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Resumen: El lago Ypacarai es un valioso recurso hidrico del Paraguay, es el lago mas grande del pais y es conocido in-
ternacionalmente a través de la musica y el turismo. El gran crecimiento demografico y las actividades antro-
pogénicas desarrolladas en su cuenca han causado su contaminacioén y degradacion ambiental en los ultimos
afios. El objetivo de este trabajo fue cuantificar di(2-etilhexil) adipato (DEHA) en aguas del lago Ypacarai,
aplicando un método analitico desarrollado y validado. Dentro de la metodologia analitica se aplic la técnica
de microextraccion liquido-liquido dispersiva (DLLME) optimizada mediante un disefio experimental multi-
variante. La validacion del método analitico se realizé evaluando cada una de las caracteristicas de desempefio
siguiendo los lineamientos de la guia Eurachem 2014. La metodologia desarrollada optimizada y validada se
aplic6 correctamente a la determinacion de DEHA en las aguas del lago Ypacarai. Los limites de deteccion LOD
y cuantificacion LOQ fueron 0,004 mg.L' y 0,014 mg.L-1 respectivamente. La precision del método evaluada
mediante la repetibilidad y precision intermedia fue de 2,37 % y 3,78 % y una recuperacion 87,14 % al LOQ y
97,62 % a 0,3 mg.L"". Los resultados comprueban la presencia de este contaminante en concentraciones entre
0,028 mg.L'y 0,603 mg.L". El método analitico fue desarrollado, optimizado y validado con éxito y posibilitd
la correcta cuantificacion del compuesto DEHA en aguas superficiales del lago Ypacarai.

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

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

Key words: surface waters, di(2-ethylhexyl)adipate, multivariate experimental design, dispersive liquid-liquid
microextraction.

Introduccion

El lago Ypacarai se encuentra situado al Este de
Asuncion, entre los departamentos Central y Cor-
dillera, cuenta con una superficie de 60 km? apro-
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ximadamente y su profundidad media es de 1,72
m. Es un lugar importante desde el punto de vista
cultural porque ofrece bellos paisajes y es conocido
através de la musica. Posee un alto valor ecologico,
una rica biodiversidad, sobre todo de peces (Lopez
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Moreira. et al., 2018).

Sus principales tributarios son los arroyos
Yukyry y Pirayu, que provienen de zonas densam-
ente pobladas por lo que se encuentran expuestos a
la contaminacion por vertidos de aguas residuales
domésticas, efluentes industriales y lixiviados agri-
colas entre otros.

La liberacion de compuestos organicos y sus
productos de degradacion en las aguas residuales
pueden tener efectos toxicos, cancerigenos, muta-
génicos y/o disruptores endocrinos (Barnabé et al.,
2008). Las mismas generalmente van a parar a los
cauces hidricos esparciendo asi los contaminantes
a lugares donde no deberian estar (Fatecha et al.,
2016).

Son considerados contaminantes emergentes
aquellos compuestos de origen y naturaleza quimica
distinta que no han sido incluidos en las regula-
ciones de calidad del agua existentes, no se han
estudiado anteriormente y se consideran amenazas
potenciales para los ecosistemas ambientales, la
salud y la seguridad humanas (Gil et al., 2012).
Se pueden clasificar en diferentes grupos de com-
puestos quimicos como: pesticidas, surfactantes,
plastificantes y aditivos industriales, aditivos para
combustibles, drogas farmacéuticas, productos
de cuidado personal, hormonas y esteroides entre
otros, incluyendo sus productos de degradacion
(Farré, & Barcelo, 2008).

Los ésteres del acido ftalico, junto con DEHA
son compuestos quimicos que se utilizan amplia-
mente en la industria de los plasticos, ya que mejo-
ran la suavidad y la flexibilidad de estos (Farajzadeh
& Khoshmaram, 2015). DEHA al igual que otros
plastificantes son utilizados en muchos productos
de plastico como los ésteres de celulosa y los co-
polimeros de cloruro de vinilo (PVC) para hacerlos
mas flexibles y poder utilizarlos por ejemplo como
embalaje de alimentos entre otros (Zhou et al.,
2013). Razon por la que DEHA es comtiinmente de-
tectado en alimentos con alto contenido de lipidos y
con envolturas de plastico aditivadas con el mismo.

En estudios rutinarios para el andlisis de pes-
ticidas por cromatografia gaseosa acoplada espe-
ctrometria de masas, se detectd la presencia del

compuesto DEHA en las aguas superficiales y en
base a la escasa bibliografia cientifica disponible
al respecto, surge la necesidad de abordar el tema
de manera cientifica.

En el presente trabajo se plantea la aplicacion
de la técnica de microextraccion liquido-liquido
dispersiva (dispersive liquid-liquid microextrac-
tion, DLLME) la que fue optimizada mediante un
disefio experimental multivariante tipo Doehlert
de 3 variables.

El método analitico se valido mediante la evalu-
acion de sus caracteristicas de desempeiio siguiendo
los lineamientos de la guia Eurachem 2014 (Mag-
nusson & Ornemark 2014), con el objetivo de
obtener informacion certera y confiable sobre los
niveles presentes del compuesto en sus aguas.

Materiales y métodos

Los reactivos, solventes y estandares utilizados
fueron de grado analitico de pureza entre el 99,0
% vy 99,9 %. Los materiales de laboratorio y los
equipos ¢ instrumentales fueron provistos por el
Instituto Nacional de Tecnologia, Normalizacion
y Metrologia y la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales de la Universidad Nacional de Asuncion.
Se realizaron analisis preliminares para la identi-
ficacion de los posibles contaminantes organicos
hidrofobicos del lago Ypacarai; para lo cual se
realizé una extraccion y posterior identificacion
del analito se realizd mediante extraccion liquido
—liquido (liquid-liquid extraction, LLE) utilizando
diclorometano como disolvente extractante, segiin
la norma EPA 606.

El extracto fue concentrado utilizando un
evaporador rotatorio y retomado a un volumen
de 2 mL con acetona. El extracto concentrado fue
inyectado en un equipo de cromatografia gaseosa
acoplado a un espectrometro de masas (GC-MS)
de la marca Shimadzu modelo QP2010 plus, con
inyector automatico.

La identificacion de la molécula fue realizada
mediante la comparacion del espectro de masa
obtenido con la base de datos de la biblioteca de
espectros de masa NIST 08. Posteriormente se pro-
cedio a realizar una comparacion de los tiempos de
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retencion con un estandar de di(2-etilhexil) adipato
en un equipo de cromatografia gaseosa con detector
de ionizacion a la llama (FID).

Para la cuantificacion del compuesto DEHA,
se aplico la técnica de microextraccion liquido-
liquido dispersiva DLMEE. La cual consiste en
un sistema ternario de fases liquidas en la que la
muestra constituye la fase acuosa, mientras que los
otros disolventes actuan como agente dispersante
(sustancia polaridad suficiente para disolverse en
agua) y un agente extractante (sustancia apolar de
densidad mayor al de agua) (Rezaee et al., 2006)
que extrae el analito de interés, el cual debera ser
suficientemente soluble en dicho disolvente.

El agente dispersante produce una disminucion
de la tension superficial del extractante y de esa
manera permite que la mezcla forme una emulsion
al ser inyectada dentro de la muestra, esto favorece
la formacion de una superficie de contacto grande
entre el agente extractante y la matriz de analisis,
permitiendo la transferencia de los analitos a la fase
organica (Farajzadeh, Bahram, & Jonsson, 2007),
la cual es recuperada mediante la centrifugacion
de la muestra.

La combinacion de disolventes extractante y
dispersante pudo ser evaluada mediante la apli-
cacion de un disefio experimental univariante,
cuyos resultados fueron sometidos a un tratamiento
estadistico de analisis de la varianza y la prueba de
significancia de Tukey. Los disolventes evaluados
fueron: tetracloruro de carbono, cloroformo y di-
clorometano como agentes extractantes, mientras
que los agentes dispersantes fueron etanol, acetona
y acetonitrilo.

La optimizacién de la DLLME se realiz6 me-
diante un diseno experimental del tipo Doehlert
de 3 variables. Se evaluo el efecto de la fuerza
i6nica, mediante la adicion de cloruro de sodio
a la muestra en cantidades que van desde 0 % 20
% en. Otra variable estudiada fue el volumen de
mezcla extractante afiadido a la muestra, el cual
fue aplicado en el intervalo de 1,00 a 1,50 mL y
por ultimo se evalud el efecto de la proporcion del
disolvente extractante-dispersante en la mezcla en
el intervalo de 10:90 a 25:75.

Con la técnica de DLMEE optimizada se pro-
cedi6 a validar el método analitico por cromato-
grafia gaseosa con detector FID. Se evaluaron las
caracteristicas de desempefio del método analitico
segun el procedimiento descripto en guia Eurachem
2014.

Con la técnica de extraccion y método analitico
validado, se procedio a cuantificar el compuesto en
muestras tomadas del lago Ypacarai en 3 campanas
de muestreo (abril, agosto y noviembre del 2018).

Metodologia analitica aplicada

La técnica de extraccion del analito consistio en
colocar una alicuota de 50 mL de muestra en un
tubo de centrifugacion de fondo conico, a la cual
se le inyectd de manera rapida un volumen de la
mezcla extractante-dispersante. El tubo se coloco
en un agitador mecanico y se procedid a agitacion
mecanica por 10 min a 150 rpm. Luego de ese
periodo, el tubo se llevo a centrifugacion a 3500
rpm por 10 minutos. Posteriormente, el liquido ex-
tractante sedimentado en el cono del tubo se retomo
utilizando una micro jeringa de vidrio de 100 uL.

Se midio el volumen total sedimentado y luego
una alicuota de 100 pL se coloco en un inserto de
vidrio de 250 pL de capacidad dentro de un vial de
1,5 mL de capacidad para su analisis en el cromato-
grafo Agilent (GC-FID).

Condiciones de analisis: columna HP-INNO-

Areguéa

San Bernardino

Figura 1. Distribucion geografica de los puntos de muestreo
del lago Ypacarai. Fuente Google maps.
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Figura 2. Cromatograma de la muestra analizada para estudiar la presencia de compuestos organicos hidrofobicos en las aguas
del Lago Ypacarai. Fuente GC-MS Solution Workstation version 2.5 de gestion y tratamiento de los datos obtenidos del GC-
MS Shimadzu.
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Figura 3. Espectro de masa de DEHA y espectro de masa de la muestra. Fuente Base de datos de la biblioteca de espectros de
masa NIST 08.
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Figura 4. Superficie de respuesta de la recuperacion del analito
como funcion de diferentes factores. A) Superficie de respu-
esta de la recuperacion del analito como funcion del % NaCl
y la Proporcion de extractante — dispersante. B) Superficie
de respuesta de la recuperacion del analito como funcién del
volumen y la Proporcion de extractante — dispersante. (Fuente:
Statgraphic Centurion XVI).

di(2-etilhexil) adipato obtenido de la base de datos
de la biblioteca de espectros de masa NIST 08.

La presencia del ion “target” o cuantificador
m/z = 129 y los iones cualificadores m/z = 112 y
m/z = 147 coinciden con el espectro obtenido por
Lo Turco et al. (2015) y Aragon et al. (2012). Por
otro lado, el tiempo de retencion (RT) del pico del
analito objetivo coincide totalmente con el RT del
pico del estandar de di(2-etilhexil) adipato utilizado
como material de referencia.

La técnica DLLME aplicada en la extraccion
del compuesto DEHA, fue optimizada mediante
la aplicacion de un disefo experimental multi-
variante tipo Doehlert en el que se evaluaron las
variables fuerza idnica, volumen y proporcion de
mezcla extractante dispersante. El tetracloruro de
carbono y la acetona fueron seleccionados como
disolventes extractante y dispersante respectiva-
mente mediante un estudio previo tipo univariante
en el cual se evaluo la recuperacion obtenida del
analito como factor respuesta y cuyos resultados
muestran que la combinacion del disolvente tetra-
cloruro de carbono (extractante) y acetona (disper-
sante), difieren significativamente (p=0,05) de las
demads combinaciones y con las que se obtuvieron
recuperaciones entre el 87 % y 93 %.

El grafico de Pareto obtenido (Figura 4) muestra
que la variable proporcion de disolventes extract-
ante-dispersante tiene un efecto significativo y
positivo en la recuperacion del analito.

Con los resultados de la recuperacion obtenida

Recuperacion

P 2
16 19

12 16 20 10 13 Proporcion

Recuperacion

,
Volumen

Proporcion

Figura 5. Diagrama de Pareto de los efectos de la ampli-
acion del disefio Doehlert de 3 variables. (Fuente: Statgraph-
ic Centurion XVI).

en los 15 experimentos, se obtuvo un grafico de
superficie de respuesta (Figura 5) en donde se
aprecia cuales son las condiciones ptimas para la
extraccion del analito considerando las variables
estudiadas.

Los resultados obtenidos de la optimizacion de
método DLLME son interesantes porque en com-
paracion con otros métodos de extraccion, utiliza
pequenas cantidades de solventes, es una técnica
rapida, sencilla, amigable con el medioambiente,
eficaz y sobre todo de bajo costo. La misma téc-
nica puede ser aplicada en la determinacion de
otros compuestos en matrices acuosas como los
compuestos organoclorados u organofosforados.

La Tabla 1 muestra los valores obtenidos en
la evaluacion de las caracteristicas de desempefio
durante la validacion del método analitico.

El método analitico validado se aplicd cor-
rectamente a las muestras del lago y permitio
la cuantificacion de DEHA de manera valida y
certera. Los resultados obtenidos se observan en
la Figura 6.

El valor maximo tolerable para agua potable
segin la Norma de agua potable y consejo de salud
de la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados
Unidos (EPA, 2018) es de 0,4 mg. L', como se
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Tabla 1. Resultados obtenidos para los parametros de validacion de los métodos de analisis de DEHA en agua superficial.

Parametros de

Valores obtenidos

Comentarios

validacion
Selectividad Selectivo
LOD 0,004 mg.L"!
LOQ 0,014 mg.L"!

Intervalo de

0,020 - 0,5 mg.L"!

La selectividad se comprobd mediante la comparacion del método propuesto
con un método de referencia basado en la norma EPA 606 “Método para deter-
minacion de ésteres de ftalatos y de adipatos en agua potable”

Estimado a partir del calculo de 3 veces y 10 veces respectivamente de la des-
viacion estandar (n=6) obtenida del analisis de una muestra de concentracion
0,020 mg.L"! (minima concentracion con la que se obtuvo sefial instrumental)

Se utilizaron 5 niveles de concentracion del analito preparados en la matriz

Obtenido mediante regresion lineal de la curva en matriz (n=3)
Pendiente de la curva de calibracion

Estimada mediante el error relativo de la recuperacion obtenida a la concen-

Repetibilidad de los resultados estimada mediante ANOVA

trabajo de analisis
Linealidad R =10,998
Sensibilidad 0,180773
Veracidad 16,86 % .
tracion del LOQ
2,37 %
Precision
3,78 %

Precision intermedia obtenida mediante ANOVA

puede observar en la Figura 6, el punto 5 del primer
muestreo supera este limite, los demas puntos de
esta y las siguientes campanas se encuentran den-
tro de lo tolerable seglin esta norma, lo que hace
suponer que el lago pudo haber purgado o diluido
el contaminante en el transcurso del tiempo.

No se han encontrado estudios similares sobre la
presencia de DEHA en aguas superficiales en paises
de la region, sin embargo Barnabé et al. (2008) han

Contenido de DEHA
0,700

0,600

Concentracién mg.L-!
o o o o
v L B i
8 & & 2
s & & o

0,100

0,000

P1 P2 P3 P4 P5 P6
Puntos de muestreo

Figura 6. Contenido de DEHA en aguas superficiales del Lago
Ypacarai correspondiente a los 6 puntos de las 3 campafias de
muestreo. La linea roja marca el limite maximo tolerable seguin
EPA. Azul) primera campaiia de muestreo. Naranja) segunda
campaia. Gris) muestras de la tercera campafia.

detectado 0,147 mg.L!' de DEHA en aguas efluentes
de una planta de tratamiento en Montreal, Canada
y 0,014 mg.L! de DEHA en las aguas del rio Saint
Lawrence.

Paralelamente dentro del mismo estudio,
han determinado ademas 0,0023 mg.L"!; 0,0240
mg.L'y 0,0148 mg.L"' de 2-etilhexanol, 2-etil-
hexanal y acido 2-etilhexanoico respectivamente
en el efluente, mientras que en las aguas del rio
Saint Lawrence, han determinado 0,0085 mg.L"!
de 2-etilhexanol y 0,0032 mg.L!' de acido 2-etil-
hexanoico, que son los productos de degradacion
de DEHA.

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

Cabe resaltar que Han & Liu (2018) han de-
terminado 0,63 mg.g"' de DEHA en krill antartico
liofilizado y 2,16 mg.g' de DEHA en aceite de krill
antartico. Concluyen que DEHA puede presentar
una amenaza para la supervivencia y reproduccion
del krill antartico, que a su vez es un importante
eslabon en la cadena alimentaria en el océano.
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Conclusiones

A partir de los resultados de la optimizacion de
método DLLME, se desarroll6 el método analitico
aplicable a la determinacion del compuesto di(2-
etilhexil) adipato en aguas superficiales mediante
cromatografia gaseosa con detector de ionizacidén
a la llama (GC-FID).

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

El método desarrollado y validado posibilito la
correcta cuantificacion del compuesto di(2-etilhex-
il) adipato en aguas superficiales del lago Ypacarai.

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

Con la informacién obtenida de los resultados
de los analisis aplicados a las muestras de aguas su-
perficiales del Lago Ypacarai se concluye que existe
una contaminacion actual de sus aguas con el com-
puesto di(2-etilhexil) adipato, dicha informacion
podra ser utilizada para futuras investigaciones.
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