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Resumen 

La creciente sobreexplotación y contaminación hídrica han llevado a que se propongan medidas 

estrictas de gestión y control del agua. En este contexto, las estaciones depuradoras de agua 

residual tienen un papel fundamental en la economía circular del agua y en la eliminación de 

contaminantes peligrosos para la salud y el medio ambiente.  

No obstante, la presencia de algunas sustancias tóxicas puede inhibir los procesos de 

tratamiento biológico del agua residual y, con ello, afectar negativamente el rendimiento de las 

EDARs. Por lo tanto, para un correcto funcionamiento de las depuradoras es necesario un control 

riguroso de estas sustancias, lo que a su vez requiere de nuevas estrategias analíticas que permitan 

una monitorización más eficiente de los contaminantes. Esto significa proponer metodologías más 

acordes a las características de los analitos y a la complejidad de las muestras.  

Dado que la tendencia actual está dirigida a desarrollar métodos miniaturizados y sostenibles, 

el desarrollo de sistemas automatizados y portables es de gran interés, debido a que permiten 

proponer métodos rápidos, precisos, económicos y seguros. 

En la presente tesis doctoral se han desarrollado diferentes métodos analíticos para la 

monitorización de sustancias inhibidoras de los tratamientos biológicos de agua residual. Los 

métodos propuestos se dividen en sistemas automatizados basados en técnicas de análisis en flujo 

y en sistemas portátiles que integran dispositivos impresos en 3D.  

En los dos primeros trabajos se han desarrollado métodos automatizados de microextracción 

líquido-líquido dispersiva con agitación magnética asistida en jeringa (in-syringe-MSA-DLLME) 

para la extracción y preconcentración de ácidos grasos volátiles y ácidos grasos de cadena larga. 

Los métodos propuestos han permitido la inyección de un extracto limpio en el cromatógrafo de 

gases, evitando los problemas de la inyección acuosa directa. En condiciones optimizadas, los 

métodos se han aplicado en el análisis de muestras de agua residual y de reactores anaerobios.  

En el tercer trabajo se ha puesto a punto un método basado en sensores de papel y un sistema 

colorimétrico portable impreso en 3D para la determinación de amoniaco y sulfuro en digestores 

anaerobios y aguas residuales. Los sensores de papel se han impregnado con un indicador azul de 

bromotimol y con los reactivos del método del azul de metileno para la detección de amoniaco y 

sulfuro, respectivamente. El procedimiento, basado en la pervaporación y difusión gaseosa en una 

microplaca, ha permitido el análisis multiparámetrico de muestras con matrices complejas. El 

método propone un análisis colorimétrico rápido de las imágenes capturadas con un teléfono 

inteligente.  
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En el cuarto trabajo se ha desarrollado un método para analizar hierro en campo. El método 

incluye un sistema espectrofotométrico miniaturizado con soportes impresos en 3D y un 

procedimiento simple para la extracción en fase sólida de hierro. El Fe (III) se ha preconcentrado 

con una pequeña columna y se ha determinado como Fe (II) con el método de la fenantrolina. El 

método optimizado se ha aplicado en el análisis de diferentes muestras de agua, incluyendo una 

muestra de un biodigestor. El método propuesto apuesta por la determinación sensible de hierro 

en campo sin la necesidad de usar instrumentos costosos. 

En el quinto y último trabajo, se propone una plataforma portátil para la extracción in-situ 

de contaminantes fenólicos en muestras de agua residual y de biodigestores. La plataforma integra 

un agitador impreso en 3D con paletas recubiertas de la red metal-orgánica MIL-100(Fe) para la 

extracción y preconcentración de los analitos. Las paletas del agitador son removibles y se pueden 

llevar al laboratorio para el análisis por HPLC-DAD. La plataforma propuesta permite la 

integración del muestreo y la extracción de los analitos en un solo paso.  
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Resum 

La creixent sobreexplotació i la contaminació hídrica han fet que es proposin mesures estrictes de 

gestió i control de l'aigua. En aquest context, les estacions depuradores d’aigua residual tenen un 

paper fonamental en l'economia circular de l'aigua i en l'eliminació de contaminants perillosos 

per a la salut i el medi ambient. 

Tot i això, la presència d'algunes substàncies tòxiques pot inhibir els processos de tractament 

biològic de l'aigua residual i, amb això, afectar negativament el rendiment de les EDARs. Per 

tant, per a un funcionament correcte de les depuradores és necessari un control rigorós d'aquestes 

substàncies, cosa que alhora requereix noves estratègies analítiques que permetin una 

monitorització més eficient dels contaminants. Això significa proposar metodologies més d'acord 

amb les característiques dels analits i la complexitat de les mostres. 

Atès que la tendència actual està dirigida a desenvolupar mètodes miniaturitzats i sostenibles, 

el desenvolupament de sistemes automatitzats i portables és de gran interès, pel fet que permeten 

proposar mètodes ràpids, precisos, econòmics i segurs. 

En aquesta tesi doctoral s'han desenvolupat diferents mètodes analítics per a la 

monitorització de substàncies inhibidores dels tractaments biològics d'aigua residual. Els mètodes 

proposats es divideixen en sistemes automatitzats basats en tècniques d’anàlisi en flux i en 

sistemes portàtils que integren dispositius impresos en 3D.  

En els dos primers treballs s'han desenvolupat mètodes automatitzats de microextracció 

líquid-líquid dispersiva amb agitació magnètica assistida en xeringa (in-syringe-MSA-DLLME) 

per a l'extracció i preconcentració d'àcids grassos volàtils i àcids grassos de cadena llarga. Els 

mètodes proposats han permès la injecció d'un extracte net al cromatògraf de gasos, evitant els 

problemes de la injecció aquosa directa. En condicions optimitzades, els mètodes s'han aplicat a 

l'anàlisi de mostres d'aigua residual i de reactors anaerobis.  

Al tercer treball s'ha posat a punt un mètode basat en sensors de paper i un sistema 

colorimètric portable imprès en 3D per a la determinació d'amoníac i sulfur en digestors anaerobis 

i aigües residuals. Els sensors de paper han estat impregnats amb un indicador blau de bromotimol 

i amb els reactius del mètode del blau de metilè per a la detecció d'amoníac i sulfur, 

respectivament. El procediment, basat en la pervaporació dels analits gasosos en una microplaca, 

ha permès l'anàlisi multiparamètrica de mostres amb matrius complexes. El mètode proposa una 

anàlisi colorimètrica ràpida de les imatges capturades amb un telèfon intel·ligent. 
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Al quart treball s'ha desenvolupat un mètode per analitzar ferro en camp. El mètode inclou 

un sistema espectrofotomètric miniaturitzat amb suports impresos en 3D i un procediment simple 

per a l’extracció en fase sòlida de ferro. El Fe (III) s'ha preconcentrat amb una petita columna i 

s'ha determinat com a Fe (II) amb el mètode de la fenantrolina. El mètode optimitzat s'ha aplicat 

a l'anàlisi de diferents mostres d'aigua, incloent-hi una mostra d'un biodigestor. El mètode 

proposat aposta per la determinació sensible de ferro en camp sense la necessitat de fer servir 

instruments costosos. 

Al cinquè i darrer treball, es proposa una plataforma portàtil per a l'extracció in-situ de 

contaminants fenòlics en mostres d'aigua residual i de biodigestors. La plataforma integra un 

agitador imprès en 3D amb paletes recobertes de la xarxa metall-orgànica MIL-100(Fe) per a 

l'extracció i preconcentració dels analits. Les paletes de l'agitador són removibles i es poden portar 

al laboratori per a l'anàlisi per HPLC-DAD. La plataforma proposada permet la integració del 

mostreig i l'extracció dels analits en un sol pas. 
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Abstract 

The water growing overexploitation and pollution have led to the proposal of strict water 

management and control measures. In this context, wastewater treatment plants play a 

fundamental role in the circular economy of water and in the elimination of pollutants that are 

dangerous to health and the environment. 

However, the presence of some toxic substances can inhibit the biological treatment 

processes of wastewater and, thus, negatively affect the performance of WWTPs. Therefore, for 

the correct operation of the treatment plants, a rigorous control of these substances is necessary, 

which, in turn, requires new analytical strategies that allow a more efficient monitoring of the 

contaminants. This means proposing methodologies more in line with the characteristics of the 

analytes and the complexity of the samples. 

Since the current trend is aimed at developing miniaturized and sustainable methods, the 

development of automated and portable systems is of great interest, because they allow to propose 

fast, precise, economical and safe methods.  

In this doctoral thesis, different analytical methods have been developed for the monitoring 

of inhibitory substances in biological wastewater treatment. The proposed methods are divided 

into automated systems based on flow analysis techniques and portable systems that integrate 3D-

printed devices.  

In the first two works, automated methods of dispersive liquid-liquid microextraction with 

magnetic stirring assisted in a syringe (in-syringe-MSA-DLLME) have been developed for the 

extraction and preconcentration of volatile fatty acids and long-chain fatty acids. The proposed 

methods have allowed the injection of a clean extract in the gas chromatograph, avoiding the 

problems of direct aqueous injection. Under optimized conditions, the methods have been applied 

in the analysis of wastewater samples and anaerobic reactors.  

In the third work, a method based on paper sensors and a 3D-printed portable colorimetric 

system is carried out for the determination of ammonia and sulfide in anaerobic digesters and 

wastewater. The paper sensors have been impregnated with a bromothymol blue indicator and 

with the methylene blue method reagents for the detection of ammonia and sulfide, respectively. 

The procedure, based on the pervaporation of gaseous analytes in a microplate, has allowed the 

multiparameter analysis of samples with complex matrices. The method proposes a rapid 

colorimetric analysis of images captured with a smartphone. 
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In the fourth work a method has been developed to analyze iron in the field. The method 

includes a miniaturized spectrophotometric system with 3D-printed supports and a simple 

procedure for solid phase extraction of iron. Fe (III) has been preconcentrated with a small column 

and determined as Fe (II) with the phenanthroline method. The optimized method has been 

applied in the analysis of different water samples, including a sample from a biodigester. The 

proposed method is committed to the sensitive determination of iron in the field without the need 

to use expensive instruments. 

In the fifth and last work, a portable platform for the in-situ extraction of phenolic 

contaminants in wastewater and biodigesters samples is proposed. The platform integrates a 3D-

printed stirrer with paddles coated with the metal-organic network MIL-100(Fe) for the extraction 

and pre-concentration of analytes. The stirrer paddles are removable and can be taken to the 

laboratory for HPLC-DAD analysis. The proposed platform allows the integration of the sampling 

and the extraction of the analytes in a single step. 
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1.1. Introducción general  

La actual sobreexplotación de los recursos hídricos, la escasez de agua en algunas zonas del 

mundo y las graves consecuencias que la contaminación tiene para el medio ambiente, la salud 

de las personas y el progreso económico [1], han motivado la transición hacia un modelo de 

economía circular que aboga por la reutilización del agua. Algo que constituye una herramienta 

esencial para llevar a cabo el cumplimiento del objetivo 6 de desarrollo sostenible, agua limpia y 

saneamiento, que busca garantizar la disponibilidad y una gestión eficiente del agua [2].  

En este sentido, los gobiernos han establecido normativas para limitar los niveles de descarga 

de los contaminantes en los cuerpos de agua, a fin de obtener un agua regenerada de calidad (Real 

Decreto 1620/2007) [3]. Por lo tanto, una medida fundamental para alcanzar una gestión 

sostenible del agua es controlar el rendimiento de las Estaciones Depuradoras de Agua Residual 

(EDARs) [4].   

Para lograr la eliminación de los contaminantes y la purificación de los efluentes es crucial 

un adecuado funcionamiento de todas las etapas de depuración (tratamiento primario, secundario 

y terciario), especialmente del tratamiento secundario o biológico, en el cual ocurre la 

descomposición de la materia orgánica, y donde se desarrolla principalmente la eliminación de 

patógenos [5]. Esta es la etapa más vulnerable del proceso de depuración, debido a la presencia 

de algunas sustancias tóxicas inhibidoras que pueden perjudicar el rendimiento del tratamiento y 

en el peor de los casos, la interrupción del funcionamiento de la EDAR [6,7].  

En las aguas residuales domésticas, industriales y agrícolas se encuentra una amplia gama de 

productos como aceites, grasas, detergentes, fármacos, pesticidas y disolventes que derivan en 

sustancias tóxicas (ácidos, nutrientes, metales pesados, aromáticos, etc.) que pueden afectar a los 

microorganismos responsables de los procesos biológicos [8,9]. Por esta razón, el control de estas 

sustancias es clave para mantener unas condiciones químicas que favorezcan el desarrollo 

microbiológico y así, lograr un tratamiento eficaz. 

A fin de mantener la eficiencia del proceso, las EDARs realizan una monitorización y 

caracterización química de los tratamientos de agua residual [10]. Sin embargo, la presencia de 

algunas de las sustancias inhibidoras no siempre se evalúa [11], y si se hace, requiere de laboriosos 

métodos convencionales que consumen tiempo y retrasan la toma de decisiones relacionadas con 

la depuración y gestión de la planta. Adicionalmente, existen problemáticas analíticas tales como 

la necesidad del análisis y del transporte de un gran número y volumen de muestras, y la dificultad 

de la determinación de algunos analitos, usualmente a bajas concentraciones, en muestras con 

matrices complejas [12,13].  
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De esta manera, surge la necesidad y el interés de disponer de nuevas estrategias analíticas 

que permitan una monitorización y control adecuado de los procesos biológicos implicados en el 

tratamiento de agua residual. Se requiere establecer métodos analíticos de respuesta rápida, 

eficientes, sensibles, precisos, selectivos y de bajo costo, que además permitan evitar las 

interferencias matriciales, así como minimizar la contaminación ambiental y la manipulación de 

sustancias o muestras peligrosas por parte del analista. En consecuencia, existe una tendencia 

cada vez más alta hacia la miniaturización de las metodologías analíticas, con avances en su 

automatización y/o portabilidad, con la finalidad de desarrollar procesos más reproducibles, 

económicos y en sintonía con los objetivos de la química analítica verde [14].  

 

1.2. Tratamientos biológicos de aguas residuales 

El proceso de tratamiento de aguas residuales se lleva a cabo en tres etapas: (i) el tratamiento 

primario, que filtra las partículas y desechos grandes; (ii) el tratamiento biológico o secundario, 

que utiliza procesos biológicos para descomponer la materia orgánica; y finalmente, el 

tratamiento terciario, donde se realizan los procesos físicos y químicos de filtración y desinfección 

[15]. 

Entre estos, el tratamiento biológico consiste en la degradación de la materia orgánica de las 

aguas residuales, gracias a la aceleración en la proliferación de microorganismos aclimatados, 

bajo condiciones controladas. Este proceso es vital e indispensable en la depuración, debido a que 

elimina casi el 60% de los contaminantes del agua [8,15].  

Según la disponibilidad de oxígeno, los tratamientos biológicos se clasifican generalmente en 

procesos aerobios y anaerobios. Por un lado, en los tratamientos aerobios, el aire inyectado 

mecánicamente permite que las bacterias usen el oxígeno libre, para degradar los contaminantes 

orgánicos y convertirlos en dióxido de carbono (CO2), agua y biomasa. Por otro lado, en los 

tratamientos anaeróbicos, los microorganismos degradan los compuestos orgánicos en ausencia 

de oxígeno (y de nitrato) y producen dióxido de carbono, metano (CH4) y biomasa. Cabe notar, 

que, en los sistemas anóxicos, la degradación también se desarrolla en ausencia de oxígeno, pero 

en presencia de nitrato [8,15].  

El tratamiento anaerobio de las aguas residuales se lleva a cabo principalmente mediante la 

digestión anaerobia (DA), un proceso que involucra una serie de reacciones bioquímicas 

consecutivas y simultáneas en las que los productos de una etapa son utilizados como sustratos 

para la siguiente. El proceso tiene cuatro reacciones (Figura 1.1): la primera, donde las 

macromoléculas orgánicas (proteínas, carbohidratos y grasas) se hidrolizan respectivamente en 
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aminoácidos, azúcares y ácidos orgánicos (principalmente ácidos grasos de cadena larga 

(AGCL)). La segunda, en la que las bacterias acidogénicas fermentan estos productos y los 

convierten en ácidos grasos volátiles (AGV), y otros subproductos. La tercera, donde las bacterias 

acetogénicas generan acetato (ácido acético), H2 y CO2, y la última etapa, en la cual estos 

productos son finalmente utilizados por las arqueas metanogénicas para producir energía en forma 

de biogás (típicamente 60 % de CH4, 38% de CO2 y 2% de otros gases). Las instalaciones donde 

ocurre este proceso reciben el nombre de reactores o biodigestores anaerobios [15,16].  

 

 

Figura 1.1. Esquema representativo de las etapas de la digestión anaerobia. Las sustancias 

inhibitorias estudiadas en esta tesis y que son generadas por este proceso, se resaltan en rojo. 

 

En comparación con los sistemas aerobios, los reactores anaeróbicos se han convertido en 

una alternativa atractiva para la estabilización de aguas residuales (i.e. para la reducción y/o 

eliminación de su carga contaminante antes de su descarga o reutilización), debido a un costo 

menor de la instalación, una baja producción de lodos, menores requerimientos de energía, mayor 

biodegradación de compuestos recalcitrantes y una alta producción de biogás [15].  

Los procesos aerobios tienen en común con los procesos anaerobios la inhibición por metales 

y otros compuestos orgánicos [17]. Sin embargo, uno de los principales inconvenientes del 
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proceso anaerobio con respecto al tratamiento aerobio es su mayor sensibilidad a estos 

compuestos tóxicos, y a otros adicionales, producidos por el mismo tratamiento anaeróbico, como 

los AGV, los AGCL, el amoniaco y el sulfuro de hidrógeno [6,9,18].  

Se ha demostrado que la acción tóxica de estos compuestos puede inhibir la actividad 

microbiana al interrumpir el gradiente de protones y el transporte de electrones a través de la 

membrana. Además, se puede afectar la síntesis de la pared celular, disminuir la producción de 

energía celular, inhibir la actividad enzimática y el crecimiento de los microorganismos que 

participan en el tratamiento biológico.  

Estos impactos producen un efecto inmediato en el rendimiento de la EDAR en términos de 

remoción de la demanda química de oxígeno (DQO), de nitrógeno y de fósforo, la biodegradación 

de compuestos tóxicos, la floculación de lodo y la producción de metano [7,17]. Es por esta razón 

que esta tesis se enfoca principalmente en el desarrollo de métodos analíticos para la 

determinación de las sustancias inhibitorias presentes en el tratamiento anaerobio.    

 

1.3. Sustancias inhibitorias 

Una sustancia tóxica para los microorganismos es aquella que tiene un efecto inhibitorio sobre 

las funciones vitales para una célula. Dichas sustancias pueden tener fuertes impactos en las 

reacciones bioquímicas y la actividad de celular relacionada con el metabolismo, el crecimiento, 

y la respiración celular, y en último lugar, conducir a la muerte celular [17]. 

Estas sustancias pueden provenir de la corriente de alimentación (afluente de agua residual) 

o pueden ser los subproductos (productos de transformación) producidos por las actividades 

metabólicas de los microorganismos que participan en la digestión. Dentro del primer grupo, se 

incluyen tóxicos inorgánicos como los metales pesados y una gran variedad de contaminantes 

emergentes (EC) como parte de los tóxicos orgánicos. Dentro del segundo grupo se encuentran 

los AGV y los AGCL como inhibidores orgánicos, y el amoniaco y el sulfuro de hidrógeno como 

inhibidores inorgánicos [6,17,18]. Cabe aclarar que las sustancias de este último grupo también 

pueden llegar desde el afluente residual como resultado de la descomposición natural de la materia 

orgánica hasta este punto (tratamiento secundario).  

Los EC se refieren a aquellas sustancias químicas, que son generadas de manera natural o 

sintética, que no son comúnmente monitorizadas, pero que pueden suponer un riesgo para la salud 

humana y el medio ambiente. Las descargas provenientes de industrias, granjas, hospitales, 

hoteles, hostales, comercios, viviendas, etc., traen consigo una gran cantidad de EC que llegan al 
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alcantarillado y finalmente a las EDARs. Los EC incluyen diversos productos químicos como 

pesticidas, herbicidas, antibióticos, medicamentos, productos de cuidado personal, desinfectantes, 

retardantes de llama, plastificantes, aditivos alimentarios, tensioactivos, metales traza y 

microplásticos, entre otros. La concentración de estos contaminantes puede variar desde unos 

pocos ng L-1 hasta los mg L-1, y a concentraciones específicas (reportadas por la literatura y 

generalmente altas), pueden ser mortales para los microorganismos. Normalmente, la mayoría de 

plantas depuradoras no tienen la capacidad suficiente para eliminar estos microcontaminantes 

debido a que suelen aplicar sistemas de tratamiento tradicional (filtración, sedimentación, 

degradación biológica, radiación UV o cloración) orientados principalmente a la remoción de 

nutrientes y a la desinfección. La degradación biológica, química y la fotólisis no son suficientes 

para degradar los EC e incluso pueden tener el efecto contrario, al generar subproductos más 

tóxicos que el compuesto original. Por ello, los EC pueden ser descargados en el efluente residual 

y llegar así a los cuerpos de agua más cercanos, causando posibles efectos en el desarrollo de los 

organismos acuáticos, entre otras consecuencias [17,19].  

Para esta tesis se han escogido los fenoles como ejemplo de este último grupo de 

contaminantes, debido a que su presencia es común en pesticidas, productos farmacéuticos, 

colorantes y plásticos. Por su parte, se ha elegido el hierro como ejemplo del grupo de metales 

pesados. También se han desarrollado métodos analíticos para los AGV, los AGCL, el amoniaco 

y el sulfuro. En esta tesis, la palabra “sulfuro” incluye las formas ionizada y no ionizada del 

sulfuro de hidrógeno, al menos que se indique lo contrario. En los capítulos 4 al 8 se da una 

explicación más detallada de cada una de las sustancias inhibidoras que fueron seleccionadas para 

el desarrollo de esta tesis, incluyendo sus antecedentes analíticos en muestras acuosas. 

 

1.4. Química analítica verde y miniaturización  

La química analítica verde es un enfoque integral que tiene como objetivo el desarrollo de 

procesos de análisis químico basados en el respeto hacia el medio ambiente, incluyendo la 

reducción o eliminación de disolventes y reactivos tóxicos, el reemplazo de técnicas dañinas, la 

biodegradabilidad de sustancias y materiales, la seguridad para el analista y la miniaturización de 

los pasos de preparación, pretratamiento, separación y determinación [14]. 

En esa misma línea, el concepto de miniaturización se refiere al desarrollo de procesos 

analíticos basados en sistemas reducidos, ecológicos y rentables, de modo, que la cantidad de 

reactivos, disolventes, muestra, residuos, tiempo y energía se reducen drásticamente. Así mismo, 

pretende la configuración de sistemas rápidos, cerrados y portátiles, que puedan reducir la 
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descomposición/contaminación de la muestra, la pérdida de los analitos, y la exposición del 

usuario frente a sustancias y químicos tóxicos o nocivos [20].  

En este contexto, gracias al desarrollo de las tecnologías y software, surgen dos grandes 

estrategias que simplifican la aplicabilidad de las metodologías de análisis, y cumplen con los 

principios de la química verde y la miniaturización [21]. Por un lado, está la automatización de 

procesos analíticos mediante el uso de sistemas y técnicas en flujo que reducen tanto el consumo 

de disolventes, reactivos y muestra, como su manipulación por parte del analista. La 

automatización aumenta el rendimiento de la muestra y la seguridad laboral, eleva la frecuencia 

de análisis, y disminuye la generación de residuos y posibles contaminaciones desde o hacia el 

sistema [22]. Por otro lado, se encuentra el desarrollo de sistemas portátiles que permite un 

análisis in-situ, rápido y sencillo, evitando el transporte de muestras y, por tanto, la pérdida de los 

analitos y la contaminación durante el muestreo. Estos sistemas tienen un bajo costo y 

mantenimiento, y suelen contar con un mínimo consumo tanto de energía, como de reactivos y 

muestra [23].  

En esta tesis se describen metodologías alternativas a las tradicionales para la preparación 

de muestras y la determinación de las sustancias inhibidoras, prestando especial atención a la 

miniaturización de los sistemas y el cumplimiento de las directrices de la química analítica verde. 

Dos de los métodos propuestos se basan en la automatización de procesos de microextracción, 

mientras que los otros tres trabajos se enfocan en el desarrollo de dispositivos portátiles para la 

extracción o detección rápida de los analitos objetivo. A continuación, se introducen los conceptos 

más importantes aplicados al desarrollo de las investigaciones llevadas a cabo en esta tesis. 

 

1.5. Técnicas de extracción y preconcentración 

Las muestras de aguas residuales y procedentes del biodigestor contienen matrices complejas y 

especies interferentes que dificultan el análisis directo de las sustancias de interés y que pueden 

provocar daños en los equipos. Por esta razón, suele ser necesario un pretratamiento de estas 

muestras, para facilitar la detección, para eliminar posibles interferentes o para incrementar la 

concentración del compuesto químico. El pretratamiento de la muestra se puede realizar a través 

de métodos de extracción mediante la transferencia del analito objetivo desde la muestra acuosa 

(fase donante) al medio de extracción (fase aceptora). A continuación, se exponen dos de los 

métodos de extracción más comúnmente utilizados en el análisis químico y que fueron aplicados 

en los trabajos presentados en esta tesis.  
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1.5.1. Extracción líquido-líquido y microextracción líquido-líquido dispersiva 

La extracción líquido-líquido (LLE) es una de las técnicas más empleadas en el pretratamiento de 

muestras. Se basa en un proceso de separación que consiste en la transferencia de un soluto de 

una fase líquida a otra fase, también líquida, siendo las dos inmiscibles o parcialmente miscibles 

entre sí. Normalmente, la extracción comprende un paso de mezcla seguido de un paso de 

separación de fases; donde una de las fases suele ser agua o una solución acuosa y la otra es un 

disolvente orgánico (o una mezcla de disolventes) de baja polaridad, llamado también disolvente 

de extracción o extractante. En términos generales, el disolvente extractante debe tener un bajo 

punto de ebullición, baja viscosidad y ser compatible con el instrumento de análisis final. Además, 

la selección de los disolventes con base a su solubilidad es el punto clave en la LLE, ya que de 

ello depende el reparto de analito entre las dos fases [24]. 

Los métodos LLE tradicionales consumen altos volúmenes de disolventes orgánicos que son 

costosos y, en la mayoría de casos, son peligrosos para el medio ambiente y el analista. Además, 

se trata de procedimientos lentos y complicados, que suelen implicar la evaporación del disolvente 

y la reconstitución, con el fin de mejorar la extracción. La aparición de técnicas miniaturizadas 

como la microextracción en fase líquida (LPME) proporcionó un enfoque más seguro y ecológico, 

y permitió superar estos inconvenientes, ya que disminuía el consumo de reactivos y, por lo tanto, 

la generación de residuos peligrosos. La LPME implica básicamente la extracción en unos pocos 

mililitros de fase orgánica, lo cual reduce la cantidad de disolvente y aumenta la preconcentración 

de los analitos [25,26]. No obstante, sus largos tiempos de equilibrio para la extracción llevaron 

a que Rezaee y colaboradores desarrollaran en el año 2006 una variante de la LPME, llamada 

microextracción líquido-líquido dispersiva (DLLME) [27]. 

La DLLME se basa en el uso de un sistema de tres componentes, en el que se inyecta un 

disolvente dispersante (p. ej. metanol, etanol, acetona, acetonitrilo, etc.) junto con el disolvente 

extractante en la fase acuosa. El dispersante debe ser miscible en ambas fases para inducir la 

formación de una solución turbia que contiene pequeñas gotas del disolvente extractante dispersas 

en la muestra acuosa. Este enturbiamiento favorece el contacto entre las fases y acelera la 

transferencia de masa, lo cual permite alcanzar la estabilización del equilibrio en poco tiempo. La 

DLLME, además de ser rápida y simple, ofrece una alta eficiencia de extracción y elevados 

factores de enriquecimiento.  

A pesar de estos beneficios, el uso de disolventes dispersivos a veces puede tener el efecto 

contrario y disminuir la transferencia de analitos, ya que puede complicar la separación de fases 

y alargar el proceso de centrifugación. El uso de disolventes tóxicos extractivos y de alta densidad 

como los hidrocarburos halogenados es otra desventaja de esta técnica, debido a que su uso es 
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muy común para facilitar la separación de la fase extractante sedimentada después de la 

centrifugación.  

Frente a estas problemáticas, se han presentado diferentes alternativas, entre las cuales se 

encuentran: (i) utilizar disolventes con una densidad inferior a la del agua, (ii) reducir o no usar 

disolvente dispersante, (iii) no emplear la centrifugación e (iv) incluir tratamientos para mejorar 

la extracción (microondas, ultrasonido, vórtice, agitación magnética, etc.) [28].  

Como ejemplo de este último punto, Zhang y colaboradores, en el año 2011, reemplazaron 

el disolvente dispersante por la agitación magnética (Figura 1.2), además, usaron un disolvente 

de baja densidad y realizaron la separación de fases mediante una autoseparación por flotación 

(con base en las diferencias de densidades), similar a lo que se hace en la LLE convencional. En 

este método, el pequeño vórtice generado por la energía mecánica permite una emulsificación 

suave e incrementa la transferencia de analito, debido a una distancia de difusión más corta en 

comparación con la técnica DLLME clásica. El hecho de no usar un dispersante, hace que este 

método sea más económico y respetuoso con el medio ambiente [29]. 

 

 

Figura 1.2. Esquema representativo del proceso de DLLME-MSA propuesto por Zhang y colaboradores 

[29]: A) inyección de la muestra y el disolvente extractante (1-octanol), B) agitación magnética, C) 

separación de la fase orgánica enriquecida con los analitos. 

 

En la literatura, este enfoque recibe el nombre de DLLME asistida con agitación magnética 

(DLLME-MSA) [29], aunque también se puede denominar microextracción en fase líquida 

dispersiva (DLPME) [30]. En la presente tesis, se utiliza el término DLLME-MSA. Cabe aclarar 

que este término también incluye las metodologías donde se usan al mismo tiempo el disolvente 

dispersante con la agitación magnética. Además, en esta técnica es posible usar disolventes 

orgánicos, tanto de alta como de baja densidad, dependiendo de la afinidad de los analitos 

objetivos.  
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Las ventajas de la DLLME-MSA son claras: es una técnica sencilla, eficiente y cumple con 

los principios de la química verde. Sin embargo, la aplicación manual de su procedimiento no 

deja de ser lenta, laboriosa y poco precisa, debido principalmente al manejo de un gran número 

de muestras y bajos volúmenes de extractante. Por lo tanto, las técnicas de análisis en flujo son 

una opción adecuada para solventar algunos de estos inconvenientes, tal como se mostrará más 

adelante. En el capítulo 4 y 5 de esta tesis se describe una aplicación de la DLLME-MSA en 

distintas formas. 

 

1.5.2. Extracción en fase sólida 

Actualmente, la extracción en fase sólida (SPE), que incluye el aislamiento, enriquecimiento y 

purificación de los componentes, es la técnica más empleada para el pretratamiento de muestras 

líquidas.  

El principio de SPE es similar al de la LLE, ya que implica un reparto de los analitos con 

base en su afinidad por una de las fases. El procedimiento típico de la SPE consiste en pasar una 

solución o una muestra a través de una fase sólida (previamente acondicionada) capaz de retener 

algunos compuestos, entre los cuales se encuentran los analitos objetivo. Posteriormente, se 

eliminan por lavado los compuestos no deseados y se eluyen los analitos de interés con un 

disolvente adecuado en un recipiente recolector [31]. En la Figura 1.3 se muestran los pasos 

básicos del procedimiento SPE. 
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Figura 1.3. Esquema representativo de los pasos básicos del procedimiento SPE: A) 

acondicionamiento de la columna, B) carga de la muestra, C) lavado, D) elución de los analitos [32]. 

 

Una de las principales ventajas de la SPE frente a la LLE es la capacidad de almacenar por 

cierto tiempo los analitos adsorbidos en la fase sólida sin que se descompongan o cambien su 

concentración e identidad. Otra ventaja de la SPE es que es más selectiva en la extracción de una 

gran variedad de analitos. Por el contrario, la LLE destaca sobre la SPE por una mayor estabilidad 

de su fase de extracción y porque evita los efectos memoria de las fases estacionarias [25]. En la 

literatura, se atribuyen otras ventajas a SPE, como la reducción: de tiempo, costos, consumo de 

reactivos, producción de residuos y exposición del analista a compuestos químicos. Sin embargo, 

éstas últimas son discutibles, ya que dependerá del tipo de método propuesto y de la concentración 

del analito [33]. 

Existen una amplia gama de formatos y materiales para su aplicación en SPE. La elección 

del tipo de fase sólida y eluyente dependerá de la polaridad, el estado iónico y otras propiedades 

químicas de los analitos. Por un lado, se encuentran los sorbentes comerciales, empaquetados en 

cartuchos o columnas, como p.ej. la resina de intercambio iónico Chelex-100 (copolímero de 

estireno-divinilbenceno que contiene grupos de iminodiacetato) usada en el capítulo 7. Mientras 

que, por otro lado, existen nuevos materiales que pueden ser usados como adsorbentes, como, por 

ejemplo, los polímeros impresos molecularmente, los materiales magnéticos, aquellos a base de 
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carbono [31] o las redes metal-orgánicas (MOF) [34]. Este último tipo de materiales fue usado en 

el capítulo 8 de esta tesis y por ello, a continuación, se hace una breve descripción de los mismos.  

 

1.5.2.1. Redes metal-orgánicas  

Las redes metal-orgánicas o MOF (metal-organic frameworks) son una clase de materiales 

porosos formados por la unión entre centros metálicos (también conocidos como unidades de 

construcción secundaria o SBU) y ligandos orgánicos. Los MOF incluyen una gran variedad de 

compuestos que se suelen clasificar en función de su morfología y/o el lugar donde fueron 

desarrollados por primera vez. Además, se pueden sintetizar de numerosas formas, entre las cuales 

se incluyen la síntesis solvotermal, electroquímica, mecanoquímica, asistida por microondas y 

por ultrasonido [36]. Una característica importante de los MOF es que poseen estructuras y 

composiciones ajustables, destacando entre sus propiedades su alta porosidad y elevada área 

superficial. La versatilidad de este tipo de materiales permite su aplicación en una gran variedad 

de campos como la catálisis, la biomedicina, la electroquímica, el almacenamiento de gases y la 

adsorción de contaminantes, entre otros [35]. En el capítulo 8 de esta tesis se ha utilizado como 

adsorbente el MOF MIL-100(Fe), un material que fue sintetizado por primera vez por el Instituto 

Lavoisier. El MIL-100(Fe) es un sólido mesoporoso basado en la unión de trímeros de octaedros 

FeO6 conectados mediante ligandos trimesato, y que se caracteriza por su alta porosidad, baja 

toxicidad y, elevada estabilidad térmica (> 270 ºC) y química (al agua y a disolventes orgánicos). 

Además, se puede obtener mediante síntesis asistida por microondas, un método rápido que se 

caracteriza por tener una alta velocidad de calentamiento y tiempos de reacción cortos [36,37].  

 

1.6. Técnicas de análisis en flujo 

Las técnicas de análisis en flujo han permitido automatizar total o parcialmente los procesos 

analíticos llevados a cabo en un laboratorio, ya sea el análisis completo o solamente una etapa 

específica del mismo, como p.ej. el tratamiento de muestra, que es la etapa más larga y crítica del 

análisis químico.  

Las ventajas que ofrecen estos sistemas consisten en una reducción del volumen de muestra, 

un menor consumo de disolventes, y, por lo tanto, una menor generación de residuos peligrosos, 

y un ahorro de costes. Así mismo, se minimiza la manipulación de sustancias y muestras 

peligrosas y, por tanto, la exposición del analista a las mismas, evitando también la contaminación 

de las muestras. Además, se aumenta la eficiencia de los procesos, debido a que se incrementa la 

frecuencia de análisis y se obtienen resultados más precisos y reproducibles que con los métodos 
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convencionales y manuales. Por esta razón, las técnicas de análisis en flujo resultan beneficiosas 

tanto para investigación como para el análisis de rutina en laboratorios.  

Puesto que existen numerosas publicaciones sobre los orígenes de las técnicas en flujo 

[38,39], a continuación, se explicará brevemente solo las técnicas usadas en este trabajo.  

 

1.6.1. Análisis por inyección secuencial  

El análisis por inyección secuencial (SIA) fue desarrollado por J. Ruzicka y G. Marshal en 1990 

[40]. Está técnica consiste en usar una bomba pistón bidireccional con una jeringa unida a una 

válvula solenoide (SV) de tres vías, que permite el movimiento de los fluidos. La jeringa (S) se 

conecta con el puerto central de una válvula de selección o de multiposición (MPV), normalmente 

a través de un bucle de carga. La válvula de selección tiene sus puertos laterales enlazados a los 

recipientes de reactivos, muestra, detector, residuos u otros dispositivos (Figura 1.4). Gracias al 

control por medio de ordenadores es posible conectar el puerto central con uno de los puertos 

laterales y dar instrucciones de aspirar o dispensar un volumen determinado de líquido al caudal 

deseado. 

El SIA es una técnica más robusta y versátil que sus antecesoras, el SFA (análisis en flujo 

segmentado) y el FIA (análisis por inyección en flujo). El flujo en SIA no es continuo y, por lo 

tanto, contribuye al ahorro de muestra y reactivos. Además, el control por ordenador evita que se 

altere la configuración del manifold (sistema de tuberías) cuando se desea cambiar el método. Por 

otro lado, el SIA usa jeringas de vidrio y conexiones de teflón que son químicamente más 

resistentes a ácidos, bases y disolventes. En cuanto a las desventajas del SIA, el uso de 

ordenadores y un sistema más complejo, incrementa los costos y minoriza la frecuencia de análisis 

en comparación, por ejemplo, con el FIA [38,39].  
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Figura 1.4. Esquema representativo del manifold de un sistema SIA. S: jeringa, BC: bucle de carga, SV: 

válvula solenoide, MPV: válvula de multiposición, BR: bucle de reacción [38].  

 

 

1.6.2. Análisis por inyección en flujo multijeringa 

El análisis por inyección en flujo multijeringa (MSFIA) fue desarrollado en 1999 por el grupo de 

Química Analítica Ambiental de la Universitat de les Illes Balears en colaboración con la 

compañía Crison (Alella, Barcelona, España) [41]. El MSFIA surgió con la intención de combinar 

las ventajas de los métodos FIA, SIA y el análisis en flujo multiconmutado (MCFIA) y se basa 

en el uso de una bureta automática que puede estar compuesta de hasta cuatro jeringas. El motor 

mueve, paso a paso y de forma simultánea, los pistones de las jeringas que están sujetos a una 

barra metálica, lo cual equivale al modo multicanal con bombas peristálticas que utiliza el FIA, 

pero sin sus frágiles tubos. Además, la válvula solenoide puesta sobre la cabeza de cada jeringa 

permite una conmutación rápida similar a la técnica MCFIA. Por lo tanto, el sistema MSFIA 

mejora el rendimiento de mezcla de reactivos y muestra con respecto al SIA y, por consiguiente, 

se obtiene una elevada frecuencia de análisis similar a la técnica FIA. También, se consigue la 

versatilidad, la robustez y el bajo consumo de líquidos del SIA, ya que el ordenador controla todo 

el sistema, se usan jeringas de vidrio y teflón, y se utiliza solamente la cantidad necesaria de 

muestra y reactivos. En la Figura 1.5 se muestra un esquema del manifold típicamente usado en 

MSFIA. En el capítulo 3 se describen detalladamente los componentes del sistema MSFIA 

[38,39].  
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Figura 1.5. Esquema representativo del manifold de un sistema MSFIA. BC: bucle de espera, SV1/SV2: 

válvula solenoide, BR: bucle de reacción [38]. 

 

 

1.6.3. Laboratorio en jeringa (lab-in-syringe) y microextracción líquido-líquido 

dispersiva en jeringa (in-syringe-DLLME) 

La automatización de la técnica DLLME aumenta la reproducibilidad de su aplicación, ya que 

permite manejar volúmenes pequeños con mayor precisión en un sistema cerrado. La DLLME 

automatizada comenzó inicialmente con enfoques basados en flujo (flow), donde la dispersión del 

extractante junto con el dispersante se realizaba dentro de la tubería. El primer trabajo de DLLME 

en flujo corresponde a Anthemidis y Ioannou (2009) [42], quienes utilizaron un SIA para el 

enriquecimiento de cobre y plomo. Posteriormente, aparecieron los enfoques de DLLME basados 

en lotes (batch), donde se utilizaba viales como cámaras de mezcla (con un agitador magnético) 

y un muestreador automático con la punta de una jeringa para la succión de la gota orgánica. 

Luego, esto abrió paso a los enfoques basados en flujo por lotes (flow-batch), una técnica que 

combina el sistema de lotes y la automatización en flujo, en la cual se conectaba directamente el 

tanque de mezcla con una válvula de selección y/o el manifold. Más recientemente, este trabajo 

dio lugar a la técnica de laboratorio en jeringa (lab-in-syringe, LIS) con la DLLME en jeringa 

(in-syringe-DLLME). Una técnica híbrida entre el SIA y la técnica flow-batch, que consiste 

básicamente en usar el espacio vacío de la jeringa como un cámara de extracción sellada, similar 

a los tanques de mezcla usados en el enfoque de flujo por lotes [43].  

Maya y colaboradores en el año 2012 [44] utilizaron por primera vez una jeringa para la 

automatización de DLLME. Un año después, Horstkotte y colaboradores [45] mejoraron la 

dispersión de la mezcla de disolventes con la muestra, usando una barra de agitación magnética 
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dentro de la jeringa para realizar por primera vez la DLLME con agitación magnética asistida 

(MSA) (Figura 1.6). Desde entonces, los sistemas de DLLME en jeringa han seguido usándose 

en numerosos trabajos para la preparación de la muestra [46]. Como se observará más adelante, 

la aplicación de esta técnica ha sido empleada en los capítulos 4 y 5 de esta tesis.  

En cuanto a los pros y contras de la técnica, en la in-syringe-DLLME se pueden usar 

velocidades de agitación mucho más rápidas que en cámaras de mezcla abiertas, lo que aumenta 

la eficiencia de extracción. Además, se pueden mezclar volúmenes de líquido más grandes en 

comparación con los enfoques basados en flujo. También, se pueden usar disolventes de mayor y 

menor densidad que el agua, gracias a la posibilidad de usar la jeringa en una posición 

invertida. Sin embargo, la principal desventaja es el gran volumen muerto de la jeringa que 

requiere limpieza entre cada análisis, lo cual ralentiza el procedimiento comparado con el enfoque 

basado en flujo [43]. 

 

 

Figura 1.6. Esquema representativo de la DLLME-MSA. (1) carga de un disolvente extractante menos 

denso que el agua en la jeringa, (2) carga de un disolvente dispersante, (3) mezcla de los disolventes con 

la muestra mediante agitación magnética y dispersión del disolvente en pequeñas gotas, (4) la agitación 

magnética se detiene y las gotas de la fase orgánica flotan hacia la superficie, (5) coalescencia de las 

gotas de la fase orgánica durante la separación de fases, (6) la gota orgánica se dispensa hacia arriba. La 

muestra se recolecta en un vial con el fin de analizarla. Alternativamente, puede ser enviada a otra parte 

del sistema automático o al instrumento de análisis y/o detección correspondiente [45]. 
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1.7. Tecnología de impresión 3D 

La fabricación aditiva (additive manufacturing - AM), mejor conocida como impresión 3D, es 

una tecnología de impresión, que construye objetos físicos a partir de datos digitales 

tridimensionales de un modelo de diseño asistido por computadora (CAD) y mediante la adición 

de materiales capa por capa. El procedimiento general para la impresión 3D consiste en utilizar, 

en primer lugar, un software CAD para crear la estructura del modelo geométrico. A continuación, 

el archivo CAD se convierte al formato estándar STL (malla de triangulación), para, finalmente, 

enviar el archivo STL a la impresora responsable de la fabricación de la pieza 3D. Los materiales 

tradicionalmente usados para la impresión son termoplásticos, aunque también se utilizan otros 

como metales, vidrio, grafeno y cerámica [47].  

La AM se ha convertido en una tecnología de amplia aplicación en muy distintos campos 

como en la medicina, la química, la biología, la arquitectura, el arte, la educación y la 

mercadotecnia, entre otros. De manera específica, la impresión 3D se ha utilizado en química 

analítica para el diseño de piezas auxiliares en sistemas analíticos. Estos abarcan desde 

dispositivos de extracción y preconcentración, a plataformas microfluídicas, aparatos 

electroquímicos, cromatográficos, espectroscópicos o sensores portátiles, entre otros [48,49].  

La impresión 3D destaca por su simplicidad, flexibilidad, rapidez y bajo costo de fabricación, 

con un mínimo uso del espacio y poco gasto energético. Además, permite la personalización de 

productos y la impresión de prototipos con diseños complejos. Con respecto a la fabricación 

sustractiva (fresado, taladrado, cortado, etc.), la fabricación aditiva posee las ventajas de imprimir 

simultáneamente varias piezas con un elevado grado de detalle y la posibilidad de compartir los 

diseños de impresión.  

En la actualidad, se utilizan diferentes tipos de técnicas para la impresión 3D: 

estereolitografía (SLA), modelado por deposición fundida (FDM), sinterización selectiva por 

láser (SLS), la fabricación de objetos laminados (LOM) o la impresión Polyjet, entre otras [48]. 

A continuación, se explican con más detalle las modalidades usadas en esta tesis.  

 

1.7.1. Estereolitografía 

La técnica de estereolitografía (SLA) fue propuesta en 1970 por Hideo Kodama y posteriormente 

fue patentada por Charles W. Hull en 1986 [50]. La SLA permite imprimir piezas 3D capa por 

capa a partir de la fotopolimerización, un proceso donde se utiliza una fuente de luz (láser o 

proyector) para calentar la superficie superior de una resina líquida que contiene polímeros 
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fotocurables que instantáneamente se endurecen ante la acción de la luz. Las piezas 3D así 

obtenidas suelen requerir de un curado posterior con luz ultravioleta (UV) para lograr una mayor 

resistencia y estabilidad [47,48].  

A gran escala, el sistema consta de un tanque donde se almacena el polímero líquido, una 

plataforma móvil y una fuente de luz. La diferente disposición de estos componentes da lugar a 

dos tipos de impresoras SLA: las máquinas de lado derecho hacia arriba (right-side-up) y las 

máquinas invertidas (upside-down) [47,51]. Como la impresora SLA utilizada en esta tesis fue de 

este último tipo, en la Figura 1.7 se describe brevemente su funcionamiento.  

 

 

Figura 1.7. Esquema representativo de la estereolitografía invertida. Esta configuración emplea un 

tanque transparente y antiadherente para almacenar la resina líquida curable y una plataforma de 

construcción vertical que baja hacia el fondo del tanque, para empezar la impresión de las capas hacia 

arriba. En la parte inferior de la máquina se encuentra un láser UV que apunta a dos galvanómetros de 

espejo. Luego, esta luz se dirige a otro espejo que dirige la luz hacia arriba, al fondo del tanque, para 

curar la resina. Entre cada capa, la pieza se separa del tanque, permitiendo que la resina fluya de nuevo a 

su lugar [51,52]. 

 

La tecnología SLA tiene las ventajas de poder usar una gran variedad de materiales, imprimir 

objetos con gran nitidez y con un acabado de superficie liso, favoreciendo su impermeabilización. 

Su principal desventaja es la altura de impresión del producto, que está limitada por la altura entre 

la cubeta de resina y la plataforma de construcción [48,52].  
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1.7.2. Modelado por deposición fundida  

El modelado por deposición fundida (FDM) fue introducido por primera vez por Scott Crump en 

1986 y patentado por él mismo en 1989. Esta técnica consiste en calentar hasta fundir el material 

de un filamento termoplástico y, luego, realizar la extrusión en capas consecutivas hasta formar 

el objeto 3D [47,48].  

Una impresora por FDM presenta dos sistemas: uno responsable de la extrusión y deposición 

del material, y el otro encargado del movimiento del cabezal de impresión. A su vez, el sistema 

de extrusión y deposición se divide en dos conjuntos: un extremo frío y un extremo caliente. El 

material de partida para la impresión suele venir en bobinas de filamento sólido, y el extremo frío, 

es el responsable de alimentar este material desde la bobina de impresión. El extremo caliente es 

el cabezal de impresión, que está encargado de calentar el material plástico hasta extruirlo por 

una boquilla y que se mueve para depositar el material fundido en consecuencia. Una vez el 

material es depositado, se enfría y solidifica sin ningún postratamiento adicional. En la Figura 1.8 

se esquematizan los componentes de la impresión FDM [53,54].  

A diferencia de la tecnología SLA, la impresión FDM es más económica y simple. Esta 

modalidad tiene además la posibilidad de imprimir piezas más grandes y con distintos materiales 

simultáneamente. Sin embargo, la impresión FDM tiene una más baja precisión y resolución de 

impresión (0,2 mm) respecto a la SLA (0,025 mm), y requiere de un mayor mantenimiento y 

calibración de sus componentes [48,53].  

 

Figura 1.8. Esquema representativo de una impresora de modelado por deposición fundida [54]. 
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1.8. Dispositivos analíticos basados en papel 

Los sensores basados en papel, también conocidos como dispositivos analíticos basados en papel 

(PAD), representan una tecnología alternativa a la instrumentación de análisis tradicional. Fueron 

introducidos por primera vez en 2007 por Whitesides y colaboradores [55]. Desde entonces, esta 

metodología ha crecido exponencialmente y se ha convertido en una herramienta valiosa para 

distintas aplicaciones, incluido el diagnóstico médico, la monitorización ambiental y el análisis 

de alimentos. Los PAD son plataformas de testeo portátiles, desechables, económicas y simples 

de fabricar/operar. También, son útiles para obtener información rápida de determinados 

parámetros y para realizar la monitorización en campo, especialmente en zonas remotas, de bajos 

ingresos o con poca infraestructura y personal no capacitado [56–58].  

El uso de papel como sustrato tiene la ventaja de ser asequible, liviano, flexible, 

biodegradable y de bajo costo. El papel compuesto de fibras de celulosa es un candidato ideal 

para el análisis químico debido a su biocompatibilidad natural con las muestras ambientales. Su 

estructura fibrosa y porosa, así como su inercia (química y biológica) permiten inmovilizar con 

gran facilidad los reactivos dentro del papel. Además, posibilita la filtración y absorción de la 

muestra gracias a su estructura de red, su alta relación superficie-volumen y su capacidad de 

transportar los líquidos por acción capilar, sin necesidad de una fuerza adicional [57].   

La fabricación de PAD se basa generalmente en el uso de barreras hidrofóbicas o físicas 

utilizando diferentes métodos, como el corte, fotolitografía, impresión con cera o tinta. El papel 

de filtro es el tipo de papel más utilizado para los sensores basados en papel. Los papeles de filtro 

de la gama celulosa de Whatman ® son los más populares debido a su bajo costo, ubiquidad y 

alta capacidad de absorción. Estos filtros varían según sus propiedades físicas, que incluyen 

porosidad, grosor y velocidad de absorción. Comúnmente, se utiliza el papel Whatman No.1, un 

filtro de calidad estándar, con retención y velocidades de flujo medias debido a su grosor de 180 

µm y tamaño de poro de 11 µm. También, se han utilizado otros tipos de papel filtro, como el 

papel de filtro Whatman No. 4, debido a su mayor tamaño de poro (20-25 µm) y mayor tasa de 

absorción. En el capítulo 6 se utilizan ambos tipos de papel de filtro Whatman y se emplea el 

método de corte para la fabricación de los sensores [57,59].  

Los métodos de detección utilizados para los PAD incluyen la detección colorimétrica, 

luminiscente, electroquímica y fotoelectroquímica. Entre ellas, una de las más utilizadas es la 

detección colorimétrica debido a su simplicidad y compatibilidad con sistemas analíticos 

portables y de bajo costo. Además, el papel proporciona un fondo blanco incoloro y de alto 

contraste ideal para las lecturas colorimétricas [57]. Esta es la modalidad de detección usada en 

el capítulo 6 de esta tesis por lo que, a continuación, se incluye una introducción a la misma.  
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1.8.1. Colorimetría de imágenes digitales 

La colorimetría es la ciencia y tecnología usada para describir o cuantificar la percepción humana 

del color. La detección colorimétrica suele estar relacionada con una reacción química que 

produce el cambio de color, en la que el análisis de los resultados puede evaluarse de forma 

cualitativa, por comparación visual (respuesta sí/no), o de forma cuantitativa, midiendo las 

propiedades del color. La colorimetría cuantitativa que incluye la colorimetría fotoeléctrica 

(colorímetros y espectrofotómetros), reflectométrica y digital, tiene mayor precisión que la 

colorimetría visual, en la que los cambios de color sutiles son difíciles de apreciar a simple vista. 

La colorimetría de imágenes digitales (DIC) hace referencia al método de análisis 

colorimétrico basado en fotografías o escaneos digitales. Las herramientas de adquisición de datos 

colorimétricos incluyen cámaras digitales, cámaras web, teléfonos móviles, escáneres portátiles 

y de escritorio. Entre estos dispositivos, los teléfonos inteligentes son los preferidos en la 

actualidad debido a su ligereza, portabilidad, popularidad, gran capacidad de almacenamiento, 

alta velocidad de procesamiento, mejora notable de las características de la cámara y elevada 

calidad de las imágenes.  

Cuando se capturan las imágenes con los teléfonos inteligentes, el color se puede ver 

influenciado por la iluminación ambiental, y, por lo tanto, es necesario controlar las condiciones 

de iluminación y captura de las imágenes, como la homogeneidad/intensidad de la luz, la 

geometría de emisión, y la distancia entre la cámara y la zona de detección. La estabilidad de 

dichas condiciones es esencial para obtener resultados fiables y robustos. Además, en cuanto a la 

cámara del teléfono móvil, el usuario puede optimizar la captura de las imágenes controlando 

parámetros de la cámara como la intensidad, brillo, filtros, etc. 

Las imágenes digitales se pueden descomponer en escala de grises o en tres componentes 

del espacio de color (modelos de color): RGB (rojo, verde, azul), CMYK (cian, magenta, amarillo, 

clave (negro)) o HSV (tono, saturación, valor). Las imágenes se procesan mediante programas de 

análisis del color, como Adobe Photoshop, ChemoStat, Matlab, Pantone Studio o ImageJ, y se 

utilizan para la cuantificación de la intensidad de color, como respuesta analítica. Comúnmente, 

la intensidad de color (I) de uno de los componentes (p.ej. R – rojo) se transforma en valores de 

absorbancia, como: 𝐴 = 𝑙𝑜𝑔 (
𝐼𝐵𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜

𝐼𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎
) , y después, se representa gráficamente frente a la 

concentración conocida, para obtener curvas de calibración linealizadas.  

Dado que la zona de detección del PAD puede estar coloreada de forma desigual, el usuario 

debe decidir si medir toda la zona o solo una parte de ella. No obstante, posibles errores atribuidos 

a esta variabilidad de color se pueden evitar si se realizan más réplicas y se eliminan 
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correctamente los datos atípicos. Si bien la DIC no puede competir con la precisión de las técnicas 

espectrofotométricas que miden la absorbancia en el punto óptimo de la máxima longitud de onda 

para el analito, un tratamiento cuidadoso de las imágenes digitales puede conducir a resultados 

gratamente sensibles y reproducibles [57,60].  

En el capítulo 6 de esta tesis se lleva a cabo la adquisición de imágenes digitales con un 

teléfono inteligente y se ha utilizado el modelo RGB para la cuantificación colorimétrica. Para la 

medición de las intensidades de color se ha utilizado el programa ImageJ, que se explica con más 

detalle en la sección de materiales y métodos. 
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2.1. Objetivo general 

Desarrollar nuevos métodos analíticos rápidos, sensibles, selectivos y precisos, basados en 

sistemas automatizados o portables que integren dispositivos, preparados mediante técnicas de 

fabricación avanzada, para permitir la monitorización de sustancias inhibidoras de procesos 

biológicos de tratamientos de aguas residuales. 

 

2.2. Objetivos específicos 

I. Desarrollar un método automatizado de microextracción líquido-líquido dispersiva en 

jeringa previo al análisis por GC-FID para la determinación de ácidos grasos volátiles en 

agua residual y procesos anaerobios.  

II. Desarrollar un sistema automatizado de microextracción líquido-líquido dispersiva en 

jeringa y un método GC-MS sin derivatización para la determinación de ácidos grasos de 

cadena larga en digestores anaerobios y aguas residuales de almazara. 

III. Desarrollar un método de extracción en fase sólida y un sistema espectrofotométrico 

portable impreso en 3D para la preconcentración y análisis de hierro en diferentes tipos 

de muestras de agua. 

IV. Desarrollar un método basado en sensores de papel y un sistema colorimétrico portable 

impreso en 3D para la detección de amoniaco y sulfuro en digestores anaerobios y aguas 

residuales. 

V. Desarrollar un agitador portable impreso en 3D con paletas recubiertas de una red metal-

orgánica para la extracción en fase sólida in-situ de compuestos fenólicos en 

biodigestores y agua residual.  

 

 



 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 3  

Materiales y métodos 



Capítulo 3. Materiales y métodos 

28 

 

3.1. Instrumentación de los sistemas de análisis en flujo 

Las técnicas de análisis en flujo que se han utilizado en esta tesis son el SIA y el MSFIA, la 

primera, usada en el trabajo del capítulo 4 y la segunda, usada en el trabajo del capítulo 5. En 

ambos casos también se ha empleado la técnica in-syringe-DLLME. En su conjunto, estas 

técnicas permitieron desarrollar sistemas automatizados para la DLLME de los dos grupos de 

ácidos grasos analizados (AGV y AGCL). Para ello, fue necesario conectar en serie a un 

ordenador, a través de una interfaz serial RS232C, instrumentos como una multijeringa, un 

módulo de válvulas y un muestreador automático, todos ellos controlados mediante el programa 

informático de AutoAnalysis 5.0 [39]. A continuación, se da una descripción más detallada del 

programa y los instrumentos utilizados. 

 

3.1.1. Módulo multijeringa 

El módulo o bureta multijeringa (MSM) (BU 4S, Crison Instruments S.A., Alella, Barcelona, 

España) es el instrumento principal de la técnica MSFIA [61], debido a que se puede equipar 

hasta con cuatro jeringas (Figura 3.1A). Si se emplea una única jeringa, este mismo módulo 

también puede ser usado para la técnica SIA. En el sistema propuesto en el capítulo 4 se ha usado 

una sola jeringa de 5 mL, mientras que en el capítulo 5 se utilizaron dos jeringas, una de 5 mL y 

otra de 10 mL. 

En este instrumento, las jeringas de vidrio (Hamilton, Suiza) son impulsadas con un émbolo 

de aluminio que tiene en su cabeza un pistón de politetrafluoroetileno (PTFE). Cada émbolo se 

ajusta con tornillos a una barra de acero horizontal que es desplazada por un motor paso a paso 

(5000, 16000 o 40000 pasos, según el modelo de la bureta), permitiendo un movimiento 

unidireccional, preciso y simultáneo de las jeringas. El émbolo de la jeringa sube para dispensar 

(dispense) o baja para aspirar (pick-up) los líquidos a un caudal programable, que va desde los 

µL min-1 hasta los mL min-1 dependiendo del volumen de la jeringa y del número de pasos. En 

los dos trabajos incluidos en esta tesis (capítulos 4 y 5) se empleó una multijeringa de 16000 

pasos, alcanzando una resolución de 0,3 a 0,6 µL para jeringas de 5 y 10 mL, respectivamente.  

En la cabeza de cada jeringa se aloja una válvula solenoide de tres vías (N-Research, 

Caldwell, NJ, USA) que permite una conmutación múltiple (35 milisegundos) en dos posiciones 

(ON/OFF) sin detener el movimiento del motor. La válvula puede soportar una presión de hasta 

2 bar. Normalmente, una de las posiciones funciona para cargar los líquidos dentro de la jeringa 

y la otra posición sirve para impulsar el líquido hacia el manifold (Figura 3.1B). Las válvulas 
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también cuentan con ajustes de PTFE al igual que los pistones y por ello, poseen una alta 

resistencia a disolventes orgánicos y reactivos corrosivos.  

 

 

Figura 3.1. A) Módulo multijeringa de Crison, B) esquema de la vista frontal de la multijeringa con 

válvulas solenoides en la cabeza (1) de las jeringas (2), indicando las cuatro opciones de flujo con flechas 

(aspirar/ON, aspirar/OFF, dispensar/ON, dispensar/OFF) y barra con pistones accionada por el motor (3) 

[39,61]. 

 

En la parte trasera del módulo multijeringa se cuenta con una regleta para la conexión y 

control de hasta cuatro dispositivos (Figura 3.2A), tales como válvulas solenoides externas, 

microbombas, y agitadores, entre otros. En esta tesis, se ha empleado un agitador y una válvula 

solenoide adicional (esta última sólo en el sistema descrito en el capítulo 4), y se han conectado 

a la multijeringa a través de un dispositivo electrónico auxiliar para evitar el sobrecalentamiento 

(Figura 3.2B).  
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Figura 3.2. A) Panel trasero de la multijeringa con la regleta de conexión, puerto controlador y periférico 

y entrada de alimentación electrónica, B) dispositivo auxiliar. 

 

3.1.2. Válvulas  

3.1.2.1. Válvula solenoide  

La válvula solenoide (SV) externa de tres vías (Takasago Electric Inc, Japón) funciona igual que 

las válvulas solenoides del módulo multijeringa. Estas válvulas tienen un paso común y dos 

opcionales, de manera que cuando la válvula está desactivada (OFF) se conecta con uno de los 

caminos, y cuando está activada (ON) se conecta con el otro (Figura 3.3). La diferencia entre la 

válvula externa y las válvulas instaladas en la multijeringa es que la primera permite trabajar a 

presiones más altas (6 bar), pero a costa de un tiempo de conmutación más lento (50 

milisegundos).  

 

 

Figura 3.3. A) Válvula solenoide externa de Takasago, B) esquema representativo de la estructura interna 

de una SV de tres vías en las posiciones OFF y ON [62]. 
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3.1.2.2. Módulo de válvulas 

Para los trabajos presentados en esta tesis se ha usado un módulo de válvulas comprado en Crison, 

el cual incluye una válvula de selección en la parte superior y una válvula de inyección en la parte 

inferior (Figura 3.4A): 

• La válvula de selección, también llamada válvula de multiposición (MPV) permite la 

conexión del puerto central con uno de los puertos laterales, y así aspirar o dispensar los 

diferentes líquidos. El número de puertos periféricos puede ser de 6, 8, 10 o más canales 

dependiendo del proveedor. En el caso de esta tesis, se usaron válvulas de 8 canales 

laterales. En la Figura 3.4B se aprecia con más detalle las partes de la válvula de 

selección.  

 

 

Figura 3.4. A) Módulo de válvulas de Crison, B) Parte externa e interna de la MPV [39]. 

 

• La válvula de inyección (IV) rotatoria de 6 puertos posee dos posiciones diferentes, una 

para cargar y otra para inyectar (Figura 3.5). Cuando la válvula está en posición de carga 

(load), la muestra fluye a través de uno de los puertos, pasa por un bucle de carga 

(conectado entre dos puertos) y sale como residuo por otro puerto. Cuando la válvula 

inyecta (injection), el volumen de muestra almacenado en el bucle de carga es impulsado 

por el carrier (aire o agua) y sale por otro puerto hacia al exterior (el manifold). 
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Figura 3.5. Esquema representativo de las posiciones de carga e inyección de la IV [63]. 

 

3.1.3. Automuestreador 

El automuestreador o muestreador automático es útil para la toma o deposición de muestras u 

otros líquidos desde recipientes acomodados en posiciones consecutivas. Para aspirar o dispensar 

los líquidos se utiliza un tubo insertado en una cánula [39]. En esta tesis se ha empleado un 

automuestreador circular, que consiste en una bandeja redonda de 45 posiciones para tubos de 10 

mL (Figura 3.6). La ubicación en una posición determinada y la profundidad de penetración de la 

cánula en el interior del tubo se pueden controlar por ordenador.  

 

 

Figura 3.6. Muestreador automático de Crison [39]. 
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3.1.4. Sistema de agitación magnética asistida en jeringa para DLLME  

La DLLME en jeringa (descrita en el apartado 1.6.3) se ha llevado a cabo gracias al desarrollo de 

un sistema de agitación basado en un prototipo anterior [45]. El sistema de agitación (Figura 3.7) 

se compone de una diminuta barra agitadora (10 mm de longitud y 3 mm de diámetro) y un 

sistema de agitación magnética (MSA) (Sciware Systems S.L., Bunyola, España). El MSA está 

formado por tres elementos: 

• Dispositivo de agitación externo (DAE): permite que la barra agitadora gire dentro de la 

jeringa y favorezca la dispersión del disolvente con la muestra. Este dispositivo se coloca 

alrededor de la jeringa y consiste en dos anillos (d.i. 14 mm, d.e. 30 mm) unidos por dos 

tornillos de hierro (L = 80 mm). Sobre cada tornillo se pone un imán de neodimio (L=5 

mm x d = 4 mm). Los imanes se ubican estratégicamente frente a frente para mantener 

polaridades opuestas y la barra agitadora se coloca de acuerdo a la polaridad establecida 

en cada tornillo. Al vaciar la jeringa, la posición del pistón de la jeringa se ajusta 3 mm 

por debajo (para jeringas de 5 y 10 mL, respectivamente) para incluir el espacio ocupado 

por la barra agitadora. 

• Motor: provoca la rotación del soporte de agitación y, con ello, de la barra agitadora. El 

motor se une al anillo inferior del DAE a través de una banda de goma elástica.  

• Controlador de velocidad: consiste en un circuito que controla la velocidad del motor a 

través de una de las salidas traseras del módulo multijeringa. Con este dispositivo es 

posible ajustar las revoluciones del motor. 
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Figura 3.7. A) Esquema del sistema de agitación magnética (A1) y del soporte de agitación (A2) [45], B) 

vista frontal del MSA, C) motor (M), D) controlador de velocidad. 

 

 

3.1.5. Tuberías y conectores 

Los sistemas de tuberías o manifold empleados en los trabajos de automatización están fabricados 

en PTFE y tienen diámetros internos de 0,8 y 1,5 mm. La longitud de la tubería depende del 

diseño del sistema propuesto. Los conectores usados están hechos de polimetilmetacrilato 

(PMMA) o polieteretercetona (PEEK). Los materiales de fabricación tanto de las tuberías como 

de los conectores son resistentes a los disolventes orgánicos.  

 

3.1.6. Software AutoAnalysis 

El programa AutoAnalysis 5.0 fue usado para controlar los instrumentos descritos anteriormente. 

Este programa fue desarrollado por el grupo de Química Analítica Ambiental de la Universitat de 

les Illes Balears y es comercializado por Sciware Systems S.L. [39]. AutoAnalysis se compone 
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de una aplicación principal y un grupo de bibliotecas de enlace dinámico (DLLs) escritas en 

Delphi 5.0 y Visual C++ 6.0. La incorporación de un nuevo instrumento emplea una DLL para la 

comunicación y otra para el manejo de los dispositivos. AutoAnalysis es un programa muy 

flexible y fácil de usar por usuarios no especializados, y, por lo tanto, la programación del método 

depende en gran parte de la imaginación y del criterio del analista.  

 

3.1.6.1. Configuración del Hardware 

En el menú de Hardware se lleva a cabo la selección y configuración de los instrumentos usados 

en los capítulos 4 y 5 de esta tesis. Como se observa en la Figura 3.8, en la parte derecha se 

encuentran los canales de comunicación (DLLs) e instrumentos disponibles (B y C), y en la parte 

izquierda se muestra la configuración actual y guardada (A). En este caso, la conexión se establece 

primero con el canal Crison y luego, se añaden las DLLs individuales de los instrumentos: 

Automatic MutiSyringe (módulo multijeringa), Automatic Valve (módulo de válvulas) y 

Autosampler (módulo automuestreador). 

 

 

Figura 3.8. Menú Hardware de AutoAnalysis. 
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3.1.6.2. Desarrollo del método 

Después de crear o cargar la configuración de Hardware guardada, en el menú Methods se realiza 

la edición del método. Este consiste en crear una secuencia de instrucciones que serán ejecutadas 

por los instrumentos conectados (aspirar, dispensar, cambiar de posición, etc.). Para elaborar 

métodos más ordenados, las instrucciones se pueden agrupar en procedimientos y varios 

procedimientos se pueden unir en un método. También, se incluyen los comandos ejecutados por 

el sistema, tales como la llamada de procedimientos (call procedure), la repetición de una 

secuencia de pasos (loop), la definición de tiempos de espera (wait) y otros adicionales.  

En el caso de esta tesis, se han creado los procedimientos de extracción y de limpieza, y se 

han agrupado en un solo método. El comando loop ha sido útil para repetir el procedimiento de 

limpieza y la función wait se ha empleado para establecer los tiempos de agitación y separación 

de las fases.  

La ventana de AutoAnalysis para la creación del método analítico se muestra en la Figura 

3.9. En la columna (A) se presenta el orden secuencial de las instrucciones. En la columna (B), 

se elige el instrumento o se selecciona una orden de la lista de comandos y se especifica la acción 

deseada. La columna (C) proporciona los detalles resumidos de la acción a realizar por el 

instrumento.  

Para corroborar la ausencia de errores: antes de ejecutar el método, se puede realizar una 

simulación del mismo sin activar los instrumentos. Al ejecutar el método, se permite controlar la 

ejecución de la instrucción y comprobar el estado de ejecución de cada acción [39]. 
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Figura 3.9. Menú Editor de AutoAnalysis. 

 

3.2. Técnicas instrumentales 

3.2.1. Espectroscopía ultravioleta-visible 

La espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis) es una técnica analítica que permite determinar 

la concentración de un compuesto a partir de la obtención de sus espectros de absorbancia.  

Cuando las moléculas absorben las radiaciones electromagnéticas (en un rango de longitud de 

onda de 200 a 800 nm), sus electrones se excitan y pasan desde un estado fundamental a un estado 

excitado. La ley de Lambert-Beer establece que la absorbancia (A) es directamente proporcional 

a la concentración (c) del compuesto o molécula en la disolución, al coeficiente de extinción o 

absortividad molar (ε) y a la longitud (l) del paso óptico de la cubeta (generalmente 1 cm), según 

la siguiente ecuación: 𝐴 = 𝑐 . Ɛ . 𝑙. Por su parte, la absorbancia viene dada por la relación entre la 

intensidad de haz incidente (Io), y la intensidad del haz transmitido tras pasar por la muestra (I).: 
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𝐴 = 𝑙𝑜𝑔 (
𝐼0

𝐼
). Como la absorbancia no tiene unidades, generalmente, se expresa como unidades 

arbitrarias (UA). 

Un espectrofotómetro UV-Vis mide la cantidad de luz absorbida por la muestra. Se compone 

principalmente de una cubeta, un portacubetas, una fuente de luz (generalmente una lámpara de 

deuterio o tungsteno), un selector de longitud de onda y un detector. Este instrumento puede ser 

de un solo haz, de doble haz o poseer una red de fotodiodos. La diferencia está en que los dos 

primeros incluyen un monocromador entre la muestra y la fuente de luz, mientras que el último 

no lo incluye, y en su lugar posee una matriz de diodos para la detección simultánea de la 

absorbancia en todas las longitudes de onda [64].  

Otra posibilidad es usar como sistema de detección dispositivos de carga acoplada (CCD), 

que tienen la capacidad de recolectar simultáneamente todo el espectro de luz al igual que la 

matriz de diodos. El detector CCD usa una serie de fotosensores (píxeles) muy sensibles a la luz 

que responden a las longitudes de onda incidentes. A diferencia de los espectrofotómetros de 

matriz de diodos, los CCD tienen un tamaño pequeño, un bajo consumo energético y pueden 

enviar la señal del espectro a un programa de computadora vía USB [65].  

 

3.2.1.1. Espectrofotómetro Ocean Optics 

En el sistema desarrollado para la determinación de hierro (capítulo 7) se han utilizado dos 

espectrofotómetros CCD miniaturizados (Figura 3.10) de la compañía Ocean Optics (Dunedin, 

Florida, USA) que fueron conectados a través del puerto USB de un ordenador: 

• El espectrofotómetro USB4000: es un detector con una avanzada y potente electrónica, 

diseñado a partir del modelo USB2000. Este dispositivo responde en el rango UV-Vis e 

infrarrojo cercano (NIR) con longitudes de onda desde 200 a 1100 nm [66].  

• El espectrofotómetro STS-VIS: es un sensor más compacto y económico que el 

USB4000. El STS-VIS incluye un sensor de imagen lineal que funciona con un bajo 

consumo de energía (0,75 W) y responde en un rango de longitud de onda de 250 a 800 

nm [67].  
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Figura 3.10. Espectrofotómetros Ocean Optics: A) USB4000, B) STS-VIS, C) componentes del 

espectrofotómetro USB4000 [66,67].  

 

Para el control de los espectrofotómetros y la medición de la absorbancia se utilizó el programa 

SpectraSuite 2.0, también de Ocean Optics. Esta plataforma de espectroscopia modular basada en 

Java, funciona en todos los sistemas operativos y con cualquier espectrofotómetro de conexión 

USB [68].  

 

3.2.2. Cromatografía  

La cromatografía es una técnica utilizada para separar los componentes de una mezcla antes de 

que se puedan identificar y cuantificar con las técnicas de detección. En general, los componentes 

básicos de un cromatógrafo incluyen un inyector de muestra, una fase estacionaria (columna) y 

un detector. En la cromatografía, la muestra se transporta en la corriente de un fluido (fase móvil) 

a través de la columna y sus componentes se distribuyen dependiendo de su afinidad por la fase 

móvil o la estacionaria. Los componentes que tengan mayor afinidad por la columna son retenidos 

durante más tiempo y se desplazan lentamente, mientras que aquellos que se retengan menos 
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avanzan más rápido junto con la fase móvil. Dependiendo si la fase móvil es líquida o gaseosa, la 

cromatografía se divide comúnmente en dos tipos: cromatografía líquida y cromatografía de 

gases.  

 

3.2.2.1. Cromatografía líquida 

En la cromatografía líquida (LC) la fase móvil es un líquido que se bombea a un caudal específico 

a través de una columna. En la cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC), la fase estacionaria 

consiste en un material sólido poroso con una elevada área superficial, empaquetado en una 

columna, por la que se hace circular la muestra a alta presión. La separación cromatográfica se 

lleva a cabo cuando los componentes de la muestra interactúan tanto con la fase móvil como con 

la fase estacionaria.  

Con base a la polaridad de la fase estacionaria y la fase móvil, se puede diferenciar entre LC 

de fase normal y LC de fase reversa. En la cromatografía de fase normal la fase estacionaria es 

más polar que la fase móvil, y en la fase reversa, la fase estacionaria es menos polar que la fase 

móvil. Generalmente, la fase estacionaria en la cromatografía de fase reversa consiste en un 

relleno de material hidrofóbico (C18, C8, C4, etc.) que se encuentra enlazado a un soporte de 

sílice y la fase móvil consiste en agua (componente más polar) y un solvente orgánico (reductor 

de polaridad). Cuando los analitos son ionizables, se requiere que la fase móvil tenga tampones u 

otros aditivos.  

La elución puede ser de dos tipos, isocrática (fase móvil constante) o en gradiente (mezclas 

en la fase móvil). En una separación en fase reversa, los analitos menos polares eluyen al final 

debido a su fuerte afinidad con la columna. Este proceso se ve favorecido cuando el gradiente de 

la fase móvil varía desde una mezcla altamente polar a una menos polar. 

Cuando los componentes de la muestra llegan al final de la columna, la cantidad de cada 

componente se transforma en una señal eléctrica gracias al detector. El tiempo que tarda un 

componente específico en salir de la columna se le llama tiempo de retención (expresado en 

minutos) [69]. 

 

3.2.2.1.1. Detector de diodos 

Los detectores basados en absorbancia UV-Vis son los detectores más comúnmente utilizados en 

la LC. El detector de matriz de diodos (DAD) utiliza una lámpara que dirige la luz blanca a través 

de la celda de flujo por donde pasa la muestra. La luz transmitida incide sobre una rejilla de 
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difracción y, finalmente, sobre la matriz lineal de fotodiodos (Figura 3.11). La salida de luz de la 

matriz es usada para construir el espectro de absorción. Esta matriz de diodos cubre longitudes de 

onda de 190 a 800 nm. Pero la mayoría de los analitos orgánicos se analizan en un rango UV de 

190 a 350 nm. El detector puede dar la absorbancia del espectro completo, en un rango o en una 

longitud de onda específica, donde haya una absorbancia máxima [70,71].  

 

 

Figura 3.11. Esquema representativo del funcionamiento del detector de matriz de diodos [70]. 

 

Para el análisis de los compuestos fenólicos de esta tesis se ha usado un HPLC de la marca 

Waters (Milford, USA), equipado con una bomba cuaternaria (600), un detector DAD (2996) y 

un automuestreador (717 plus). Para el control del equipo y la adquisición de datos se ha utilizado 

el programa Empower 3.0. Los analitos se han separado con una columna Symmetry® C18 (150 

mm x 3,9 mm, d.i. 5 μm) de Waters y el flujo se ha mantenido a 1 mL min-1. La fase móvil ha 

consistido en acetonitrilo (A) y agua (B) ajustada a pH 2,8 con ácido sulfúrico para mantener la 

forma molecular de los compuestos fenólicos durante su análisis. Los fenoles se han analizado en 

un rango UV de 190 a 400 nm. Una descripción más precisa del análisis cromatográfico se da en 

el apartado de materiales y métodos del trabajo recogido en el capítulo 8.  
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3.2.2.2. Cromatografía de gases 

La cromatografía de gases (GC) es empleada para compuestos que puedan volatilizarse sin 

descomponerse térmicamente. En la GC, la muestra se vaporiza en el inyector y los componentes 

de la muestra se separan debido a su interacción con la fase estacionaria de la columna. A 

diferencia de la LC, los componentes no interaccionan con la fase móvil (gas portador) debido a 

que esta es un gas inerte (comúnmente helio, nitrógeno o hidrógeno) que solo tiene el propósito 

de transportar la muestra a través de la columna. Además, se usa un horno para garantizar la 

vaporización de la muestra durante la separación y parar crear rampas de temperatura, utilizadas 

especialmente en la separación de compuestos con polaridades similares. 

Las columnas capilares son las más usadas en la GC. Son construidas en sílice, con un 

revestimiento de poliamida, flexible y resistente a altas temperaturas, y una capa delgada de una 

fase estacionaria altamente selectiva para los analitos objetivo. Su diámetro interno está entre 0,1 

y 0,53 mm, y pueden tener longitudes entre 10 y 150 m. Con respecto al inyector, el más común 

es el tipo split/splitless, el cual tiene la posibilidad de inyectar toda la muestra (splitless) o solo 

una determinada parte de ella (split).   

Existen varios detectores para GC y entre ellos, los más utilizados son el detector de 

ionización de llama (FID) y la espectrometría de masas (MS) [72]. A continuación, se explica 

cada uno y se describe de manera breve la metodología empleada en cada caso. 

 

3.2.2.2.1. Detector de ionización de llama 

Es el detector más usado debido a su alta sensibilidad, amplio rango lineal y respuesta universal. 

En un detector FID, las moléculas de una sustancia son quemadas por una llama de hidrógeno-

aire y se producen iones en el proceso. Una acumulación de iones en el electrodo colector crea 

una pequeña corriente eléctrica por medio de una diferencia de potencial. Esta corriente eléctrica 

luego es amplificada por un electrómetro, dando lugar a la señal analítica, expresada en voltaje 

(Figura 3.12). En general, el FID opera entre 200 y 250 °C, y se usa comúnmente debido a sus 

costos relativamente bajos [73].  
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Figura 3.12. Esquema representativo de un FID [73]. 

 

En esta tesis se ha empleado un cromatógrafo de gases YL-Clarity 6500 (Young in Chromass 

Co. Ltda., Anyang, Korea) con un inyector y un detector FID de la misma marca, para la 

determinación de AGV. Para la separación de los analitos se ha usado una columna capilar polar 

con una fase estacionaria libre de ácido graso (DB-FFAP, 30 m x d.i. 0,25 mm x 0,25 µm) de 

Agilent Technologies (California, USA). DB-FFAP es una columna de polietilenglicol 

modificada con ácido nitrotereftálico y es especial para el análisis de AGV. Como gas portador 

se ha usado nitrógeno a una tasa de flujo de 1 mL min-1. En el apartado de materiales y métodos 

del artículo presentado en el capítulo 4 de esta tesis se detallan más especificaciones sobre la 

rampa de temperatura utilizada, y las condiciones de inyección y detección. 

 

3.2.2.2.2. Espectrómetro de masas 

El espectrómetro de masas (MS) proporciona información cualitativa y cuantitativa de diversos 

compuestos. Mediante el análisis por MS se puede obtener información sobre la composición 

atómica y molecular de los compuestos analizados, así como de su concentración. Con respecto 

al FID, el MS es un equipo más costoso, pero mucho más sensible y selectivo. 
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El espectrómetro de masas tiene tres elementos básicos: primero, la fuente de ionización que 

emite un haz de electrones encargado de ionizar la muestra en iones gaseosos. Segundo, el 

analizador de masas, donde los iones generados son acelerados y se separan según su relación 

masa/carga (m/z) y abundancia isotópica. Tercero, el detector, el cual mide la abundancia de los 

iones que llegan y produce una señal eléctrica que se transmite al ordenador. El registro final 

obtenido se llama espectro de masas y consiste en mostrar la abundancia de los iones en relación 

a su m/z.   

El modo de ionización más empleado es el impacto electrónico (EI) a 70 eV. Se suelen 

utilizar 70 eV debido a que esta es la energía óptima para obtener una mayor abundancia de iones 

moleculares.  

El analizador cuadrupolo es el más usado. Con este, solo aquellos iones que tengan una m/z 

específica son iones resonantes (trayectoria estable entre los electrodos) y alcanzan el detector 

(Figura 3.13). Hay dos modos de análisis: 

• Modo SCAN: se realiza un barrido en un determinado intervalo m/z.  

• Modo de monitorización de iones seleccionados (SIM): se determinan las condiciones 

para que pasen solos iones con determinadas m/z. Con este modo de análisis, se consigue 

aumentar la selectividad para analitos individuales y disminuir la respuesta al resto de 

analitos [74].  

 

 

Figura 3.13. Esquema representativo de un analizador MS cuadrupolo [75].  
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En esta tesis la separación y detección de los LCFA se ha llevado a cabo con un cromatógrafo 

de gases Hewlett-Packard (HP) 7890A y un espectrómetro de masas HP 5973C (Agilent 

Technologies, California, USA). Para el control del sistema instrumental y la adquisición de datos 

del GC-MS se ha utilizado el programa HP Chem-Station. Los analitos se han separado usando 

la misma columna empleada para los AGV y se ha utilizado helio como gas portador a una tasa 

de flujo de 1 mL min-1. Se ha trabajado en el modo de impacto electrónico a 70 eV y se ha usado 

una librería NIST MS Search 2.0 para la identificación de los compuestos. El modo SCAN se ha 

fijado a una m/z de 50 a 550 para la identificación inicial de los analitos. En la parte experimental 

del artículo relativo al capítulo 5 se encuentran más detalles sobre las condiciones empleadas para 

la inyección, la rampa de temperatura y el modo SIM. 

 

3.2.3. Difracción de rayos X 

La difracción de rayos X (XRD) es una técnica no destructiva que permite la identificación y 

caracterización estructural de materiales cristalinos. Dado que los rayos X tienen longitudes de 

onda comparables a las existentes en el espacio interatómico de un sólido cristalino, los rayos X 

que ingresan en el material son difractados por los átomos que se encuentren en su camino. El 

fenómeno de difracción en sólidos ordenados cumple la ley de Bragg: nλ = 2dhkl sen θhkl [76,77]. 

Donde: n es un número entero, λ es la longitud de onda de la radiación incidente, d es el espaciado 

interplanar, θ es el ángulo de incidencia, y (hkl) son los índices de Miller de la línea de difracción 

considerada.  

Debido a que el patrón de difracción de rayos X es característico para cada tipo de estructura, esta 

técnica constituye un instrumento muy valioso para la caracterización de sólidos cristalinos. Esto 

permite la identificación de los materiales, mediante la comparación de los patrones obtenidos 

con los ya reportados en la literatura y en bases de datos. 

El difractómetro de rayos X se compone básicamente de una fuente de rayos X, rendijas, 

ventanas o colimadores que delimitan el área iluminada y limitan la divergencia del haz, una zona 

plana donde se coloca el portamuestra y un detector que recibe la radiación dispersada por la 

muestra (Figura 3.14). El resultado es un registro (difractograma) de la intensidad del haz de rayos 

X difractado frente al ángulo de difracción (2θ) [78]. 
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Figura 3.14. Esquema representativo de los componentes del XRD [79]. 

 

El difractograma del MOF MIL-100(Fe) que se muestra en el capítulo 8 de esta tesis fue 

registrado en un difractómetro Siemens (D5000). Las medidas se llevaron a cabo a temperatura 

ambiente en atmósfera libre empleando radiación CuKα (λ = 1,5406 Ǻ), un intervalo angular (2θ) 

de 1-20º, un tamaño de paso de 0,04° y un tiempo de residencia de 5 s/paso. 

 

3.2.4. Adsorción/desorción física de gases 

El análisis textural de un material incluye la determinación de su área superficial, la distribución 

de poros, y el tamaño y volumen de poro, parámetros que se puede determinar por medio de 

distintas técnicas siendo la adsorción física de gases, y más concretamente de nitrógeno a 77 K, 

una de la más usadas. Para un determinado sistema gas/sólido, la cantidad de gas adsorbido por 

gramo de sólido, a temperatura constante, depende, en el equilibrio, de la presión. Representando 

la cantidad de gas adsorbida frente a la presión relativa, a temperatura constante se obtiene la 

isoterma de adsorción cuya forma depende de la textura del material. Para interpretar la isoterma 

se hace uso de modelos más o menos simplificados, entre los que se encuentran el método de 

Brunauer-Emmett-Teller (BET) que es uno de los procedimientos más utilizados para la 

determinación de la superficie específica y el método Two-Dimensional Non-Local Density 

Functional Theory (2D-NLDFT) ampliamente usado para la determinación del tamaño y 

distribución de poros [80,81].  
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Las isotermas de adsorción-desorción que se presentan en esta tesis se obtuvieron con un 

instrumento Micrometrics Tristar II 2020 Analyser usando nitrógeno como adsorbato. 

Previamente, las muestras se desgasificaron a 473 K durante 6 h. 

 

3.2.5. Microscopía electrónica de barrido 

La microscopía electrónica de barrido (SEM) permite obtener imágenes de elevada calidad y gran 

resolución mediante la detección de los electrones retrodispersados y secundarios emitidos por la 

muestra cuando se hace incidir sobre ella un haz de electrones. Como resultado se obtienen 

imágenes con una gran profundidad de campo, ya que se puede enfocar simultáneamente zonas 

más o menos elevadas de la muestra, produciendo la sensación de relieve típica de esta modalidad 

de microscopía [82].  

En esta tesis doctoral, las micrografías electrónicas que se muestran en el capítulo 8 se 

obtuvieron utilizando un microscopio electrónico de barrido Hitachi S-3400N, equipado con un 

sistema de espectroscopía de rayos X de dispersión de energía (EDS) Bruker AXS Xflash 4010. 

Para evitar problemas, causados por la acumulación de carga eléctrica, las muestras fueron 

recubiertas por vaporización con una fina capa de oro. 

 

3.3. Diseño e impresión 3D 

El procedimiento general para la fabricación de los dispositivos impresos en 3D, utilizados en los 

sistemas portátiles desarrollados en esta tesis (capítulos 6-8), es el siguiente:  

3.3.1. Diseño 

Se realizó por medio del programa Rhinoceros 5.0 SR11 32 (McNell and Associates, USA). 

Rhinoceros es un programa de diseño asistido por computadora (CAD) creado inicialmente como 

un complemento para AutoCAD (Autodesk, California, USA). Este programa es uno de los más 

populares en el diseño 3D debido a su relativo bajo costo y gran versatilidad. Rhinoceros se utiliza 

principalmente en arquitectura, ingeniería y diseño industrial. Las herramientas de partida para el 

modelado en 3D incluyen puntos, curvas, superficies, sólidos y mallas [83].  

En la edición de los modelos de esta tesis se han usado especialmente herramientas generales 

(eliminar, recortar, copiar y pegar) y operaciones booleanas como unir, intersecar, sustraer o 

extruir sólidos geométricos. Para construir piezas a medida se ha usado un pie de rey digital y en 

el programa se ha medido con las opciones longitud, radio o distancia.  
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Una vez finalizado el diseño, se realiza la importación de los datos a la impresora. Para esto, 

el diseño se guarda como un archivo en formato STL y se abre en un programa que gestiona y 

envía la impresión. 

 

3.3.2. Impresión 

En esta tesis doctoral se han usado dos impresoras diferentes, por lo que se han empleado 

dos programas de impresión distintos. PreForm 2.15.1 (Formlabs, Someville, USA) y Ultimaker 

Cura 4.9.0 (Ultimaker, Massachusetts, USA) correspondientes a las impresoras Form 3 y 

Ultimaker S5, respectivamente (Figura 3.15). Ambos programas se pueden descargar gratis desde 

las páginas web de los proveedores de las impresoras y permiten acciones como colocar soportes 

automáticos o manuales, posicionar, duplicar, rotar y escalar el objeto en el plano de impresión. 

También realizan una estimación del número de capas, del tiempo y del volumen de material 

requerido para la impresión. 

Para los dispositivos obtenidos de la impresora Form 3 se han usado resinas fotopoliméricas 

de Formlabs: Una de color negro (Black resin) para imprimir el portacubeta y un soporte para la 

fuente de luz incluidos en el sistema descrito en el capítulo 7, y una transparente (Clear resin) 

para imprimir el agitador de paletas para SPE descrito en el capítulo 8. Las resinas son una mezcla 

de ésteres de ácido metacrílico y un fotoiniciador. La resina negra incluye además como aditivo, 

un pigmento patentado. Debido a su gran tamaño, la caja 3D del capítulo 6 se ha fabricado con la 

impresora Ultimaker S5 usando un filamento termoplástico biodegradable (Black PLA) de color 

negro de 3 mm de grosor (Fillamentum, Hulin, República Checa). En los trabajos de los capítulos 

6 a 8 se dan más detalles sobre el diseño, impresión y dimensiones de los dispositivos. 

 

Figura 3.15. Impresoras 3D: (A) Form 3 [84], (B) Ultimaker S5 [85]. 
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3.3.3. Limpieza y curado 

Las piezas fabricadas con la impresora Ultimaker S5 se despegan inmediatamente de la 

plataforma una vez terminada la impresión y no necesitan un tratamiento adicional. Por su parte, 

las piezas elaboradas con la impresora Form 3 requieren de un lavado con alcohol isopropílico 

para eliminar los monómeros sin polimerizar. Tras el lavado, las piezas se secan con un flujo de 

nitrógeno gaseoso y, finalmente para completar la polimerización, y brindar mayor estabilidad 

mecánica, las piezas se dejan durante 4 h en una cámara de poscurado CL-1000 (UVP, Upland, 

California, USA) que incluye una lámpara UV a 365 nm. 

 

3.3.4. Medidas de seguridad 

Las resinas y los filamentos pueden causar irritación en la piel, los ojos y el sistema 

respiratorio. El isopropanol es un líquido inflamable que puede causar irritación en la piel y los 

ojos, y somnolencia y vértigos si es inhalado. Una manipulación inadecuada de la impresora o de 

la cámara de curado puede provocar una exposición peligrosa a la radiación y a sus componentes 

móviles. La acción de retirar los soportes de las piezas impresas puede provocar que salten 

pequeños fragmentos hacia el rostro.    

En general, como medidas de seguridad se aconseja usar guantes (nitrilo), gafas protectoras 

o un protector facial, delantales, batas de laboratorio, pantalones largos y camisas largas al 

momento de manipular la resina, retirar los soportes de las piezas impresas o limpiar la impresora. 

Después de la manipulación de la resina o de piezas sin curar, se recomienda lavar bien las manos, 

la piel y la ropa que han entrado en contacto directo. Al momento de despegar la pieza impresa 

de la base de impresión, se debe orientar las herramientas de corte o raspado en sentido contrario 

al cuerpo. Además, se debe asegurar una ventilación adecuada en la zona de impresión, instalar 

un extractor de gases y disponer de duchas de seguridad y lavaojos cerca al área de trabajo.  

Aunque el sistema de enclavamiento de las impresoras y la cámara de curado permite apagar 

automáticamente la radiación cuando la tapa está abierta. Si este sistema es manipulado o falla 

existe el riesgo de exposición a la radiación. Por lo tanto, se recomienda no abrir la tapa de estos 

dispositivos hasta que la operación finalice o se pause. El uso y mantenimiento de las impresoras 

solo debe ser realizado por personas cualificadas para este trabajo. 

El isopropanol debe mantenerse lejos de superficies calientes, fuentes de ignición y otros 

materiales incompatibles (oxidantes, ácidos, etc.). Las resinas y los filamentos deben guardarse 

en un lugar seco y frío (máximo 30 ºC). El filamento PLA no representa un peligro para la salud 

humana y el medio ambiente. No obstante, las resinas no son biodegradables, por lo tanto, se debe 
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evitar su liberación en el medio ambiente y desecharse como un residuo químico. Si la resina está 

completamente curada, puede desecharse como un residuo doméstico [86–92]. 

 

3.4. Programa ImageJ 

ImageJ es un programa de dominio público basado en Java y diseñado para el procesamiento de 

imágenes digitales. Fue creado en 1997 por el Instituto Nacional de Salud de USA y el 

Laboratorio de Instrumentación Óptica y Computacional (LOCI, Universidad de Wisconsin) bajo 

el nombre de NIH Image [93]. Actualmente es una herramienta muy popular para el análisis de 

imágenes de cualquier campo científico (microscopía, radiología, hematología, etc.) debido a su 

capacidad multitarea, rapidez y su arquitectura abierta que brinda extensibilidad a través de 

plugins y macros grabables. ImageJ permite desarrollar plugins personalizados usando el editor 

del mismo programa para facilitar la resolución de problemas del procesado y análisis de 

imágenes.  

El programa tiene una amplia gama de funciones. Las más básicas incluyen acciones como 

cortar, copiar, pegar, escalar, ampliar, rotar, aplicar nitidez o suavizar. Entre otras, también se 

puede contar el número de píxeles de una imagen, calcular la intensidad de color en toda la imagen 

o en un área seleccionada definida por el usuario. Además, permite crear histogramas, aplicar la 

convolución RGB, la escala de grises, el análisis de Fourier y otros filtros guardados en el 

programa. ImageJ es compatible con imágenes de 8, 16 y 32 bits en los formatos TIFF, GIF, 

JPEG, PNG, BMP, DICOM, FITS y RAW.  

El procedimiento general para llevar a cabo el análisis RGB en ImageJ depende de si se 

analiza una única selección o múltiples selecciones en la imagen digital. Si se trata de una única 

selección, la opción más simple es realizar directamente la convolución RGB a la imagen cargada 

(File > Open) con la opción de la barra menú: Image > Color > Split channels. La convolución 

se refiere al despliegue de una imagen en tres canales de color rojo (R), verde (G), azul (B) similar 

a una imagen en escala de grises. Luego, se dibuja un óvalo, un cuadrado o una forma libre 

(Freehand selection de la barra de herramientas) para seleccionar la posición y el área que desea 

analizarse en un canal específico. Después, se utiliza el histograma (Analyze > Histogram) que 

muestra el valor promedio de intensidad del color y otros datos de interés. El promedio se refiere 

a los valores obtenidos para los puntos o píxeles de la imagen que están dentro del área 

seleccionada. 

Si se analizan selecciones múltiples, la opción más conveniente es emplear la herramienta 

ROI Manager. En este caso el procedimiento implica primero seleccionar las regiones de interés 
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(ROI) en la imagen digital. Las ROI se agregan al gestor con la tecla “T” o el botón Add (Analyze 

> Tools > ROI Manager). Posteriormente, se realiza la convolución RGB y finalmente, se mide 

con el botón Measure del ROI Manager en la imagen del canal elegido. Esta opción abre una 

tabla donde se muestra el número de selecciones con su respectiva área, y el valor promedio 

(Mean), mínimo (Min) y máximo (Max) de la intensidad de color. La intensidad de color en cada 

zona es representada como un valor entre 0 y 255, donde 0 es el color negro y 255 es el color 

blanco. Los valores comprendidos en este rango dependen del grado de saturación de cada tono. 

Esto significa que los valores cercanos a 255 tienen la mayor intensidad de color y los valores 

cercanos a 0 indican lo contrario.  

En esta tesis doctoral, se ha utilizado el programa ImageJ con versión Java 8 y 64 bit para 

Windows, y se ha programado una macro para automatizar el análisis RGB de selecciones 

múltiples. La macro se ha creado en la opción Plugins > Macro. El procedimiento detallado para 

el tratamiento de las imágenes digitales con esta macro está descrito en el apartado de materiales 

y métodos del artículo al que está dedicado el capítulo 6. En la siguiente figura se muestra la 

ventana principal de ImageJ y las partes del programa mencionadas en esta sección:  

 

 

Figura 3.16. Ventana principal de ImageJ y sus herramientas. 
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3.5. Metodología de optimización experimental 

El proceso de optimización en química analítica se basa en un conjunto de pasos que tienen como 

fin encontrar las mejores condiciones en las que llevar a cabo un método analítico y se mide 

generalmente en términos de la reproducibilidad y sensibilidad de la respuesta analítica. 

Normalmente, la optimización se lleva a cabo de forma univariante, donde se estudia 

consecutivamente la influencia de un solo factor en la respuesta experimental mientras los otros 

factores permanecen constantes. La optimización univariante representa una metodología simple 

con resultados fáciles de interpretar, pero no permite conocer los factores con mayor influencia y 

las interacciones significativas entre ellos. De esta manera, una opción conveniente es realizar 

una optimización multivariante, en la que por medio de diseños estadísticos de experimentos se 

puede estudiar simultáneamente todos los factores y sus interacciones. Esta metodología permite 

obtener valores óptimos con mayor precisión y, en general, requiere un número mínimo de 

experimentos para su desarrollo. 

En esta tesis doctoral, los trabajos descritos en los capítulos 4 y 5 han empleado una 

combinación de la optimización univariante con la multivariante. El diseño experimental y la 

evaluación de los resultados de la optimización multivariante se ha realizado con el programa 

Statistica 6.0 (Statsoft, Tulsa, USA). En el resto de trabajos se ha utilizado una optimización 

univariante, haciendo una gráfica para cada variable. La selección del método de optimización se 

basó teniendo en cuenta la metodología seguida en trabajos publicados similares a los 

desarrollados en esta tesis. Esto también permitió establecer las variables fundamentales y los 

intervalos iniciales de trabajo (límites mínimos y máximos de cada factor) en los que se esperaba 

encontrar las condiciones óptimas. Dado que la optimización multivariante requiere un mayor 

grado de interpretación, a continuación, se explican los conceptos claves y la metodología 

seguida. 

 

3.5.1. Diseño experimental en la optimización multivariante 

El primer paso en la optimización multivariante consiste en identificar y seleccionar los factores 

(variables independientes) que potencialmente puedan afectar la respuesta (variable dependiente). 

El número de factores definidos en este paso determina el número de experimentos a ejecutar. 

Luego, se establece el dominio experimental (intervalo de trabajo) entre los niveles máximo y 

mínimo para cada uno de los factores seleccionados. Los factores y los niveles de trabajo se 

definen con base en los antecedentes del estudio. 
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Posteriormente, se elige un diseño experimental para llevar a cabo el cribado o Screening de 

los factores, es decir, una evaluación preliminar que tiene como fin determinar las variables e 

interacciones significativas en la respuesta. El diseño experimental consiste en un conjunto 

específico de experimentos, los cuales se definen por una matriz que combina los niveles de las 

variables en todas las opciones posibles. Normalmente, se emplea un diseño factorial de dos 

niveles (modelo lineal), de modo completo o fraccionado.  

En un análisis completo, la cantidad de experimentos está determinada por la ecuación n= 

2k, donde n es el número de experimentos y k es el número de factores. El análisis fraccionado 

permite una disminución del número de experimentos, que viene dado por la ecuación n=2k-x, 

donde x se refiere al número de factores reducidos. La elección de trabajar con un diseño factorial 

completo o fraccionado depende de la cantidad de variables estudiadas, el número de 

experimentos resultantes y el criterio del analista. En esta tesis, se ha usado un diseño fraccionado 

en el caso del método descrito en el capítulo 4 y un diseño completo en el del capítulo 5.  

En los diseños factoriales se pueden visualizar las posibles combinaciones de los factores en 

términos codificados, donde -1 se usa para el nivel inferior (valor mínimo del factor) y +1 para el 

nivel superior (valor máximo del factor). Además, la curvatura del diseño y disminuir el error 

experimental (error puro) se recomienda realizar tres repeticiones en el punto central (C0) con un 

valor codificado como cero. La siguiente figura es representativa de un diseño factorial de dos 

niveles con tres factores.  

 

 

Figura 3.17. Esquema representativo de un diseño factorial completo 23. 
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Los resultados del diseño factorial se pueden visualizar a través de un análisis de varianza 

(ANOVA) y un gráfico de Pareto. Por un lado, la ANOVA permite conocer cuáles son los factores 

e interacciones significativas. Si la hipótesis nula se rechaza (p<0,05), los factores son 

significativos y, si se acepta (p>0,05), no lo son. Por otro lado, el gráfico de Pareto muestra en 

forma de barras las variables e interacciones de mayor a menor importancia en la respuesta. En el 

diagrama, las barras que sobrepasan la línea de referencia (nivel de significancia, p = 0,05) son 

factores estadísticamente significativos. El valor mostrado al lado de cada barra señala el valor 

estandarizado del efecto, y el signo del número (+/-) denota un aumento de la respuesta cuando 

el factor está cerca de su nivel superior o inferior. La significancia de la curvatura indica si existen 

variables que ofrezcan una respuesta crítica (máxima o mínima).  

En general, si se presenta curvatura es necesario aplicar un diseño experimental de superficie 

de respuesta cuadrática a los factores significativos. Si no hay curvatura, el modelo cuadrático 

también se puede usar como un diseño complementario si lo que se desea es reestudiar los factores 

o explorar una zona donde se cree que pueda haber una configuración óptima. En el diseño 

cuadrático se puede reajustar el dominio experimental del diseño factorial y encontrar valores 

óptimos con gran precisión. Los modelos de superficie de respuesta más conocidos son el diseño 

factorial completo de tres niveles, el diseño central compuesto (DCC), la matriz Doehlert y el 

diseño de Box Behnken. En esta tesis se ha aplicado el DCC debido a que es un diseño que evalúa 

de forma rápida y completa (hasta 5 niveles) los factores de interés. 

El DCC es la combinación de un diseño factorial (2k) y un diseño de estrella (2k + C0) 

compuesto por puntos axiales centrados en las caras (2k) y réplicas en el punto central (C0). Este 

diseño tiene como resultado la ecuación: 2k + 2k + C0, que indica el número total de experimentos.  

El siguiente y último paso consiste en realizar una prueba de robustez donde se validan los 

puntos óptimos obtenidos del DCC. En esta prueba se realiza un diseño factorial en el que los 

valores óptimos se toman como puntos centrales [94,95].  

La figura mostrada a continuación representa un diseño DCC con dos factores, el modelo 

que ha sido utilizado en los capítulos 4 y 5 de esta tesis.  
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Figura 3.18. Esquema representativo de un diseño central compuesto de dos factores. La posición de los 

puntos axiales (α) se calcula con la ecuación α= 2(k-x)/4. 

 

 

3.5.1.1. Función sumatoria de respuestas normalizadas 

Para normalizar las respuestas (señal analítica o desviación estándar) se ha empleado una función 

de respuesta múltiple para la sumatoria de respuestas normalizadas (FSRN). Como su nombre lo 

dice, la FSRN consiste en normalizar las respuestas de cada analito para después realizar una 

sumatoria de todas ellas en cada experimento. Normalizar indica dividir la respuesta de cada 

analito (p.ej. área del pico) por el valor respuesta más grande obtenido para dicho analito en las 

condiciones de optimización estudiadas. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 4  

Desarrollo de un método 

automatizado de microextracción 

líquido-líquido dispersiva en jeringa 

previo al análisis por GC-FID para la 

determinación de ácidos grasos 

volátiles en procesos anaerobios y 

aguas residuales 
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4.1. Introducción  

4.1.1. Generalidades de los ácidos grasos volátiles 

Los ácidos grasos volátiles (AGV) comprenden un grupo de ácidos monocarboxílicos alifáticos 

con longitudes de cadena corta (C2-C7). Sus principales características son una baja volatilidad y 

alta polaridad. Se definen como ácidos volátiles porque son ácidos orgánicos solubles en agua 

que se pueden destilar a presión atmosférica. Se les denomina también con frecuencia ácidos 

grasos libres, porque pueden determinarse como formas no derivatizadas. También se les conoce 

como ácidos grasos de cadena corta, aunque este último término es el menos adecuado, ya que 

existen otros ácidos de cadena corta que no son volátiles. Entre los AGV se incluyen el ácido 

acético, propiónico, butírico, valérico, caproico y las formas isoméricas de estos tres últimos 

[96,97]. En la Tabla 4.1 se resumen las principales características de los AGV analizados en esta 

tesis. 

Como se ha mencionado en la introducción, los AGV son metabolitos intermediarios 

originados por la conversión microbiana de las macromoléculas de la materia orgánica 

(carbohidratos, proteínas y grasas) durante las etapas de fermentación (acidogénesis y 

acetogénesis) de la DA. Por lo general, en un digestor se detectan concentraciones de entre 1 a 

5000 mg L-1 [18]. Las concentraciones altas de AGV (entre 1000 mg L-1 y 4000 mg L-1) son las 

que conllevan la acidificación del medio del reactor anaerobio, deteriorando la producción de 

metano. Cabe decir que los AGV no solo se monitorizan en el digestor anaerobio, también se hace 

en las diferentes etapas del tratamiento de aguas residuales, incluyendo el afluente y el efluente 

residual [98–100]. 

En reactores altamente tamponados, la cuantificación de ácidos grasos volátiles (AGV) es 

un indicador más confiable de la inhibición que la medición de un pH bajo [18]. A pesar de ello, 

el contenido total de AGV (AGVT) no es suficiente para proporcionar información detallada 

sobre el funcionamiento del proceso, por lo que resulta de particular interés estudiar los 

componentes individuales de los AGV. Por lo general, los ácidos: acético (C2) y propiónico 

(C3), al estar presentes en concentraciones más altas, se utilizan como indicadores sensibles de la 

falla del digestor; p.ej., las altas concentraciones de ácido acético (>800 mg L-1) y las proporciones 

C3/C2 >1.4 son indicativas de una falla. Las concentraciones anómalas de los ácidos isobutírico 

y/o isovalérico (>5 mg L-1) también son considerados indicadores adecuados [96,101].  
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Tabla 4.1. Características generales de los AGV estudiados. 

* En agua a 20ºC                                                        [102] 

 

4.1.2. Antecedentes en el análisis de ácidos grasos volátiles 

La preparación de las muestras previo al análisis de AGV incluye los procedimientos de limpieza, 

extracción, derivatización o la preconcentración de los analitos. La extracción de AGV se emplea 

principalmente para eliminar compuestos interferentes o para incrementar la concentración de los 

analitos cuando es necesario. Generalmente se usa la LLE con disolventes como éter dietílico, 

diclorometano (DCM) y metil ter-butil éter (MTBE) [99]. También se ha empleado la SPE para 

eliminar gran parte de la matriz de la muestra y la microextracción en fase sólida (SPME) 

combinada con la desorción directa en el puerto de inyección del cromatógrafo de gases [103].  

En cuanto a las técnicas de análisis, se destacan dos grupos: 

Por una parte, están las técnicas que determinan solamente la concentración de AGV 

(expresada como equivalentes de ácido acético), entre las que se incluyen los procedimientos 

tradicionales basados en la destilación y titulación, y otros alternativos como la espectrofotometría 

(método colorimétrico de Montgomery y colaboradores [104]) y la fluorescencia. Estas técnicas 

son sencillas y económicas, pero conllevan procedimientos largos, laboriosos, poco sensibles e 

imprecisos [105]. Por otra parte, están los métodos instrumentales que usan técnicas de separación 

para la identificación individual de los AGV, tales como la GC, la LC, la cromatografía iónica 

Nombre 

común 
Acrónimo 

Fórmula 

química 

PM 

(g 

mol-1) 

Densidad 

(g mL-1) 

Punto de 

ebullición 

(°C) 

Solubilidad 

(g L-1) * 

 

pKa 

 

 

 

Acético C2 C2H4O2 60,05 1,049 118 Completa 4,75 

 

Propiónico C3 C3H6O2 74,08 0,993 141 Completa 4,87 

 

Isobutírico iC4 C4H 8O2 88,11 0,950 154 210 4,85 

 

n-butírico C4 C4H8O2 88,11 0,964 162 Completa 4,81 

 

Iso-

valérico  

iC5 C5H10O2 102,13 0,926 176 20 4,78 

 

n-valérico C5 C5 H10O2 102,13 0,939 185 40 4,82 

 

Iso-

caproico 

  

iC6 C6H12O2 116,16 0,923 200 12 4,83 

 

n-caproico C6 C6H12O2 116,16 0,927 204 11 4,88 
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(IC) y la electroforesis capilar (CE). La LC requiere de la derivatización previa de los analitos 

para una detección por fluorescencia o por UV, mientras que la GC suele hacer uso del detector 

de ionización de llama (FID) o de la espectrometría de masas (MS), y los AGV se pueden 

derivatizar a metil-ésteres para aumentar su volatilidad [103].  

A lo largo del tiempo, la derivatización se ha tratado de evitar siendo preferible la inyección 

acuosa directa (IAD) en columnas capilares especiales para la separación de ácidos grasos (p.ej. 

FFAP). Sin embargo, la IAD no es recomendable, debido a que puede afectar a la resolución de 

picos y provocar daños en el cromatógrafo y detector. Por esta razón, las técnicas de extracción 

siguen siendo fundamentales para la protección de la instrumentación [101,103]. 

Dentro de los métodos estándar para el análisis de aguas y aguas residuales establecidos por 

la Asociación Americana de Salud Pública (APHA), se incluyen tres determinaciones para la 

matriz acuosa (Método No. 5560, ácidos orgánicos y volátiles): destilación, cromatografía en 

columna y cromatografía de partición gas-líquido [10]. Entre estas, la destilación y la GC son las 

técnicas más usadas para cuantificar AGV en agua [96]. Recientemente, se han descrito métodos 

para la determinación automatizada de AGV con detección fluorimétrica, gracias a una 

derivatización cromogénica de los ácidos [106,107], así como métodos automatizados con IAD y 

microextracción líquida, mediante un análisis por GC-FID [108,109]. 

 

4.2. Resumen y discusión 

En este capítulo se presenta un sistema automatizado para la extracción y preconcentración de 

seis ácidos grasos volátiles (ácido acético, ácido propiónico, ácido isobutírico, ácido butírico, 

ácido isovalérico y ácido valérico) en muestras de reactores anaerobios y de agua residual. 

Para el tratamiento de la muestra se ha desarrollado un sistema en flujo basado en la técnica 

de microextracción líquido-líquido dispersiva con agitación magnética asistida en jeringa (in-

syringe-MSA-DLLME). Esta técnica se seleccionó debido a que posibilita una mezcla eficiente 

y homogénea del disolvente extractante con la muestra. Si bien se sabe que los métodos basados 

en DLLME son usados principalmente para preconcentrar analitos que están en concentraciones 

muy bajas (ng L-1 y µg L-1), el método propuesto en este trabajo usa estratégicamente esta técnica 

con los objetivos de: a) transferir los analitos a una fase orgánica para reducir las interferencias 

de la matriz, b) evitar los problemas ocasionados por la IAD, y c) aprovechar las ventajas que 

ofrece la DLLME en términos ambientales y económicos, dado que se reduce el consumo de 

muestra y de disolvente orgánico (a escala de microlitros) con respecto a los métodos tradicionales 

de LLE.   
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En la configuración empleada para la automatización de la DLLME se ha incluido: una bureta 

automática, un dispositivo de agitación magnética, una válvula multiposición, una válvula 

solenoide y un muestreador automático. El método propuesto realiza de forma totalmente 

automatizada la toma de muestra, la extracción de los analitos, la deposición de la gota orgánica 

en viales y la limpieza del sistema. El tiempo total del procedimiento fue de 7 min, permitiendo 

tratar hasta 8 muestras por hora. Después del tratamiento, el extracto obtenido fue inyectado en 

un GC-FID para la cuantificación de los analitos. Para una separación adecuada de los ácidos 

grasos se utilizó una columna (DB-FFAP). El tiempo total de análisis fue de 11,5 min. 

En este estudio se compararon algunos de los disolventes extractantes más empleados en la 

literatura para la extracción de AGV (DCM, MTBE y carbonato de dimetilo (CDM)), 

seleccionando finalmente MTBE, el disolvente más ecológico entre los estudiados. Se evaluaron 

también algunos dispersantes, aunque, finalmente, no se usó ninguno. Las razones están 

detalladas en la publicación. La dispersión, utilizando solamente la fuerza de la agitación, y el 

hecho de no usar un segundo disolvente (dispersante) hacen de éste un método más verde y 

económico. 

Posteriormente, se llevó a cabo una optimización multivariante de las variables que afectan 

la extracción: volumen del extractante, tiempo de agitación, pH y concentración salina (NaCl). 

De los resultados, cabe destacar el efecto positivo de añadir sal a la muestra. Con el método 

optimizado se obtuvieron límites de detección (LDs) entre 0,1 y 1,3 mg L-1 y una alta precisión 

(desviaciones estándar relativas (RSDs) entre 0,7 y 7 %).  

El método se aplicó con éxito a muestras de sobrenadante (fase líquida superior) de dos 

procesos anaerobios (un digestor anaerobio y un reactor de fermentación) y a muestras de agua 

residual de la entrada y salida de la EDAR de Palma (Mallorca, España). El método propuesto 

demostró ser apto para medir las concentraciones típicas de un biodigestor, y se puede adaptar 

para detectar concentraciones más altas o más bajas que el intervalo de determinación fijado 

(desde el LD hasta 1 g L-1). De esta manera, se pueden cuantificar las altas concentraciones de un 

reactor productor de AGV (en escala de mg L-1), como el analizado en esta tesis, así como usarse 

para medir concentraciones bajas, usuales en aguas superficiales y lixiviados [105].  

El método propuesto se comparó con otros métodos manuales y con el método de destilación 

indicado por la APHA. Con respecto a los primeros, el método desarrollado presenta las ventajas 

de la automatización de la DLLME, destacando esencialmente su precisión, rapidez y bajo 

consumo de disolvente. En relación al segundo, se ha demostrado, mediante diferentes modelos 

estadísticos, que no existe una diferencia significativa entre los resultados obtenidos por ambas 

metodologías.  
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Por último, al comparar el método propuesto con los métodos de automatización previamente 

mencionados [106–109], se ha encontrado que estos tienen una menor sensibilidad y/o inyectan 

la muestra directamente o una mezcla del disolvente orgánico con la muestra, sin separar las fases. 

Como ya se ha mencionado antes, la inyección directa de muestra puede tener efectos 

perjudiciales, especialmente, cuando se inyectan muestras con matrices tan complejas, como las 

analizadas en esta tesis. De esta manera, el método propuesto resulta más benéfico ya que obtiene 

un extracto limpio que protege el equipo. Cabe destacar que este es el primer método 

automatizado donde se lleva a cabo, conjuntamente, la extracción con la preconcentración de los 

AGV antes del análisis por GC. 

 

4.3. Artículo original 

A continuación, se adjunta el artículo original: “Automated method for volatile fatty acids 

determination in anaerobic processes using in-syringe magnetic stirring assisted dispersive liquid-

liquid microextraction and gas chromatography with flame ionization detector” de M.A. Vargas-

Muñoz, Víctor Cerdà, L.S. Cadavid-Rodríguez y Edwin Palacio, así como su material 

suplementario, publicado en Journal of Chromatography A 1643 (2021) 462034.  

 

Enlace electrónico: https://doi.org/10.1016/j.chroma.2021.462034 

 

 

 

 

 

https://doi.org/10.1016/j.chroma.2021.462034


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 5 

Desarrollo de un sistema 

automatizado de microextracción 

líquido-líquido dispersiva en jeringa y 

un método GC-MS sin derivatización 

para la determinación de ácidos 

grasos de cadena larga en digestores 

anaerobios y aguas residuales de 

almazara 

 



Capítulo 5. Ácidos grasos de cadena larga 

65 

 

5.1. Introducción  

5.1.1. Generalidades de los ácidos grasos de cadena larga 

A diferencia de los AGV, los ácidos grasos de cadena larga (AGCL) contienen largas cadenas 

hidrocarbonadas (C14-C20) unidas al grupo ácido carboxílico. Los AGCL se denominan grasas y 

pueden ser saturadas o insaturadas. Ejemplos de ellos son los ácidos: mirístico (C14:0), palmítico 

(C16:0), esteárico (C18:0), oleico (C18:1) y linoleico (C18:2) [6]. En la Tabla 5.1 se resumen algunas 

características de los AGCL estudiados en esta tesis. 

Los AGCL provienen de los afluentes ricos en grasas y aceites, como las aguas residuales de 

las industrias lácteas, petroquímicas, mataderos, pescaderías, cocinas o de las industrias 

alimentarias productoras de aceites y aceitunas (almazaras) [6,110]. Estos lípidos representan un 

serio problema para las EDARs, porque forman agregados insolubles que flotan sobre el agua 

residual, interfiriendo con la biodegradación y con las operaciones unitarias de los tratamientos 

de la planta [6].  

 

Tabla 5.1. Características generales de los AGCL estudiados. 

*  En agua a 20ºC                                                   [111–115] 

 

En el proceso de DA, los AGCL se forman gracias a la hidrólisis de las grasas y se 

transforman en el ácido acético e hidrógeno que produce biogás [116]. Las aguas ricas en lípidos 

tienen un alto potencial de metano, pero pueden conllevar una acumulación de AGCL inhibiendo 

la metanogénesis. Esto se debe a que la adsorción de los AGCL en la pared celular y la membrana 

interrumpe el transporte metabólico de los microorganismos anaerobios [6,7]. Generalmente, 

concentraciones de AGCL totales superiores a 400 mg L-1 conducen a la falla del digestor [117]. 

Nombre 

común 
Acrónimo 

Fórmula 

empírica 

PM 

(g 

mol-1) 

Densidad 

(g mL-1) 

Punto de 

ebullición 

(°C) 

Solubilidad 

(g L-1) * 

 

pKa 

 

 

 

Mirístico C14:0 C14H28O2 228,38 0,862 326 20 8,1 - 

8,2 

 

Palmítico C16:0 C16H32O2 256,43 0,853 351 7 8,6 - 

8,8 

 

Esteárico C18:0 C18H36O2 284,50 0,941 361 3 10,15 

 

Oleico C18:1 C18H34O2 282,47 0,895 360 Insoluble 9,85 

 

Linoleico C18:2 C18H32O2 280,45 0,900 230 Insoluble 9,24 
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De manera específica, concentraciones de ácido linoleico, oleico y palmítico superiores a 30, 50-

75 y 1000 mg L-1, respectivamente, son citadas como inhibitorias [118].  

 

5.1.2. Antecedentes en el análisis de AGCL 

Se han desarrollado varios métodos para la extracción y análisis de AGCL en muestras de agua. 

La preparación de la muestra involucra comúnmente el uso de la LLE y la SPE, para aislar los 

ácidos grasos de las muestras acuosas [119]. En el caso de la LLE, se ha descrito el uso de 

disolventes orgánicos como cloroformo (CF), metanol o una mezcla de ambos. Otros métodos 

incluyen una mezcla de hexano (Hx) y MTBE como alternativas al CF y DCM dadas sus 

propiedades cancerígenas [120]. Para la preparación de la muestra mediante SPE, se utiliza 

principalmente la resina C18 como adsorbente. Además, se han empleado técnicas miniaturizadas 

como la SPME y la LPME, y otras como la DLLME [121]. 

Al igual que para los AGV, las técnicas de separación más utilizadas en el caso de los AGCL 

incluyen GC, HPLC, IC y CE [122]. Los métodos basados en HPLC a menudo requieren fases 

móviles costosas y largos tiempos para equilibrar la columna [123,124]. Por ello, entre las 

técnicas de separación existentes, la GC es la comúnmente elegida debido a su rapidez y alta 

resolución. En cuanto a la detección, entre GC-MS y GC-FID, debido a una mayor sensibilidad y 

una más eficiente identificación de los correspondientes isómeros, la GC-MS es la opción 

preferida para el análisis de AGCL [119,124]. 

Con el fin de aumentar la volatilidad y disminuir la polaridad de los ácidos grasos para el 

análisis por GC, la mayoría de los métodos reportados requieren de la derivatización de los 

AGCL, mediante la formación de ésteres metílicos de ácidos grasos (FAME). No obstante, este 

paso de metilación requiere a menudo largos tiempos de reacción (de 1 a 16 h) y el uso de 

reactivos derivatizantes peligrosos [125]. Frente a esto, la aparición de las columnas FFAP, que 

también se usan para AGV, ha permitido la separación de AGCL no derivatizados con una 

resolución adecuada [123].   

En cuanto a los métodos estándar de la APHA, los AGCL no se determinan individualmente, 

sino que se cuantifican dentro de una cantidad total de grasa y aceite. Para la extracción se 

recomienda una mezcla de 80% de Hx y 20% de MTBE. En el método 5520 (grasas y aceites) se 

presentan tres métodos para el análisis de muestras líquidas: el método gravimétrico de partición, 

el método infrarrojo de partición y el método Soxhlet [10].  
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5.2. Resumen y discusión 

En este capítulo se presenta el desarrollo de un sistema automatizado in-syringe-MSA-DLLME 

para la extracción y preconcentración de cinco ácidos grasos de cadena larga (ácido mirístico, 

ácido palmítico, ácido esteárico, ácido oleico y ácido linoleico) en muestras de reactores 

anaerobios y de agua residual industrial.  

El método aquí propuesto es similar al descrito en el capítulo anterior para la determinación 

de AGV, pero adaptado específicamente a los analitos objetivo de este capítulo. Este método 

también propone un sistema en flujo alternativo y usa GC-MS como instrumento de análisis para 

obtener una mejor sensibilidad y selectividad. 

La configuración utilizada para la automatización incluye: un módulo multijeringa, un 

dispositivo de agitación magnética, un módulo de válvulas y un muestreador automático. En este 

caso se emplea una válvula de inyección en lugar de una válvula solenoide y con una segunda 

jeringa se propulsa el aire necesario para la inyección de la gota orgánica a los viales. El tiempo 

total del procedimiento fue de 10 min, permitiendo tratar hasta 6 muestras por hora. Tras el 

tratamiento, el extracto se inyectó en un GC-MS para la determinación de los analitos y se utilizó 

la misma columna DB-FFAP, empleada previamente para los AGV. El tiempo total de análisis 

fue de 13,3 min, logrando separar los ácidos grasos en menos de 9 min.  

Como se puede observar en las Tablas 4.1 y 5.1, los AGCL tienen características diferentes a 

los AGV. Se destaca principalmente que los AGCL son poco o nada solubles en agua, a diferencia 

de los AGV. Dado que la solubilidad afecta directamente a las condiciones de extracción, la 

optimización de parámetros cambia y, por lo tanto, los factores de interés requieren ser estudiados 

en detalle.  

Se estudiaron tres alcoholes (metanol, etanol e isopropanol) y sus porcentajes de mezcla con 

agua para encontrar un medio de disolución óptimo para analizar los AGCL en fase acuosa. A su 

vez, se evaluaron los cuatro disolventes extractantes más utilizados en la literatura para la 

extracción de este tipo de analitos (DCM, CF, Hx y Hx: MTBE (1:1)). Finalmente, se eligió una 

mezcla de etanol-agua (50% v/v) para disolver los analitos que también funcionó implícitamente 

como dispersante en la DLLME. Como extractante se seleccionó el hexano, un disolvente no 

carcinogénico [126] que, además, permitía una buena separación de las fases después de la 

agitación. También se optimizó cuidadosamente el pH a través de un análisis univariante.   

Para el resto de variables que afectan la extracción: volumen del extractante, tiempo de 

agitación y concentración salina (NaCl)), se llevó a cabo una optimización multivariante. Los 
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resultados indicaron que agregar sal afecta negativamente la extracción de los AGCL, lo que 

supone una diferencia respecto a lo encontrado para los AGV en el anterior capítulo.  

Las figuras de mérito del método propuesto mostraron LDs entre 0,01 y 0,05 mg L-1, 

precisiones satisfactorias (RSDs entre 3,3 y 8 %) y una alta recuperación de la extracción (ER %) 

de los ácidos grasos menos polares (ácidos esteárico, oleico y linoleico). De hecho, para los 

AGCL se obtuvieron valores de ER mayores a los obtenidos para los AGV, lo que posiblemente 

es debido al efecto positivo del dispersante.  

El método se aplicó exitosamente a muestras de sobrenadante de dos procesos anaerobios (un 

digestor anaerobio y un reactor de fermentación) y a muestras de agua residual de almazara 

procedentes del proceso de centrifugación y decantación de una industria productora de aceite de 

oliva (Mallorca, España). Las concentraciones de AGCL encontradas en todas las muestras 

sirvieron para describir el comportamiento inhibitorio de estas sustancias.  

El método de automatización descrito en este trabajo es el primero desarrollado para la 

extracción y preconcentración de AGCL. La metodología propuesta tiene el beneficio adicional 

de no incluir un paso de derivatización, gracias al procedimiento utilizado para la DLLME y al 

uso de una columna resistente a altas temperaturas. El trabajo desarrollado para AGCL presenta 

también ventajas similares al método descrito para AGV. Es simple, rápido, preciso, económico 

y amigable con el ambiente, dado que: reduce el consumo de disolvente extractante, evita el 

consumo de reactivos de derivatización perjudiciales para la salud y el medio ambiente, y emplea 

cortos tiempos para el tratamiento de muestra y el análisis cromatográfico.  

 

5.3. Artículo original 

A continuación, se adjunta el artículo original (paper in forefront): “Determination of long-chain 

fatty acids in anaerobic digester supernatant and olive mil wastewater exploiting an in-syringe 

dispersive liquid-liquid microextraction and derivatization-free GC-MS method” de M.A. 

Vargas-Muñoz, Víctor Cerdà, Gemma Turnes Palomino y Edwin Palacio, así como su material 

suplementario, publicado en Analytical and Bioanalytical Chemistry 413 (2021) 3833-3845.  

 

Enlace electrónico: https://link.springer.com/article/10.1007/s00216-021-03338-z

https://link.springer.com/article/10.1007/s00216-021-03338-z
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6.1. Introducción 

6.1.1. Generalidades del amoniaco  

El amoniaco (NH3) se produce por la biodegradación de la materia orgánica que contiene 

nitrógeno dentro de su composición (p.ej. urea y proteínas) [7]. Normalmente, se encuentra a 

bajas concentraciones en la naturaleza, pero las descargas de aguas residuales domésticas, 

industriales y agrícolas contribuyen a un aumento de las concentraciones en el medio ambiente 

[127]. El amoniaco es un gas maloliente, incoloro, corrosivo y tóxico para la salud humana [128]. 

Cantidades abundantes de este nutriente (eutrofización) también conducen a la proliferación de 

algas, lo que conlleva a una disminución del oxígeno, con efectos tóxicos sobre los organismos 

acuáticos [127].  

En lo que se refiere a la DA, el amoniaco es un nutriente importante para el crecimiento de 

los microorganismos. No obstante, a altas concentraciones puede actuar como inhibidor del 

tratamiento biológico. Durante la fermentación de los materiales ricos en nitrógeno, el nitrógeno 

amoniacal se libera principalmente en su forma ionizada (amonio, NH4
+). Sin embargo, un 

aumento del pH del medio acuoso que sobrepase su pKa de 9,3, conduce a una forma no ionizada 

más tóxica (NH3). Es importante tener en cuenta que la concentración de amoniaco que puede 

inhibir el proceso varía dependiendo de si los microorganismos han sido previamente adaptados 

a la presencia de amoniaco. Los procesos que se han adaptado al amoniaco pueden inhibirse a 

concentraciones de 800 mg L-1, mientras que los procesos no adaptados pueden verse ya afectados 

a concentraciones de entre 100 y 150 mg L-1 [6]. 

Son varios los mecanismos descritos para la inhibición por el amoniaco. Mientras el amonio 

ionizado inhibe exclusivamente la síntesis enzimática; el amoniaco, siendo más hidrofóbico que 

el amonio, es más tóxico porque se difunde fácilmente a través de la membrana. Dentro de la 

célula, el amoniaco se transforma en amonio, mediante captación de protones. Esto provoca un 

desequilibrio de los protones y como consecuencia de ello, ocurre un cambio en el pH intracelular. 

La necesidad de equilibrar este gasto de protones aumenta el consumo de potasio por parte de la 

célula, es decir, aumenta el requerimiento energético y se origina una deficiencia de potasio [6,7].  
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6.1.2. Antecedentes en el análisis de amoniaco 

Entre los métodos más utilizados para la determinación de nitrógeno amoniacal se encuentran los 

métodos espectrofotométricos (o colorimétricos), fluorimétricos y electroquímicos. 

Los métodos espectrofotométricos más comúnmente utilizados son los propuestos por 

Nessler y Berthelot. El método de Nessler es más sencillo que el método de Berthelot, ya que usa 

un solo reactivo y no se requiere calentamiento. Sin embargo, el reactivo de Nessler (basado en 

mercurio) es tóxico y el método tiene interferencias por calcio, magnesio y otros iones. Por su 

parte, el método de Berthelot requiere de un catalizador (nitroprusiato) y temperaturas de reacción 

de 60 ºC. Además, usa reactivos tóxicos (fenol alcalino e hipoclorito), que se han intentado 

reemplazar después por 1-naftol y dicloroisocianurato de sodio. Estos métodos se han 

automatizado mediante técnicas de análisis en flujo [129]. 

Otros métodos se basan en la determinación fluorimétrica del amoniaco, entre los que destaca 

el método basado en el uso de orto-ftaldialdehído (OPA) [129], orientado, principalmente, a la 

detección de amonio a niveles trazas en aguas naturales [127]. También se han reportado métodos 

electroquímicos, entre los que se incluyen los métodos conductímetros, potenciométricos, 

voltamétricos y amperométricos. En cuanto a los métodos de separación, se citan la IC y la CE 

[129].  

Para eliminar las interferencias por parte de la matriz de las muestras, se han propuesto 

métodos basados en la difusión gaseosa (DG) y la pervaporación (PV). Su principio general 

consiste en la conversión de amonio en amoniaco en condiciones alcalinas y la posterior difusión 

del gas a través de una membrana hidrofóbica (típicamente cinta para tuberías de teflón (PTFE)) 

hacía una solución aceptora (reactivo de Nessler, de Berthelot, o con un indicador ácido-base 

(p.ej. azul de bromotimol – BTB, Figura 6.1)) [129]. La PV se diferencia de la DG por la presencia 

de un espacio de aire de volumen constante entre la muestra y la membrana. En esta técnica, no 

se necesita pretratar la muestra (filtrar o centrifugar) y se combina la evaporación con la difusión 

del gas a través de una membrana permeable, que separa el gas volátil de otras sustancias volátiles 

no permeables. También, se evita el deterioro de la membrana, ya que esta no entra en contacto 

con la muestra, evitando la obstrucción de los poros por sustancias orgánicas, salinas, 

tensioactivas o con partículas [127,129,130]. Ambas metodologías se han usado ampliamente en 

métodos de análisis en flujo, principalmente en las técnicas FIA y SIA, siendo la 

espectrofotometría, fluorimetría y conductimetría algunas de las técnicas más usadas para la 

detección [129,131]. En la literatura se reportan algunos de estos métodos para la determinación 

de amoniaco en aguas residuales [132–134]. En cuanto a los métodos in-situ, se han reportado 

varios basados en sensores de papel impregnados con indicadores (3-nitrofenol y BTB) [135], el 
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reactivo de Nessler [136], el reactivo de Berthelot [137], y una sustancia natural extraída de una 

flor [138]. 

Los métodos estándar APHA para la determinación de nitrógeno amoniacal (No. 4500-NH3) 

incluyen el método titulación, los métodos de electrodo selectivo de amoniaco, el método de 

fenato y dos versiones automatizadas de este último. Todos estos métodos a excepción de la 

titulación pueden usarse con o sin destilación de la muestra [10].   

 

 

 
 

Figura 6.1. Mecanismo de reacción del indicador BTB en la detección de amoniaco. El cambio de color 

de BTB de amarillo a verde y/o azul ocurre con la protonación de amoníaco y la desprotonación de las 

moléculas de colorante en su intervalo de transición (pH 6.0–7.6) [139]. 

 

 

6.1.3. Generalidades del sulfuro 

El sulfuro en forma de ácido hidrosulfúrico o sulfuro de hidrógeno (H2S) es generalmente 

conocido por su olor característico a huevos podridos. Es un gas incoloro, explosivo, inflamable 

y corrosivo. Tiene una solubilidad moderada en el agua y es un ácido débil con dos constantes de 

disociación. La primera reacción del sulfuro de hidrogeno (H2S ⇆ H+ + HS-) ocurre a un pKa 7,04 

y se produce el ion de sulfuro de hidrógeno (HS-), mientras que la segunda reacción (HS- ⇆ H+ + 

S-2) tiene lugar a pKa 11,89 y produce ion sulfuro (S-2). En medios acuosos en condiciones 

químicas no alteradas y con un pH cercano a la neutralidad, prevalecen disueltos el HS-, y la 

cantidad de S-2 es insignificante [140].  

El sulfuro de hidrógeno se genera naturalmente a partir de diversas fuentes (volcanes, 

manantiales, pantanos, petróleo, agua estancada, agua natural, etc.) y hace parte del ciclo 

biogeoquímico del azufre y de los metales pesados. En ambientes anóxicos, el sulfato se reduce 
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a sulfuro de hidrógeno y se forman sales insolubles de sulfuros metálicos. El sulfuro de hidrógeno 

también proviene de fuentes antropogénicas, originándose a partir de la descomposición de la 

materia orgánica presente en las aguas residuales de los alcantarillados municipales y de las 

EDARs. Se incluyen los efluentes de refinerías petroquímicas, curtiembres, granjas, las industrias 

del papel y de alimentos [140,141]. En las EDARs, el sulfuro de hidrógeno se asocia con la 

corrosión de las tuberías de metal y con un olor nauseabundo [142]. Además, una exposición 

prolongada a este gas tiene efectos neurotóxicos en humanos y animales [141]. La Comisión 

Europea ha establecido valores límites de 5 mg L-1 de H2S para un turno de trabajo de 8 h, mientras 

para un período de corta duración se ha fijado en 10 mg L-1 de H2S [143].  

En el tratamiento anaeróbico de las aguas residuales, el sulfuro de hidrógeno se origina a 

partir de la reducción de las aguas residuales que contienen sulfato, gracias a la acción de las 

bacterias sulfato-reductoras (BSR). Existen dos tipos de inhibición por sulfuro: la inhibición 

primaria, debida a la competencia por los sustratos (acetato, carbono e hidrógeno) entre las BSR 

y las arqueas metanogénicas, y la inhibición secundaria, debida a la toxicidad generada por los 

sulfuros solubles sobre la función celular de las arqueas metanogénicas y de las mismas BSR. 

Ambos tipos de inhibición desencadenan una disminución en la producción de metano y afectan 

la eficiencia del tratamiento del agua residual. En la literatura se describen concentraciones 

inhibitorias desde los 100 a los 800 mg L-1 de sulfuro disuelto, y de 50 mg L-1 de H2S en el caso 

de microorganismos metanogénicos no aclimatados [6,7].   

 

6.1.4. Antecedentes en el análisis de sulfuro 

La determinación de sulfuro incluye técnicas analíticas como la espectroscopía, la electroquímica, 

la cromatografía y combinaciones de las mismas.  

La espectroscopía es la técnica más usada para la determinación de sulfuro y el método más 

común es la prueba de azul de metileno (reacción de Fisher), un método que, a pesar de ser 

antiguo, sigue siendo muy simple y selectivo. La reacción colorimétrica de Fisher (Figura 6.2) 

involucra la reacción del sulfuro con N,N-dimetil-p-fenilendiamina (DMPD) en presencia de 

iones de hierro (cloruro de hierro) como agente oxidante. La reacción produce un color azul 

característico, que corresponde a la formación del colorante tiazina heterocíclico, más conocido 

como azul de metileno (MB). La intensidad del color final es medida a 660-670 nm por 

espectrofotometría y es directamente proporcional a la cantidad de sulfuro en la muestra original.  

 

 



Capítulo 6. Amoniaco y sulfuro 

75 

 

 
Figura 6.2. Reacción colorimétrica de Fisher [144]. 

 

Entre las técnicas electroquímicas, destacan las potenciométricas, galvánicas y 

amperométricas. Estas técnicas tienen una amplia aplicabilidad en la detección portable del 

sulfuro y son especialmente útiles para analizar muestras coloreadas. Sin embargo, tienen como 

limitantes: los largos tiempos de respuesta, la contaminación del electrodo, el taponamiento de 

las membranas y, las interferencias con tioles y otros aniones de azufre.  

En comparación con las anteriores técnicas, la cromatografía (GC y HPLC), en conjunto con 

la detección conductimétrica, fotométrica y fluorimétrica, ofrece ventajas significativas al 

permitir separar el sulfuro de los interferentes. Sin embargo, son técnicas que requieren de una 

instrumentación más robusta [145].  

En la automatización del análisis de sulfuro a través de sistemas de análisis en flujo destacan 

los sistemas SIA, FIA y MSFIA, en combinación con sistemas de detección espectrofotométricos, 

espectroscópicos y electroquímicos. La volatilidad del sulfuro también se ha aprovechado para 

usar separadores gas-líquido basados en membranas (DG, PV y diálisis), mediante la acidificación 

de la solución de la muestra que genera H2S [146], también en la determinación de sulfuro en 

aguas residuales [147–149]. Además, el concepto de DG se ha extendido a la fabricación de 

sensores de papel para la determinación de sulfuro en muestras de agua. Las metodologías 

incluyen el uso de papeles impregnados principalmente con los reactivos del método del azul de 

metileno [137,144] y sales metálicas [150,151].  

En cuanto a los métodos estándar APHA para la determinación de sulfuro, el método 4500-

S2- abarca dos tipos de ensayos. Por un lado, métodos cualitativos que incluyen la prueba de 

antimonio, el electrodo de plata-sulfuro de plata y, las pruebas del papel de acetato de plomo y 

lámina de plata. Y, por otro lado, métodos cuantitativos como el método azul de metileno, un 

método automatizado de la prueba anterior (junto con una diálisis gaseosa), el método 

yodométrico, el método del electrodo del ion selectivo y un método de destilación [10].  
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6.2. Resumen y discusión 

En este capítulo se presenta un método basado en sensores de papel y un sistema colorimétrico 

portable impreso en 3D para la determinación de amoniaco y sulfuro en digestores anaerobios y 

aguas residuales. 

El método propuesto incluye dos partes: a) un sistema de preparación de muestra, que usa 

una microplaca de 96 pocillos y sensores de papel, y b) un sistema para la detección colorimétrica, 

que emplea un teléfono inteligente y una caja impresa en 3D. El procedimiento se basa en la PV 

y DG de amoniaco y sulfuro sobre sensores de papel impregnados con reactivos específicos para 

cada analito (indicador BTB o reactivos del método de azul de metileno). Como barrera 

hidrofóbica, se han puesto cintas de PTFE entre las muestras y las tiras de papel sensor. 

Dependiendo del compuesto, para la generación del gas se ha usado una solución alcalina 

(hidróxido de sodio - NaOH) o una solución ácida (ácido clorhídrico - HCl).  

La caja de luz para fotografía se empleó para mantener fijas las condiciones de iluminación 

y la posición de la microplaca. La caja se diseñó con el programa Rhinoceros y se imprimió 

utilizando la técnica de FDM. Para la iluminación se usaron placas de luz LED alimentadas por 

una pequeña batería portátil. Las fotos que se capturaron, a los 5 min para amoniaco y a los 30 

min para sulfuro, fueron analizadas de manera rápida y autónoma a través de una macro 

programada en ImageJ. 

Se llevó a cabo una optimización de los parámetros que afectan la sensibilidad y la precisión 

analítica. Primero, se estudiaron los parámetros operacionales de la caja de luz: distancia entre el 

teléfono inteligente y la microplaca, y la intensidad y posición de la luz. Los resultados han 

mostrado que la colocación de placas LED en todas las caras laterales de la caja permite una 

distribución uniforme de la luz en la captura de las imágenes.  

Posteriormente, se estudiaron los parámetros que afectan la determinación de los analitos: 

concentración del indicador, volumen de muestra, tiempo para la detección, y volumen y 

concentración de las soluciones de NaOH y HCl. También, se estudió la estabilidad de los 

sensores de papel en función del tiempo. Los resultados obtenidos para el amoniaco indicaron 

que una alta concentración de BTB mejora su sensibilidad. Mientras que, para el sulfuro, la 

optimización del porcentaje de DMPD fue clave para obtener una alta sensibilidad y una buena 

linealidad.  

Con el método optimizado se obtuvieron LDs de 1,3 mg L-1 y 1,7 mg L-1 para amoniaco y 

sulfuro, respectivamente. Las precisiones (RSDs) obtenidas al analizar múltiples dispositivos 

(microplacas con sensores de papel) fueron menores al 8 %.  
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El método se aplicó satisfactoriamente a muestras procedentes de distintos puntos de la 

EDAR de Calvià (Mallorca, España): sobrenadante del digestor anaerobio y agua residual de 

entrada y de salida. Las concentraciones de amoniaco detectadas permitieron describir el 

comportamiento típico de esta sustancia en una depuradora. Los resultados del análisis de 

muestras se compararon con los obtenidos por los métodos estándar, y adicionalmente, las 

muestras se enriquecieron con concentraciones de analito conocidas para validar la exactitud de 

la metodología propuesta.  

El método propuesto, basado en la pervaporación y difusión gaseosa, ha demostrado ser 

especialmente interesante para su aplicación en el análisis de muestras coloreadas y con 

partículas. Así mismo, la separación de los sensores en la microplaca favorece el análisis 

multimuestra y multiparámetrico. Como ventajas adicionales cabe destacar el bajo consumo de 

reactivos y muestras, la portabilidad del sistema, una preparación simple del sistema sensor y la 

rapidez del análisis RGB de las imágenes digitales. 

 

6.3. Artículo original 

A continuación, se adjunta el artículo original: “Paper sensor-based method using a portable 3D-

printed platform and smartphone-assisted colorimetric detection for ammonia and sulfide 

monitoring in anaerobic digesters and wastewater” de M.A. Vargas-Muñoz, Julián Morales, 

Víctor Cerdà, Laura Ferrer y Edwin Palacio, así como su material suplementario, publicado en 

Microchemical Journal 188 (2023) 108469.  

 

Enlace electrónico: https://doi.org/10.1016/j.microc.2023.108469 
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CAPÍTULO 7 

Desarrollo de un método de 

extracción en fase sólida y un sistema 

espectrofotométrico portable impreso 

en 3D para la preconcentración y 

análisis de hierro en diferentes tipos 

de muestras de agua  
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7.1. Introducción  

7.1.1. Generalidades del hierro 

El hierro (Fe) es el metal de transición más abundante en la Tierra y es un nutriente esencial para 

el crecimiento y desarrollo de los organismos vivos. Este metal juega un papel importante en el 

transporte de electrones y, por lo tanto, en los procesos metabólicos. El hierro posee dos estados 

de oxidación que dependen de las condiciones de oxígeno. Se puede encontrar en su forma 

elemental, mineral e iónica. Dependiendo de las condiciones de oxígeno, el hierro está en estado 

férrico (Fe (III)) en ambientes óxicos y en estado ferroso (Fe (II)) en ambientes anóxicos [152].  

Debido al abundante uso de este metal en la industria, la contaminación de las aguas por 

hierro es importante. Se ha reportado que un arrastre de lixiviados en el mayor vertedero de 

Mallorca (España) llegó a contaminar acuíferos cercanos con metales pesados, siendo el hierro el 

metal más encontrado en los pozos de agua subterránea durante cinco años (2015-2019) [153]. 

Se conoce que este metal puede afectar las propiedades organolépticas del agua. Además, la 

ingestión de altos niveles de hierro puede aumentar el riesgo de padecer cáncer, artritis, diabetes, 

enfermedades cardiacas, endocrinas y hepáticas. En consecuencia, la Comisión Europa ha fijado 

un nivel máximo de este contaminante en 200 µg L-1 para aguas destinadas al consumo humano 

[154]. 

El hierro también se encuentra en cantidades considerables en las aguas residuales 

(procedente de la industria metalúrgica, la minería, la fabricación de vidrio y cerámica, etc.). Se 

ha informado que la concentración promedio en una EDAR está en más de 100 mg L-1, mientras 

en el efluente de una planta se pueden encontrar hasta 2 mg L-1 [152]. A diferencia de las otras 

sustancias tóxicas evaluadas en esta tesis, el hierro no es biodegradable y tiende a acumularse en 

concentraciones potencialmente tóxicas en los tratamientos biológicos [6]. Si bien, el hierro tiene 

un importante papel nutricional en los microorganismos, en cantidades excesivas (> 20 mg L-1) 

puede conllevar a la falla del digestor. La presencia de hierro puede producir estrés oxidativo y 

alterar la síntesis metabólica de los procesos bioquímicos de la DA. También se ha descrito la 

competencia por los sustratos entre las bacterias reductoras de hierro (BRH) y los metanógenos 

[152].  

 

7.1.2. Antecedentes en el análisis de hierro 

El hierro y otros metales se pueden determinar mediante técnicas basadas en la espectrometría 

como: la espectrometría de absorción atómica de llama (FAAS), espectrometría de absorción 

atómica en horno de grafito (GF-AAS), espectrometría de absorción atómica electrotérmica 
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(ETAAS), espectroscopia de emisión óptica (ICP-OES) o espectrometría de masas (ICP-MS) con 

plasma acoplado inductivamente [155]. Estas dos últimas técnicas son las más usadas debido a su 

alta sensibilidad y análisis rápido [156]. No obstante, a pesar de su buen rendimiento analítico, 

tienen una instrumentación costosa, procedimientos experimentales complejos y requieren de un 

mínimo de infraestructura y personal especializado [157]. 

La espectroscopia UV-Vis se suele utilizar como alternativa a las anteriores técnicas, ya que 

es más sencilla, tiene bajos costos de adquisición y mantenimiento, además de una buena 

frecuencia analítica y alta precisión. Sin embargo, esta técnica carece de la sensibilidad necesaria 

para determinar el hierro a niveles trazas, por lo que es necesario realizar un paso de 

preconcentración de la muestra antes del análisis. Los métodos de preconcentración incluyen la 

LLE, la SPE, la coprecipitación, la quelación de resinas y el intercambio iónico [155,156]. En el 

caso de la SPE se han usado principalmente resinas de intercambio iónico como Dowex y Chelex-

100 [155,158]. 

Entre los métodos espectrofotométricos se destacan los métodos de la fenantrolina y el 

tiocianato. Ambas metodologías están enfocadas a la cuantificación de Fe (II) y Fe (III) a niveles 

trazas, seguida de la determinación de hierro total después de la reducción u oxidación de una de 

las especies. De manera específica, el método de la fenantrolina consiste en la reacción de la 

fenantrolina con el Fe (II) para formar un complejo de color naranja a rojizo (ferroína) que se 

mide a 510 nm (Figura 7.1). El hierro total puede ser determinado mediante la reducción de Fe 

(III) a Fe (II) con hidroxilamina, y la diferencia entre hierro total y Fe (II), permite calcular el Fe 

(III). Para la determinación espectrofotométrica del hierro también se han empleado 

batofenantrolina, ferrocina, piridina y otros reactivos orgánicos acomplejantes de la fenantrolina 

y el tiocianato [10,155]. 

También se ha hecho uso de las técnicas de inyección en flujo para la determinación de 

hierro, siendo la espectrofotometría y la quimioluminiscencia los principales sistemas de 

detección utilizados [155]. Recientemente, se ha publicado un trabajo en el que se hace uso de la 

SPE automatizada mediante un MSFIA para la especiación de hierro, y de un detector 

espectrofotométrico CCD que usa un LED como fuente de luz para su detección [159].  

Otras técnicas menos utilizadas para la determinación de hierro, incluyen la cromatografía, 

la voltamperometría, la electroquímica, la fluorimetría y la quimioluminiscencia [155]. En 

referencia a los métodos estándar de la APHA, se incluyen el método de la fenantrolina (3500-

Fe) y los métodos espectrométricos FAAS (3111B), ICP (3120C) y ETAAS (3113B) [10].  
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Figura 7.1. Formación del complejo de ferroína [160]. 

 

 

 

7.2. Resumen y discusión 

En este capítulo se describe el desarrollo y optimización de un método para analizar hierro en 

campo. El método emplea un sistema espectrofotométrico miniaturizado y un procedimiento 

simple para la extracción y preconcentración de hierro.  

El sistema de detección consta de cuatro partes: a) un pequeño espectrofotómetro CCD, b) 

una fuente de luz LED, c) soportes impresos en 3D para la fuente de luz y la cubeta, y d) un 

ordenador portátil. Tanto el detector como la fuente de luz se alimenta a través de las salidas USB 

del ordenador, haciendo posible un sistema portátil y práctico para ser utilizado en mediciones 

in-situ. 

Se probaron dos espectrofotómetros (USB4000 y STS-VIS), dos LED de 5 mm (emisión de 

luz blanca y verde) y dos cubetas diferentes (una cubeta tradicional y una microcubeta). La luz 

verde monocromática se seleccionó de acuerdo a la longitud de onda de máxima absorbancia del 

analito (510 nm). Para hacer el sistema más económico, se imprimió en 3D una carcasa a medida 

para almacenar el LED y un circuito electrónico, que permitía controlar con precisión la 

intensidad de la luz.  

Para la extracción en fase sólida y la preconcentración del hierro (Fe (III)) se utilizó una 

columna miniatura rellena con resina Chelex-100. El eluato del procedimiento SPE se usó para 

determinar las concentraciones de hierro con el método de la fenantrolina. La determinación del 
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hierro total y de las especies de hierro (Fe (II) y Fe (III)) se llevó a cabo de acuerdo al 

procedimiento descrito en la introducción de este capítulo.  

En la optimización de parámetros, se estudió el pH, el volumen de muestra y el tipo, concentración 

y volumen del eluyente. En condiciones óptimas, se alcanzaron un LD de 5 µg L-1 y precisiones 

(RSDs) inferiores al 10 %. El método se aplicó para el análisis de distintas muestras de agua: agua 

de grifo, agua de mar, agua de pozo, un lixiviado y una muestra del sobrenadante de un 

biodigestor. Las recuperaciones, tras añadir analito a las muestras, variaron en un intervalo entre 

el 95 y el 102 %. Para la validación del método también se analizó un material certificado de agua 

de río y se compararon los resultados de algunas muestras con los obtenidos mediante ICP-OES. 

El método propuesto en este capítulo representa una excelente alternativa para realizar 

determinaciones sensibles de hierro en campo sin la necesidad de usar instrumentos costosos. Si 

bien el método presentado en el anterior capítulo es más económico, el método descrito en éste 

permite una medición más sensible y precisa debido al uso de un espectrofotómetro.  

 

7.3. Artículo original  

A continuación, se adjunta el artículo original: “Field-deployable method for iron analysis using 

a simple preconcentration procedure and a 3D portable spectrophotometric system” de M.A. 

Vargas-Muñoz, Kaewta Danchana, Víctor Cerdà y Edwin Palacio, así como su material 

suplementario, publicado en Microchemical Journal 170 (2021) 106774.  

 

Enlace electrónico: https://doi.org/10.1016/j.microc.2021.106774 
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CAPÍTULO 8 

Desarrollo de un agitador portable 

impreso en 3D con paletas recubiertas 

de una red metal-orgánica para la 

extracción in-situ de compuestos 

fenólicos en biodigestores y aguas 

residuales 
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8.1. Introducción 

8.1.1. Generalidades de los fenoles 

Los fenoles son compuestos orgánicos que contienen al menos un grupo hidroxilo (OH) unido a 

uno o más anillos aromáticos. El miembro más simple de esta categoría es el fenol o 

hidroxibenceno. El resto de compuestos derivados del fenol (compuestos fenólicos) se pueden 

clasificar de acuerdo a factores estructurales, como el número de unidades fenólicas dentro del 

compuesto o los grupos funcionales sustituidos en el anillo bencénico [161]. 

Por una parte, los fenoles se pueden encontrar de forma natural en el ambiente, ya que son 

producto de la descomposición de la materia orgánica en presencia de agua o son producto del 

metabolismo de plantas, animales y otros seres vivos. Por otra parte, proceden de las descargas 

de las actividades industriales, agrícolas, domésticas y municipales, que contribuyen a la 

contaminación del agua [162].  

Actividades industriales como la producción de papel, la destilación de la madera y la 

desinfección de agua, pueden dar como resultado la formación de clorofenoles [161], un grupo 

de sustancias formadas por la adicción de cloro al fenol. Este grupo de compuestos también 

pueden provenir de pesticidas, herbicidas, insecticidas, fungicidas, antisépticos, petroquímicos, 

pinturas, conservantes de la madera, cuero, pegamento y textiles. Se incluyen cinco tipos de 

clorofenoles: los monoclorofenoles (CPs), los diclorofenoles (DCPs), los triclorofenoles (TCPs), 

los tetraclorofenoles (TeCPs) y el pentaclorofenol (PCP) [6]. Otros compuestos fenólicos como 

los nitrofenoles (NPs), se originan por la radiación UV de agua que contiene nitrito y fenol [161]. 

Por su parte, el Bisfenol A o BPA (2,2-bis (4-hidroxifenil) propano) proviene de materiales 

plásticos, policarbonatos y resinas epoxi [161], y en las aguas residuales procede, principalmente, 

de la lixiviación de microplásticos de policloruro de vinilo (PVC) [163]. En medios acuáticos, 

estos compuestos químicos se pueden transformar en subproductos más o menos peligrosos (p.ej. 

la biodegradación de PCP produce 2-CP y 2,4-DCP) [162].  

Los compuestos fenólicos descargados en el medio ambiente suponen un riesgo para todos 

los organismos vivos, ya que tienden a ser persistentes y bioacumulables. En humanos y animales 

tienen efectos tóxicos, causando cáncer y daños hepáticos [161]. Estas sustancias también dan un 

olor y sabor desagradable al agua. Por lo tanto, algunos clorofenoles y nitrofenoles han sido 

catalogados como contaminantes prioritarios por la Agencia de Protección Ambiental de los 

Estados Unidos (USEPA) y por la Unión Europea. La USEPA ha establecido límites permisibles 

de concentración de fenoles en la superficie del agua de 1 µg L-1. Mientras tanto, la UE ha fijado 

un límite permisible de 0,5 mg L-1 en aguas superficiales y 1 mg L-1 para el sistema de 
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alcantarillado [164]. Aunque el BPA no es considerada una sustancia prioritaria, sí ha sido 

incluida en la lista de sustancias candidatas de la REACH (Reglamento de Registro, evaluación, 

autorización y restricción de sustancias químicas) debido a que es un reconocido disruptor 

endocrino, con efectos tóxicos en la reproducción y el desarrollo [165]. 

En los sistemas anaerobios, los fenoles son biodegradables, pero inhiben el proceso 

biológico. Los fenoles al ser hidrofóbicos entran fácilmente en los microorganismos, causando 

distintos efectos tóxicos. Los clorofenoles perturban el gradiente de protones de la membrana y 

la producción de energía de los microorganismos. Los nitrofenoles interfieren en la actividad 

enzimática y en las rutas metabólicas. El BPA provoca la ruptura de la pared celular e inhibe 

enzimas claves. Generalmente, la toxicidad de los fenoles se incrementa con el número de 

carbonos sustituidos y la posición que el grupo cloro o nitro ocupan en el anillo. De esta manera, 

el 4-NP y el PCP son respectivamente el nitrofenol y clorofenol más tóxicos [6,7,166]. Las 

concentraciones inhibitorias para cada compuesto fenólico se detallan en el artículo incluido en 

este capítulo. 

En la siguiente tabla se muestran algunas características químicas de los fenoles estudiados 

en esta tesis. El logaritmo del coeficiente de partición octanol/agua (Log Kow) se puede usar como 

un indicador de hidrofobicidad de los compuestos fenólicos y se correlaciona con la toxicidad de 

estas sustancias inhibidoras.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo 8. Fenoles 

88 

 

 

Tabla 8.1. Características generales de los fenoles estudiados. 

* En agua a 20ºC                                                  [167–169] 

 

Nombre Acrónimo Estructura química 
PM 

(g mol-1) 

Solubilidad 

(g L-1) * 

pKa 

  
 

Log 

Kow 

4-nitrofenol 4-NP 

 

139,11 11,6 7,16  1,91 

2-clorofenol 2-CP 

 

128,56 28 8,56  2,15 

4-clorofenol 4-CP 

 

128,56 27 9,41  2,39 

Bisfenol A BPA 

 

228,29 0.3 9,6  4,04 

2,4-

diclorofenol 

2,4-DCP 

 

163 4,5 7,9  3,06 

2,4,6-

triclorofenol 

2,4,6-TCP 

 

197,45 0,4 6,15  3,69 

Pentaclorofeno

l 

PCP 

 

266,34 0,01 4,7  5,02 
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8.1.2. Antecedentes en el análisis de fenoles 

Las técnicas analíticas comúnmente utilizadas para la separación y determinación de fenoles son 

la cromatografía HPLC y la CE en combinación con la detección UV, electroquímica o MS. La 

LC se realiza generalmente adicionando ácidos o tampones a la fase móvil, con el fin de suprimir 

tanto la ionización de los fenoles como de los silanoles residuales de la fase estacionaria de la 

columna y así, evitar problemas en la retención y separación de los analitos. Igualmente, se ha 

empleado la GC con detección FID, por captura de electrones (ECD) o con MS, aunque en este 

caso, se sugiere un paso de derivatización que disminuya la polaridad de los fenoles y, por lo 

tanto, los picos con colas anchas [170]. También se han reportado métodos espectrofotométricos 

para la determinación de fenoles, pero son menos usados debido a sus problemas de sensibilidad, 

selectividad y lentitud [171].  

Para alcanzar los límites de detección impuestos por los organismos de legislación ambiental 

mencionados anteriormente, suele ser necesario el pretratamiento de las muestras con técnicas de 

extracción/preconcentración. Las técnicas más usadas y, además, recomendadas por la USEPA 

son la GC con LLE y SPE. Mientras tanto, los métodos estándar APHA proponen la GC con LLE 

y detectores como FID, ECD y MS [10,170].  

Entre las dos técnicas de extracción anteriormente mencionadas, existe una tendencia 

creciente a usar más la SPE que la LLE [172,173], ya que el consumo de disolventes orgánicos 

es menor. Los adsorbentes más comunes para SPE incluyen columnas C18, resinas poliméricas 

de poliestireno y cartuchos OASIS (absorbente a base de N-vinilpirrolidano-divinilbenceno) 

[170]. Estas metodologías también se han extendido a su versión miniaturizada con el desarrollo 

de métodos DLLME [174] y SPME [175], aplicados tanto de manera manual como en sistemas 

automatizados [176]. Otra técnica empleada es la extracción por sorción con barra agitadora 

(SBSE), usando como adsorbentes polímeros como el polidimetilsiloxano (PDMS) [177]. 

Finalmente, también se han publicado algunos trabajos sobre el potencial de los MOF para la 

extracción de fenoles [178,179]. 
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8.2. Resumen y discusión 

En este capítulo se propone una plataforma portátil para la extracción in-situ de siete compuestos 

fenólicos (4-NP, 2-CP, 4-CP-2,4-DCP, 2,4,6-TCP, PCP y BPA) en muestras de agua residual y 

de sobrenadante de biodigestores. La plataforma integra un agitador de paletas impreso en 3D 

recubierto con una red metal-orgánica para la extracción y preconcentración de los analitos antes 

de su análisis por HPLC-DAD. El sistema presentado realiza simultáneamente el muestreo y la 

extracción (SPE) de los analitos, evitando el transporte de muestras al laboratorio. 

El sistema propuesto se compone de: a) un dispositivo de agitación, b) un motor eléctrico, c) 

una batería portátil, y d) un recipiente que contiene la muestra. El dispositivo de agitación es un 

agitador que se ha impreso en 3D con la técnica de estereolitografía. El agitador contiene tres 

paletas removibles recubiertas del MOF MIL-100(Fe) y está unido a un motor que es alimentado 

por una batería portátil. Cuando el agitador se sumerge en la muestra, el motor se enciende por 

un tiempo determinado para extraer los fenoles. Posteriormente, las paletas se transportan al 

laboratorio y se realiza la desorción de los analitos. Para la determinación de los fenoles se utilizó 

un HPLC-DAD con una columna C18. El tiempo total de análisis fue de 30 min. 

La caracterización mediante XRD, SEM y adsorción/desorción de N2 demostró la obtención 

de un MOF MIL-100(Fe), de acuerdo con los datos reportados en bibliografía. El MIL-100(Fe) 

obtenido presentaba microporosidad y mesoporosidad, un área superficial de 1455 m2g-1, un 

volumen de poro de 0,7 cm3g-1 y morfología octaédrica.  

Para seleccionar la técnica de inmovilización más adecuada del MOF, se evaluaron las 

técnicas: stick & cure, pos-impresión y una combinación de ambas. Los resultados indicaron que 

la combinación de ambas técnicas permite una mejor extracción debido posiblemente a la mayor 

cantidad de material retenido en las paletas. 

Después, se llevó a cabo la optimización de los procesos de agitación y extracción. En el 

primer caso se estudió la geometría del agitador (diseño axial y radial), la profundidad de 

muestreo y la velocidad de la agitación. En cuanto a la extracción, se optimizó el volumen de 

muestra, el disolvente utilizado para la desorción, el tiempo de desorción y de extracción, el pH 

y la concentración de NaCl (fuerza iónica). También se estudió la reciclabilidad de las piezas y, 

la estabilidad de las paletas muestreadoras en función del tiempo y de la temperatura. 

La extracción favorable de los analitos se atribuyó principalmente a las interacciones 

hidrofóbicas y π–π entre los fenoles y el MOF, así como a una transferencia de masa mejorada 
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asociada con la velocidad de agitación y la forma del agitador. Además, no fue necesario ajustar 

el pH y la fuerza iónica, lo que simplificó el procedimiento de trabajo.  

En condiciones óptimas se obtuvieron LDs entre 0,3 y 1,7 µg L-1 y precisiones (RSDs) entre 

1,2 y 6,8 %. El dispositivo propuesto permitió una eficiente extracción de los contaminantes 

fenólicos (entre 88 y 100 %). El método mostró un buen desempeño en el análisis de muestras 

con matrices complejas (EDAR de Calvià, Mallorca, España), demostrando su potencial 

aplicación para el muestreo in situ o para ser utilizado en el laboratorio como una alternativa a la 

SPE convencional en jeringas, así como de escalarlo para su aplicación al tratamiento del agua.   

La plataforma propuesta permite la integración del muestreo y la extracción de los analitos 

en un solo paso, acortando el tiempo de trabajo del analista, preservando la integridad de la 

muestra y obteniendo resultados representativos. El agitador es económico, fácil de construir y 

de usar. Hasta donde sabemos, este es el primer trabajo en el que se hace uso para SPE de un 

agitador impreso en 3D con las paletas recubiertas con un adsorbente. 

 

8.3. Artículo original 

A continuación, se adjunta el artículo original: “A sampling platform incorporating 3D-printed 

paddles-stirrers coated with metal-organic framework MIL-100(Fe) for in-situ extraction of 

phenolic pollutants in biodigester supernatant and wastewater effluent samples” de M.A. Vargas-

Muñoz, Carlos Palomino Cabello, Gemma Turnes Palomino y Edwin Palacio, así como su 

material suplementario, publicado en Journal of Environmental Chemical Engineering 11(5) 

(2023) 110503. 

Enlace electrónico: https://doi.org/10.1016/j.jece.2023.110503 
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Conclusiones 

En la presente tesis doctoral se han desarrollado nuevos métodos analíticos para la monitorización 

de sustancias inhibitorias de los procesos de tratamiento biológico de agua residual.  

• Con respecto a los trabajos que usan sistemas automatizados presentados en los capítulos 

4 y 5: 

Los métodos basados en técnicas de microextracción en flujo han conseguido la 

automatización del tratamiento de muestra, simplificando la etapa más larga e importante de un 

método analítico. Además, la miniaturización de estos sistemas ha permitido reducir el consumo 

de muestra y de reactivos, lo que ha disminuido el costo por análisis y la generación de residuos, 

resultando en métodos más respetuosos con el ambiente. 

La microextracción líquido-líquido dispersiva (DLLME) en jeringa llevada a cabo en un 

sistema cerrado ha demostrado ser una herramienta útil en la manipulación de analitos y 

disolventes orgánicos volátiles. De esta forma, se ha logrado minimizar la pérdida y la 

contaminación de la muestra, así como aumentar la seguridad laboral y mejorar la 

reproducibilidad de los resultados obtenidos. 

La inclusión de un sistema de agitación magnética asistida (MSA) en la microextracción 

líquido-líquido dispersiva (DLLME) ha mejorado la eficiencia de la mezcla, lo que ha acelerado 

el procedimiento analítico y ha permitido aumentar la frecuencia de análisis. En concreto, el 

método desarrollado para los AGV permite tratar hasta 8 muestras por hora, mientras que el 

método para AGCL permite tratar hasta 6 muestras por hora.  

Se han desarrollado métodos de análisis altamente precisos y selectivos para la 

determinación de AGV y AGCL en muestras de agua residual y de biodigestores. Para la elección 

de los disolventes se han considerado las propiedades de los analitos, y tras la optimización, se 

han obtenido condiciones específicas de extracción para cada grupo de ácidos orgánicos.    

Estas metodologías analíticas presentan ventajas en comparación con otras existentes. Por 

un lado, la determinación de AGCL sin derivatización ha posibilitado un análisis cromatográfico 

rápido y simple. Por otro lado, en el caso de la extracción de AGV, al no requerir un dispersante, 

se ha evitado el consumo de un disolvente adicional y se ha reducido el tiempo de análisis.   

En ambos casos, la extracción ha reducido las interferencias por la matriz de las muestras y 

ha evitado los problemas derivados de la inyección acuosa directa en el cromatógrafo de gases. 
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Adicionalmente, la preconcentración ha permitido alcanzar la sensibilidad necesaria para detectar 

las concentraciones típicas de estos compuestos en las muestras analizadas.  

 

• Con respecto a los trabajos que emplean sistemas portables, presentados en los capítulos 

6, 7 y 8: 

Se han fabricado sensores de papel específicos para la determinación de amoniaco y sulfuro 

en muestras con matrices complejas. La metodología empleada, basada en la pervaporación y 

difusión gaseosa, ha evitado el tratamiento previo de la muestra y el taponamiento de las 

membranas hidrofóbicas y, al mismo tiempo, ha reducido posibles interferencias por la matriz de 

las muestras. Los discos de papel sensor integrados en la microplaca han proporcionado un 

análisis preciso y, por tanto, facilitado el análisis multiparamétrico y multimuestra. Además, se 

ha simplificado el proceso de preparación del sistema sensor, dado que no se requiere dibujar, 

imprimir o laminar la zona de detección. En general, la metodología propuesta reduce la 

generación de residuos líquidos y sólidos, debido a que la microplaca funciona como una 

plataforma reusable y se requieren bajos volúmenes de reactivos y muestra.  

Para la determinación in-situ de los analitos se ha puesto a punto un sistema utilizando un 

teléfono móvil y una caja de luz alimentada por una batería portátil. La caja de luz, que se ha 

fabricado mediante impresión 3D, ha proporcionado condiciones fotográficas homogéneas. El 

sistema colorimétrico impreso en 3D es compacto, económico y puede ser utilizado en áreas con 

poca infraestructura o donde el suministro de energía es un problema. Así mismo, la facilidad de 

uso del sistema permite que no sea necesario contar con un analista especializado para llevar a 

cabo el experimento o realizar el mantenimiento del equipo. Cabe añadir que se ha desarrollado 

una macro programada en ImageJ que permite un análisis colorimétrico rápido y automático de 

un gran número de imágenes digitales, aprovechando las capacidades de procesamiento de una 

computadora. 

Se ha desarrollado también un método para el análisis de hierro en campo. Se ha propuesto 

un sistema colorimétrico miniaturizado con espectrofotómetros CCD y soportes impresos en 3D 

para la fuente de luz y la cubeta. El resultado es un sistema compacto y portátil, donde todos los 

elementos se alimentan directamente a través de las conexiones USB de un ordenador portátil, 

que también se utiliza para la adquisición y tratamiento de los datos. Además, se ha añadido un 

pequeño circuito electrónico que regula con precisión la intensidad de luz de los LEDs. En 

conjunto, se ha llevado a cabo un procedimiento simple para la extracción en fase sólida de hierro. 

La preconcentración de hierro ha permitido la determinación sensible de hierro y brinda la 
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posibilidad de realizar la monitorización in-situ de este analito sin requerir instrumentación 

costosa.  

Finalmente, se ha fabricado una plataforma de muestreo para la extracción in-situ de 

compuestos fenólicos, usando un agitador de paletas impreso en 3D unido a un motor alimentado 

por una batería portátil. La plataforma propuesta es económica, fácil de fabricar y de operar. Las 

paletas agitadoras que han sido recubiertas con una red metal-orgánica, el MIL-100(Fe), han 

permitido la extracción y preconcentración de los contaminantes fenólicos, gracias a las 

interacciones hidrofóbicas y π-π entre el MOF y los fenoles. También, se ha demostrado una 

mejora en la capacidad de extracción cuando se ha empleado un agitador de flujo radial a altas 

velocidades.   

En este método, las paletas del agitador son removibles y se pueden llevar al laboratorio para 

el análisis por HPLC-DAD. Esto evita la necesidad de transportar la muestra y aumenta la 

representatividad de los resultados. Como resultado, se simplifica y acorta la duración del proceso 

analítico, dado que la plataforma realiza simultáneamente el muestreo y la extracción de los 

analitos en un solo paso. Al final, el método analítico que emplea la plataforma propuesta ha 

mostrado un buen desempeño en el análisis de muestras complejas, lo que sugiere su potencial 

aplicación para la extracción de contaminantes en campo.  

 

• Conclusiones generales:  

En resumen, se han desarrollado nuevos métodos analíticos para la determinación de 

sustancias inhibitorias de los procesos de tratamiento biológico de agua residual. Por un lado, los 

métodos automatizados para el tratamiento de la muestra han proporcionado una mayor 

reproducibilidad, una reducción del consumo de muestra y reactivos, así como una disminución 

del tiempo y los costos de análisis. Por otro lado, los métodos en campo han dado lugar a procesos 

analíticos más simples, rentables y sostenibles. En general, todos los métodos propuestos en esta 

tesis doctoral fomentan los principios de la química analítica verde y la miniaturización.  

En conclusión, las metodologías presentadas en este estudio han demostrado ser altamente 

aplicables a la monitorización de sustancias tóxicas para el tratamiento biológico de agua residual. 

Los resultados obtenidos evidencian la efectividad de estas metodologías y su potencial para 

convertirse en herramientas útiles en el análisis de rutina de las EDARs. En este sentido, se espera 

que las estrategias analíticas propuestas contribuyan a comprender mejor el comportamiento de 

estos contaminantes en los procesos de depuración, y, por ende, a proponer medidas de control 

eficientes para el tratamiento del agua residual. 
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Conclusions 

In this doctoral thesis, new analytical methods have been developed for the monitoring of 

inhibitory substances in biological wastewater treatment processes. 

• Regarding the first two jobs using automated systems, presented in chapters 4 and 5: 

Methods based on flow microextraction techniques have achieved the automation of sample 

treatment, simplifying the longest and most important stage of an analytical method. Also, the 

miniaturization of these systems has made it possible to reduce sample and reagent consumption, 

which has decreased the cost per analysis and the generation of waste, resulting in more 

environmentally friendly methods. 

Dispersive liquid-liquid microextraction (DLLME) in a syringe carried out in a closed 

system has proven to be a useful tool in the manipulation of analytes and volatile organic solvents. 

In this way, it has been possible to minimize the loss and contamination of the sample, increase 

the occupational safety and improve the reproducibility of the results obtained. 

The inclusion of a magnetic assisted stirring (MSA) system in the dispersive liquid-liquid 

microextraction (DLLME) has improved the mixing efficiency, which has accelerated the 

analytical procedure and allowed to increase the analysis frequency. Specifically, the method 

developed for VFA allowed to treat up to 8 samples per hour, while the method for LCFA allowed 

to treat up to 6 samples per hour. 

Highly precise and selective analytical methods have been developed for the determination 

of VFA and LCFA in wastewater and biodigester samples. For the choice of solvents, the 

properties of the analytes have been considered, and after optimization, specific extraction 

conditions have been obtained for each group of organic acids. 

These analytical methodologies have advantages compared to other existing ones. On the 

one hand, the determination of LCFA without derivatization has enabled a fast and simple 

chromatographic analysis. On the other hand, in the case of VFA extraction, by not requiring a 

dispersant, the consumption of an additional solvent has been avoided and the analysis time has 

been reduced. 

In both cases, the extraction has reduced interferences by the matrix of the samples and has 

avoided the problems derived from direct aqueous injection into the gas chromatograph. 

Additionally, the preconcentration has made it possible to achieve the sensitivity necessary to 

detect the typical concentrations of these compounds in the samples analyzed. 
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• Regarding the works that use portable systems, presented in chapters 6, 7 and 8: 

Specific paper sensors have been manufactured for the determination of ammonia and sulfide 

in samples with complex matrices. The methodology used, based on pervaporation and gaseous 

diffusion, has avoided the sample pretreatment and the clogging of the hydrophobic membranes 

and, at the same time, has reduced possible interferences by the sample matrix. The sensor paper 

discs embedded in the microplate have provided a precise analysis and thus, facilitated the multi-

parameter and multi-sample analysis. In addition, the sensor system preparation process has been 

simplified, since the detection zone does not need to be drawn, printed or laminated. In general, 

the proposed methodology reduces the generation of liquid and solid waste, since the microplate 

works as a reusable platform and low volumes of reagents and sample are required. 

For the in-situ determination system of the analytes, a system using a mobile phone and a 

light box powered by a portable battery has been developed. The light box, which has been 

manufactured by 3D-printing, has provided homogeneous photographic conditions. The 3D-

printed colorimetric system is compact, inexpensive and can be used in areas with little 

infrastructure or where power supply is a problem. Likewise, the ease of use of the system means 

that it is not necessary to have a specialized analyst to carry out the experiment or perform the 

maintenance of the equipment. It should be added that a macro programmed in ImageJ has been 

developed, which allows rapid and automatic colorimetric analysis of a large number of digital 

images, taking advantage of the processing capabilities of a computer. 

A method has also been developed for the analysis of iron in the field. A miniaturized 

colorimetric system with CCD spectrophotometers and 3D-printed supports for the light source 

and cuvette has been proposed. The result is a compact and portable system, where all the 

elements are powered directly through the USB connections of a laptop, which is also used for 

data acquisition and processing. In addition, a small electronic circuit that precisely regulates the 

light intensity of the LEDs has been added Altogether, a simple procedure for the solid phase 

extraction of iron has been carried out. Iron preconcentration has enabled the sensitive 

determination of iron and offers the possibility of in-situ monitoring of this analyte without 

requiring expensive instrumentation. 

Finally, a sampling platform for the in-situ extraction of phenolic compounds has been 

fabricated, using a 3D-printed paddle stirrer connected to a motor powered by a portable battery. 

The proposed platform is cheap, easy to manufacture and to operate. The stirrer paddles that have 

been coated with a metal-organic network, MIL-100(Fe), have allowed the favorable extraction 

and preconcentration of the phenolic contaminants, thanks to the hydrophobic and π-π interactions 
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between the MOF and the phenols. Also, an improvement in extraction capacity has been 

demonstrated when a radial flow stirrer has been used at high speeds. 

In this method, the stirrer paddles are removable and can be taken to the laboratory for 

analysis by HPLC-DAD. This avoids the need to transport the sample and increases the 

representativeness of the results. As a result, the analytical process is simplified and shortened, 

since the platform simultaneously performs sampling and extraction of analytes in a single step. 

In the end, the analytical method used by the proposed platform has shown good performance in 

the analysis of complex samples, which suggests the potential application of the device for the 

extraction of contaminants in the field. 

 

• General conclusions: 

In summary, new analytical methods have been developed for the determination of inhibitory 

substances in biological wastewater treatment processes. On the one hand, automated methods 

for sample treatment have provided greater reproducibility, a reduction in sample and reagent 

consumption, as well as a decrease in analysis time and costs. On the other hand, field methods 

have led to simpler, more profitable and sustainable analytical processes. In general, all the 

methods proposed in this doctoral thesis promote the principles of green analytical chemistry and 

miniaturization. 

In conclusion, the methodologies presented in this study have proven to be highly applicable 

to the monitoring of toxic substances for the biological treatment of wastewater. The results 

obtained show the effectiveness of these methodologies and their potential to become useful tools 

in the routine analysis of WWTPs. In this sense, it is expected that the proposed analytical 

strategies contribute to a better understanding of the behavior of these contaminants in 

purification processes, and, therefore, to propose efficient control measures for wastewater 

treatment. 
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