo

de actividad y tratamiento realizado.
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Lodo comercial

Los resultados obtenidos para s-DP y a-DP para el lodo comercial se presentan en la tabla 43.

Tabla 43. Concentracion de s-DP y a-DP en muestras de lodo comercial

Concentracion | Concentracion Concentracion . .
ID. de s-DP (ngg a-DP (ng/g total DP (ng .f sinen _f anti en
muestra dw) dw) s-DP/g + ng | Ciclohexano | Ciclohexano
a-DP/g)
MPLC1 153,29 171,53 324,82 0,47 0,53
MPLC?2 116,05 <LDM 116,05 1,00
MPLC3 249,38 257,53 506,91 0,49 0,51
MPLC4 182,57 <LDM 182,57 1,00
MPLC5 155,34 158,58 313,72 0,50 0,50
MPLC6 477,83 446,04 923,87 0,52 0,48
Concentracion
promedio de 222,41 172,25 394,66 0,66 0,34
DP (ng/g dw)
Desviacion
estandar (ng/g 132,77 168,38 292,13 0,26 0,26
dw)
Valor maximo | 44 o5 446,04 923,87 1,00 0,53
(ng/g dw)
Valor minimo 116,05 <LDM 116,05 0,47 0,00
(ng/g dw)
Rango (ng/g <LDM-
dw) 116,05-477,83 446,04 116,05-923,87 | 0,47-1,00 0,00-0,53

La tabla 43, con los valores de DP obtenidos para el lodo comercial, muestra resultados de

concentracion (ng/g) para s-DP y a-DP. En el caso del s-DP, los valores oscilan en un rango de

477,00 ng/g dw a 116,05 ng/g dw y una concentracién promedio de 221,41 ng/g dw, con una

variabilidad de 132,77 ng/g dw. Para el a-DP, las concentraciones fueron mas bajas, con un

promedio de 172,25 ng/g dw, pero una variabilidad ligeramente mas alta. Al resultar la fraccion a-

DP menor que la fraccion s-DP, indicaria una mayor capacidad de migracién y depdsito en el lodo.
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Lodo Hotelero

Para el lodo hotelero, los resultados cuantitativos de s-DP y a-DP se presentan en la Tabla 44.

Tabla 44. Concentracion de s-DP y a-DP en muestras de lodo hotelero

Concentracion | Concentracion Concentracion . .
ID. de s-DP (ng/g a-DP (nglg total DP (ng fsinen fanti en
muestra q s-DP/g + ng | Ciclohexano | Ciclohexano
W) dw)
a-DP/g)
MPLH1? <LDM <LDM <LDM 0,00 0,00
MPLH2? <LDM <LDM <LDM 0,00 0,00
MPLH3? 508,82 <LDM 508,82 1,00 0,00
MPLH4" 2622,42 1831,78 4454,20 0,59 0,41
MPLH5" 1201,62 802,57 2004,19 0,60 0,40
MPLH6" 344,70 <LDM 344,70 1,00 0,00
Concentracion
promedio de 779,59 439,06 1218,65 0,53 0,14
DP (ng/g dw)
Desviacion
estandar (ng/g 1005,20 754,04 1750,64 0,45 0,21
dw)
Valormaximo | g5, 45 1831,78 4454,20 1,00 0,41
(ng/g dw)
Valor minimo <LDM <LDM <LDM 0,00 0,00
(ng/g dw)
Rango (ng/g <LDM- <LDM- <LDM-
dw) 262242 1831,78 assap0 | ©00-1,00 1 000041

En cuanto a los resultados mostrados en la Tabla 44 para el lodo hotelero, se puede notar una

dispersion de los valores para el s-DP, desde el limite de deteccion hasta 2622,42 ng/g dw y para

el a-DP del limite de deteccion hasta 1831,78 ng/g dw, evidencidndose una mayor capacidad de

migracion de ambas formas isoméricas a concentrarse en el periodo de la estacion seca del pais.

Sobre la fraccién de s-DP y a-DP, los valores promedio oscilan entre 0,53 y 0,14, respectivamente,

donde se destaca un mayor grado de concentracion en este tipo de lodo para el s-DP en

comparacion al a-DP.
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Lodo municipal

En el caso del tercer grupo de muestras, fueron analizadas en una planta de tratamiento de agua

residual, donde se obtiene lodo de tipo municipal. Estas muestras se estudiaron en tres grupos por

separado: lodo municipal deshidratado, lodo municipal digerido y lodo municipal espesado.

Lodo municipal deshidratado

La tabla 45 presenta los resultados obtenidos para el s-DP y a-DP en el lodo deshidratado.

Tabla 45. Concentracion de s-DP y a-DP en muestras de lodo municipal deshidratado.

ID. de Concentracié | Concentracio r?tc()) r;g:erg;ac(;:}o fsinen f anti en
m ' r ns-DP (ng/g | na-DP (ng/g DP/a + n g Ciclohexano | Ciclohexano
uestra dw) dw) S-a-DI%/g) g c d
MPLMDES1? 362,33 <LDM 362,33 1,00 0,00
MPLMDE2? >LSC <LDM 0,00 0,00 0,00
MPLMDES3? >L.SC <LDM 0,00 0,00 0,00
MPLMDES4° 1283,17 <LDM 1283,17 1,00 0,00
MPLMDES5? 1428,63 <LDM 1428,63 1,00 0,00
MPLMDES6? 811,13 <LDM 811,13 1,00 0,00
Concentraci6
n promedio
de DP (ng/g 647,54 0,00 647,54 0,50 0,00
dw)
Desviacién
estandar (ng/g 626,23 0,00 626,23 0,55 0,00
dw)
Valor
maximo (ng/g 1428,63 <LDM 1428,63 1,00 0,00
dw)
Valor minimo <LDM <LDM <LDM 0,00 0,00
(ng/g dw)
Rango (ng/g <LDM - <LDM -
dw) 1428,63 sC 142863 | 000-1.00 0,00

En el lodo municipal deshidratado se registraron valores de concentracion para el s-DP, no asi para

el a-DP, que registr6 niveles por debajo del limite de deteccion del método. Esta afirmacion se
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verifica con el calculo de la fraccién de s-DP y a-DP, que reitera un grado de deposicion de s-DP

mayor al a-DP, lo que indica una mayor presencia de esta forma isomérica del contaminante en

este tipo de lodo.

Lodo Municipal Digerido

La Tabla 46 muestra las concentraciones de s-DP y a-DP en el lodo municipal digerido, junto con

los datos estadisticos asociados.

Tabla 46. Concentraciones de s-DP y a-DP en muestras de lodo municipal digerido.

Concentracion | Concentracion Concentracion . .
ID. de s-DP (ng/g a-DP (ng/g total DP (ng fsinen f anti en
muestra q s-DP/g + ng | Ciclohexano | Ciclohexano
w) dw)
a-DP/g)
MPLMDI1 <LDM <LDM <LDM ND ND
MPLMI2 <LDM <LDM <LDM ND ND
MPLMDI3 <LDM <LDM <LDM ND ND
MPLMDI4 <LDM <LDM <LDM ND ND
MPLMDI5 <LDM <LDM <LDM ND ND
MPLDI6 1074,95 <LDM 1074,95 1,00 ND
Concentracion
promedio de 179,16 <LDM 179,16 0,17 ND
DP (ng/g dw)
Desviacion ND
estandar (ng/g 438,85 0,00 438,85 0,41
dw)
Valor maximo | 74 g5 <LDM 1074,95 1,00 ND
(ng/g dw)
Valor minimo <LDM <LDM 0,00 ND ND
(ng/g dw)
Rango (ng/g <LDM - ND
dw) 1074.95 0,00 0,00-1074,95 1,00

Para esta muestra, las concentraciones de s-DP se detectaron solo en el sexto mes de monitoreo.

En el caso del a-DP, no apareci6 en ninguna muestra durante el periodo de estudio. En cuanto a la

fraccion s-DP y a-DP, el calculo matematico no fue posible realizarlo en todos los meses, debido
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a que se no logré determinar analiticamente concentracion. La ausencia de los analitos en las
muestras, en la mayoria de los meses, puede deberse al tipo de tratamiento dado en la Planta de

Tratamiento de Aguas Residuales.

Lodo municipal espesado

Los resultados para el s-DP y a-DP en el lodo municipal espesado se registran en la Tabla No. 47.

Tabla 47. Concentraciones de s-DP y a-DP en muestras de lodo municipal espesado.

Concentracion | Concentracion Concentracion . .
ID. de s-DP (ng/g a-DP (ng/g total DP (ng fsinen f anti en
muestra q s-DP/g + ng | Ciclohexano | Ciclohexano
w) dw)
a-DP/g)
MPLMES1 1624,87 <LDM 1624,87 1,00 0,00
MPLMES?2 >LSC <LDM 0,00 0,00 0,00
MPLMES3 1252,39 <LDM 1252,39 1,00 0,00
MPLMES4 1263,11 <LDM 1263,11 1,00 0,00
MPLMES5 4240,75 <LDM 4240,75 1,00 0,00
MPLMES6 811,61 <LDM 811,61 1,00 0,00
Concentracion
promedio de 1532,12 <LDM 1532,12 0,83 0,00
DP (ng/g dw)
Desviacion
estandar (ng/g 1439,61 0,00 1439,61 0,41 0,00
dw)
Valor maximo | 1, ) 75 <LDM 424075 1,00 0,00
(ng/g dw)
Valor minimo 811,61 <LDM 0,00 0,00 0,00
(ng/g dw)
Rango (ng/g 811,61-
dw) 4240.75 0,00 0,00-4240,75 0,00-1,00 0,00

Es de destacar que, para el grupo de muestras de lodo municipal espesado, se lograron cuantificar
concentracion de s-DP, tanto en la estacion seca y lluviosa. En cambio, para el a-DP, todas las
muestras estuvieron por debajo del limite de deteccién. Este comportamiento detectado en el

isdmero s-DP sugiere el nivel de persistencia, ubicuidad y estabilidad de este estereoisomero en
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este tipo de muestra de lodo, tal como lo encontrado en estudios anteriores (Shanmuganathan et

al., 2018).

En sintesis, de las 30 muestras analizadas de lodos residuales, se logro detectar y cuantificar el
contenido total de DP en 21 muestras (70 % de deteccion), de las cuales en términos porcentuales,
el 28,57 % pertenece al lodo comercial, 19,05 % al lodo hotelero, 19,05 % al lodo municipal
deshidratado, 4,76 % a los lodo municipal digerido y 23,81.67 % al lodo municipal espesado, lo
que evidencia un comportamiento aleatorio y variable de DP en la matriz de estudio para esta

investigacion.

Estos resultados encontrados estdn en concordancia con otros estudios donde se utilizaron
procedimientos analiticos distintos que permitieron encontrar resultados de presencia de DP en
muestras de lodos residuales(De la Torre, Sverko, Alaee, & Martinez, 2011). Sin embargo, a
diferencia de Panam, las cuantificaciones realizadas en investigaciones previas para el DP fueron
realizadas en Paises con mayor grado de poblacion e industrializacion (Xiang et al., 2014), lo que
afirma que este compuesto tiene capacidad de viajar grandes distancias desde los lugares donde se
fabrica hasta sitios lejanos , demostrando con esto caracteristicas de contaminante organico

persistente (Ghelli, Cariou, Dervilly, Pagliuca, & Gazzotti, 2021).

Adicionalmente, un aspecto importante a resaltar es que la Extraccién asistida por ultrasonidos
permitio la identificacion y determinacion de los DPs en este trabajo, utilizando un volumen de
extrayente bajo y un tiempo de extraccién minimo, lo que indica que puede ser considerada como
una estrategia analitica verde y amigable con el ambiente, esto en comparacion a otras
investigaciones que emplearon la Extraccion por Soxhlet (Kolic et al., 2009; Wu et al., 2017), la

cual se caracteriza por tiempos de operacién exhaustivos y generacion alta de desechos, lo que
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repercute en poca rapidez y economia para la produccion de resultados analiticos con fines de

investigacion cientifica y toma de decisiones ambientales.
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V.CONCLUSIONES



CAPITULO V:

CONCLUSIONES

Se ha logrado desarrollar una metodologia para la identificacion y determinacion de Declorano
Plus en muestras lodo de plantas de tratamiento de agua residual comercial, hotelera y municipal,
a través de la optimizacion, ajuste, puesta a punto y validacion de método, utilizando la extraccion
ultrasénica como técnica de extraccion y la cromatografia de gases con espectrometria de masas

(CG-MS) simple cuadrupolo como técnica de andlisis instrumental.

La optimizacion instrumental y validacion del CG-MS, mediante el estudio minucioso,
pormenorizado y experimental de los parametros cromatograficos y espectroscopicos ha permitido
alcanzar resultados de precision en términos de repetibilidad y precision intermedia (CV: <20 %),
exactitud (% de recuperacion: 93 % en solvente y 47 % en matriz en promedio, respectivamente)

y linealidad (r >0.995), dentro de los rangos reportados en la literatura cientifica.

La configuracion utilizada para la preparacion de las columnas de limpieza analitica, usando los
adsorbentes en el desarrollo metodologico para estos analitos, ha permitido obtener extractos
traslicidos y claros, con rendimientos analiticos fiables para la eliminacion de sustancias

interferentes presentes en las muestras de lodos residuales.

La extraccion por ultrasonido empleando la muestra blanco matriz aporta un grado de compresion
analitica del proceso y rendimiento metodoldgico esperado para el estudio de DP, y ofrece
oportunidades de mejora de futuros trabajos, para la utilizacion de sustancias de control de calidad

interno como el subrogado OCN Yy estandar interno PCB-209.

La validacion de la metodologia analitica integrando la etapa de optimizacion de las columnas de

limpieza y la extraccion ultrasonica permite excelente rendimiento en términos de especificidad,
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selectividad, veracidad (precision en concepto de repetibilidad y precision intermedia y exactitud

en porcentaje de recuperacion), linealidad, limite de deteccion y limite de cuantificacion.

La aplicacion final de la metodologia analitica a las muestras reales de lodos residuales de distinta
procedencia y actividad ha demostrado la presencia y determinacion analitica de Declorano Plus,

demostrando con esto su ubicuidad ambiental en concentraciones a niveles de ppb.
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V1.

RECOMENDACIONES

Pagina 153 de



RECOMENDACIONES

Se recomienda estudiar bajo distintos enfoques la identificacion y cuantificacion de Declorano

Plus, considerando todos los aspectos relacionados a la Optimizacién Instrumental por

Cromatografia de Gases con Espectrometria de Masas simple cuadrupolo por un periodo de

tiempo més extendido para conseguir mejores resultados en términos de control de calidad,

utilizando patrones marcados isotopicamente.

Igualmente, es importante con la finalidad de investigar bajo efectos de tendencia estacional y

temporal, la ubicuidad ambiental del Declorano Plus y sus metabolitos en diferentes matrices

ambientales como agua potable, agua residual en todas sus variaciones, agua subterranea, agua

de mar, agua de rio, agua de lago, suelo, sedimento, aire, polvo y demas matrices bioticas.

Se precisa realizar estudios de toxicidad para evaluar la toxicocinética y toxicodinamica del

Declorano Plus en matrices bioticas.

Por consiguiente, el desarrollo de un método robusto multiresidual que incluya el Declorano Plus

y compuestos relacionados con caracteristicas halogenadas a nivel estructural es una tarea

analitica pendiente para consideraciones futuras de investigacion.

De igual forma, se hace necesario probar diferentes configuraciones de columna con tratamiento

térmico a diferente temperatura, empleando diversos adsorbentes para conocer la capacidad de

rendimiento en la eliminacion de artefactos que puedan causar un inconveniente en la
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cuantificacion analitica.

Adicional, es meritorio, realizar desarrollos metodoldgicos, utilizando otras técnicas de
extraccion amigables con el ambiente como PLE y MAE para contrastar estadisticamente los
resultados obtenidos con la Extraccion Soxhlet y Extraccion Ultrasénica, técnica usada en esta
investigacion.

Asimismo, ampliar el estudio cuantificativo del Declorano Plus en mas Plantas de Tratamiento
de Agua Residual de la Ciudad de Panama y el Interior es una oportunidad esencial en el futuro.
En lo sucesivo, es importante probar la Técnica de Cromatografia de Gases con Espectrometria
de Masas en Tandem para el estudio de DP con la finalidad de lograr un mayor grado de
sensibilidad analitica y poder con esto, transferir la informacion obtenida a los tomadores de
decisiones en aras de actualizar las normativas ambientales para los lodos residuales.

También, para este tipo de estudios y en complemento al parrafo anterior, se hace preciso contar
con mayores fondos econdmicos para realizar una caracterizacion fisicoquimica de las muestras
de lodos obtenidas de las Plantas de Tratamiento para conocer un mayor grado de entendimiento
de la matriz estudiada.

Finalmente, resultaria util realizar una especializacién del estudio en funcién de la determinacién
de las causas de la predominancia de la ocurrencia de uno u otro de los isomeros en la matriz de

lodo residual dependiendo del tipo de lodo residual.
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ANEXOS

Tabla 48. Propiedades fisicoquimicas de los disolventes utilizados en el estudio

Presion
Tipo de Formula | Masa | Punto de Solubilidad
de Densidad Polaridad
disolvente quimica | Molar | ebullicion en agua
vapor
84,93 57,3 1,3266
Diclorometano | CH2Cl> 39,75°C 17,5 g/L Polar
g/mol kPa g/mL
86,18 17,6 0,6606
n-hexano CeHus 69,10 °C 9,5mg/L | No polar
g/mol kPa g/mL
84,16 10,4 0,7739
Ciclohexano CeH12 80,74 °C Inmiscible | No polar
g/mol kPa g/mL
58,08 30,6 0,7845
Acetona C3HsO 56,05 °C Miscible Polar
g/mol kPa g/mL
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Tabla 49. Monitoreo de almacenamiento de muestras en el laboratorio

# de medicion Temperatura (°C)
1 -26,22
2 -26,16
3 -26,14
4 -25,12
5 -25,06
6 -25,07
7 -25,43
8 -25,38
9 -25,33

10 -23,32
11 -23,34
12 -23,35
13 -25,65
14 -25,62
15 -25,64
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Tabla 50. Estimacion de parametros estadisticos para la optimizacién de la metodologia
cromatografica

. .. | Concentracion | Promedio DeS\{iacién G IEEis
Compuesto | Medicion estandar de
(hg/L) (hg/L) (ng/L) variacion
1 514.67
s-DP 2 498.22 481.11 44.65 9.28
3 430.44
1 466.43
a-DP 2 463.25 447.84 29.49 6.58
3 413.84
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Tabla 51. Estimacion de parametros estadisticos para la validacion de la metodologia

cromatografica

Dia s-DP a-DP
(ng/kg) (ng/kg)
223.93 234.72
1 274.52 274.9
206.54 208.68
370.65 392.97
2 403.55 375.26
329.65 352.17
245.91 236.83
3 238.14 250.79
227.97 268.41
Promedio | 55 o 239.43
Intraday
Desviacion
estandar 35.32 33.36
intraday
LV 15.03 13.93
intraday
Promedio | 55410 | 288.30
interday
Desviacion
estandar 70.83 67.49
interday
LV 25.29 23.41
interday
IC
intraday 87.67 82.82
IC
interday 54.54 51.97
n intraday 3 3
n interday 9 9
t intraday 4.3 4.3
t interday 2.31 2.31
%R 47.00 47.89
intraday
bR 56.02 57.66
interday
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Figura 44. Estadistica ampliada para el estudio de regresion lineal de la curva de calibracion para
s-DP mediante programa de Excel RLIN
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Figura 45. Estadistica ampliada para el estudio de regresion lineal de la curva de calibracion para
s-DP mediante programa de Excel RLIN
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Identificacidén y determinacion analitica del Declorano Plus
en lodos residuales utilizando extraccién por ultrasonidos y
cromatografia de gases
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Byl
Int:sduccién Figura 1. Cromatograma y espectros de

masas del Declorano Plus.

La utilizacion de compuestos organicos para el
desarrollo industrial de los paises ha ocasionado como .
consecuencia la introduccion  de  sustancias Cromatograma de los isomeros del .
contaminantes de los recursos naturales y afectadoras Declorano Plus

de la salud de las personas. En tal sentido, este
investigacion busca el estudio a través de la validacion, - 1 ,‘|
optimizacion y puesta a punto de un método analitico, - SO e s = a -
la identificacién y cuantificacién del Declorano Plus,
sustancia usada como retardante de llama en et -

productos eléctricos y electrénicos, considerada por la

comunidad cientifica internacional como contaminante ! ) ! ¥ 3
emergente, debido a que no se encuentra regularizada J Espectro de masas del NP
ni normalizada por las leyes ambientales actuales y i i 5
causante de problemas toxicos del sistema
inmunolégico y endocrino de las personas. Para este
estudio, utilizaremos la técnica de extraccién
ultrasénica, catalogada por tener un enfoque amigable
con el ambiente, y para la medicién instrumental,
emplearemos la Cromatografia de Gases para la
obtencién de datos cuantitativos en lodos de desecho - |
de Plantas de Tratamiento de la ciudad de Panamd. Los . e e
resultados obtenidos serviran de base y partida para la ol A o 1
consecucion de proyectos futuros dentro de la linea de
proteccién,  conservacién y  preservacion  del
medioambiente.

wyn R

Espectro de masas del
ant-0P

Cromatdgrafo de gases

Modo de Splitless 1.5 minutos
Palabras claves: Declorano Plus, Extraccién por inyeccion
Ultrasonidos, Cromatografia de Gases, Retardantes de Temperatura 260 °C
Llama, lodo residual Melting Powmt (°C) 350 del inyector
Boiling Point (°C. 760mum Hg)  599.8 Gas portador Helio (1,5 ml/min)
Materiales ‘["““ Rolor’ (1) 413,3 Programade 100 C (2 min) — 202C/min —>
density cm’) 1.83 . "
Disolventes  organicos,  silicagel,  rosx. 0 e 2 )= M =

280 2C - 152C/min —> 310 °C
(10 min)
Columna capilar DB-5MS (Agilent-&W
Scientific), 15 m x 0,25 mm 1.D.
X 0,25 pum film
Espectrometro de masas

alimina, cobre en polvo, sulfato de
sodio, extractor por ultrasonidos y
cromatégrafo de gases masas-masas

*Log Kea

“Vapour Pressure (Pa)

*Water Solubility (ng/L)

Metodologia

Toma de muestra

Tratamiento previo

Extraccién

Purificacion (Clean-up)

Andlisis Instrumental

(GC-MSMS)

Cuantificacién

Tabla 1. Propiedades del DP. Feo et
al, 2012.

Conclusiones

-Dado que la ciudad de Panama
es una urbe en la que se utiliza de
instrumentos  electrénicos y
computacionales, cuyos
componentes estan protegidos
con sustancias retardantes de
llama y considerando las
propiedades del Declorano Plus y
el comportamiento de la matriz .
lodo residual, se espera contar
con un método valido y confiable

que permita cuantificar .
concentraciones visibles de este
contaminanteambiental.

-Los espectros de masas indican
que las relaciones m/z 272, 237 y
274 son los iones més favorables
para ser utilizados para la
cuantificacion y confirmacién de
estos compuestos en modo de
monitoreo de iones selectivos.

Modo de lonizacion electrénica (70 eV)
ionizacion

Modo de Full scan

trabajo

Temperatura 180 °C

fuente

Temp. linea de 280 °C

transferencia

Tabla 2. Condiciones cromatograficas de
separacion.
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Introduccién Resultados

Las técnicas modernas de analisis quimicos juegan Tabla 1. Propiedades de los solventes de

un papel fundamental en la evaluacién vy extraccion utilizados

conservacion de la calidad del medioambiente ya Densidad, 20 ilidaden| [ o
que permiten determinar de manera rdpida la Disohventa RS 88, 20°C |\ icién (oc)
presencia y el comportamiento de sustancias (A /)

sospechosas de causar afectacién a los ecosistemas piclofometand 25 s 25

y a la salud. En ese sentido, este trabajo aborda el hexano 0.6 0.006T @
estudio del Declorano Plus (DP), sustancia quimica rcheptano 06838 003 SE42
considerada como contaminante emergente y Acstons (e AL‘Z"S:;‘: 5e
perteneciente a la familia de los retardantes de Figura 1. Cantidad de visitas a los puntos de Ciclohexano 0779 0058 81
llama aplicados principalmente a productos muestreo

eléctricos y electrénicos (De la Torre et al, 2011).

Como parte de este estudio se colectaron lodos de I - Tabla 2. Propiedades Fisicoguimicas del
diferentes estaciones depuradoras de aguas o= Declorano plus _

residuales en la ciudad de Panamé para contar con T EIDpicuad 6‘;’3'_"7"3
una matriz que refleje el nivel de incursién de estos - Punto de fusién (°C) 350
compuestos en el ambiente, dada su liberacién - % Punto de ebullicién (°C, 760 mm Hg) 599.8
desde productos industriales y su transporte via aire 1 9 = :::‘I‘.:da:‘u/cms) ilidad (°C) 311;3

y particulas v, finalmente, a través de escorrentias y Figura 2. Estrategia de limpieza de las Log Koy (25 °C) 9.0
aguas negras, hasta las plantas depuradoras de muestras extraidas LogK,,, (25 °C) -3.24
aguas residuales. Dado que los lodos residuales [Log Ky, (25 °C) 12'264
constituyen un material provechoso para distintos msm.'?"":::;t:“(’"yu 4'7012;0
fines tales como produccién de energia eléctrica,

compostaje y mejorador de las propiedades

fisicoquimicas de los suelos (Xiang et al, 2014), Tabla 3. Condiciones del Anélisis
también resulta beneficiosa la evaluacion de la Instrumental

presencia de estas sustancias con el fin de estimar si [ 6 de gases

los mismos pueden causar potenciales afectaciones Modo de inyeccién | Splitless 1.5 minutos
a nivel de salud y ecoldgico a través de su utilizacion. Figura 3. Cromatografo de gases masasmasas ::‘;zfz:ma del 2602C

Para cumplir con estos objetivos, esta investigacion = - Gas portador Helio (1,5 mi/min)
se centra en desarrollar una metodologia de andlisis Cromatograma da los isémevos del mq) °c (2 rmr:) =
basada en la técnica de extraccion asistida por Declorano Plus Programa de rzr‘()‘nfim;r‘;n—c; Z-OD,;CZS%
ultrasonidos, la cual presenta ventajas con respecto o O temperatura oC— 152C/min —> 310 2C
a los métodos tradicionales en cuanto al tiempo de Bleas ye oz e " 1\ A o (10 min)

ejecucion mas rapido y un uso de menor volumen = B = . ‘ DBSMS _ (Agilent-J&W
de solventes, por lo cual resulta mas amigable con el £t - = Columna capilar | Scientific), 15 m x 0,25
ambiente. Esta técnica, en conjunto con la | o o mm 1.D. x0,25 pm
determinacion mediante cromatografia de gases, : i J Espectro de masas del 08 o Espectiometrgldemases (ThemolbsQlll)

i P i | 0P { } [ lonizacion electrénica
permite contar con una metodologia desarrollada y ~ Z o v 4 Modo de ionizacién (70ev)
optimizada para la evaluacion, por primera vez, de la { N BCor By W1 el T TP o e e Modo de trabajo Full scan
presencia de Declorano Plus en Panamd — Temperatura fuente 180°C

';eemperalura linea J80eC

Materiales " . 1= =2 TE S __ . . Referencias Bibliograficas
Disolventes  orgdnicos, reactivos, adsorbentes, 5 S o > 3 « De la Torre, A, Sverko, E, Alace, M.,

extractor por ultrasonidos, vortex, concentrador con Figura 4. Cromatograma y espectros de masas del Declorano Plus. Martinez. (2011). Concentrations and sources

pays 5 2 n of Dechlorane Plus in sewage sludge.
gas nitrégeno, cristaleria y cromatdgrafo de gases Chemosphere. 82:692-697.
masas-masas.

Xiang, N., Chen, L, Meng, X,, Li, Y,, Liu, Z., Wu,

Conclusiones

*+ El crecimiento y el desarrollo econémico ha B, B Ly Bl T (IR, eIl
N . o : diphenyl eters (PBDE) and dechlorane plus
ocasionado la introduccién de sustancias 7 A
P i (DP) in a conventional wastewater treatment
Metodologia quimicas, como por ejemplo, los retardantes de plant (WWTP) in Shanghai: Seasonal
llama, los cuales son causantes de problemas al variations and potential sources. Science of
Toma de muestra i y a la salud humana. the Total Environment. 487:342-349.
S Dado el comportamiento dindmico del lodo *  Wang, P, Zhang, Q, Zhang, H., Wang, T, Sun,
Lodos de PTAR Cuantificadis residual, basado en su contenido elevado de 41T S I Vo (B Vo T <2016l%
% uantificacion N P s ources and environment  behaviors o
Liofilizacién materia orgénica, es de gran ”tf"dad GRS Dechlorane Plus and related compounds-A
Extraccién por Analisis Instrumental (GC- matriz base para contar con un método valido, review. Environment International. 88:206-
ultrasonidos MS) exacto y preciso, estadisticamente para 220.
R, sondear los niveles de ingreso de este + Wu,Q, Li,H, Kuo, D, Chen, S., Mai, B., Li, H.
Purificacion Cuantificacién s ) Vu, Q. Li, H, Kuo, D., Chen, S, Mai, B., Li H.,
contaminante a los ecosistemas de nuestro Liu, Z,, Deng, M., Zhang, H., Hu, X., Geng, X.,
(Masshunter/tratamiento pais. Chen, Y. (2017). Ocurrence of PBDEs and
estadistico) e s P alternative halogenated flame retardants in
. La caracterizacion de los compuestos organicos
N N N sewage sludge from the industrial city of
en lodos residuales es esencial, previo a los Guangzhou, China. Environmental Pollution.
distintos usos de este tipo de material. 220:63-71.
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Figura 47. Cartel cientifico presentado en el congreso cientifico ISTEC-UTP.
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Concentraciones presentes de DP en lodos de PTAR
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Figura 48. Concentraciones presentes de DP en lodos de PTAR en términos porcentuales
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Figura 49.
ARGIS.

Distribucion de DP en lodos de PTAR aplicando la herramienta de georreferenciacion
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Tabla 52. Comparacion de concentracion de DP realizados en lodos residuales en otros estudios.

Pais Afio Tipo y de Tecnlca Tipo de Volume_q de | Concentraciones % R
extraccion instrumental solvente extraccion encontradas
Panama | 2024 | UAE GC-MS-El HX-DCM 1.1 | 50 mL 179-1532 ng/g 56 %-58%
Espafia | 2012 | ASE GC-MSIMSINCI | HX-DCM 1.2 | N/E 2.58-18.8 ng/g 72 %-76 %
0f-
China | 2014 | Soxhlet GC-MS-NCI DCM 120 mL 1.1y 2.0 nglg o 0
Espana | 2011 | ASE GC-MS-NCI HX-DCM 1.1 | 50 mL 0.903-75.1ngly | NIE
0/f-
Canada | 2018 | NIE GC-MS/MS/EI HX-ACE 1:1 | 25 mL 96-740 ng/g o
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