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PCPs: Productos de cuidado personal
CE: Contaminantes emergentes
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residuales
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Introduccion

En las ultimas décadas el uso de filtros UV en productos de cuidado e higiene personal ha
aumentado con el proposito de mitigar las quemaduras en la piel provocadas por la radiacion
UV. Aunque también se ha implementado su uso como recubrimientos para prolongar la vida
atil de algunos objetos expuestos directamente a la luz solar. Debido a esto, diariamente se
descargan en aguas domesticas e industriales toneladas de estos compuestos que se han

convertido en un problema para el medioambiente y por consecuencia para el ser humano.

Las benzofenonas son un tipo especial de filtros UV debido a las propiedades fisicoquimicas
de estas moléculas, ya que son capaces de absorber la radiacion UVA y la UVB mitigando los
efectos dafiinos en la piel como los eritemas, por ello son los compuestos mas empleados en la
formulacién de PCPs en la industria cosmética. La benzofenona-3, prohibida en Palaos como
parte de la formulacion de PCPs, es uno de los filtros UV que se usa con mayor frecuencia en
la fabricacion de protectores solares, por consecuente es una de las moléculas mas detectadas
en muestras medioambientales. Las benzofenonas presentan actividad como supresores
endocrinos (WHO, 2012), teniendo relacién directa con problemas para la reproduccion de

organismos acuaticos e incluso con el cancer de mama en seres humanos.

Estas sustancias presentan un reto, dado que al ser introducidas en el medioambiente pueden
acumularse en sedimentos y en tejidos de animales acuaticos; asi mismo, pueden extenderse
en aguas subterraneas, superficiales y residuales. Por lo tanto, el método desarrollado en el
presente trabajo permite identificar y cuantificar benzofenonas empleando la EFS para pre-
concentrar muestras de diferentes tipos de agua hasta niveles de las partes por billon, en las

cudles se han reportado.

En el capitulo uno se presentan los antecedentes tedricos del presente trabajo, las propiedades
fisicoguimicas de los analitos estudiados, el tipo de muestra a utilizar, los fundamentos de las
técnicas de extraccion y andlisis empleadas, asi como también un breve resumen de las

diferentes publicaciones que han estudiado este tipo de compuestos con anterioridad.



En el capitulo dos se describe la optimizacion de las condiciones experimentales de extraccion
y analisis de los FUV, y a su vez, las condiciones para la obtencién de las muestras de agua

potable y residual.

En el capitulo tres se presentan y discuten los resultados de la investigacion, desde la
optimizacion de la separacion de los FUV hasta la aplicacion de las condiciones dptimas del

método EFS-CLAR en muestras de agua.

En el capitulo cuatro se presentan las conclusiones y perspectivas que se tienen con los

resultados obtenidos en este trabajo.



Resumen

Los productos de higiene y cuidado personal que se usan diariamente, como jabones, lociones,
desodorantes y medicamentos, son introducidos al medioambiente a través de efluentes de
aguas urbanas. Muchos de estos productos contienen FUV con el fin de reducir los dafios
provocados por la radiacion solar. EI problema de este tipo de sustancias es que tienen la
capacidad de afectar la salud reproductiva de animales acuaticos, asi como posiblemente la

salud de los seres humanos.

Dado que las plantas de tratamiento de aguas residuales no son capaces de retener ni de eliminar
eficientemente este tipo de compuestos, ademas de que no se les considera entre los parametros
de calidad del agua, se requiere de métodos analiticos capaces de determinar estos compuestos
a niveles trazas y en matrices complejas como lo son las medioambientales. Entre los FUV que
se estudiaron en el presente trabajo se encuentra la oxibenzona (BZ-3), compuesto utilizado
con frecuencia en la formulaciébn de PCPs por lo que su deteccion en estudios

medioambientales resulta comun.

Se desarroll6 un método por Extraccién en Fase Sélida (EFS) seguida del analisis por
cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) con detecciébn UV/VIS para la
cuantificacién de FUV en agua potable y agua residual. La EFS se realizé como un paso previo
al andlisis cromatogréafico, utilizando cartuchos de prolipropileno de 6 mL. Para ello se
probaron dos cantidades de adsorbente solido C18: 200 mg y 400 mg en la optimizacion de la
extraccion, para estas cantidades el volumen 6ptimo para la elucion de los analitos fue de 1 mL

de metanol.

Por otro lado, en el método dptimo para la separacion cromatogréafica de los analitos, la fase
movil consiste de una mezcla de metanol grado HPLC y agua + acido acético 0.05 % V/V. El
gradiente de elucion empieza con 45 % de metanol, aumentando a 60 % en 5 minutos, después,
aumentando hasta llegar a una composicion de 80 % a los 17 minutos, manteniendo constante
este porcentaje de disolvente organico durante 3 minutos. Finalmente, se aplica un tiempo de

equilibrio de 6 minutos, obteniendo un tiempo total de estudio de 26 minutos por muestra.



Este método alcanz6 una buena sensibilidad obteniendo limites de deteccion y de
cuantificacién entre 10 y 100 pg/L y recobros entre 60-110 % para la mayoria de los analitos

en agua potable, asi como 20-103 % en agua residual.

En contraste, los recobros obtenidos para la THBZ en agua potable y en agua residual fueron

menores al 30 %.

De manera general, los analitos no fueron identificados en las muestras de agua potable

comercial y solo la BZ-3 y la BZ-2 fueron identificadas en los extractos de agua residual.



Objetivos

Objetivo general.

Desarrollar un método para la extraccion y analisis de seis contaminantes de
preocupacion emergente del grupo de las benzofenonas (sulisobenzona,
tetrahidroxibenzofenona, trihidroxibenzofenona, hidroxibenzofenona,
dihidroxibenzofenona y oxibenzona) a niveles traza mediante el uso de la extraccién en
fase solida y la cromatografia de liquidos de alta resolucion con deteccion UV que sea

aplicado a muestras de agua potable y residual del area metropolitana.

Objetivos particulares.

Optimizar la separacion cromatografica de los analitos, evaluando en funcion del

tiempo de analisis los pardmetros de resolucion.

Evaluar el desempefio del sistema cromatogréfico mediante la obtencion de la
linealidad, precision (en funcidn de la repetibilidad), limites de deteccién y limites de

cuantificacion.

Establecer las condiciones Optimas de extraccion de los analitos en muestras de agua
potable evaluando la cantidad de adsorbente sélido, el volumen de muestra y el

volumen de disolvente de elucién.

Determinar las condiciones dptimas de extraccion de los analitos en muestras de agua

residual evaluando el volumen y tipo de muestra (afluente y efluente).

Evaluar el desempefio del método de EFS-CLAR mediante la obtencion de la
linealidad, la precision (en funcion de la repetibilidad), el efecto matriz y recobro, asi

como los limites de deteccién y limites de cuantificacion.

El método desarrollado se probara en un escenario real, analizando muestras de: a) agua
residual (afluente y efluente) obtenidas de la Planta de Tratamiento de Aguas
Residuales Cerro del Agua ubicada en el campus de Ciudad Universitaria, b) agua
residual procedentes de un biorreactor de la FES Cuautitlan y c) agua potable
provenientes de dos purificadoras ubicadas en los municipios del Edo. Méx., Tultepec

y Cuautitlan lzcalli.



Capitulo 1. Antecedentes

La mala disposicion de residuos ha provocado que en los ultimos afios diferentes contaminantes
lleguen a los cuerpos de aguas superficiales y acuiferos, desde los vertederos al aire libre hasta

la liberacidn de aguas residuales del tipo urbano.

Compuestos como agroquimicos, efluentes médicos, aguas pluviales, desechos del
metabolismo humano, asi como productos de cuidado personal, entre otros, conforman el
afluente que ingresa en las plantas de tratamiento de aguas diariamente. Debido a la gran
estabilidad de algunos de estos contaminantes se considera que las plantas de tratamiento de
aguas residuales (PTAR) no son capaces de retener y/o eliminar estos productos, incluso
algunos de estos compuestos al ser sometidos a procesos como la cloracion pueden
transformarse en subproductos que presentan una toxicidad ambiental mayor comparada con
el compuesto original (Ramos, 2019; Yu, 2017; Zhang, 2021).

1.1 Contaminantes de preocupacion emergente

Entre todos los contaminantes que son expulsados diariamente en las aguas residuales
domésticas e industriales destacan los contaminantes emergentes (CE). Estos contaminantes
han sido escasamente estudiados como parte de los parametros para determinar si un tipo de
agua es adecuada para el consumo humano o recreativo, y ain no se conocen todas las
consecuencias que presentan en ecosistemas acuaticos (Archer, 2017; Celeiro, 2020; Gago-
Ferrero, 2015; Giokas, 2007; Jurado, 2014; Miranda, 2015; Moreta, 2011; O’Malley, 2020;
Ocafia, 2018; Olmos, 2020; Petrie, 2016).

Los CE forman parte de la composicion de diversos productos de cuidado personal, asi como
agroquimicos, efluentes medicos y antibioticos que tienen como destino final el alcantarillado
publico. El Instituto Mexicano en Tecnologia del Agua (IMTA) brinda la siguiente definicion

para estos compuestos:

“Como contaminante emergente se entiende t0do contaminante previamente desconocido o
no reconocido como tal, cuya presencia en el medioambiente no es necesariamente nueva,

pero si la preocupacion por las posibles consecuencias de la misma...” (IMTA, 2018).



Estos compuestos han tomado gran relevancia dado que no se tiene mucha informacion acerca
de su presencia e impacto en el medioambiente, por ello no se han considerado como parte de
los pardmetros para determinar si un cuerpo de agua es apto para consumo humano o para uso

recreativo.

1.1.1 Filtros UV

Entre los compuestos utilizados por la industria quimica que son considerados CE se
encuentran los filtros UV (FUV), compuestos organicos que se utilizan como materia prima en
productos de cuidado personal (PCPs), ya que son capaces de reducir los efectos de las
guemaduras solares en la piel (Wilkinson, 1990), dado que pueden absorber entre un 85-100 %

de la radiacién ultravioleta dentro del intervalo de 290-360 nm.

Los compuestos como las benzofenonas cumplen con las propiedades necesarias para fungir
como un filtro solar ya que presentan las siguientes caracteristicas:

e Tienen la capacidad de absorber la radiacion solar en el intervalo 290-320 nm sin

descomponerse.
e No son volatiles.
e Son resistentes al agua y al sudor.

Si bien, estos compuestos resultan benéficos al evitar quemaduras dérmicas, hay estudios que
mencionan a las benzofenonas como sustancias quimicas que actGan como disruptores
endocrinos. Este tipo de compuestos son definidos por la Agencia de Proteccién Ambiental de
los Estados Unidos de América (EPA, por sus siglas en inglés) como sustancias externas que
interfieren en la sintesis, segregacion y eliminacion natural de hormonas provocando efectos
adversos en la salud de los organismos, asi como en su descendencia (Geyer, 2005; Imamovic,
2022; O’Malley, 2020; Zhang, 2021). Del mismo modo, estos estudios han sefialado que los
FUV son persistentes en el medioambiente. A pesar de ello, estos compuestos siguen formando
parte de la composicion de diferentes productos de cuidado personal como lo son cremas,

perfumes, champdus, entre otros, por lo que su liberacion en aguas domesticas es coman.

Lo anterior ha despertado el interés de los investigadores en la busqueda de metodologias
analiticas de monitoreo eficientes y econdémicas para determinar a estos compuestos en

diferentes matrices ambientales, siendo el agua una de las que comunmente se estudian



(Archer, 2017; Molins-Delgado, 2017; O’Malley, 2020; Ramos, 2019). Por lo tanto, el
desarrollo de una metodologia con la capacidad de extraer y analizar CE a niveles traza en
muestras de agua potable, tanto como en agua residual, seria de gran utilidad ya que las Normas
Oficiales Mexicanas (NOM) no consideran a los CE como un parametro a medir para la calidad
del agua (IMTA, 2018). De la misma manera, estas metodologias podrian ser utilizadas para
aguas que han sido sometidas a un tratamiento, aguas recreativas, aguas potables o para su uso

como aguas de riego, surgiendo un area de oportunidad en el campo de la investigacion.

Algunos de los analitos, como la benzofenona-3, han sido monitoreados en sedimentos, aguas
superficiales y tejido de peces, por lo tanto, puede existir una via de exposicion por el consumo
de alguno de estos productos contaminados, en la Figura 1 se muestra el ciclo que los FUV
pueden presentar en el ecosistema (Archer, 2017; Leo6n, 2018; Molins-Delgado, 2017;
O’Malley, 2020; Ocafia, 2018; Olmos, 2020; Ramos, 2019; Wu, 2018).

Los FUV son utilizados en Las PTAR no eliminan
diferentes productos de ﬁ h S por completo estos
cuidado personal. compuestos.

Los FUV de diferentes
actividades entran en
las aguas urbanas.

Algunas de estas
aguas se usan
directamente en
actividades
agricolas.

<k

Los FUV regresan a los
humanos al consumir
productos contaminados.

Los FUV son vertidos
nuevamente, llegando
a aguas superficiales.

Figura 1. Ciclo de la disposicion de los FUV en el medioambiente (Imagen propia).

Los filtros UV fueron reportados en muestras ambientales desde 1980 (Giokas, 2007), pero en
ese momento no se relacionaron con los productos de cuidado personal. En diferentes estudios

se ha reportado sobre las consecuencias que tienen los compuestos de la familia de las



benzofenonas en los ecosistemas y fauna. En la Tabla 1 se pueden observar las propiedades

fisicoguimicas, estructura molecular y nivel de toxicidad en los seres vivos para cada analito

estudiado en este trabajo.

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de los analitos estudiados en este trabajo.

Nombre(s)

CAS
Formula
molecular
Masa molar
log P
Constante(s) de
disociacion
Solubilidad

Toxicidad

Nombre(s)

CAS
Formula
molecular
Masa molar
log P
Constante(s) de
disociacion
Solubilidad
Toxicidad

Nombre(s)

CAS
Formula
molecular
Masa molar
log P
Constante(s) de
disociacion
Solubilidad

Toxicidad

Ac. 5-benzoil-4-hidroxi-2-
metoxi-bencen sulfonico.

HMBS, Sulisobenzona. SSULCHINE
Benzofenona-4. BZ-4
4065-45-6 0 OH
C1aH1206S |
308.31 g/mol T
2.2 ‘
pkai(&c. Sulfonico) = -2.4; L
pka2= 7.6 OCH 3
Poco soluble en MeCOH,
O=5—=0

agua, EtOH y acetato de |

etilo.
T; DE . OH
Referencias: [2, 19, 22, 27, 40, 45, 62, 64]
2,2°,4.4°-
tetrahidroxibenzofenona. Estructura
Benzofenona-2. BZ-2
131-55-5
C13H100s5 OH 0 OH
246.21 g/mol ||
2.4
pkai= 7.1; pka,=7.9
Muy soluble en acetona,
éter etilico, EtOH. Poco
soluble en agua. HO OH
T: DE Referencias: [19, 22, 27, 41, 62]
2,3,4-
trihidroxibenzofenona. Estructura
THBZ
1143-72-2
C13H1004 0 OH
230.22 g/mol H

2.8
pka;= 7.1 ™

Ligeramente soluble en ‘
EtOH. Poco soluble en L
agua. OH

T Referencias: [27, 42, 45, 62]

Donde: T= toxico; M= mutagénico; DE= Disruptor endocrino.
Estructuras generadas con el software ChemSketch version 12.01.



Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de los analitos analizados en este trabajo (continuacion).

4-hidroxibenzofenona.

Nombre(s) HBZ Estructura
CAS 1137-42-4 0
Férmula molecular C13H1002 ‘ ‘
198.22 g/mol
Masa molar
log P _ 3.1 T ™=
Solubilidad Ligeramente soluble en ‘ ‘
MeOH y cloroformo. e o
Insoluble en agua. OH
Toxicidad T: M; DE Referencias: [19, 22, 27, 39, 62]
2,4-
Nombre(s) dihidroxibenzofenona. Estructura
Benzofenona-1. BZ-1
CAS 131-56-6
Férmula molecular C13H1003 0 OH
Masa molar 214.22 g/mol
log P 3.2 | |
Constante(s) de  pkaz(ac. Sulfdnico) = 7.1; ey
disociacion pkaz= 8 |
Soluble en EtOH, MeOH,
Solubilidad éter, acido aceético glacial o
y acetato de etilo. OH
. Referencias: [19, 22, 27, 38, 45, 62, 64]
Toxicidad DE
Oxibenzona.
Nombre(s) Benzofenona-3. BZ-3 Estructura
CAS 131-57-7 0 OH
Férmula molecular C1H1203 H
Masa molar 228.24. g/mol
log P 3.5 ™3
Constante(s) de pkai=9.5 ‘
disociacion En agua a 25 °C: 68.56 et
Solubilidad mg/L OCH ,
Toxicidad T: DE Referencias: [2, 4, 19, 22, 27, 28, 35, 37,
45, 62, 64]

Donde: T= toxico; M= mutagénico; DE= Disruptor endocrino.
Estructuras generadas con el software ChemSketch Version 12.01.

A nivel industrial, estos productos son utilizados como aditivo de alimentos (BZ-3), cosméticos
(BZ-2, BZ-1, BZ-3), cremas para afeitar (BZ-4, BZ-2, BZ-1), perfumes (BZ-2), medicamentos
(BZ-4, BZ-1), productos para remover ufias artificiales (BZ-1), recubrimientos de materiales
(BZ-4, BZ-2, BZ-3), jabones (BZ-2, BZ-1), aromatizantes (BZ-3), intermediarios de reaccion

(HBZ), resinas (THBZ), agroquimicos (BZ-4), pero mas comunmente como protectores solares
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(BZ-1, BZ-3). (Archer, 2017; Celeiro, 2020; Imamovi¢, 2022; Jurado, 2014; Liu, 2014,
Locatelli, 2019; Molins-Delgado, 2017; National Center for Biotechnology Information, 2020;
O’Malley, 2020; Wu, 2018; Yu, 2017)

Para continuar, se ha reportado que la THBZ y la BZ-2 presentan genotoxicidad en Salmonella
Typhimurium, a su vez la BF-4 interfiere en la transcripcion de genes de los peces cebra,
ademas de que la BF-1 tiene relacién con la presencia de endometriosis, asi como a la BF-3 se
le asocia con la proliferacion de cancer de mama en humanos (Yu, 2017).

Otra consecuencia a la salud que tienen los filtros UV derivados de las benzofenonas, como lo
reportd Locatelli (2019, p. 41), es que estos son absorbidos por la piel uniéndose a las proteinas
del plasma, como consecuencia son transportados por el sistema circulatorio para después ser
metabolizados por el higado y finalmente ser desechados a través de la orina y/o debido a que

son lipofilicos pueden bioacumularse en el organismo.

Como se ha mencionado con anterioridad las benzofenonas pueden verse afectadas por los
procesos de cloracion de una PTAR, ademéas de que pueden sufrir de procesos oxidativos
propiciados por la radiacién UV (Yu, 2017; Zhang, 2021). Esto lo describe la reaccion de la
Figura 2.

0 OH 0 OH OH
| A, A HO L
o Oh NGNS oxev

3 L VALY A v 0 _
A AN Cloracidn N Yy Ox BV N 0 7Y Hidroxilacién | || | Hidrolisis
—= ) —l | ] o A,
NN 7 \fﬁ o NN NN o0 g

o )
v
0 O

Donde:

Ox BV: Oxidacion de Baeyer-Villiger TUOH c| COOH Cl

Ox: Oxidacion LA A
Hooe” 0”07 Mook

OH

Figura 2. Reaccion de cloracion por procesos oxidativos. Basada en la ruta 1 de Zhang
(2021). Imagen propia generada con el software ChemSketch version 12.01.

El producto final de este tipo de reacciones que pueden llegar a sufrir las benzofenonas da
como resultado sustancias con una mayor toxicidad que el producto original (Yu, 2017; Zhang,
2021).
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1.2 Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR)

La cromatografia es una técnica analitica de separacion utilizada y popularizada por la industria
quimica, ya que permite analizar y separar varios componentes de una mezcla compleja. Se
puede definir como: “técnica en la que los componentes de una mezcla se separan basandose
sobre diferencias de las velocidades a las cuales son acarreados por una fase movil gaseosa o

liquida a través de una fase estacionaria fija” (Skoog, 2015).

La cromatografia de liquidos de alta resolucion tuvo su auge en la década de los afios 70’°s dado
que el 85 % de los compuestos de interés industrial no son volatiles, o son lo suficientemente
estables para ser analizados por cromatografia de gases (Christ, 2009), por lo cual es uno de

los métodos mas utilizados a nivel industrial y académico.

1.2.1 Fundamento de la cromatografia de liquidos en fase reversa

En este trabajo se utilizo la cromatografia en fase reversa, que a grandes rasgos se lleva a cabo
con una fase mavil polar y la fase estacionaria es apolar, lo cual le brinda una ventaja al analizar
compuestos organicos neutros, polares y no ionizados, como lo son muchos compuestos
organicos que poseen una parte hidrofébica en su molécula a través de la cual se produce la
interaccion (Polo, 2015; Skoog, 2015).

Dada la naturaleza de los analitos, se puede predecir la retencion que tendran en una separacion
por fase reversa tomando en cuenta que: “a) a menor solubilidad en agua y mayor contenido
de carbonos en la molécula, mayor serd la retencion, b) los solutos con cadenas ramificadas
se retienen menos que sus isomeros sin ramificar, c) la insaturacion disminuye la retencion y

d) las moléculas polares neutras se retienen menos que las apolares” (Polo, 2015).

1.2.2 Recubrimiento de las columnas en CLAR de fase reversa

De manera general, las fases estacionarias se componen de una estructura de silice a la que se
le agrega mediante una reaccion un grupo funcional, el cual determina la polaridad de la fase
estacionaria (Agilent Technology, 2007; Nollet, 2005; Polo, 2015; Skoog, 2015).
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En este trabajo se hablara solo de los recubrimientos Octadecilsilano, Ciano y Fenilo ya que

fueron los evaluados para el desarrollo del método analitico.

Las columnas enlazadas con octadecilsilano (C18) ligado quimicamente a particulas de silice
porosa, que tienen tamafios entre de 1.5 a 10.0 um de didmetro, destacan por ser de las méas
utilizadas en los estudios dada su versatilidad. EI mecanismo primario de interaccion es
hidrofobico (Polo, 2015).

Otro ejemplo de recubrimiento es la fase enlazada ciano donde grupos nitrilo se ligan
quimicamente a particulas de silice porosa, de 3 a 10 um de didmetro. Este tipo de columnas
son menos polares, y se considera del tipo de fase normal, pero utiliza disolventes de fase
reversa (Christ, 2009).

Finalmente, las columnas enlazadas con un grupo fenilo, con tamafio de 1.5 a 10 um de
didmetro, permiten la separacion de moléculas a través de un mecanismo primario de

interaccion que se debe a las interacciones n-nt (Polo, 2015).

En la Figura 3, se muestra una representacion de los tres recubrimientos anteriores, donde R

puede ser cualquiera de los grupos funcionales C18, ciano o fenilo (Nollet, 2005; Polo, 2015).

g CH3 C18 7{CH2)1?CH3
=< i
§ ‘ Fenilo ___ / \,f

Figura 3. Representacion general de las fases estacionarias para cromatografia liquida
empleadas en el desarrollo de este trabajo. Imagen propia generada con el software
ChemSketch version 12.01.

Debido a que los FUV no presentan fluorescencia, ni propiedades electroquimicas, pero tienen
una gran capacidad para absorber en una parte de la region UV (Locatelli, 2019), esto quiere
decir que son capaces de absorber en la region ultravioleta, la técnica ideal para el analisis de

estos compuestos es la cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) dado que la
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mayoria de estos compuestos tiene puntos de ebullicion elevados, dicho de otro modo, no
pueden ser analizados por cromatografia de gases debido a que esta técnica de analisis es
aplicada a compuestos con puntos de ebulicion menores a 250 °C y, ademas, los analitos poseen
coeficientes de absortividad elevados lo cual aumenta su sensibilidad en su anélisis

espectrofotométrico al utilizar un detector UV.

Las concentraciones de este tipo de analitos en el ambiente estan en el orden de los ng/L a los
Mg/L en muestras de agua, por lo cual se debe realizar un paso previo de concentracion antes
de realizar el andlisis cromatografico (Yu, 2017).

1.3 Extraccion en fase sélida (EFS)

La extraccion en fase sélida (EFS) es una técnica de preparacion y concentracion de muestras
gue cuenta con una fase estacionaria sélida en donde se realiza la retencién de los compuestos

de interés, ademas de una elucién causada por un disolvente afin a ellos (Moldoveanu, 2015).

Esta técnica posee varias ventajas ya que extrae y pre-concentra a los analitos, ademas limpia
el extracto cuando la eleccion de disolventes y adsorbente sélido es adecuada, reduciendo las

interferencias en la matriz.

1.3.1 Caracteristicas de la EFS

La EFS en su modo tradicional requiere de un cartucho para soportar al adsorbente sélido, este
puede contener entre 50 mg y hasta 10 g de adsorbente, asi como de un frit para evitar que se
fugue el material de soporte. La elucidn de los analitos se puede realizar por gravedad o asistida

por vacio (Moldoveanu, 2015).
A continuacion, se describen e ilustran en la Figura 4 los seis pasos generales de la EFS:
I. Empaque del cartucho.

La masa medida del agente adsorbente es transferida y empacada en un cartucho para EFS con
un frit en el fondo, el agente adsorbente se cubre con otro frit y se comprime con un émbolo.
Durante este proceso se debe evitar la formacion de espacios vacios en la columna, asi como
compactar en exceso el material ya que se requiere de una estructura porosa que permita mayor

contacto entre el disolvente de extraccién y los analitos.
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Il. Activacion del cartucho.

Para continuar se requiere que el agente adsorbente sea preparado para la retencion de los
analitos, como se menciond con anterioridad se necesita de un contacto entre la estructura
porosay la muestra, para ello se emplea un disolvente fuerte, y de alta pureza, capaz de preparar

al material de soporte.
I11. Acondicionamiento el cartucho.

Después de la activacion, se necesita acondicionar el adsorbente con un disolvente que posee
una fuerza similar a la de la muestra problema, con el propoésito de preparar el material para la

retencion de los analitos.
IV. Carga de la muestra.

Se hace pasar por el cartucho la muestra que contiene los analitos, estos se retienen en la fase

solida mientras que el resto de la matriz pasa a los residuos.
V. Lavado.

Para eliminar compuestos que puedan interferir en la medicion se hace pasar un disolvente o
una secuencia de disolventes débiles, propiciando que los compuestos de interés se mantengan
adsorbidos en la fase estacionaria.

VI. Elucién de los analitos.

Con el fin de extraer los compuestos de interés adsorbidos en la superficie del material poroso,
se hace pasar a través del cartucho un disolvente fuerte tratando de obtener un extracto con el

menor volumen posible, pero que permita altos rendimientos de extraccion (Simpson, 2000).

La EFS tiene varias ventajas sobre las técnicas clasicas como la extraccién liquido-liquido,
pero principalmente disminuye el volumen de disolventes organicos utilizados y por lo tanto

minimiza la generacion de residuos (Leon, 2018; Skoog, 2015).
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3. Acondicionamiento del

e 2. Activacion del cartucho cartucho

del cartucho g o8 v/_\
| q %/’ |

" "

Residuos 5 E—
Disolvente Residuos
fuerte = Disolvente débil

6. Elucion de los analitos

l
/‘\ 4. Cargadela
q 5. Lavado
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— y o
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Residuos Residuos

Extracto

Figura 4. Diagrama condensado de los pasos de la EFS (imagen adaptada de Gardufio, 2018
y Chemix.org).

1.4 Trabajos recientes en la determinacion de benzofenonas en
agua
En la Tabla 2 se presenta el resumen de las metodologias de analisis de FUV en matrices
acuosas. Diversos analistas han realizado estudios para conocer qué tan disponibles se
encuentran los CE en el medioambiente, cabe resaltar que muchos abordan muestreos de agua
potable, otros trabajan Unicamente con aguas residuales y algunos incluso estudian muestras

aun méas complejas como lo son lodos activos, sedimentos, y tejidos animales.

El volumen de muestreo reportado varia entre 1 y 500 mL, dependiendo de la técnica de
extraccion y la muestra. Entre los métodos de extraccion, el mas empleado es la EFS. Aunque
debido a la complejidad de las muestras, se emplean previamente técnicas como la

sedimentacion y la centrifugacion para reducir la cantidad de particulas suspendidas presentes
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en las muestras antes de ser cargadas a los cartuchos de EFS (Archer, 2017; Molins-Delgado,
2017; Petrie, 2016; Wang, 2017; Wu, 2018)

Del mismo modo, es notorio que, entre los analitos mas cominmente detectados en muestras
ambientales se encuentran la BZ-3, BZ-4, BZ-2 'y BZ-1. Con menor frecuencia se han reportado
metodologias para determinar HBZ y THBZ. Dichos métodos son capaces de monitorear estos
analitos en aguas superficiales, aguas subterraneas y en aguas residuales. Por otro lado, algunos
evaltan la capacidad que tiene una PTAR para remover los FUV (Archer, 2017, O’Malley,
2020; Petrie, 2016; Wang, 2017).

Ademas, si hablamos de las técnicas de analisis, se observa un dominio de la cromatografia de
liquidos, con pocos estudios aplicando la cromatografia de gases. Uno de los sistemas
comunmente empleados es la cromatografia de liquidos acoplado a espectrometria de masas
(CLAR-EM). Con estas metodologias se pueden observar recobros entre los 80-170 %; con
limites de cuantificacion y de deteccion en el rango de los ng/L hasta pg/L. Sin embargo, la
THBZ produce recobros bajos y altos porcentajes de efecto matriz a pesar de no ser una

sustancia tan polar (log p=2.8), esto fue reportado por Petrie (2016) y Tarazona (2015).
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Tabla 2. Publicaciones recientes de analisis de FUV de la familia de las benzofenonas.

Autor

(afo)

Archer, E.

(2017)

Celerio, M.

(2020)

Li, W.

(2007)

Muestra

(Volumen)

Aguas superficiales,
afluentes y efluentes de

PTAR.

(50 mL)

Agua de rio, lago, mar y de
una piscina.

(20 mL)

Aguas superficiales, agua de
rio, agua proveniente de
PTAR, agua de la llave.

(2 mL)

Analitos

BZ-1; BZ-3;
BZ-4

BZ-3

BZ-1; BZ-3

Método de
extraccion

EFS

Extraccion por
adsorcién en sol-
gel

Micro extraccion
dispersiva
liquido-liquido
asistida de
microondas

18

Método de
analisis

UCLAR-

Tandem

CG-Tandem

UCLAR-
Tandem

Recobros

(%)

39-164 %

90 %

94-103 %

L.C.

L.D.

N/R

N/R

N/R

4.5 ng/L

1.84-5.93 ng/L

0.54-1.79 ng/L



Tabla 2. Publicaciones recientes de andlisis de FUV de la familia de las benzofenonas (continuacion).

Molins-
Delgado, D.

(2017)

O’Mally, E.

(2020)

Petrie, B.

(2016)

Suérez, R.

(2016)

Aguas superficiales, afluentes

y efluentes de PTAR.

(25 mL)

Afluente y efluente de PTAR

(400 mL)

Aguas superficiales, afluentes
y efluentes de PTAR.

(50 mL agua residual y
100 mL agua superficial)

Agua superficial de mar, agua
de piscinas privadas.

(3.5mL)

BZ-1; BZ-3;
BZ-4; HBZ.

BZ-1; BZ-3;
BZ-4

BZ-1; BZ-2;
BZ-3; BZ-4

BZ-3

Micro extraccion

liquido-liquido

EFS

Filtracién

EFS

dispersiva

asistida de
agitacion

magnética en

19

linea

CLAR-Tandem

UCLAR-Tandem

UCLAR-Tandem

CLAR-UV

3.3-30 ng/L
30-102%  0.7-9.0 ng/L
0.13-0.55 pg/L
87-97 %
0.10-0.49 pg/L
0.77-13.22 pg/L
98-107 %
0.15-7.83 pg/L
0.62 ug/L
92 %
0.18 pg/L



Tabla 2. Publicaciones recientes de andlisis de FUV de la familia de las benzofenonas (continuacion).

Tarazona, I. Agua de mar BZ-1: BZ-3: Micro extraccion CG-EM )
THBRZ _ dl.sperswa.l (denvaﬂ;amon
(2015) (5mL) liquido-liquido previa)
Afluentes y efluentes de
Wang, W. . .
PTAR. Bz-ﬁ,BBZZ-& EFS CLAR-Téandem
(2017)

(100 mL agua residual)

Wu, M. Aguas superficiales, Benzofenona:
afluentes y efluentes de BZ-1: BZ-2-
(2018) PTAR. e EFS CLAR-Tandem

(200 mL agua residual y THBZ; HBZ
400 mL agua superficial)

EFS: Extraccion en fase sdlida.

EFS-CLAR-Tandem: Extraccion en fase s6lida acoplada a cromatografia de liquidos con deteccion de espectrometria de masas.
CG-EM: Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas en Tandem.

CLAR-EM: Cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas en Tandem.

UCLAR: Cromatografia de Liquidos de Ultra Alta Resolucion.

N/R: No reportado.
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65-169 %

83-95 %

71-121 %

108-168 ng/L

32-50 ng/L
0.25-0.5 ng/L

0.05-0-1 ng/L

0.48-1.69 ng/L

0.14-0.51 ng/L



1.5 Errores en la cuantificacion de los analitos debidos al efecto
matriz

Zhou (2017) menciona que el efecto matriz es toda variacion (incremento o supresion) en la
sefial analitica provocada por el medio quimico comparado contra una sefial de referencia, la

cual, cominmente es la solucién estandar.

Dada la naturaleza de la muestra, las interacciones de los analitos entre si y con la matriz,
diversas técnicas de preparacién como parte del tratamiento de la muestra pueden disminuir de

manera significativa el efecto matriz.

Existen diferentes métodos para evaluar el efecto de la matriz sobre la sefial de un analito en la

muestra comparada con la sefial del mismo analito en una disolucion estandar.

Por ejemplo, después de la extraccion se puede usar la ecuacion 1:

Efecto matriz = A%B *100 ........ Ec. 1

Donde:
A= Area del analito en el extracto con matriz.

B= Area del analito en la disolucién estandar.

Si el calculo del efecto matriz de la ecuacion 1 esta entre -20 % y 20 % se considera que no
hay efecto matriz. Si el efecto matriz es mayor a 20 % (aumento en la sefial) se considera que
hay un efecto matriz positivo y si el resultado es menor a -20 % (supresion de la sefial) hay un
efecto matriz negativo (Leito, 2016; Mohammed, 2020; Zhou, 2017).

En diversos métodos analiticos, para determinar contaminantes emergentes se ha observado
una variacion en la sefial analitica debido al medio del cual proviene la muestra, por lo que es
recomendable que cuando se esté desarrollando, validando o aplicando un método

cromatografico se evalue el efecto matriz.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Reactivos, materiales y equipos

Metanol grado cromatogréafico marca tecsiquim.

Acetonitrilo grado cromatografico marca tecsiquim.

Agua desionizada.

Acido acético glacial grado analitico marca J.T. Baker.

Estandares de 4-hidroxibenzofenona, 2,4-dihidroxibenzofenona, 2,4,3-
trihidroxibenzofenona, 2,2°,4,4’-tetrahidroxibenzofenona, oxibenzona y sulisobenzona
todos marca Sigma Aldrich.

Adsorbente C18 marca Agilent Technologies.

Cartuchos de polipropileno de 6 mL para EFS y frits de teflon marca Agilent
Technologies.

Matraz kitasato de 1 L con tapdn de caucho #8.

Micropipeta de volumen variable de 100-1000 pL marca Science MED.
Micropipeta de volumen variable de 20-100 pL marca Science MED.
Soporte universal con pinzas y nuez.

Vaso de precipitado de 30, 50, 100 y 500 mL.

Matraz aforado de 1, 2, 5, 10 y 25 mL.

Probeta de 10, 250 y 500 mL.

Tubos para centrifuga de 50 mL.

Sistema de filtracion Millipore.

Acrodisco de nylon de 0.45 um marca SUPELCO.

Caja de vacio para EFS marca SUPELCO.

Membranas de celulosa con poro de 3 um marca Whatman.

Filtros de acero inoxidable con poro de 10 pm.

Papel filtro de poro fino marca Whatman.

Bafio de ultrasonido marca Branson modelo 2510E-MT.

Balanza electronica de precision modelo VE-5003, marca VELAB.
Centrifuga marca VELAB PRIME modelo Pro-8M.
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2.2 Equipo e instrumentacion

Se utiliz6 un cromatografo de liquidos de alta resolucion de la marca Waters conformado por:
> Bomba binaria modelo 1525.
> Detector UV modelo 2487.
> Automuestreador modelo 717 plus.
>

Software Breeze 2.

También se empled una columna Eclipse XDB-phenyl de 150 mm de largo, 4.6 mm de

diametro interno y diametro de particula de 3.5 um marca Agilent.

2.3 Preparacion de soluciones

Se prepar6 una solucion stock conteniendo a cada analito: sulisobenzona,
tetrahidroxibenzofenona, trihidroxibenzofenona, hidroxibenzofenona, dihidroxibenzofenonay
oxibenzona a una concentracion individual de 1000 mg/L disueltos en metanol grado
cromatografico. A partir de esta solucion se prepararon las soluciones de trabajo a diferentes

concentraciones, mismas que se mantuvieron en refrigeracion (4 °C).

2.4 Obtencion de las muestras

Las muestras utilizadas fueron:

I.  Agua potable obtenida en el mes de agosto del 2021 de las tomas de agua de la FES
Cuautitlan, Edo. Méx. A su vez, en el mes de octubre del 2021 se obtuvieron muestras
de agua potable de dos purificadoras, una en la zona de Tultepec, Edo. Méx (Agua
potable 1), la otra fue conseguida en la zona de Cuautitlan lzcalli, Edo. Méx (Agua
potable 2). En ambos casos se tomO una muestra de 1 L, conservandolas en

refrigeracion hasta su analisis.

Il.  En el mes de febrero del 2020 se tomaron muestras del agua residual (afluente y

efluente) de un biorreactor de lecho mavil de la FES Cuautitlan Campo 1.

Como se muestra en la Figura 5, Se tom0 una muestra del afluente antes de poner en

funcionamiento el biorreactor, asi como una muestra del efluente 24 horas después. Estas
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muestras estan compuestas por agua residual proveniente de todos los laboratorios de la

facultad, los bafios y de las cafeterias.

Figura 5. Toma de muestras del biorreactor de la FESC.

1. Agua residual de la planta de tratamiento de Ciudad Universitaria, obtenida en marzo
de 2020.

Las siguientes muestras de agua residual fueron tomadas en el mes de marzo del 2020 de la
Planta de Tratamiento de Aguas Residuales Cerro del Agua (PTARCA), ubicada en Ciudad
Universitaria, la cual tiene tres colectores de agua residual de C.U. y de la colonia Copilco El
Alto (Instituto de Ingenieria U.N.A.M., 2010). En la Figura 6 se presenta la forma en la que

se realizo el muestreo.

Nota: Ambas muestras se toman en primavera, al aumentar las temperaturas se espera que el
consumo de protectores solares aumente, lo cual permitiria observar por lo menos un analito

de interés en las muestras obtenidas.
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Figura 6. Toma de muestras en la PTAR de C.U.

Donde: A toma de muestras de afluente antes de la entrada al reactor bioldgico. B toma de
muestras del efluente a la salida del biorreactor.

IV.  Enjunio del 2021 fue tomada una muestra en un canal de aguas negras de Teyahualco,
que se encuentra entre Tultepec y Coacalco. Este canal recorre desde Cuautitlan Izcalli
hasta Ecatepec recolectando el afluente de casas, industrias, talleres mecanicos e
incluso afluentes médicos, por lo tanto, se consider6 que seria una muestra
representativa como las descritas en el trabajo de O’Malley, 2020. A continuacion, en
la Figura 7 se describe la zona de muestreo y la técnica empleada para la obtencion de
la muestra.

Figura 7. Toma de muestra en el canal de Teyahualco. A lugar de muestreo. B técnica para la
toma de muestra del canal de Teyahualco.
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Para el canal en Teyahualco, primero se tomd con una cubeta una porcién de agua residual, se
dejo sedimentar por dos horas para posteriormente verter en reservorios de vidrio
previamente enjuagados con metanol.

Todas las muestras de agua fueron recolectadas en frascos de vidrio limpios y secos. Para evitar
la adsorcidn de los componentes en los recipientes se les afiadio 50 mL de etanol a cada uno.

Para finalizar, las muestras fueron conservadas a 4 °C hasta su analisis.

2.5 Optimizacion de la separacion cromatografica

Para optimizar la separacion cromatografica de los analitos en cuestion, que poseen
propiedades fisicoquimicas similares, se evaluaron dos factores: tipo de fase estacionaria y tipo
de fase movil (Polo, 2015).

Para evaluar el efecto del tipo de fase estacionaria se probaron las siguientes columnas de la
marca Agilent, empleando una mezcla de las soluciones estandar de los FUV a una

concentracion 5 mg/L:

e Zorbax SB-CN de 250 mm de largo, 4.6 mm de ancho y didmetro de particula de 5 pum.

e Eclipse XDB-C18 de 150 mm de largo, 4.6 mm de ancho y didmetro de particula de 3.5
pm.

e Columna Eclipse XDB-phenyl de 150 mm de largo, 4.6 mm de ancho y diametro de
particula de 3.5 pm.

En todos los andlisis realizados se establecio un volumen de inyeccion 20 pL, con un flujo de
la fase movil de 0.8 mL/min. La deteccion se llevd a cabo a 290 nm para todos los analitos con
excepcion de la 2,3,4-trihidroxibenzofenona, la cual fue monitoreada a 310 nm. Estas

longitudes de onda son las de méxima absorcion para los analitos.

Para determinar el orden de elucion, se inyectaron por separado cada uno de los filtros
utilizando dos mezclas de metanol/agua con la columna C18. En la siguiente tabla se resumen

las condiciones empleadas para el estudio en modo isocrético.
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Tabla 3. Proporcién de los disolventes para la fase movil en elucion isocrética.

Proporcion (%)

Ensayo Metanol % Agua %
1 70 30
2 50 50

Para continuar, se probaron diferentes gradientes lineales para la separacion de los analitos
utilizando las tres columnas mencionadas con anterioridad. En la Tabla 4 se pueden observar

los gradientes que proporcionaron los mejores resultados para cada columna.

Tabla 4. Gradientes optimizados para la separacion de los FUV con diferentes fases
estacionarias.

Columna Ciano Columna C18 | Columna Fenilo
Tiempo Metanol Tiempo Metanol Tiempo Metanol

(%) (%) (%)
0 10 0 30 0 35
2 10 2 30 10 60
20 90 20 90 22 80
24 90 30 90 29 80
25 10 31 30 30 35
38 10 36 30 35 35

Donde el disolvente A para los gradientes desarrollados es metanol grado cromatogréfico y el
disolvente B se conforma de agua + &cido acético 0.1 % V/V.

Como se explicard mas a delante en este trabajo, la columna que proporciond los mejores
resultados fue la Eclipse XDB-phenyl. Por esto se tuvo que optimizar de nueva cuenta el
gradiente con las condiciones mostradas en la Tabla 5.
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Tabla 5. Gradientes empleados en la separacion cromatografica de las benzofenonas con la
columna Eclipse XDB-phenyl.

Gradiente A Gradiente B Gradiente C
Tiempo Metanol (%) Tiempo Metanol (%) Tiempo Metanol (%)

0 35 0 35 0 45
10 60 10 60 5 60
22 80 22 80 17 80
24 80 29 80 20 80
25 35 30 35 21 45
30 35 35 35 26 45

Donde el gradiente A se conforma de MeOH y agua + acido acético al 0.1 % V/V. Por otro

lado, en los gradientes B y C se usé6 MeOH y agua + &cido acético 0.05 % V/V.

2.6 Evaluacion del desempefio del sistema cromatografico

Linealidad.

Para evaluar la linealidad del sistema cromatografico, a partir de la solucion a 1000 mg/L que
contiene a los 6 analitos, se prepard una curva a las concentraciones de 0.5, 1.0, 5.0, 10.0, 20.0
y 50.0 mg/L. Cada sistema fue inyectado por triplicado y se graficd el area contra la
concentracion del analito. Se obtuvo el coeficiente de determinacion (r?) y la ecuacion de la

curva.
Repetibilidad.

La repetibilidad se evalud inyectando por triplicado, en dias diferentes, las disoluciones
estandar de 1.0 y 20.0 mg/L, obteniendo a partir de éstas el promedio del area del pico para
cada analito, la desviacion estandar (D.E.) y el coeficiente de variacion porcentual (C.V.%).

Limites de deteccion y de cuantificacion.

Los limites de deteccion (L.D.) y de cuantificacion (L.C.) se obtuvieron a partir de la relacion
sefial/ruido (S/N) utilizando para el L.D. la concentracién que proporciona una sefial 3 veces

la S/Ny parael L.C. la concentracion que produce una sefial 10 veces la S/N.
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2.7 Optimizacion de la Extraccion en Fase Solida para muestras
de agua potable

Se realizd el montaje de un sistema capaz de cargar volumenes grandes de muestra al cartucho
de extraccion. Este estuvo conformado por seis lineas, cada una con un filtro de acero
inoxidable con poro de 10 um, tuberia de polipropileno, adaptador para cartuchos de EFS,
reservorios para las muestras, y la caja de vacio para EFS. El sistema se muestra en la Figura
8.

Figura 8. Sistema de extraccion en fase sélida utilizando los filtros de acero de 10 pm.
(imagen propia).
Este sistema para la extraccion de los FUV posee muchas ventajas como la de permitir que un
volumen grande de muestra pase continuamente a través del adsorbente sélido, optimiza el

tiempo de extraccion y reduce el contacto que tiene el analista con las muestras.

2.7.1 Optimizacion de la cantidad de adsorbente

Las muestras de agua desionizada se fortificaron con 50 uL de la disolucion estandar de los
analitos a una concentracion de 200 mg/L para obtener una concentracion en el extracto final
de 10 mg/L. Para optimizar el porcentaje de recuperacion de los analitos se probaron las

condiciones mostradas en la Tabla 6.
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Tabla 6. Proporciones de adsorbente y volumen de muestra probados.

Ensayo | Alicuota Adsorbente
1 100 mL 200 mg
2 300 mL 400 mg

El cartucho se activé con 5 mL de MeOH grado cromatografico al 100 %. Se acondicion6 con
5 mL de una solucién de &c. acético al 0.1 %. A continuacion, se paso por el cartucho el
volumen de muestra correspondiente. Posteriormente se utilizaron 5 mL de una solucion de
lavado compuesta por 15 % MeOH grado cromatografico/ 85 % agua + acido acético 0.1 %
VIV. Finalmente, se recolectd un extracto de 1 mL aplicando MeOH grado cromatogréfico al

100 %. Un resumen de estas condiciones se muestra en la Figura 9.

1mlL PRETRATAMIENTO 1. Activacién 2. Acondicionamiento
5 mL MeOH 5 mL ac. Acético 0.1%
La mezcla se ’
equilibrd por 15 min. ' ? \ 4
0.05 mL

Mezcla de [L ‘ IL q

estandares

&%%%ml‘ 200 pg/mL en

MeOH Residuos Residuos

300 mL | de muestra

7. Elucion de los analitos
5 mL MeOH 100%

6. Secado 2 5. Lavado del cartucho 4, Secado 1
Vacio 15 min SmL (MeOH 5%, ‘ f |
) " 95%4cacético 0.1%)  vacio 15 min. s J L
) l L
I ( ) = I 3. Cargadela
q ‘ muestra fortificada
(Tmy 4 — " T

Residuos . Residuos
Recolectar 1 mL Residuos

de extracto
EResiduos

8. Analisis cromatografico

Figura 9. Procedimiento para la extraccion en fase sélida de muestras fortificadas de agua
potable (imagen propia generada con fuentes de Gardufio, 2018 y Chemix.org).
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2.7.2 Optimizacion de la solucién de lavado

Para esta prueba se modificé el lavado del cartucho de EFS utilizando 5 mL de una solucion
compuesta por 5 % MeOH grado cromatografico/ 95 % de (agua + &cido acético 0.1 % V/V).
El resto de los pasos se mantiene igual al ensayo anterior. Para ambos casos se calcul6 el
porcentaje de recobro comparando el area obtenida para cada FUV contra el area de una

disolucion estandar a 5 mg/L.

2.8 Optimizacién de la extraccion en fase solida para agua
residual

Para la optimizacién del método por EFS aplicado a muestras de agua residual, se utilizaron

diferentes alicuotas provenientes del canal de Teyahualco, Tultepec, Edo. Méx.

Con el objetivo de seguir la misma estrategia que en el agua potable se observé que se saturaban
los cartuchos por la cantidad de sélidos suspendidos en la muestra, por ende, se tuvo que

adaptar un tratamiento previo para eliminar las particulas solidas de una forma mas eficiente.

Después de conservar a 4 °C las muestras se sometieron a un tratamiento con el cual se buscé
eliminar la mayor cantidad de sélidos suspendidos, para ello se emplearon procesos como la
sedimentacion, filtracidn a presion reducida y la centrifugacion esto con el fin de evitar que el
cartucho conteniendo el agente adsorbente se sature y por ende no logre retener los compuestos
de interés (Wang, 2017). Para ello al igual que las muestras de agua potable se propusieron
alicuotas de 100 y 300 mL, asi como 400 mg de C18 para las muestras de agua residual. En la
Figura 10 se muestra el tratamiento realizado para la optimizacion de la extraccién y analisis

de las aguas residuales con las cuales se llevo a cabo el estudio.
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1. Sedimentar 100 mL de muestra 3. Centrifugar
(x4)

/—ﬂ 2. Filtrar a vacio

s

4. Filtrar a vacio

3500 rpm
15 min.

5. Extraccion 5 .
5. EFS* ver condiciones en Figura 9.

Membranas de
celulosa de 3um

|
q

Recuperar 1 mL de MeOH

U

6. Andlisis cromatografico (x6)

Figura 10. Tratamiento que seguir para realizar las extracciones de agua residual (imagen
propia generada con fuentes de Gardufio, 2018).

2.9 Evaluacion del efecto matriz

Con el fin de determinar cdmo afecta la matriz a los analitos se llevaron a cabo extracciones
por triplicado de blancos de agua residual. Primero se deja sedimentar durante 15 minutos 100
mL de la muestra de agua residual, posterior a ello se filtran con papel filtro de poro fino. Para
eliminar la materia solida suspendida se centrifuga la muestra a 3500 rpm durante 15 minutos.
El siguiente paso consiste en filtrar la muestra a través de membranas de celulosa de 3 um de

tamario de poro. Acto seguido se realiza la extraccion de la forma que indica la Figura 11.

Para que todos los extractos presentaran las mismas condiciones, fueron fortificados con 50 pL
de la solucidn stock en el paso 6 de la Figura 11; esto se realizo por triplicado. Para continuar
se calculo el porcentaje de efecto matriz con la ecuacion 1, comparando el area obtenida para

cada analito contra el area de una disolucion estandar.
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La Tabla 7 presenta las diluciones consecutivas que se realizaron para este punto empleando
la solucion estandar de 1000 mg/L con las cuales se fortifican los extractos y blancos

fortificados para la evaluacion del efecto matriz y el recobro.

Esto se realizé a tres niveles de concentracion, 1.0, 10.0 y 50 mg/L para los extractos de agua

residual y a 10 mg/L para los extractos de agua potable.

Tabla 7. Concentraciones empleadas para evaluar el efecto matriz considerando un volumen
de 100 mL de muestra.

Vstosk | Concentracion stock [Muestra]
" (mg/L) (100 mL)
50 20 10 pg/L
50 200 100 pg/L
50 1000 500 pg/L

3. Centrifugar.

1. Sedimentar. U

2. Filtrar a vacio.

100 mL de [

agua residual

3500 rpm
15 min.

4, Filtrar a vacio.

5. Extraccidn.

6. Agregar 50 pL de
solucion estandar

|
7. Andlisis y &=
cromatografico Membranas de
celulosa de 3pum
V=1.0 mL

V;=1.05 mL

Figura 11. Descripcion general de las extracciones para la evaluacion del efecto matriz sobre
los analitos (imagen propia generada con fuentes de Gardufio, 2018).
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2.10 Recobro

Del mismo modo, para poder evaluar el recobro de los analitos se sigue la metodologia descrita
en la Figura 12. En el paso 1 las muestras fueron fortificadas con 50 uL de la solucion stock,
esto se realizo por triplicado, dejando que las muestras se homogeneizaran por 15 minutos.

Con el fin de que los extractos tuvieran el mismo comportamiento que los obtenidos en el efecto
matriz, se agregaron 50 L de metanol en el paso 6 de la Figura 12. Por ultimo, se compararon

las areas obtenidas de los analitos contra una disolucion estandar para calcular el recobro.

4. Centrifugar.

1. Agregar 50 plL =

de solucion N
estandar / ‘

3. Filtrar
3500 rpm
15 min.
2. Sedimentar. :
> 7 ~ V
’ . 5. Filtrar a vacio.
100 mL de
agua residual 6. Extraccion.

7. Agregar 50 pL de
- | <
8. Andlisis -
cromatografico Membranas de
celulosa de 3um

V=1.0 mL

V;=1.05 mL

Figura 12. Descripcién general de las extracciones para la evaluacion del recobro de los
analitos (imagen propia generada con fuentes de Gardufio, 2018).

A las muestras preparadas para la evaluacion del efecto matriz se les conoce como blancos
fortificados, por otro lado, las muestras preparadas para evaluar el recobro se les conoce como

muestras fortificadas. Para ambos casos, se evalu6 por triplicado cada nivel de concentracién.
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2.11 Aplicacion del método a muestras de agua residual y/o
potable

Se analizaron las muestras de agua residual provenientes del biorreactor de la FES Cuautitlan,
los afluentes y efluentes de la PTAR de C.U., una muestra de agua potable obtenida en una
purificadora de Tultepec (purificadora 1), asi como otra muestra de agua potable obtenida en
una purificadora en Cuautitldn lzcalli (purificadora 2). Cada muestra fue analizada por
triplicado.
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Capitulo 3. Resultados y discusion

3.1 Optimizacion de la separacion cromatografica

Como parte de la optimizacion de la separacion se propusieron dos estudios en modo isocratico.
Los resultados y condiciones se muestran en la Figura 13. Ninguna de las condiciones
proporciond resultados adecuados ya que para separar los analitos de la mejor forma posible
sin variar el flujo o la composicion de los disolventes se necesitaria de un tiempo de analisis

alto. Aunque, estas pruebas fueron Utiles para identificar el orden de elucion de los picos.
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Figura 13. Separacidon con elucion isocratica de los analitos a 290 nm.

Donde: A con 50:50 metanol-agua y flujo de 0.5 mL/min y B con 70:30 metanol-agua a un
flujo de 0.7 mL/min. Inyecciones individuales de cada analito a 5 mg/L disueltos en la fase
movil. Ambas pruebas se llevaron a cabo con la columna Eclipse XDB-C18 de 150 mm de
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largo, 4.6 mm de ancho y diametro de particula de 3.5 um. La numeracion marcada identifica
a los analitos: 1) BZ-4, 2) BZ-2, 3) THBZ, 4) HBZ, 5) BZ-1, 6) BZ-3.

Como se observa en la Figura 13, los picos cromatogréficos presentan deformaciones, asi
como una baja resolucion entre ellos, por lo tanto, se agreg6 un éacido débil a la fase movil.
Para cumplir con esta funcion se utilizé acido acético glacial a una concentracion de 0.05 %

VIV en agua.

Para optimizar la separacion cromatogréafica de las benzofenonas se probaron tres diferentes
tipos de fase estacionaria, C18, ciano y fenilo. Se evalud cuél de ellas proporcionaba los

mejores valores de resolucién y selectividad. Los resultados se muestran en la Figura 14.
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Figura 14. Comparacién de los cromatogramas obtenidos con las diferentes columnas,
monitoreando la sefial a 290 nm.
Donde: A Zorbax SB-CN, B Eclipse XDB-C18 y C Eclipse XDB-phenyl. 1) BZ-4, 2) BZ-2,
3) THB. 4) HBZ, 5) BZ-1y 6) BZ-3. Para mas detalles de la fase movil utilizada, ver pagina
217.

Se puede observar que con la columna ZORBAX SB-CN, los picos 2 y 3 tienen una menor
resolucion en comparacion con B, este a su vez presentd menores valores de resolucion que C,
aunque con valores aceptables y con un tiempo de analisis menor. Al cambiar el tipo de fase

estacionaria por uno fenilo, se mejora considerablemente el factor de selectividad, ya que se

observan los maximos de los picos con una mayor separacion.
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Aunque la fase C18 presentd una mejor simetria en la mayoria de los picos, una resolucién
aceptable y un tiempo de analisis menor a la columna fenilo, esta Ultima fue seleccionada como
Optima ya que al analizar las muestras de agua residual se observé la presencia de un pico
interferente entre los picos 3 y 4 que no podia separarse con la columna C18 (ver Figura 25).

Para continuar, en la Figura 15 se presentan los resultados de la optimizacion del gradiente

utilizando la columna fenilo.
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Figura 15. Comparacion de los cromatogramas obtenidos con la columna Eclipse XDB-
phenyl, a 290 nm con diferentes gradientes. 1) BZ-4, 2) BZ-2, 3) THBZ, 4) HBZ, 5) BZ-1y
6) BZ-3. Para mas detalles de la fase movil utilizada, ver pagina 28.

Se puede observar en A que las sefiales cromatograficas presentan una buena resolucién entre
ellas, pero con problemas de cabeceo y coleo en todos los picos, en B podemos observar que
las sefales tienen una buena resolucion y mejor forma, pero el tiempo de analisis es muy
grande, por ultimo, en C se observa una mejora en la resolucion y una reduccion considerable
en el tiempo de analisis pasando de 34 minutos a solo 26 minutos. Con esta columna el orden
de elucion es el siguiente: 1) BZ-4, 2) BZ-2, 3) THBZ, 4) HBZ, 5) BZ-1y 6) BZ-3.

Por lo tanto, el gradiente 6ptimo para la separacion de las benzofenonas fue el C cuyas

condiciones se muestran en la Tabla 8.
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Tabla 8. Gradiente utilizado para la separacion de los analitos.

Tiempo Agua + ac.
(minut% 5) Acético (0.05 %) Metanol (%o)
(%)
0 55 45
) 5 40 60
Gradiente 17 20 80
20 20 80
. 21 55 45
Equilibrio 26 55 45

Una vez determinada la columna y el gradiente por utilizar, se procedié a evaluar la

repetibilidad de los tiempos de retencion.

Del mismo modo, se evaluaron los coeficientes de variacion, estos fueron menores a 2.7 %
para el promedio de los tiempos de retencidn, con lo cual indica una baja dispersion de los
datos obtenidos, demostrando una confiable identificacion de los FUV por sus tiempos de
retencion. Los resultados obtenidos en esta parte de la experimentacidn se muestran en la Tabla
9.

Tabla 9. Tiempo de retencion de los FUV con las condiciones 6ptimas de separacion al
inyectar 20 yL de una disolucién estandar a una concentracién de 5 mg/L.

tr promedio
. . Desv. Est.
Analito (min.) _ C.V (%)
(min.)
n=3
BZ-4 6.24 0.168 2.692
BZ-2 8.45 0.001 0.018
THBZ 10.05 0.005 0.051
HBZ 11.03 0.011 0.102
BZ-1 12.98 0.018 0.141
BZ-3 17.91 0.035 0.195

A continuacién, en la Tabla 10 se presentan los parametros cromatogréaficos calculados para
los analitos bajo las condiciones Optimas de separacion. En ella se pueden observar que todos
los picos tienen valores aceptables en los diferentes parametros evaluados, a excepcion de la
resolucion entre la THBZ y la HBZ sin embargo, estos analitos fueron monitoreados a dos
diferentes longitudes de onda. Por lo tanto, aunque la resolucion entre estas sefiales sea la mas

39



baja, no interfiere en la identificacion individual de los analitos lo cual se mostrara mas adelante

con la evaluacién de la linealidad del sistema.

Tabla 10. Parametros cromatograficos.

BZ-4 6.24 96.12 1.81 243.01

BZ-2 8.66 57.00 2.90 1328.43 1.59 1.89
THBZ 10.24 73.43 3.62 1121.72 1.25 1.46
HBZ 11.24 44.10 4.07 3741.99 1.12 1.02
BZ-1 13.20 47.00 4.95 4542.19 1.22 2.58
BZ-3 18.11 41.33 7.16 11057.28 1.45 6.67

Tiempo muerto (to) = 2.22 min

3.2 Desempefio del sistema cromatografico

En la Tabla 11 se muestran los resultados de las pruebas de desempefio del sistema

cromatografico, las inyecciones por cada nivel de concentracién se realizaron por triplicado.

El coeficiente de determinacion (r?) obtenido para cada FUV resulté mayor a 0.9970 para todos
los analitos, por lo cual se observé una buena correlacion lineal del sistema cromatografico en
el intervalo de concentracién de 0.5 a 50 mg/L. La BZ-4 es el compuesto con menor
sensibilidad de las seis benzofenonas y las ordenadas de todas las ecuaciones incluyeron al cero

en su intervalo de confianza al 95 %.

La repetibilidad del sistema fue buena con C.V.% inferiores a 4.54 % a los dos niveles de

concentracion.

Los limites de deteccion experimentales estuvieron entre 0.5 y 1.0 mg/L, mientras que los

limites de cuantificacién se encuentran entre 1.5 a 3.5 mg/L para todos los analitos.
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Tabla 11. Resultados de los parametros de validacion del sistema cromatografico CLAR-UV.

Analito

BZ-4 | 0.9980
BZ-2 0.9988
THBZ 0.9972
HBZ  0.9979
BZ-1 0.9984
BZ-3  0.9985

Ordenada

limites

-1873

Inferior (95 %) Superior (95 %)
-34170 30424
-13040
Inferior (95 %) = Superior (95 %)
-46668 20588
-54017
Inferior (95 %) Superior (95 %)

-126519 18484
-36740
Inferior (95 %) = Superior (95 %)
-112015 38533
-19964
Inferior (95 %) Superior (95 %)
-63390 23462
-17280
Inferior (95 %) = Superior (95 %)
-61182 26623

Pendiente
limites
56274
Inferior (95 %) Superior (95 %)
54950 57598
70020
Inferior (95 %) = Superior (95 %)
68689 71350
107470
Inferior (95 %) Superior (95 %)
104498 110441
100850
Inferior (95 %) = Superior (95 %)
98407 103293
88819
Inferior (95 %) Superior (95 %)
86941 90697
88393
Inferior (95 %) = Superior (95 %)
86612 90174
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2.44
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4.54

CV. (%) C.V.(%)
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3.3 Optimizacion de la EFS para agua potable

En la Tabla 12 se muestran los resultados de la optimizacion de la EFS en donde se evaluaron

la cantidad de adsorbente, el volumen de agua desionizada y la disolucion de lavado del

cartucho.

Tabla 12. Recobros obtenidos con las condiciones determinadas.

Recobro ensayo 1 Recobro ensayo 2

Analito 200 mg + 100 mL 400 mg + 300 mL

Solucion de lavado con 15 % | Solucién de lavado con 5 %

MeOH MeOH

BZ-4 46 % 81 %

BZ-2 79 % 91 %

THBZ 49 % 102 %
HBZ 64 % 90 %

BZ-1 85 % 90 %

BZ-3 78 % 86 %

Como se puede observar en la Tabla 12, los mejores resultados se obtuvieron con 400 mg de
adsorbente y un volumen de muestra de 300 mL. También, al disminuir la fuerza de la solucion
de lavado, el rendimiento mejoré de forma significativa. de esta forma, las condiciones dptimas

de extraccion de los analitos en agua potable se resumen en la Tabla 13.

Tabla 13. Condiciones de extraccion éptimas para el método de EFS en muestras de agua

desionizada.
Muestra Agua desionizada
Volumen de muestra 300 mL
Adsorbente 400 mg de silice C18

5 mL de una solucién que contiene:
5 % MeOH + 95 % agua+ acido acético al 0.1 %.

Volumen de elucién 1 mL de metanol al 100 %

Disolvente de lavado
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3.4 Optimizacion de la EFS para agua residual

Con las condiciones establecidas del método para agua potable se realizaron pruebas para la
EFS de los FUV en agua residual, sin embargo, se tuvieron que agregar algunos pasos extra
para retirar la gran cantidad de sélidos suspendidos y evitar asi la saturacion del cartucho de
extraccion en fase solida. En la Figura 9 se muestra un diagrama de este proceso.

A pesar del tratamiento previo realizado para disminuir la cantidad de solidos suspendidos, el
cartucho de EFS se tapd con un volumen de muestra mayor a los 100 mL. De esta forma, las
condiciones de extraccion dptimas para agua residual se presentan en la Tabla 14.

Tabla 14. Condiciones de extraccion éptimas para el método de EFS en muestras de agua

residual.
Muestra Agua residual
Volumen de muestra 100 mL
Adsorbente 400 mg de silice C18

5 mL de una solucién compuesta por:
5 % MeOH + 95 % agua+ acido acético al 0.1 %.

Disolvente de lavado

Volumen de elucion 1 mL de metanol al 100 %

Bajo estas condiciones se realizd la extraccion de la muestra tomada en el canal de Teyahualco
empledndola como blanco ya que, en la fecha de recoleccion se contd con un alto indice de
lluvias, por lo tanto, se esperaba que los CE que pudieran estar presentes en la muestra estarian
mas diluidos y no interferirian en el analisis. En la Figura 16 se presenta la comparacion de
tres cromatogramas obtenidos que representan al blanco de agua residual comparado contra un

blanco de agua potable y una disolucion estandar a 5 mg/L.
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Figura 16. Comparacion entre extractos blanco de las dos matrices estudiadas a 290 nm.
Donde: A solucion estandar a 5 mg/L, B extracto blanco de agua potable y C extracto blanco
de agua residual proveniente del canal de Teyahualco. 1) BZ-4, 2) BZ-2, 3) THBZ, 4) HBZ,

5) BZ-1y 6) BZ-3.

En estas muestras no se percibieron las sefiales de los analitos, pero en el blanco de agua
residual se observa que la matriz presenta notorios interferentes incluso después de ser

sometido por la EFS. Por este motivo se decidid utilizar la columna fenilo.

3.5 Evaluacion del efecto matriz

En la Figura 17 se puede observar los resultados del estudio del efecto matriz en agua potable
a una concentracion de 100 ng/mL en la muestra. Se selecciond esta concentracion dado que
se encuentra en el punto medio de la curva de calibracion. En esta misma figura se observa que
no existe efecto matriz en agua potable ya que las sefiales de todos los analitos no difieren méas

del 8 % siendo la THBZ el analito con mayor supresion de sefial.

Por lo tanto, se lleg6 a la conclusion de que se puede realizar una cuantificacion contra la curva
de calibracion preparada en metanol (Leito, 2016; Michael, 2017; Zhou, 2017).
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Figura 17. Efecto matriz en extracto de agua potable a una concentracion de 100 ng/mL en la
muestra. 1) BZ-4, 2) BZ-2, 3) THBZ, 4) HBZ, 5) BZ-1y 6) BZ-3.

Por otro lado, para las extracciones de blancos fortificados en agua residual se opt6 por obtener
un extracto a una concentracion de 500 ng/mL para cada analito en la muestra, ya que el ruido
instrumental era mayor con este tipo de muestras y los limites de cuantificacion resultaron mas
altos en comparacion con el agua potable. En la Figura 18 se presentan los resultados para esta
extraccion.
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Figura 18. Efecto matriz en extracto de agua residual a una concentracion de 500 ng/mL en
la muestra. 1) BZ-4, 2) BZ-2, 3) THBZ, 4) HBZ, 5) BZ-1y 6) BZ-3.

En agua residual tampoco se observo efecto matriz, pero si una supresiéon de la sefial de los
analitos, siendo la BZ-3 la més afectada. Sin embargo, de nueva cuenta no se afectaria que los

analitos sean cuantificados contra la curva de calibracién en metanol.
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Ademas, en la Figura 19 se observa una comparacion entre un blanco fortificado de agua
residual a 500 ng/mL en la muestra contra un blanco de agua residual. Esto con el proposito de
distinguir los posibles interferentes que se encuentran en muestras medioambientales
comparadas contra un blanco fortificado (Para méas detalles de la evaluacion del efecto matriz
ver Tabla 7).
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Figura 19. Cromatogramas de los posibles interferentes en agua residual a 310 nm.

Donde: A blanco fortificado de agua residual a 500 ng/mL y B blanco de agua residual. 1)
BZ-4,2) BZ-2, 3) THBZ, 4) HBZ, 5) BZ-1y 6) BZ-3.

Se observa que en B se logra identificar un pico como BZ-3, sin embargo, esta por debajo de
los limites de cuantificacion. Esta imagen ejemplifica como un blanco fortificado es capaz de

demostrar las afecciones que pueden presentar las sefiales analiticas causadas por la matriz.
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3.6 Recobro

En la Figura 20 se presenta el porcentaje de recuperacion de los analitos a partir de las muestras

de agua potable comparados contra una disolucion estandar.
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Figura 20. Recobro a tres niveles de concentracion en agua potable.

En agua potable se obtuvieron recobros entre 57 y 115 % para todos los analitos con excepcién

de la THBZ de la cual se logré recuperar menos del 30 % a los tres niveles de concentracion.

Debido a la estructura de la THBZ se aprecia una reactividad moderada frente a la matriz, algo
similar a lo descrito por Yu (2017) y Zhang (2021), esto debido a que, en medios acidos, con
presencia de cloro libre y con una alta disponibilidad de hidroxilos, esta molécula puede
reaccionar agregando un cloro a la estructura en posiciéon 5 (ver Figura 2), generando un
interferente que forma puentes de hidrogeno con el grupo carbonilo méas cercano, obteniendo
un porcentaje de remocion por cloracion del 6.99 %, Zhang (2021). Aunque el porcentaje de
remocion no es alto, cabe destacar que en las muestras de agua potable se observa un porcentaje

de -7.6 % de efecto matriz en agua potable para la THBZ.
Esto quiere decir que ademas de una posible degradacion provocada por el medio también se

observa una ligera supresion de la sefial para este analito en particular. Por otro lado, la

capacidad de interactuar mediante puentes de hidrogeno del compuesto formado podria
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permitir que la molécula sea mas afin a la fase acuosa que a la fase estacionaria en la EFS,

aunque se requiere de mas informacion para confirmarlo.

Algo similar se puede observar en la Figura 21 donde el porcentaje de recobro mas bajo para

cada nivel de concentracion le pertenece a la THBZ.
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Figura 21. Recobro a tres niveles de concentracion en agua residual.

En agua residual se obtuvieron recobros entre 20 y 103 % para todos los analitos con la
excepcion de la THBZ. Cabe destacar que la BZ-4 al ser la méas polar de las benzofenonas

presenta el segundo porcentaje de recuperacion mas bajo.

En el agua residual se identifica un porcentaje de recuperacion bajo para la THBZ, algo que
también describen Tarazona (2015) y Zhang (2021). Esto puede ser causado por la interaccién
de la solucion estandar con la muestra (paso 1 de la Figura 12), debido a que se fortifica la
muestra y después se deja sedimentar teniendo interaccion de los analitos con la materia solida

suspendida presente en la muestra.
En este sentido, la Figura 22 presenta el comportamiento de las muestras fortificadas, teniendo

una cercania al ruido instrumental a medida que la concentracion disminuye. Por otro lado, es

notorio que la matriz interactia de alguna manera con los analitos dado que en el apartado A al
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tiempo

Figura

de retencion de la THBZ se encuentran dos sefiales pequefias, algo similar sucede en la

19 ya que el pico de la THBZ se traslapa con un interferente de la matriz.
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Figu

ra 22. Comparacion de una muestra fortificada de agua residual contra un blanco de

agua residual, a 290 nm. Donde: A muestra fortificada a 100 ng/mL y B blanco de agua

residual. 1) BZ-4, 2) BZ-2, 3) THBZ, 4) HBZ, 5) BZ-1y 6) BZ-3.

3.7 Aplicacion del método a muestras de agua residual y potable
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Figura

23. Comparacion de una solucion estandar y las muestras comerciales de agua potable

a 290 nm. Donde: A mezcla de estandares a una concentracion de 0.5 mg/L, B muestra de
purificadora 1 y C muestra de agua potable de la purificadora 2, 1) BZ-4, 2) BZ-2, 3) THBZ,

4) HBZ, 5) BZ-1y 6) BZ-3.
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Ninguna de las muestras de agua potable presento sefiales de los analitos (Figura 23), lo que
se observd fueron dos sefiales a los 14 y 16 minutos, sin embargo, estos no coinciden con el

tiempo de retencion de los analitos.

Asi mismo se realizaron extracciones de agua residual obtenida del canal de Teyahualco y de
una toma de agua de la FES Cuautitlan, esto con el fin de encontrar un perfil general de las
muestras y sus posibles interferentes (Figura 24). Se distingue en C una sefial que se podria
identificar como BZ-3, sin embargo, esta por debajo de los limites de cuantificacion.
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Figura 24. Comparacion de matrices a 290 nm.
Donde: A mezcla de estandares a una concentracion de 5 mg/L, B blanco de agua potable y C
blanco de agua residual proveniente del canal de Teyahualco. 1) BZ-4, 2) BZ-2, 3) THBZ, 4)
HBZ, 5) BZ-1y 6) BZ-3.

Debido a que el agua del canal de Teyahualco se utilizo para optimizar la EFS para las muestras
de agua residual, la muestra fue conservada para su uso como blanco de agua residual en las
extracciones de las muestras provenientes de la PTAR C.U. y del biorreactor de la FES
Cuautitlan. Durante el almacenamiento, los sélidos suspendidos aln presentes en las muestras,
sedimentaron y la actividad bioldgica de los microorganismos patdgenos continud dado que al
preparar el blanco de agua residual presentado en el apartado C de la Figura 16, el reservorio
liberd gas cuando fue abierto. Por consecuente se observa que en el apartado C de la Figura
16 existe un aumento en un interferente a los 3 minutos, asi como la reduccion de las sefiales a

los 8, 12 y 20 minutos.
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Por otro lado, durante el periodo de almacenamiento los posibles CE presentes en la muestra
interactuaron con la materia sélida suspendida, lo que supone una posible adsorcion de los
analitos. Esto explicaria porque la BZ-3 no fue detectada en la Figura 16, pero si se encuentre

presente en la Figura 24.

Del mismo modo, se realizaron extracciones de las muestras provenientes de la PTAR de C.U.
asi como de las muestras del biorreactor de la FES Cuautitlan. En la Figura 25 se presenta una
comparacion entre los afluentes y en la Figura 26 se realiza la comparacion entre los efluentes

de ambos procesos.
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Figura 25. Comparacién de afluentes contra un estandar a 5 mg/L a 290 nm. Donde: A
extracto de afluente de C.U, B mezcla de estandares a una concentracion de 5 mg/L y C
extracto de afluente del biorreactor de la FESC. 1) BZ-4, 2) BZ-2, 3) THBZ, 4) HBZ, 5) BZ-
1y 6) BZ-3.

En el cromatograma A se distinguen diferentes interferentes que provienen de la matriz, aunque
una de las sefales coincide con el tiempo de retencién de la BZ-2, debido al ruido instrumental
y que la sefial se encuentra por debajo del limite de cuantificacion este analito es detectable
pero no cuantificable. Por otro lado, el cromatograma C presenta diversos interferentes, entre
ellos se distingue una sefial después de los 18 minutos, tiempo de retencion cercano a la BZ-3,
pero a diferencia del caso anterior esta sefial esta por debajo de los limites de deteccidn y de

cuantificacion.
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Cabe destacar que en el cromatograma A de la Figura 26 se distingue que unas sefiales fueron
eliminadas después del tratamiento, ademas, la sefial que se distingue en un tiempo de retencion
similar a la BZ-2 presenta el mismo comportamiento, por lo tanto, este analito es detectable

pero no cuantificable.
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Figura 26. Comparacién de efluentes contra un estandar a 5 mg/L a 290 nm. Donde: A extracto
de efluente de C.U., B mezcla de estdndares a una concentracion de 5 mg/L y C extracto de
efluente del biorreactor de la FESC. 1) BZ-4, 2) BZ-2, 3) THBZ, 4) HBZ, 5) BZ-1y 6) BZ-3.

En el cromatograma C de esta figura se distingue que los posibles contaminantes pudieron ser
removidos pero el ruido instrumental es ain mayor gque en la Figura 25 por lo tanto la sefial
observada a los 18 minutos es dificil de identificar como la BZ-3 ya que se encuentra debajo

de los limites de deteccidn y cuantificacion.
De los seis FUV estudiados, ninguno fue detectado en las muestras de agua potable. Por otra

parte, en las muestras de agua residual analizadas se observa la presencia de BZ-2 y BZ-3

solo que se encuentran por debajo de los limites de deteccidn y de cuantificacion.
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Capitulo 4. Conclusiones y perspectivas

4.1 Conclusiones

Se desarrollaron dos metodologias que aplican la extraccion en fase sélida para la
preconcentracion de los analitos sulisobenzona, tetrahidroxibenzofenona,
trihidroxibenzofenona, hidroxibenzofenona, dihidroxibenzofenona y oxibenzona, y su

analisis por cromatografia de liquidos en agua potable y agua residual.

El orden de elucién de los analitos coincide con la magnitud de los logaritmos del
coeficiente de reparto reportados para cada analito, de esta forma se determiné que las
sustancias mas polares, como en el caso de la sulisobenzona, tienden a ser menos
retenidas en la columna fenilo y, por lo tanto, son las primeras en ser detectadas por

cromatografia en fase reversa.

El sistema CLAR-UV presentd buena linealidad con coeficientes de determinacion
mayores a 0.99, precision con valores de C.V. menores a 4.54 % y limites de deteccion
entre 0.5 y 1.0 mg/L, mientras que los limites de cuantificacion estuvieron entre 1.5y
3.5 mg/L.

Las condiciones Optimas para la extraccién en fase sélida en agua desionizada fueron
de 400 mg de C18, 300 mL de muestray 1 mL de disolvente de elucion (metanol). Los
recobros estuvieron entre 60 % y 115 % para todos los analitos con excepcion de la

THBZ. Ademas de coeficientes de variacion entre 3 %y 27 % para todos los analitos.

Las condiciones Optimas para la preconcentracion por extraccion en fase sélida para
agua residual fueron de 400 mg de C18, 100 mL de agua residual y 1 mL de disolvente
de elucion (metanol). Los recobros estuvieron entre 20 y 103 % para todos los analitos
con excepcion de la THBZ. Los coeficientes de variacion obtenidos se encuentran entre

1%y 21 % para todos los analitos.
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Ambos métodos son capaces de medir a los analitos a niveles traza (ug/L) utilizando
un sistema de cromatografia de liquidos comun con deteccion UV, y fueron aplicados
a dos muestras de agua potable de diferentes purificadoras sin detectar ninguno de los

analitos.

Se identificd a la oxibenzona (BZ-3) en la muestra recolectada del canal de Teyahualco,
asi como también en las muestras del biorreactor de la FES Cuautitlan.

En las muestras de la PTAR de C.U. se identificaron oxibenzona y 2,2°,4,4’-
tetrahidroxibenzofenona (BZ-2).

4.2 Perspectivas

Debido a que los limites de deteccion y de cuantificacion de este trabajo se encuentran
en el intervalo de los 10-100 pg/L no permite determinar, identificar o cuantificar con
certeza a los analitos en un rango de concentracion menor como lo hacen otras
metodologias (Mollins-Delgado, 2017). Por lo tanto, si se desarrolla una metodologia
como la reportada por Olivera (2010), donde la EFS es acoplada en linea a un equipo
de HPLC con deteccién UV se podrian alcanzar sensibilidades mayores para el analisis

de muestras de agua a concentraciones que son ambientalmente relevantes.

Del mismo modo, como un complemento en el analisis de muestras medioambientales,
se deberia de desarrollar una metodologia para la extraccion y el analisis de estos FUV
en sedimentos y lodos activos para confirmar que estos podrian adsorberse en la materia
s6lida que tiene contacto con los contaminantes, asi como una técnica capaz de estudiar
los posibles metabolitos de la THBZ con el fin de determinar si esta molécula es

degradada por procesos de cloracion.
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Anexo |

Curvas de calibracion para la linealidad del sistema CLAR-UV.
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Figura 27. Curva de calibracion de sulisobenzona a seis niveles de concentracion
0.54, 1.09, 5.43, 10.86, 21.73, 54.32 mg/L.
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Figura 28. Curva de calibracion de tetrahidroxibenzofenona a seis niveles de
concentracion 0.56, 1.13, 5.63, 11.25, 22.50, 56.26 mg/L.
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Figura 29. Curva de calibracion de trihidroxibenzofenona a seis niveles de
concentracion 0.54, 1.09, 5.43, 10.86, 21.73, 54.32 mg/L.
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Figura 30. Curva de calibracion de hidroxibenzofenona a seis niveles de
concentracion 0.69, 1.37, 6.86, 13.72, 27.44, 68.60 mg/L.
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Figura 31. Curva de calibracion de dihidroxibenzofenona a seis niveles de
concentracion 0.51, 1.03, 5.15, 10.30, 20.59, 51.48 mg/L.
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Figura 32. Curva de calibracion de oxibenzona a seis niveles de concentracion 0.55,
1.10, 5.49, 10.98, 21.95, 54.88 mg/L.
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