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Come si originano i DBPs?

Disinfettanti

DBPs

Acqua grezza

Il problema della formazione dei DBPs durante i processi di
potabilizzazione e rilevante quando si impiegano disinfettanti a
base cloro o HCIO



DBPs della disinfezione con cloro e acido

ipocloroso
Inorganic Halogenated organic Organic oxidation
Chlorite Trihalomethanes (including Aldehydes, benzene,
Chlorate iodinated), haloacetic acids carboxylic acids

(particularly with
hypochlorite)

(including iodinated),
haloacetonitriles,
halonitromethanes, haloamides,
chloral hydrate, chloropicrin
(trichloronitromethane),
chlorophenols, N-chloramines,
halofuranones (e.g. MX: 3-Chloro-
4-(dichloromethyl)-5-hydroxy-
2(5H)-furanone and brominated
forms of MX), bromohydrins, N-

nitrosodimethylamine,
tribromopyrrol




Formazione dei DBPs durante la potabilizzazione
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La tossicita di varie classi di composti DBPs
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La tossicita di alcune classi di composti DBPs
Effetto del sostituente alogeno
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International Agency for Research

Classificazione dei DBPs

on Cancer (IARC)

Class By-product IARC Classification

Chloroform B2

. Bromoform B2

Trihalomethanes )

Bromodichloromethane B2

Dibromochloromethane C

Monochloroacetic acid --

Haloacetic acids Dichloroacetic acid B2

Trichloroacetic acid C

Dichloroacetonitrile C

. Bromochloroacetonitrile --
Haloacetonitriles , o

Dibromoacetonitrile C

Trichloroacetonitrile --

2-Chlorophenol D

Chlorophenols 2,4-dichlorophenol D

2,4,6-Trichlorophenol B2

Chloropicrin --

Other chloro-derivatives Chloral hydrate C

Cyanogen chloride

[A] Carcinogen; [B] Probable human carcinogen (B1: Limited evidence from epidemiologic studies;
B2: sufficient evidence from studies on animals); [C] Possible human carcinogen; [D] Not
classifiable; [E] Without evidence of carcinogenity



| composti DBPs regolamentati

Benche piu di 600 DBPs sono stati riportati in letteratura, solo 11 sono attualmente
oggetto di regolamentazione (US, EPA)

Chloroform L o .
& Bromoform 224y |Council Directive 98/83/EC | Italy, DL 31/2001

A*  Bromodichloromethane
Dibromochloromethane

100 pglL? 30 pglL?

Monochloroacetic acid

Dichloroacetic “

v??’ Trichloroacetic
Monobromoacetic

Dibromoacetic

o
o

o

Chlorite
Bromate




Acidi Aloacetici

¢ | metodi approvati dall’EPA sono il 552 e il 552.2
¢ Sono metodi GC-ECD preceduti da estrazione liquido-
liquido
¢ Acidificazione (pK, HAAs 0.66-2.86)
¢ Estrazione mediante metil terbutil etere

¢ Derivatizzazione e formazione di esteri a catena corta
mediante
¢ Diazometano
¢ Metanolo e BF;

¢ Nel tempo, questa procedura e stata ottimizzata da
diversi ricercatori



Prospettive nell’analisi GC degli HAA

¢ Recentemente sono stati studiati diversi approcci che
agiscono principalmente sull’ottimizzazione delle procedure di
estrazione

¢ Estrazione in fase solida

¢

Dischi in divinilbenzene funzionalizzati con ammine quaternarie
(scambiatore anionico forte, SAX), ma recuperi compresi tra 18-45%
Cartucce a base silice SAX migliorano i recuperi (79-100%)

Microestrazione liquido-liquido, derivatizzazione degli acidi nei loro
esteri metilici usando H,SO, e CH;0H dopo I'evaporazione, seguita da
microestrazione in fase solida mediante spazio di testa e analisi GC-ECD.
Svantaggio: formazione di THMs per decarbosls_lilazione

RCOOO —— R +CO,—— RH
RCOOH<— H*RCOO-—— HR + CO,

Derivatizzazione diretta degli HAAs ai loro esteri metilici con dimetil
solfato, campionamento per spazio di testa usando SPME (CAR-PDMS
fiber), analisi GC e MS a trappola ionica

LOD compresi tra 0.01-0.45 pglL*



GC nell’'analisi degli HAA
Svantaggi

¢ E generalmente accettato il fatto che il metodo & laborioso
¢ La forte acidita dei campioni riduce la durata e le prestazioni
delle colonne GC

¢ HAAs possono subire reazioni di declorazione e di
termodegradazione nella porta dell’iniettore GC



LC nell’analisi degli HAA

¢ Negli ultimi decenni, la cromatografia liquida LC (principalmente la LC
accoppiata con la spettrometria di massa MS o MS-MS) & emersa come
alternativa promettente alle procedure necessarie prima dell’analisi GC

Nessuna necessita di derivatizzazione

Meccanismi proposti
¢ Afaseinversa (RP) con fasi contenenti gruppi polari; HILIC (Hydrophilic interaction
chromatography);
¢ Scambio ionico

¢ Rappresenta la tecnica maggiormente impiegata nella letteratura scientifica

Pubblicazioni su HAA

35 7102010-2015
30 {0 1999-2010 4

Numero di Pubblicazioni

Tecnica analitica



UPLC nell’analisi degli HAA

Meccanismo a fase inversa misto

¢ Colonna: BetaMax Acid (C12 con gruppi polari) (2.1 x 250 mm, 5 um)

¢ Eluente: 10% CH,CN, 90% (3.5 mM CH;COOH, 20 mM COONH, pH 5.3) fino a 73% CH,CN
¢ Rivelatore: MS (triplo quadrupolo), ESI-, in modalita multiple reaction monitoring (MRM)

Analyte (m/z)
Precursor ion
Monochloroacetic (MCA) 92.9 [M-H]
Monobromoacetic (MBA) 136.8 [M-H]
Monoiodoacetic (MIA) 184.8 [M-H]
Dichloroacetic (DCA) 126.8 [M-H]
Trichloroacetic (TCA) 160.8 [M-H]
Dibromoacetic (DBA) 216.8 [M-H]
Bromochloroacetic (BCA) 172.8 [M-H]
Bromodichloroacetic (BDCA) 206.7 [M-H]

Chlorodibromoacetic (CDBA) 250.8 [M-H]
250.8 [M-COOH]

Tribromoacetic (TBA)

(m/z)

Product ion

35.4
78.9
126.8
83.0
116.8
172.8
128.8
162.8
206.7
78.9

cl
Br
I
[M-COOH]J
[M-COOH]
[M-COOH]
[M-COOH]J
[M-COOH]
[M-COOH]
Br

[M-H]
ione pseudomoleculare

[M-COOH]-
ione decarbossilato



Meccanismo RP-HPLC misto

k=2.9-7.9
LOQ: 1.0 pg/L (BCA)-222 pg/L (MCA)

1.Acidificazione aumenta k, ma sopprime il segnale.
2.Maggiori % di CH;CN aumentano il segnale ma
portano a coeluizione di CDBA e TBA (non risolvibile
con MS)
| loro ioni precursori [CDBA-H] e
[TBACOOH] hanno entarmbi m/z 251 ed
entrambi possono portare alla formazione
di Br come ione prodotto, quindi CDBA
interferisce nella determinazione di TBA.
3. Uimpiego di una colonna C18 scoda o comunque
allarga (e sdoppia) i picchi.
4. Consistente effetto matrice (soppressione del
segnale) se I'acqua potabile & preconcentrata

Chen et al. J. Chromatogr. Sci 47 (2009) 67-74

HAA10_250 pglul
BetaMaxAcia 961131115

1; MRM of 3 Channels E3-

4 06 9295354
100
e e o
0 J| T |I |. TrreT] T T
200 A0 .00 800 1000 12.00 1400
1: MRM of 3 Channets E5-
516 13677 >78.9
‘”:q J‘\\ MBAA 31004
2.00 400 &0 800 10.00 12.00 14.00
1: MRM of 3 Channets ES
100 £.00 184 B3 > 126.8
f{ | MIAA 35084
] - - 'f,t" : r T Time
2.00 4,00 &.00 8.00 10.00 12.00 14,00
2 MRM of 4 Channgeks ES-
759 126 85 > B3
160 DCAA 21665
B A
{:I T T Tl L Trrr 1" ey L reyrrrryTrrTrTT T T T TTrrrr =T
200 400 f.00 .00 10.00 12.00 14.00
2: MRM of 4 Channels ES-
1 200 1728 > 120 8
0 N OBCAA 26185
- i
‘tT—————————————,————————————
2100 4.00 f.00 8.00 10,00 12.00 14.00
2. MEM of 4 Channels ES-
838 16693 = B0 &
1005 i 21684
4 ln'll, I-bromobwtyric mcid
0y LI T | | N | T T rfrrrr’ o T L i
2100 400 600 B00 10,00 12.00 14,00
2 MAM of 4 Channek ES-
50 21679 > 172.8
100 [ DRAA 3.80e5
] /
o : . : AR . . Time
200 4.00 6.00 B.00 10.00 12.00 14.00
3 MREM of 4 Channels ES-
100 LT 160 76 > 1165
F 1.03e5
; frs
E | T 1 1 T T T T
2.00 400 [ 8.00 00 1200 14,00
3 MRM of 4 Channek ES-
100 1027 206 T2 = 162.8
1 | BOCAA 3.60e4
pE 'II.IL
o - - - T - y
2.00 400 500 8.00 10.00 12.00 14,00
3 MAM of 4 Channels ES
. 10.64 25008 > 205 T
77963
- CDBAA
n' TTrgrrergprrrOpTY Ty WL T —r Ty Il-I' T T LA L L
2.00 400 600 8.00 10.00 12.00 14.00
3: MRM of 4 Channgts ES-
" 14.07 25075 » TR
'33;1 /| TBAA 5 0Be3
B I i I ..‘).: —— T
2.00 4.00 £.00 8.00 10.00 12.00 14.00
Time {min})

Volume di iniezione 50 microlitri



LC nell’analisi degli HAA

Analyte (m/z) Precursor (m/z) Product ion
ion
Monochloroacetic (MCA) 929 [M-HJ 35.4 Cl
Monobromoacetic (MBA) 136.8 [M-H] 78.9 Br
Monoiodoacetic (MIA) 184.8 [M-H] 126.8 |
Dichloroacetic (DCA) 126.8 [M-H] 83.0 [M-COOH]
Trichloroacetic (TCA) 160.8 [M-H] 116.8 [M-COOH]
Dibromoacetic (DBA) 216.8 [M-H] 172.8 [M-COOH]
Bromochloroacetic (BCA) 172.8 [M-H] 128.8 [M-COOH]
Bromodichloroacetic (BDCA) 206.7 [M-H] 162.8 [M-COOH]
Chlorodibromoacetic (CDBA) 250.8 [M-H] 206.7 [M-COOHT
G’Omoacetic (TBA) 250.8 [M-COOH] 78.9 Br >

[M-H] ione pseudomolecolare

[M-COOH]- ione decarbossilato



50 pg/ul. HAATD in B0% ACN
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Chen et al. J. Chromatogr. Sci 47 (2009) 67-74



UPLC: sviluppi

¢ Gli svantaggi sopra citati (coeluizione e sensibilita) sono stati affrontati da vari

ricercatori.

e Waters Acquity UPLCHSS T3 (100 x 2.1 um, dp= 1.8 um

e Volume diiniezione 10 pL
¢ Velocita di flusso 0.2mL/min (35 °C)

e Fase mobile: metanolo e 0.125 mM di acido formico.

e 1% metanolo per 1.5 min e incremento di metanolo al 40% in 4 min mantenuto per 3
min. Incremento di metanolo al 90% mantenuto per 2 min. Ricondizionammento all’1%
mantenuto per 3 min prima dell’iniezione successiva

e Rivelazione ESI- MS/MS in modalita MRM
e Durata totale dell’analisi 13.5 min.

e Per evitare contaminazione alla sorgente ESI sono state impiegate delle finestre di

commutazione allo scarico:
v" 2 min successivi all’iniezione
v a7 min

e Nessuna diluizione del campione
v/ LOD=0.08-0.25 pg/L

e Applicazione: acqua di scarico depurata

Duan et al. Anal. Lett. 46 (2013) 569-588

100
()
ES
ok n ]
0.00 2.50



Estrazione degli HAA (preconcentrazione)

B) Droplet sampling

(~400 pL in the syringe)
600 uL. isopropyl ether

5 mL water /
45% Na,SO, (w/v)

pH < 0.5

— —

5 min vortex
5 min centrifugation (3500 rpm)




Controestrazione per analisi HPLC

Micro-droplet of extractant

solvent obtainedin The aqueous phase containing
VAEME, containing HAAs ™ HAAs is injected in the HPLC
;
e
o~
"/’
/”/
‘/--/ An equivalent volume of ™
0.2 mol-L-" ammonium e ;
sulfate is introduced in the Ultrasounds (5 min) Settling The organic droplet is P
syringe discarded
> > L gl

Colonna C18 (5 um, 150 x 4.6 mm)

Velocita di flusso: da 0.3 mL/min ad 1 mL/min in 10 min
Eluente: CH;CN e (NH,),SO, 0.2 M: da 0 a 10% CH5CN in 10 min
Volume di iniezione 20 plL

Rivelazione UV: 210 nm

Recuperi: 60 (TBA) -106% (MBA)
LOD: 1- 60 pg/L Rocio-Bautista et al Anal. Methods, 2014, 6, 4115



La cromatografia ionica (IC) nell’analisi

degli HAA. Lo scambio anionico
EPA Metodo 557, 2009

Colonna: lonPac AS24 250 mm x 2 mm i.d. (T=15 °C)

KOH gradiente : 7 mM da -1 a min; 18 mM da 16.8 a 34.2 min; 60 mM da 34.4 a 51.2 min; 7 mM da 51.4 a 56 min
Velocita di flusso: 0.30 mL/min

Solvente post-colonna: 100% acetonitrile at 0.2 mL/min

Soppressore: ASRS300 2 mm, external water mode

Finestre di commutazione per l’eliminazione della matrice:
0-8 min, 16.5-21.2 min, € 33 -39.2 min

Scarico [j
Dal soppressore | |

Cella conduttimetrica

Posizione 1: commutazione allo scarico
----------------- Posizione 2: a MS-MS

" Allinterfaccia ES
MS/MS (modalita MRM)



100+

LOQ: 0.08 pg/L (CDBA)-0.6 pg/L (MCA)

f 60 MM KOH s.0zes
® ® Br ®
5 S -
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: : 0 8
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La cromatografia IC nell’analisi degli
HAA. Un diverso approccio

OH-
ioni eluente

f W

M*=Li*, Na*, K*, Rb*,Cs*, Sr?* N

2.2.2. Criptando

In presenza di eluenti a base di idrossidi di metalli alcalini (KOH, NaOH, LiOH, etc.), il
catione é ospitato all’'interno della cavita del macrociclo.

Si genera un gruppo funziionale carico positivamente che agisce come sito di scambio
anionico per la separazione degli HAA



Confronto tra lo scambio anionico
classico e con il criptando

Scambio anionico classico Scambio anionico con ione metallico
complessato dal criptando

Metal ion

.
.
3
.
.
.
3
.
3
o*
3

\ d/ Molecola criptanda
Supporto solido




Considerazioni teoriche

Bruzzoniti et al. Acta Chim. Slov. (2007) 54, 14-19

¢ Quando il macrociclo e protonato o quando ospita uno ione
metallico M*, si generano nuovi siti di scambio anionico

- + + +
CriptH* == Cript =—— Cript\* Ky: costante di protonazione
Ky Ky Ky: costante di stabilita del complesso M-Criptando

(CriptM*) complex

La coordinazione M*-macrociclo dipende dai valori delle costanti di stabilita

), (07—\03
M*=Li*, Na*, K*, Rb*Cs*, Sr*  “n M

LS

2.2.2. Criptando



http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=22658&origin=resultslist

Criptandi e costanti di legame

e
.

2.2.2. criptando

Rb*

NH,*

[complesso]

[LI[M7]

<2

3.9
4.3
4.4
4.5
5.4
6.8
8.0
9.5
9.6



Effetto del tipo e della concentrazione di catione
dell’eluente sulla capacita della colonna

o}
o
I

-

S
o

|
=2
Q)
@)
I

Column capacity (peq)

)
o
|

~— -

Concentrazione eluente (mmol/L)

La capacita della colonna e modulabile
R ed e funzione di:
o5 1(')_: 1) Tipo di catigne dell’eluclente |
Concentrazione eluente (mmol/L) 2) Concentrazione del catione in eluente




Preconcentrazione con rimozione della matrice

® & o o

125 mL campione acidificato (pH 0.3)
LiChrolut EN (fase inversa RP)
Eluizione degli HAAs con 5 mL 10 mM NaOH (eluente IC)

Rimozione della matrice
e OnGuard-Ba
e OnGuard-Ag *MCA
e OnGuard-H *MBA

Iniezione cromatografica *DCA

BCA
*DBA
*TCA
BDCA
CDBA
TBA

22+ 2
74+ 9
65+ 11
55+ 2
101+ 17
106+ 7
75+ 3
67+ 2
37+ 2



Determinazione di HAA in acqua di rete mediante IC
Bruzzoniti et al. J. Chromatogr. A 1187 (2008) 188-196

HAAS ; Acqua potabile + (5-105) pg/L HAA

2
= MCA
I
M
I
a)
0 '
| | | |
0 ) 10 15 20
Minutes
o | o Column sites vs time
O O
{ Na_'-‘N> (O Ll-(l)-w
gi://oojj <£?)n\—/“oj4>
S


http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=130000&origin=resultslist

Modelli predittivi-il potenziale di neoformazione

¢ Lo sviluppo di modelli matematici che possano prevedere la
formazione dei DBPs in diverse condizioni di qualita dell’acqua da
trattare e di trattamenti e di grande interesse ed utilita nel settore
delle acque potabili

¢ Vantaggi

e Conoscere le variabili dell’acqua grezza maggiormente influenti una
situazione acquedotto-specifica

e Prevedere situazioni a rischio legate a stagionalita e/o eventi improvuvisi
e Predisporre interventi correttivi adeguati
¢ | modelli piu accreditati in letteratura includono come variabili di
input uno o piu precursori (es., TOC, UV254, e lo ione Br-) e le
condizioni di disinfezione (es. dose di Cl,, pH, tempo di contatto e
temperatura).
¢ Limitazioni
e Taratura del modello con database Imitato
e Applicazione ad un tipo specifico di acqua grezza
e Non utilizzo di tutti i parametri coinvolti
e Validazione spesso inadeguata



Caso studio

¢ Impianto di potabilizzazione Torino 100 A
e Predecantazione
e Ossidazione con ClO, 30
e Chiariflocculazione ?f 25°C
e Filtrazione (sabbia e carbone attivo T 60 -
granulare) £
¢ Trale variabili esaminate (portata, T, 2 4 - 13°C
pH, TOC, UV254, conducibilita, NH,*, *
torbidita), quelle maggiormente 20 - e
correlate con la variabile dipendente //
THIVI Sono | | | | | | | >
e TeTOC 1 2 3 4 5 6 7 8
TOCmg/L C

In THM=1.164In T + 1.143 TOC-1.73

La conduzione degli impianti viene modificata quando si
prevede il superamento delle condizioni limite



Determinazione del potenziale di neoformazione
Standard Method 5710B. Caso studio

¢ |l potenziale di neoformazione dei trialometani THMs corrisponde alla
massima quantita di THM che possono essere formati da tutti o dalla
maggior parte dei precursori presenti nell’acqua grezza da trattare

¢ Questi metodi impiegano una dose elevata di Cl, per assicurare la
massima conversione dei precursori a THM (concentrazione di Cl, residua
compresa fra 3-5 mg/L) e sono condotti a condizioni controllate di pH, T,
tempi di contatto e concentrazione finale di Cl, residua.

¢ | THM sono generalmente espressi come concentrazione pM di CHCl,

e ug/L CHCl,= A PM=119.4
e ug/L CHBrCl,=B PM=163.8
e ug/LCHBr,Cl=C PM=208.3
e ug/LCHBry=D PM=252.7

119.4 119.4 119.4

163.SB +208.3C+252.7D = A+0728B+0.574C+0.472D

THM = A+

Esprimendo in uM di CHCI,

L9 cHcl,

L
THM = THM ————
119.4

Potenziale di neoformazione= THM, - THM,



Potenziali di neoformazione (ug/L)

14

1.2

0.8

0.6

0.4

0.2

Grezza

Laguna Chiariflocculatore Uscita Impianto
Stadio di trattamento



Le sfide attuali

Oltre ai DBPs regolamentati, nuovi composti di questa classe sono oggi oggetto di
attenzione negli studi di monitoraggio, tossicologici, epidemiologici e di valutazione di rischio.

Nel 2009, I'EPA ha pubblicato la cosiddetta “Contaminant Candidate List (CCL 3)”, un elenco
di inquinanti che non sono attualmente ne soggetti, ne proposti ad alcuna regolamentazione
nell'lambito delle acque destinate ad uso umano, ma che sono noti essere presenti nelle reti
acquedottistiche e che potrebbero richiedere regolamentazione.

Oltre a pesticidi, composti chimici, patogeni trasmissibili con I'acqua, composti farmaceutivi
e tossine biologiche, la CCL 3 include i DBPs.

La CCL 3 include 104 composti chimici o classi e 12 contaminanti microbiologici.

Tra i DBPs, sono compresi: cloralio, formaldeide, bromocloromethane, nitrosammine: N-
nitrosodietilammina (NDEA); N-nitrosodimetilammina (NDMA) ; N-nitroso-di-n-propilammina
(NDPA) ; N-Nitrosodifenilammina ; N-nitrosopirrolidina (NPYR).

Nuovi composti DBPs che sono considerati emergenti includono composti Br- e I-sostituiti
(es: iodo-acidi, iodo-THMs), forme bromurate di MX (3-Cloro-4-(diclorometil)-5-idrossi-2(5H)-
furanone) e lo stesso MX, aloaldeidi, aloammidi, alonitrometani, aloacetonitrili.



MX (Mutagen X) e i suoi derivati

MX e di gran lunga il composto DBP piu mutageno identificato fino ad ora.

Benche presente a livelli di concentrazione dei nglL!, MX e responsabile del 20—-60% della
mutagenicita totale delle acque potabili.

Sono disponibili pochi dati sulla presenza dei composti furanonici alogenati nelle acque
potabili a causa della complessita dei metodi analitici e dell’'incertezza della stabilita di tali
composti sia nei campioni d’acqua che nei solventi estraenti.

Composto | Struttura R, R, R, R, R, Re

MX Ring OH CHcl, cl

ZMX Open CHcl, H cl COOH

EMX Open CHcl, H COOH cl

Red-MX Ring H CHcl,

Ox-MX Open CHcl, OH cl COOH

BMX-1 Ring OH CHCIBr

BEMX-1 Open CHCIBr H COOH cl

BMX-2 Ring OH CHBr,

BEMX-2 Open CHBr, H COOH cl

BMX-3 Ring OH CHBr,

BEMX-3 Open CHBr, H COOH Br

MCA Ring OH cl

MCA Open cl H COOH cl
Rg>_<m Rz> Rs
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Le sfide future

¢ Sono attualmente in revisione le designazioni per la
preparazione della CCL 4

¢ L'EPA ha richiesto nuove designazioni (candidature)
di contaminanti chimici e microbiologici nelle acque
potabili per la possibile inclusione nella quarta lista
“Contaminant Candidate List “CCL 4.

¢ |l periodo utile per tali designazioni e terminato il 22
giugno 2012.

¢ L'EPA le sta attualmente esaminando e prevede di
pubblicare una bozza di CCL 4 nei primi mesi del
2015 (che includera un periodo di tempo di 60 giorni
per i commenti da parte dell’opinione pubblica).



Acqua = fonte di vita
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