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1. INTRODUCCION

El agua es un recurso esencial para la vida. En los seres humanos constituye del 60 al 70 % de su
peso corporal. A pesar de su abundancia, es un recurso finito. Un porcentaje superior al 90%
del agua del planeta es salada, y del agua dulce mas del 60% se encuentra en forma de hielo y
nieve en las regiones polares. El resto de fuentes hidricas (rios, lagos, arroyos) estan siendo
afectadas por la contaminaciéon y el cambio climatico, lo que redunda en una disminucién de su

disponibilidad ®.

El agua que se ingiere proviene de diferentes fuentes, que incluyen agua potable (agua del grifo
y embotellada), bebidas, contenido de humedad de los alimentos y agua producida por procesos

oxidativos en nuestro organismo.

En 2010, la Asamblea General de las Naciones Unidas reconocid explicitamente el derecho
humano al abastecimiento de agua y al saneamiento. Todas las personas tienen derecho a
disponer de forma continuada de agua suficiente, salubre, fisicamente accesible, asequible y de
una calidad aceptable, para uso personal y doméstico. El agua contaminada puede transmitir
enfermedades como la diarrea, el célera, la disenteria, la fiebre tifoidea y la poliomielitis. Se
calcula que la contaminacién del agua potable provoca mas de 502 000 muertes por diarrea al
afio y en 2017, mas de 220 millones de personas necesitaron tratamiento preventivo para la
esquistosomiasis, una enfermedad grave y crdénica provocada por lombrices parasitarias
contraidas por exposicidn a agua infestada 2. Para prevenir posibles problemas de salud, el agua
tiene que ser tratada mediante un proceso de saneamiento, en el cual se eliminen las sustancias
que pueden ser perjudiciales para el ser humano, ademds de aquellas que modifiquen las

propiedades organolépticas del agua.

La modificacidon de estas propiedades puede ser producida por las algas y las bacterias que
normalmente, aparecen en presencia de materia orgdnica a temperaturas altas. Las algas son
las causantes de los problemas ocasionados por el sabor y el olor del agua potable en las
instalaciones de tratamiento de agua de todo el mundo. El gusto y el olor son los principales
indicadores de la seguridad del agua potable. Es habitual que los servicios de agua,
especialmente los que se abastecen de embalses, reciban multitud de quejas de los
consumidores sobre el sabor y el olor del agua potable, especialmente durante los periodos mas
calidos del afio. Estos problemas se asocian principalmente al 2-metilisoborneol (1,2,7,7-

tetramethylbicyclo[2.2.1]heptan-2-ol, C11H200) responsable del olor a moho y a la Geosmina



((4,4a,8a)-4,8a-dimetil-1,2,3,4,5,6,7,8-octahidronaftalen-4a-ol, C1,H»,0), que genera un olor a
tierra. El 2-metilisoborneol (2-MIB) es generado por algas verdeazuladas, como la cianobacteria
Anabaena, mientras que la Geosmina (GM) es producida principalmente por la antinobacteria

Streptomyces coelicolor y otras cianobacterias 3.

El olor a moho del 2 -MIBy a tierra de la GM, compuestos objeto de estudio de este trabajo, son
detectables en niveles de concentracion muy bajos, en torno a 10 ng/L. La existencia de brotes
de algas y bacterias en un acuifero como consecuencia de altos niveles de nutrientes, genera el
aumento de las concentraciones de los compuestos que alteran el olor y el sabor llegando hasta
niveles por encima de los umbrales de deteccién. Aunque estos compuestos no son toxicos y
carecen de un valor regulado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), pueden servir de
indicativo de la presencia de otros compuestos organicos o derivados de las cianobacterias como

la microcistina, la cual si es toxica *.

El 2-MIB y la GM son alcoholes terciarios, cada uno de los cuales existe como enantiomeros (+)
y (-). Los brotes de olores son causados por la produccidn biolégica de enantiémeros naturales

(-), (1R)2-MIB y (4S,4aS,8aR)GM, Figura 1, los cuales son 10 veces mas potentes °.

(-) Geosnmuna (-) 2-Metilisoborneol

Figura 1.- Estructura de los enantiémeros (-) de la Geosmina y 2-metilisoborneol °.

Ambos compuestos pertenecen a la familia de los terpenos, moléculas que se clasifican en base

al nimero de unidades de isopreno (CH,=CH-C(CH3)=CH,) que contienen.

1.1. RUTA SINTETICA DE LA GEOSMINA Y 2-METILISOBORNEOL EN LAS CIANOBACTERIAS
Los terpenos son productos metabdlicos de algas y cianobacterias. Como se muestra en la Figura
2, el primer paso en su biosintesis consiste en la condensacidn de una molécula de isopentenil
difosfato (IPP) con difosfatos alilicos, como el dimetilalil difosfato (DMAPP). Se producen

poliprenil difosfatos lineales, con longitudes de cadena especificas, como monoterpenos (C10),



sesquiterpenos (C15) y diterpenos (C20), dependiendo de los enzimas y del nimero de
moléculas de IPP que intervienen en la reaccidn. Las enzimas geranil difosfato (GDP) sintasa,
farnesil difosfato (FDP) sintasa y geranilgeranil difosfato (GGDP) sintasa catalizan las adiciones

de una, dos y tres moléculas de IPP a DMAPP, respectivamente.

CHs 0 0 CH, 0 0
)\/\ I‘:’l ||3| /}\/\ ":" u GDP sintasa
HyC e I I TR N oI o — I o S _CH0PP
o o o a
- - GDP ) X i
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GDP - IPP — - ~ SESOUITERPE 5 Ce
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— W
FDP - IPP — N DITERPENOS Cy
\ \\ \ \\- CH,OPF

Figura 2.- Ruta sintética de los terpenos.

En plantas y hongos, estos poliprenil difosfatos generalmente se someten a una variedad de
ciclaciones para producir los esqueletos parentales ciclicos de C10, C15 y C20, seguidos de una
variedad de modificaciones, como hidroxilacién, metilacidon y glicosilacidn, para dar lugar a

multitud de metabolitos isoprenoides diferentes °.

El 2-metilisoborneol es un monoterpeno, formado a partir de la ciclacién de una molécula de
GDP, que deriva de dos unidades de isopreno, la cual sufre un proceso de metilacién transferido
por una molécula de S-adenosil metionina (SAM) previo a la ciclacidn. Las reacciones son

catalizadas por la enzima monoterpeno ciclasa, Figura 3 ©.
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Figura 3.- Ciclacidn del geranil difosfato (GDP) a 2-metilisoborneol ®.



La Geosmina es un sesquiterpenoide, formado a partir de la ciclacidn de una molécula de farnesil
difosfato (FDP), que deriva de tres unidades de isopreno. La reaccion de ciclacidn de la molécula
de FDP para dar el intermedio de germacradienol es catalizada por la enzima
germacradienol/geosmina sintasa. Este intermedio sufre una reaccidén de eliminaciéon de una
unidad C3 e hidroxilacién en una reaccion catalizada en presencia de Mg?*, para dar lugar a la

Geosmina, Figura 4 °.

r‘
z
D D h
2% A & - N 2
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H,O -
(1(10)E 5E)- (8S,98,108)- Geosmina
Germacradien-11-ol 8,10-Dimetil-1-octalin

Figura 4.- Ciclacién del farnesil difosfato (FDP) a Geosmina via

(1(10)E,5E)-germacradien-11-ol ©.

1.2. POTABILIZACION DEL AGUA

El Real Decreto 140/2003 establece los criterios sanitarios de calidad del agua de consumo
humano en Espafia’. Las plantas potabilizadoras son las responsables de llevar a cabo diferentes
procesos de tratamiento del agua, entre ellos: oxidacién, coagulacion, floculacién, decantacion,

filtracidn, desinfeccidn y correccién del pH, Figura 5.
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Figura 5.- Esquema de un proceso de tratamiento de potabilizacion del agua.



La estacion de tratamiento de agua potable (ETAP) de Venta Alta en Arrigorriaga del Consorcio
de Aguas Bilbao Bizkaia, principal instalacién de potabilizacién de agua de Bizkaia, es la
encargada de tratar las aguas que proceden de los embalses del Zadorra (Alava). El agua recogida
y transportada contiene impurezas como particulas sélidas, magnesio, hierro y bacterias, que
hay que eliminar antes de ser distribuida para su consumo. El tratamiento en esta ETAP consiste
en un proceso inicial de cloracién y oxidaciéon para desinfectar y eliminar los elementos
patdgenos. Posteriormente el agua es trasladada a los depdsitos de decantacién donde reposa
y facilita que las impurezas se depositen en el fondo formando lodos, operacién acelerada
gracias a la adicién de reactivos quimicos que permiten la agregacién de las particulas que se
encuentra disueltas (floculantes y coagulantes). De este modo, se forman coagulos pesados que
se posan en el fondo de los decantadores, quedando el agua limpia en la superficie. El lodo
sedimentado se retira, se seca y se lleva a un vertedero controlado. El agua decantada se
distribuye en diversos filtros donde pasa a través de sucesivas capas de arena de distinto grosor,
gue retienen las particulas mdas pequefias. Por ultimo, se afade cloro, para asegurar su

potabilidad en el proceso de distribucién y se ajusta el pH &.

1.2.1. Degradacion del 2-metilisoborneol y la Geosmina en las plantas potabilizadoras
Los tratamientos convencionales de tratamiento de agua no son Utiles a la hora de eliminar de
una forma eficiente el 2-MIB y GM. Los compuestos de desinfeccién como el Cl,, CIO; o0 KMnO,4
son inefectivos ya que estos oxidantes no son lo suficientemente fuertes como para romper los
enlaces de los grupos alcohol del 2-MIB y la GM. Los procesos de adsorcién, utilizando carbén
activado o filtracion de arena/coagulacion con alumbre, no poseen una gran eficacia de
eliminacion de los analitos debido a la presencia de materia orgdnica. La adsorcion posee como
inconvenientes la necesidad de un tratamiento adicional para que se regenere el carbdn
activado utilizado y el tratamiento de coagulacion/filtracién con arena no puede eliminar por
completo 2-MIB. Recientemente, se han utilizado procesos de oxidacién avanzada (AOP) como
la irradiacion ultrasdnica, la degradacion fotocatalitica o la ozonizacidn ® con el fin de eliminar
estos dos compuestos. En las plantas de tratamiento de agua potable mas avanzadas, como
puede ser la de Venta Alta, la ozonizacion es el proceso mas empleado para eliminar o
descomponer estos compuestos responsables del sabor y del olor, asi como de los

trihalometanos, productos de desinfeccidn, debido a su gran poder de oxidacion.



Debido al alto poder oxidante del radical -:OH, el ozono se utiliza en el tratamiento de aguas para
diferentes fines como: control de las algas, eliminacién de la materia organica natural o la
oxidaciéon de microcontaminantes inorganicos (Fe y Mn) y orgdnicos (eliminacion de olores y

sabores, pesticidas) entre otros °.

La eliminacidn de olores y sabores se lleva a cabo principalmente en la preozonizacion, etapa
que se realiza en la cabeza de tratamiento para proteger a las lineas de conduccién que van a la

estacion potabilizadora °.

La eliminacion de 2-MIB y GM depende de pardmetros como el pH, dosis de ozono, tiempo de
reaccién, temperatura, concentracidn inicial, etc. Se ha llegado a eliminar mas del 90% de 2-MIB
y GM a un pH de 7.3 y a no detectarlos a un pH de 9.1 con una dosis de 30 minutos a una

concentracidn inicial de 4,19 mg/L .

Aunque la ozonizacion es una forma eficaz de descomponer los compuestos que causan olor en
el agua, es muy costosa y produce subproductos de transformacidon como bromato, aldehidos,
cetonas y acidos carboxilicos cuya toxicidad total ain es desconocida 2. Teniendo en cuenta
dichos inconvenientes, es posible que la aplicacién de la técnica de ozonizacidon deba combinarse
con otras técnicas que ayudaran en la eliminacién completa de 2-MIBy GM y otros subproductos

toxicos.

2 -MIB y GM son detectables en niveles de concentracion muy bajos, en torno a 10 ng/L. Por lo

gue es necesario poner a punto una metodologia analitica adecuada para su control

1.3. METODOS ANALITICOS PARA LA DETERMINACION DE GEOSMINA Y 2-
METILISOBORNEOL EN AGUAS

El 2-MIBy la GM en aguas de consumo se determinan preferentemente mediante cromatografia

de gases (GC) > 14 15,16, 17,18 19, 20 dahido a sus propiedades fisico-quimicas como sus bajas

presiones de vapor y su polaridad, Tabla 1.



Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas del 2-metilisoborneol y la Geosmina %22,

Féormula | peso Molecular Presién Vapor

Analito Teb (°C) | log Kow
quimica (g/mol) (mmHg,25 °C)
2-metilisoborneol
C11H200 154,25 0,0049 207 2,93
(2Mm1B)
Geosmina (GM) C12H220 182,30 0,003 270 3,57

Con el objetivo de corregir la fluctuacion de la sefal analitica, compensar errores de
temperatura, diluciones, etc. se suele utilizar un estandar interno. Una concentracion conocida
de estandar interno se aflade a las muestras, patrones y blanco. El estdndar interno es una
molécula, inexistente en las muestras, que se considera de referencia, similar quimica y

fisicamente al analito, sin causar ninguna interferencia 2.

En la bibliografia se utilizan 1-clorooctano !*, cis-decahidro-1-naftol '°, 2-isobutil-3-

metoxipirazina ! e isoborneol %> como estdndares internos en la determinacién mediante
cromatografia gaseosa de los dos compuestos objeto de estudio. En este trabajo se han

empleado el Isoborneol (IB) para el andlisis de 2-MIB y el cis-decahidro-1-naftol (DHN) para la

GM, Figura 6.
OH
=
OH
H
cis-decahidro-1-naftol Isoborneol

Figura 6.- Estructuras quimicas del cis-decahidro-1-naftol e Isoborneol.

Los niveles de concentracidn tan bajos en los que se encuentran estos dos compuestos en las
aguas de consumo hacen necesario un proceso de tratamiento de muestra que permita su
preconcentracion. En este sentido, la bibliografia recoge diferentes procedimientos entre los

que cabe citar la extraccién liquido-liquido (LLE) **, la microextraccidn en fase liquida (LPME) &,
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la extraccidon por purga y trampa (P&T) °, la extraccién en fase solida (SPE) * o la

microextraccion en fase sélida (SPME) 13 16,17, 19,20,

La LLE consiste en la separacién del analito de la matriz utilizando un disolvente organico, Figura
7. El analito se transfiere de la solucién acuosa a la fase organica en una transferencia de liquido
a liquido. Esta separacidn se produce debido a la diferencia de solubilidad del analito en los dos
liquidos. La LLE produce resultados fiables y sensibles para anélisis de rutina en laboratorios de
analisis quimicos de aguas. Sin embargo, la LLE requiere grandes volimenes de muestra y

disolvente organico, lo que es caro y nocivo para el medio ambiente 2°.

i P

Figura 7.- Extraccidn liquido-liquido del soluto A desde la mezcla A+ Ca la fase B %/,

LPME se puede definir como una miniaturizacién de la técnica LLE donde el volumen de la fase
extractante es igual o inferior a 100 uL. Las principales ventajas de las técnicas de LPME son la
rapidez, la facilidad, el bajo costo, el bajo volumen de muestra, el consumo de solvente
extremadamente bajo o incluso nulo y la generacién reducida de desechos. Existen tres
categorias principales de LPME: microextraccion de una sola gota (SDME), microextraccion

liquido-liquido dispersiva (DLLME) y microextraccién de fibra hueca (HF-LPME) 2,

En la extraccion por P&T, la muestra en un equipo cromatografico preparado con un sistema de
purgay trampa, se purga con un gas inerte (He o N,) para desplazar los compuestos volatiles de
la solucién hacia la trampa, Figura 8. En consecuencia, el muestreo P&T puede proporcionar una
alta eficiencia de extraccion, lo que le hace muy adecuado para el andlisis de trazas. Sin embargo,
cuando se analizan matrices complejas o0 muestras sélidas altamente disueltas se produce la
contaminacion de la trampa. Asi mismo, si la extraccién requiere la adicidn de una sal, existe el
riesgo de ensuciar los tubos de purga y las valvulas con sal, provocando abrasiones. Ademas,
P&T utiliza con frecuencia un flujo de trabajo complicado que puede llevar mucho tiempo y

requiere de equipos costosos 2.
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Figura 8.- Representacion esquematica de una extraccion por purga y trampa .

La SPE es una técnica de tratamiento de muestra simple que generalmente involucra un
dispositivo tipo cartucho con particulas de fase sdlida estacionarias, Figura 9. La simplicidad de
la operaciony la capacidad de disponer de diferentes fases estacionarias para cada analito, hace
que la SPE sea un método de analisis muy Util. Sin embargo, la necesidad de disolventes
organicos para las etapas de acondicionamiento y elucién; y el requisito de sustitucién de
cartuchos hace que sea un procedimiento poco respetuoso con el medio ambiente vy

potencialmente costoso para andlisis de rutina 2°.

Solvente de it Solvente de Solvente de
acondicionamiento limpieza elucidn

v v ¥ v
€]
*
}H—»}H e
‘e

Acondicionamiento Carga Limpieza Elucidn

* ‘ Impurezas Faalito

Figura 9.- Etapas de un procedimiento de extraccidn en fase sélida °.

La SPME es una de las técnicas de microextraccién mas utilizadas en la actualidad y es el
procedimiento de uso mas generalizado en la bibliografia para el analisis de GM y 2-MIB en
aguas. Es un método muy versatil que es aplicable a la extraccién de analitos de muestras
gaseosas, liquidas o sélidas con un alto poder de preconcentracion a niveles de trazas y con
aplicaciones en diferentes dreas: analisis alimentario, medioambiental y farmacéutico. Se

desarrollé principalmente para superar las limitaciones de las técnicas de SPE y LLE que



requieren grandes volumenes de disolventes orgdnicos. Ademas, SPME es un método de
extraccién simple, facil de automatizar y rdpido que puede integrar diferentes etapas en una:

acondicionamiento, muestreo y extraccion.

SPME es la técnica de extraccidn seleccionada en este trabajo y consta de una fibra recubierta
con una fase estacionaria, ya sea un polimero liquido o un sorbente sélido, o una combinacion
de ambos. En una primera etapa la matriz de la muestra se expone durante un tiempo, a una
temperatura y una agitacion establecidos a la fase estacionaria de la fibra, hasta que el analito
se introduce dentro del revestimiento de la fibra. La técnica de SPME puede realizarse en
inmersién en una muestra liquida o en espacio en cabeza o head space (HS) . En este trabajo

se elige el segundo caso por tratarse del andlisis de compuestos volatiles, Figura 10.

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4 Paso 5 Paso b

Insercion Exposicion| |Extraccion Retirada Retirada Desorcidn de los
de la fibra de la fibra del analito de la fibra del SPME analtos al GC

Figura 10.- Esquema de la metodologia HS-SPME 31,

Después de un tiempo, la fibra se retira del espacio de cabeza del vial y se transfiere al puerto

de inyeccién del equipo cromatografico para su analisis.

La técnica analitica seleccionada, cromatografia de gases, se basa en la distribucién o particion
de un compuesto entre dos fases diferentes, una moévil y otra estacionaria, Figura 11. La fase
movil es un gas portador inerte (He, H, o N,) y la fase estacionaria es una columna con un relleno

solido o un liquido recubierto de un sélido.

El flujo del gas portador se controla mediante reguladores de presion y valvulas dosificadoras

de gas en el dispositivo de inyeccion de muestra con temperatura controlada. Se conecta una
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columna de GC al puerto de inyeccion y las muestras se introducen en la corriente de gas
portador a una temperatura suficiente para asegurar la vaporizacidn de todos los componentes.
Un detector conectado directamente a la salida de la columna monitoriza los componentes
individuales de la muestra a medida que se eluyen de la columna separados por su volatilidad,
presion de vapor y polaridad. El detector debe ser insensible al gas portador, mientras detecta
los componentes de la muestra que se eluyen. Un registro de su respuesta con el tiempo da

lugar a un cromatograma.

Inyeccion de la muestra

a ser analizada Amplificador

Regulador de gas U

e e ol

g

Cromatograma

00000

Horno con temperatura
programada

’

\ Columna cromatogrifica

Cilindro de gas con gas
acarreador

Figura 11.- Esquema de un cromatdgrafo de gases 2.

Para la deteccidén de los analitos una vez eluidos de la columna existen diferentes tipos de
detectores, entre los que cabe citar el de ionizacidn de llama (FID), captura electrénica (EC),
conductividad térmica (TCD) y el de espectrometria de masas (MS). Un detector ideal debe
poseer una alta sensibilidad, un amplio intervalo dindmico lineal y un pequefio volumen de celda
para que el pico cromatografico no se distorsione. En este trabajo se utilizara el detector de
espectrometria de masas, dada la alta sensibilidad requerida para el analisis de 2-

metilisoborneol y geosmina.

En la espectrometria de masas, las moléculas se ionizan en condiciones de vacio y se forma un
grupo caracteristico de iones de diferentes relaciones masa carga (m/z). Cuando estos iones se
separan, el detector proporciona una representacion de su abundancia relativa frente a la masa,

que constituye un espectro de masas que se puede utilizar para identificar la molécula .

Existen diferentes tipos de espectrometros de masas dependiendo de los distintos componentes

que lo formen. Como se muestra en la Figura 12, un espectrémetro de masas esta formado por
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una fuente de ionizacidn que ioniza la muestra, un analizador que separa los iones en funcion

de su masa/carga y un detector que convierte el haz de iones en una sefial eléctrica 2.

Analizador [j=mmmp-| Detector
de lones

Sistema
de Datos

- Espectro de
Introduccion de la Masas

Muestra:
GC/MS - LC/MS - Dire¢gta ~ wmERTEEETEE

e

Figura 12.- Componentes de un espectrometro de masas. (Agilent Technologies)

Las fuentes de ionizacidn en espectrometria de masas acoplada a cromatografia gaseosa
(GC/MS) incluyen la ionizacidén por impacto de electrones (El) y la ionizaciéon quimica. En la
fuente El, mds comunmente utilizada, las moléculas de analito se ionizan directamente a través
de la colisidon con una corriente de electrones de bombardeo, lo que resulta en la eliminacion de

un electrdn para formar una especie catidnica radical.
M + e > M+(g) + 2e’

En cuanto a la separacién de los iones formados, hay varios tipos de analizadores de masas
utilizados en GC/MS diferencidndose en la forma en la que separan las especies sobre la base de
su masa/carga (m/z). Los mas habituales son los analizadores de masas de tipo cuadrupolo,
donde los iones se filtran utilizando potenciales electrostaticos aplicados a los elementos de los
analizadores de masas que se utilizan para elegir iones que pasardn al detector de acuerdo con
su relaciéon masa/carga (m/z. Se trata de un detector de triple eje con multiplicador de iones

(EM) de larga duracion.

Existen dos modos de adquisicién en GC/MS: SCAN y SIM. En modo SCAN se realiza un barrido
de m/z, y se emplea con fines cualitativos. En modo SIM, se lleva a cabo una monitorizacién
selectiva de iones caracteristicos de los compuestos presentes en la muestra. Este modo de
adquisicion proporciona mayor sensibilidad, al aumentar esta con la reduccién del nimero de
m/z seleccionados (ventana de deteccion). Ademds, también proporciona una mayor

selectividad.
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1.4. VALIDACION DE UN METODO ANALITICO
La validacién de un método se define por la norma I1SO 9000 3* como confirmacidn, a través de
la aportacion de evidencia objetiva, de que se han cumplido los requisitos para un uso o

aplicacion especifico previsto.

Existen diferentes guias de validacion en funcidn del tipo de matrices estudiadas. En el caso
concreto de matrices medioambientales como el agua, se distingue la guia de la Environmental
Protection Agency (EPA) ¥. En este trabajo se llevara a cabo la validacion del método HS-SPME-
GC/MS siguiendo los parametros establecidos por esta guia: linealidad, limites de deteccion
(LOD) y cuantificacion (LOQ), selectividad, carry-over y efecto matriz. Se utilizara la guia SANTE
N212682/2019 3¢ de analisis de residuos de plaguicidas en alimentos y piensos para establecer

los parametros de veracidad y repetitividad

1.4.1. Intervalo lineal. Definido como el intervalo de concentracidn en el cual el método
proporciona resultados con una incertidumbre aceptable en términos de porcentaje de
desviacion estandar relativa (%RSD), Ecuacién 1, menor del 15% y con un coeficiente de
correlacion, r? 20,99 para un calibrado con estdndar interno en el que se representan los datos

de areas cromatograficas relativas-concentracion.

As X C;
RF = ﬁ
Donde:
RF = Factor de respuesta
A = Sefial del analito
Ais = Sefial del estandar interno
Cs = Concentracion del analito
Cis = Concentracidn del estandar interno
%RSD = SZD x 100 (D
RF

Donde:
SD = Desviacién estandar de todos los RF de los puntos del calibrado

RF = Factor de respuesta promedio de los puntos del calibrado
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Asi mismo se evalud la bondad del calibrado en base al andlisis de residuos, definidos como la
diferencia entre la sefal cromatografica obtenida para cada concentracién y la calculada

mediante la curva de calibrado.

1.4.2. Limites de deteccion y cuantificacion (LOD y LLOQ). Se definen como los valores de
concentracién minima detectable y cuantificable, respectivamente. Las concentraciones se

calculan interpolando en la curva de calibrado las sefiales obtenidas con las ecuaciones (2) y (3).
Sefaliop = Sefialgiancos + 3 * Slancos (2)
SeﬁaILOQ = Seialgiancos + 10 * Spiancos (3)

Donde la Sefalgiancos S€ cOrresponde con el promedio de los valores de las dreas cromatograficas
de los blancos realizados y ssiancos SU desviacidn estandar. La EPA ademds hace especial hincapié
en el Limite inferior de cuantificacion (LLOQ). El LLOQ es la concentracién mas baja a la cual el
laboratorio ha demostrado que los analitos objetivo se pueden medir de manera fiable y
proporcionar un cierto grado de confianza; y debe ser mayor o igual al punto mas bajo de la
curva de calibracion. El criterio para aceptar el LLOQ consiste en que la recuperacion obtenida

para dicha concentracidn se encuentre entre un 80-120%.

1.4.3. Selectividad. Se relaciona con la capacidad de un método analitico para determinar los
analitos de interés sin interferencias de otros componentes. Se demuestra mediante el andlisis
de muestras blancos, en las que no existen los analitos a determinar. Segun la EPA un método

es selectivo si las sefiales del blanco no superan el 50% de las sefiales del analito a nivel del LLOQ.

1.4.4. Carry-over. Efecto memoria en la sefial cromatografica producido por la contaminacion
de la fibra o de la columna por los analitos determinados con anterioridad. Se evalia midiendo
la seial de los analitos en una muestra blanco que ha sido inyectada posteriormente a una alta

concentracion de dichos analitos.

1.4.5. Efecto matriz. Influencia de la matriz en las sefiales analiticas obtenidas para nuestros
compuestos de interés. Se determina comparando la sefial obtenida de una muestra blanco
dopada con una concentracién de analito con la de un estandar de la misma concentracion.
Segln la EPA, si la desviacion obtenida entre la matriz estudiada y la referencia no supera el

20%, no es necesaria la utilizacion de un calibrado por adiciones estandar.

1.4.6. Veracidad. Proximidad de una media de resultados al valor de referencia. Se mide como

porcentaje de recuperacion mediante la Ecuacidn (4). Segun la guia SANTE, se requiere un
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minimo de 5 réplicas en el LLOQ o a una concentracion objetivo (concentracidn a la cual varian
las propiedades organolépticas del agua), y al menos otro nivel superior, por ejemplo, 2-10 veces

el LOQ. El valor de recuperacion tiene que encontrarse entre un 80-120%.

N Valor obtenido
%Recuperacion = Valor real x 100 4)

1.4.7. Repetitividad. Se define como la variabilidad obtenida en los resultados de una
medicidn siguiendo el mismo método analitico tanto en un periodo corto de tiempo (un Unico
dia) como en un periodo prolongado (varios dias)?. Se expresa en términos de %RSD con la
Ecuacién (5). Segun la guia SANTE, se requiere un minimo de 5 réplicas en el LLOQ o
concentracién objetivo y al menos otro nivel superior, por ejemplo, 2-10 veces el LOQ vy el valor

de %RSD tiene que encontrarse por debajo de un 20%.

%RSD = 100 (5)

—_— X
Valor Medio

2. OBJETIVO

Dada la importancia del control de la calidad de las aguas de consumo y en concreto de sus
propiedades organolépticas, el objetivo de este trabajo es la validacidn de un método analitico
para la determinacidn de los dos componentes responsables de las propiedades organolépticas

del agua, 2-metilisoborneol y geosmina en aguas de consumo.

Para la consecucion de este objetivo serd necesario estudiar en primer lugar el comportamiento
cromatografico de los dos compuestos a analizar mediante cromatografia
gaseosa/espectrometria de masas, posteriormente chequear la idoneidad para su
determinacion de un método analitico basado en HS-SPME-GC/MS, previamente optimizado por
el grupo investigador FARMARTEM para el analisis de trihalometanos en aguas de consumo ¥,
y finalmente se procederd a la validacién del método para su posterior aplicacidon a muestras de

agua procedentes de estaciones de tratamiento de aguas potables.
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1. REACTIVOS Y DISOLUCIONES.

Los compuestos () Geosmina (100 mg, 96,7%), Isoborneol (10 mg, 96,8%) y una disolucion de
100 pg/mL en metanol de 2-metilisoborneol (+3,91 pg/mL) fueron adquiridos a la casa comercial
Dr. Ehrenstorfer (LGC Labror, Augsburg, Alemania). El cis-decahidro-1-naftol se adquirié a Sigma-
Aldrich (St. Louis, USA). Se almacenaron a la temperatura indicada por el proveedor, 20°C para
(*) Geosmina y 4°C para el resto de compuestos. A partir de estos estandares se prepararon
disoluciones stock en MeOH HPLC grade (Scharlab, Barcelona, Espafia) de 1000 mg/L, 100 mg/L,
1 mg/Ly 10 pg/L para Geosmina y de 20 mg/L, 1 mg/L y 10 pg/L para 2-metilisoborneol. Se
prepararon disoluciones de los estandares internos IB y DHN en concentracién 1000 mg/L, 100

mg/L, 1 mg/Ly 10 pg/L.

La preparacién de las muestras, de las disoluciones y de los blancos necesarios se llevé a cabo
en viales headspace (HS) de 20 mL con tapones magnéticos con septa de PTFE/Silicona de 18

mm (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.).

Se utilizaron 10 mL de agua Milli-Q, obtenida del sistema Milli-Q Advantage A10 de la marca

Millipore (Massachusetts, EE. UU.) para la preparacion de los blancos.

Con el objetivo de mantener un pH entre 4,8 y 5,5 en las muestras de agua, se adicionan a 500
mL de muestra, 8,4 g del tampdn fosfato (EPA 551.1) constituido por 1 % de Na;HPO,4 (1,18 x 10
3 M)y un 99 % de KH,PO4 en peso (0,12 x 103 M). utilizando Na;HPO, (99%) y KH,PO4 (99%)

(PanReac AppliChem, Darmstadt, Alemania).

3.2. INSTRUMENTACION

La separacion cromatografica se llevd a cabo utilizando un cromatégrafo de gases modelo 7890A
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.), con una columna DB-5MS Ul de la misma casa
comercial de 30 m x 0,320 mm, 0,25 um, con una fase estacionaria constituida con un 5 % de
fenil-metilpolisiloxano. Se ha utilizado helio (Air Liquide, Francia) como gas portador (pureza 2
99.999 %, Alphagaz). El detector utilizado consta de un espectrémetro de masas, modelo 5975C
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.), con una fuente de ionizacién de impacto
electrénico, 70 eV. Se emplea un inyector automatico (PAL System CTC Analytics, Suiza), con el
objetivo de automatizar la microextraccidén en fase sélida y mejorar la reproducibilidad de la

inyeccion. Los resultados obtenidos por el cromatdgrafo son analizados y monitorizados por dos
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programas informaticos, uno para lanzar la secuencia y editar los pardmetros de la separacion
cromatografica y otro para visualizar los resultados obtenidos en el cromatograma (Pyro Data

Analysis y MS ONLY Data Analysis, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EEUU).

La extraccidon mediante SPME se ha realizado utilizando una fibra de 60 um de
polidimetilsiloxano/divinil-benceno (60-PDMS/DVB), de la marca Supelco (Bellefonte, PA, EE.
uu.).

Se ha empleado una balanza analitica de precisién de la marca Sartorius (Gottingen, Alemania)

modelo CP224S para realizar las pesadas de los reactivos sélidos.

3.3. MUESTREO Y MONITORIZACION DE 2-MIB Y GM EN MUESTRAS DE AGUA

El agua se recoge y se almacena en botellas dmbar de 60 mL con 1,06 g de la mezcla de tampdn
fosfato. Las botellas se llenan hasta un total de 63 mL, sin dejar espacio cabeza, para evitar la
pérdida de los analitos por volatilizacion. Las muestras de agua analizadas se recogen en la Tabla

2.

Tabla 2. Tipo de muestra, planta de tratamiento y fecha de toma de muestra.

. - Fecha de
Tipo de agua Planta potabilizadora recogida
Previo Cloracion
Tratada 15/10/2021
Previo Cloracion
Pre-consumo Venta Alta (Arrigorriaga, Vizcaya). 20/10/2021
Previo Cloracién Consorcio de Aguas del Gran 22/10/2021
Pre-consumo Bilbao 28/10/2021
Post-oxidacién
Tras filtrary 25/11/2021
decantar
Tratada
Consumo
Rio Guriezo (Cantabria) 16/12/2021
Manantial

El andlisis de trihalometanos (THM), segun el procedimiento optimizado en nuestro grupo de
investigacion, requiere que la muestra se diluya a la mitad con agua Milli-Q para ser analizada.
Con el fin de mantener el mismo procedimiento, que permita la determinacion simultanea tanto

de los productos de desinfeccion, como del 2-Ml y GM, 5 mL de cada muestra, diluida con 5 mL

17



de agua Milli-Q se analizan por triplicado mediante el método HS-SPME-GC/MS. Dada la baja

concentraciéon esperada de 2-MIB y GM se analizan también muestras sin dilucién previa.

3.4. OPTIMIZACION DEL METODO ANALITICO HS-SPME-GC/MS

Con el objetivo de obtener la mayor informacién posible de los compuestos presentes en las
aguas de consumo utilizando un Unico método analitico, en este trabajo se ha intentado aplicar
el método HS-SPME-GC/MS, previamente optimizado y validado para el anélisis de THM % en
muestras de aguas de la estacion potabilizadora de Venta Alta del Consorcio de Aguas del Gran

Bilbao, a la determinacién de 2-MIB y GM.

Para ello, se estudié en primer lugar el comportamiento cromatografico de disoluciones
metandlicas de 2-MIB y GM en concentracion de 100 pg/L y de los estandares internos en
concentracion de 100 ng/L IB y 250 ng/L DHN en las condiciones cromatograficas del método

previamente optimizado, recogidas en la Tabla 3.

Los parametros del método analitico a optimizar fueron la rampa de temperaturas y la
utilizacidn de estandares internos. Se modificard la rampa de temperaturas a partir del minuto
9 (para no influir en la separacidon cromatografica de los THMs) con el objetivo de reducir el

tiempo del cromatograma y por tanto del andlisis.
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Tabla 3. Condiciones instrumentales del método HS-SPME-GC/MS para la determinacion

de THM en aguas de consumo.

Método Parametros
Fibra SPME 60 PDMS/PVB
Volumen de inyeccién (uL) 36
Tiempo de pre-incubacién 180
(s)
Temperatura incubacion
o 55
(°Q)
Velocidad de agitaciéon 500
(rpm)
Penetracion en vial (mm) 22
HS- Tiempo de extraccion (s) 600
SPME Penetracion en inyector 54
(mm)
Tiempo desorcion (s) 120
Tiempo de
acondicionamiento de la
. . g 420
fibra tras la inyeccion
(s)
Temperaturf del inyector 200
(°C)
Flujo de gas de purga 100 (3-7 min)
(mL/min)
Flujo de gas portador 19
(mL/min) !
300
250
250
(@)
o 200
2
© 150
8
Rampa de temperaturas £ 100
'_
GC/MS 50
40
0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Tiempo (min)

Temperatura de la linea de

transferencia GC-MS 265
(°C)
Aceleracion de electrones
oV 70
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3.4.1. Seleccion de los iones m/z de los analitos y estandares internos

Se realiza un andlisis en modo SCAN (25- 300 m/z) de una disolucidn de concentracién 100 pg/L
de los analitos y los estandares internos con el fin de identificar sus picos cromatogréficos,
conocer sus tiempos de retencidn (tr) y seleccionaron los iones m/z para su cuantificacién. Los
analitos y estandares internos son identificados por comparacion de los espectros de masas
obtenidos experimentalmente, con los presentes en la biblioteca del National Institute of

Standards and Technology, NIST11, que el cromatégrafo lleva incorporado.

3.5. VALIDACION DEL METODO ANALITICO HS-SPME-GC/MS

Para llevar a cabo la validacién del método HS-SPME-GC/MS se prepararon disoluciones de
distintas concentraciones de los analitos en agua Milli-Q tamponada a pH 4,8-5,5 con un
volumen total de 10 mL en viales HS de 20 mL. La concentracidn de los IS fue constante 250 ng/L

para DHN y 100 ng/L para IB.

3.5.1. Intervalo Lineal

Teniendo en cuenta que la concentracidn para la cual las propiedades organolépticas del agua
se ven alteradas ronda los 10 ng/L, se realizé una curva de calibrado multicomponente en el
intervalo de concentraciones 4 — 50 ng/L para ambos analitos. Se prepararon 7 puntos de

calibrado de concentraciones 4, 5, 10, 15, 20, 25 y 50 ng/L.

3.5.2. Limites de Deteccion y Cuantificacion
Para estimar los limites de deteccidon y cuantificacidon de los analitos se analizaron 10 blancos.
Se obtuvieron los valores de las areas cromatograficas proporcionadas por los blancos a los

tiempos de retencidn de cada analito.

3.5.3. Selectividad

El estudio de la selectividad del método se llevd a cabo mediante la inyeccidn de 10 blancos. La
sefial analitica obtenida se compara con la proporcionada por las concentraciones de los LLOQs

de cada analito a sus tiempos de retencion.

3.5.4. Carry-Over
El estudio del posible efecto memoria se realizéo mediante la inyeccién de un blanco después del

analisis del punto de concentracién mas alto del calibrado, 50 ng/L.
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3.5.5. Efecto Matriz
La evaluacion de la existencia de efecto matriz se realizd comparando las medidas de tres
muestras dopadas con 10 ng/L de cada analito: un blanco, una muestra y una muestra diluida a

la mitad.

3.5.6. Veracidad y Repetitividad

Se estudié la veracidad y repetitividad del método en el dia y entre dias. Para ello se analizaron
5 muestras blanco el primer dia y 3 durante otros dos dias, dopadas a tres niveles de
concentracién: LLOQ, 10 ng/L (concentracion limite/umbral para la cual las condiciones

organolépticas se ven alteradas) y 25 ng/L.

4. RESULTADOS

4.1 OPTIMIZACION DEL METODO ANALITICO HS-SPME-GC/MS

La rampa de temperaturas optimizada se muestra en la Figura 13. Se consiguié disminuir el t

del pico de la GM (ultimo analito en eluir) de 14,6 minutos a 12,95 min.
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
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Figura 13: Rampa de temperaturas optimizada.

En la Figura 14 se muestra el cromatograma del analisis en modo SCAN de un blanco tamponado
y dopado con 100 pg/L de 2-MIBy GM y de los estandares internos IBy DHN, con la nueva rampa
optimizada. En un analisis conjunto de THMs con 2-MIB y GM, aparecen los cuatro THMs en los
primeros 7 min: triclorometano (TCM t. 2,03 min), bromodiclorometano (BDCM t, 2,98 min),

dibromoclorometano (DBCM t, 4,90 min) y tribromometano (TBM t; 6,92 min).
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Figura 14.- Cromatograma en modo SCAN de un blanco tamponado y dopado con 100 pg/L de
Isoborneol (t, = 10,89 min.), 2-metilisoborneol (t: = 11,15 min.), cis-decahidro-1-naftol (t. =

12,40 min.) y Geosmina (tr = 12,95 min.).

4.1.1. Seleccidén de los iones m/z de los analitos e IS
Los compuestos se identificaron gracias a la biblioteca de espectros de masas que incorpora el
propio equipo, Figura 15. Los tiempos de retencion y los iones m/z de cada analito y estandar

interno se recogen en Tabla 4.
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Figura 15.- Espectros de masas correspondientes a los analitos y IS y los obtenidos mediante
biblioteca NIST11 para a) IB b) 2-MIB c) DHN y d) GM.

23



Tabla 4. Tiempos de retencién e iones m/z de identificacidén y cuantificacion (en negrita) de los

analitos y estdndares internos.

Analito t: (min) lon m/z
B 10,89 95,110, 121
2-MIB 11,15 95, 107, 135
DHN 12,40 94,121,136
GM 12,95 111,112,125

4.2. VALIDACION DEL METODO ANALITICO HS-SPME-GC/MS

4.2.1. Intervalo lineal

Como se puede observar en la Figura 16, las curvas de calibracion, area del analito/area del IS

frente a la concentracidén del analito, son lineales en todo el intervalo de concentraciones

ensayado con coeficientes de regresidn superiores al exigido por la EPA de 0,99. Ademds, cumple

con el requerimiento de %RSD<20% para todos los puntos del calibrado, obteniendo un 11,9%

para 2-MIBy 17% para GM.

14.00
12.00
10.00
8.00
6.00
4.00

Area analito/Area IS

2.00
0.00

y=0,256x-0,442
R?=0,998

y =0,023x + 0,058
R?=0,995

@ 2-MIB/IB
GM/DHN

€ o oo —  ©

20 30

Concentracion (ng/L)

10

40 50 60

Figura 16.- Variacién del area corregida del pico cromatografico de la GM y el 2-MIB con la

concentracioén (4 — 50 ng/L).

Como se observa en la Figura 17, los residuos de las rectas de calibrado en ningun caso presentan

una tendencia positiva o negativa respecto a la linea central, es decir, presentan aleatoriedad.

Ademas, son homocedasticos, es decir, la dispersion es independiente de la concentracién.
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Figura 17.- Residuales para las curvas de calibracion a) 2-MIB y b) GM.

4.2.2. Limites de deteccion y cuantificacion

En la Tabla 5 se muestran los valores del LOD y LOQ estimados para cada analito aplicando las
expresiones (2) y (3). Los LLOQ calculados se encontraban fuera del rango de aceptacion de una
recuperacion entre 80-120% establecida por la guia de validacion EPA, por lo que se prepararon
disoluciones de concentracidn mas alta y se comprobd el criterio de aceptacién, estableciendo

el LLOQ en una concentracién de 5 ng/L para ambos analitos.

Tabla 5. Valores de LOD y LOQ estimados para cada analito.

[2-MIB] (ng/L) [GM] (ng/L)
LOD 1,3 2,6
LoQ 2,0 4,1

4.2.3. Selectividad

Como se puede observar en la Figura 18, no existen picos interferentes a los tiempos de
retencién de los analitos ni de los IS. El drea de los picos cromatograficos correspondientes al
blanco a los tiempos de retencion de los analitos es inferior al 50% del valor de la seiial a los

niveles de concentracion del LLOQ (5 ng/L), Tabla 6, por lo que se puede afirmar que el método

analitico es selectivo para la matriz agua.
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Figura 18.- Cromatogramas de: un blanco (linea azul) y de una disolucién de una concentracion
de 5 ng/L (linea naranja) de a) 2-MIB b) GM c) IB d) DHN. Condiciones cromatograficas

recogidas en la Tabla 3.

Tabla 6. Areas cromatogréficas al tiempo de retencién de cada analito de un blanco y de una

disolucién de 5 ng/L.

2-MiIB GM
Area promedio blancos 44,3 100,8
Area LLOQ (5 ng/L) 1543 1487

4.2.4. Carry-Over
Se comprueba que no aparecen picos cromatograficos a los tiempos de retencion de los analitos
e IS al inyectar un blanco tras la inyeccidn de una disolucion estandar de 50 ng/L de 2-MIB y GM,

100 ng/L de IBy 250 ng/L de DHN, Figura 19. Por lo que se concluye que no existe carry-over.
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Figura 19.- Cromatogramas de una dilucién 50 ng/L de los analitos (rojo) y los IS; y el blanco

inyectado posteriormente (azul) para a) 2-MIB b) GM c) IB d) DHN

4.2.5. Efecto Matriz

En la Tabla 7 se recogen las areas corregidas de los picos cromatograficos obtenidas para tres
muestras dopadas con 10 ng/L de 2-MIB y GM: un blanco, un agua de consumo y la muestra de
agua diluida. No hay diferencias significativas en los valores obtenidos para el blanco y la matriz
de la muestra al ser el %desviacion menor del 20%, por lo que se demuestra que no hay

influencia de la matriz en las sefales analiticas.

Tabla 7: Areas cromatogréficas corregidas de: un blanco, un agua de consumo y un agua de

consumo dopadas con 10 ng/L de 2-MIB y GM y con 100 ng/L de IBy 250 ng/L de DHN.

Area 2-MIB/Area IS Area GM/Area IS
Blanco dopado 0,19 1,17
Agua de consumo 0,18 1,28
Agua de consumo diluida 0,20 1,32
%Desv. Est. 1 8
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4.2.6. Veracidad y Repetitividad

En las Tablas 8 y 9 se recogen los valores de porcentaje de recuperacién (%R) y de %RSD
obtenidos en el estudio de la veracidad y repetitividad del método analitico para tres
concentraciones distintas de los analitos, en el dia y entre dias. Se evaluaron ambos parametros
teniendo en cuenta la vida media de la fibra del SPME. Por ello se realizaron inyecciones con la
fibra nueva (to), en el primer dia de analisis, con la fibra en la mitad de su vida media (ti1/2), en el

segundo dia de analisis y al final de su vida util (t2), en el tercer dia de analisis.

Tabla 8. Valores de %R obtenidos en el estudio de veracidad para 2-MIB y GM para tres niveles

de concentracidn, en el dia y entre dias.

Concentracion Veracidad en el dia %R Veracidad entre dias %R
2-MIBy GM Estado de la
(ng/L) fibra de SPME 2-MIB GM 2-MIB GM

to 102,2 96,8

5 ti2 96,7 88,5 96,7 96,3
t; 91,4 103,7
to 97,2 98,8

10 ti2 93,2 105,3 99,0 103,0
t2 106,5 105,0
to 94,7 96,2

25 ti2 101,5 92,0 96,4 94,8
ta 93,2 96,4

Tabla 9. Valores de %RSD obtenidos en el estudio de repetitividad para 2-MIB y GM para tres

niveles de concentracidn, en el dia y entre dias.

Concentracién Repetitividad en el dia Repetitividad entre dias
2-MIBy GM Estado de la %RSD %RSD
(ng/L) fibra de SPME 2-MIB &M 2-MIB &M
to 2,6 2,2
5 t2 19,6 12,1 12,5 7,8
t 13,2 4,0
to 3,3 6,3
10 ti2 11,4 7,8 6,9 3,6
t 2,7 8,0
to 1,3 1,1
25 ti2 4,8 5,7 4,6 2,6
t 5,8 4,8
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A partir de los resultados obtenidos se puede afirmar que el método es veraz y reproducible y
por tanto exacto, ya que todas las medidas cumplen los criterios establecidos por la guia de

validacién SANTE, proporcionando %R entre 80-120% y %RSD por debajo del 20% .

Como era de esperar, los valores mas altos de %RSD se obtienen para una concentracién de 5
ng/L, correspondiente al LLOQ. Asi mismo la vida util de la fibra tiene una influencia en la

repetitividad, una fibra nueva proporciona valores de %RSD mas bajos.

Por ultimo, se realizé un test ANOVA (andlisis de varianza de un factor), Tabla 10, para evaluar
si hay diferencias significativas en las areas obtenidas por efecto del tiempo de vida util de la

fibra.

Tabla 10. Test ANOVA aplicado a los valores de la sefial obtenida para los diferentes tiempos

de vida util de la fibra a tres niveles de concentracién de 2-MIB y GM.

Concentracion de 2-MIB y GM F calculada .
F critica
(ng/L) 2-MIB GM
5 0,40 3,83
10 2,73 0,75 4,46
25 4,00 1,28

Como se puede observar, los valores de Feic < Ferit con lo que se puede considerar cierta la
hipotesis de que no hay diferencias entre las varianzas de los diferentes grupos: pi=pa...=lk=.
Se puede concluir que los valores obtenidos con la fibra a distintos tiempos de vida util son

comparables entre si.

4.3. APLICACION DEL METODO ANALITICO A MUESTRAS DE AGUA

Las muestras de agua analizadas presentan unos niveles de concentracidn de 2-metilisoborneol
y Geosmina por debajo del LLOQ (5 ng/L), tanto para las muestras diluidas como sin dilucion
previa. Estos resultados pueden atribuirse a las bajas temperaturas existentes en el periodo en
que se recogieron las aguas (T< 3°C), lo que dificulta la proliferacion de las algas responsables

de la produccién de los analitos de interés, que precisa temperaturas mas altas.

A la vista de estos resultados, se monitorizd agua recogida directamente del rio Aguera (Guriezo,
Cantabria) asi como de un manantial subterraneo (Guriezo, Cantabria) para comprobar si la
concentracién de las algas, y por consiguiente la de los analitos, era superior, al ser aguas no

tratadas. La concentracidn obtenida para estas muestras también fue menor al LLOQ.
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Las bajas concentraciones encontradas de estos dos compuestos en las diferentes aguas
analizadas, garantiza la inexistencia de cambios en las propiedades organolépticas de las aguas

analizadas y por tanto la calidad de las mismas en los periodos analizados.

5. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir que:

1. El método analitico HS-SPME-GC/MS optimizado y validado, bajo las guias de validacién
EPA y SANTE para la determinacién de 2-metillsoborneol y geosmina en aguas de
consumo, presenta un intervalo lineal de concentracién de 5—50 ng/L, una repetitividad
en el dia y entre dias comprendida entre 1,1 y 19,6% en términos de %RSD y una
veracidad en términos de %R entre 88,5 y 106,5 %, una buena selectividad, ademas de
no observarse ni carry-over, ni efecto matriz.

2. El método analitico HS-SPME-GC/MS permite la cuantificacion de 2-MIB y GM en
muestras de agua de consumo que se encuentren a una concentracion minima de olor
estimada segun bibliografia en 10 ng/L. Asi mismo, este método analitico es capaz de
determinar de forma simultdnea los THMs (productos de desinfeccion) y 2-MIB y GM
(causantes de la modificacién de las propiedades organolépticas) en una muestra de
agua diluida a la mitad.

3. Todas las muestras de agua de consumo analizadas presentan una concentracién por
debajo del LLOQ (5 ng/mL), probablemente debido a la estacidn fria en el que se realizé
el muestreo del agua (octubre-diciembre de 2021), dificultando asi el crecimiento de las
algas responsables de la sintesis de los compuestos de interés, con lo que no se han visto

alteradas las propiedades organolépticas del agua.

6. LINEAS FUTURAS DE INVESTIGACION

A la vista de las conclusiones obtenidas en el andlisis de las muestras, la futura investigacidn de
este trabajo va encaminada a analizar muestras de agua de consumo en otros periodos del afo

mas calidos.

Por otra parte, seria de gran interés ampliar la aplicabilidad del método HS-SPME-GC/MS
desarrollado y validado para la determinacién de 2-MIB, GM y de THMs % en muestras de agua
de consumo, al andlisis de otros compuestos organicos volatiles de interés medioambiental en

el mismo tipo de matriz.
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