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Investigacion de contaminantes organicos en aguas del entormo de la Planta RSU (2013-2014)

1. INTRODUCCION

En este Informe de Seguimiento se resumen los resultados de los trabajos llevados a
cabo en el marco del convenio de investigacion suscrito entre RECIPLASA y la
Universitat Jaume | para la realizacion del proyecto “Investigacion de contaminantes
organicos en aguas del entorno de la Planta de Tratamiento de Residuos Sélidos
Urbanos del término municipal de Onda (2013-2014)".

La metodologia aplicada en el presente estudio se basa en la estrategia analitica
desarrollada anteriormente en nuestro laboratorio para llevar a cabo la investigacion
de contaminantes organicos en las aguas de lixiviado (tanto brutas como depuradas)
procedentes de residuos urbanos de la planta de compostaje Reciplasa [1]. Dicha
metodologia se ha adaptado para el analisis de aguas subterraneas, en las que los
niveles de contaminantes son muy inferiores a los de aguas de lixiviado.

El proyecto se ha centrado en la aplicacion de métodos de amplio barrido (screening)
para la deteccion e identificacion de numerosos compuestos, con un amplio rango de
polaridades y volatilidades Para ello, se han usado dos técnicas complementarias,
como son la cromatografia de gases (GC) y la cromatografia de liquidos (UHPLC),
ambas acopladas a espectrometria de masas con analizador hibrido cuadrupolo-
tiempo de vuelo (QTOF MS). Se ha investigado la presencia de un numero elevado de
contaminantes (mas de 1.500) de muy diversas familias, asi como algunos de sus
productos de degradacion. Estos analisis han sido de tipo cualitativo, es decir, el
objetivo ha sido la deteccion y correcta identificacion del mayor nimero posible de
contaminantes.

En los apartados siguientes de este informe se resume la metodologia analitica de
screening y los resultados obtenidos en el analisis de las muestras de aguas tomadas
en el entorno de la planta de Reciplasa (4 subterraneas y 2 superficiales) en la
campana de muestreo llevada a cabo en 2013.

Posteriormente, una vez evaluados los resultados del screening llevado a cabo, se
aplicara un método cuantitativo basado en LC acoplada a espectrometria de masas
en tandem (MS/MS) con analizador de triple cuadrupolo (QqQ). Esta metodologia
analitica permitira la cuantificacion de un numero determinado de plaguicidas
frecuentemente detectados en la Comunidad Valenciana. Los resultados obtenidos por
el método cuantitativo basado en LC-MS/MS se incluiran en el Informe Final que sera
emitido mas adelante.
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2. METODOLOGIA ANALITICA

La metodologia analitica de screening basada en el uso de analizador hibrido
cuadrupolo- tiempo de vuelo (QTOF) aplicada en el presente proyecto utiliza dos
técnicas poderosas y complementarias, GC-QTOF MS y UHPLC-QTOF MS. La
técnica TOF MS aplicada proporciona gran informaciéon quimica en un unico analisis,
lo cual permite la deteccion de numerosos contaminantes asi como su identificacion
altamente fiable. Por ello, el objetivo de estos analisis ha sido la deteccién y correcta
identificacion del mayor numero posible de contaminantes. Es decir, los analisis
mediante TOF MS han sido de tipo cualitativo. Para la cuantificacion de los
compuestos se aplicaran posteriormente analisis convencionales, tipo target, basados
en LC-MS/MS.

Los analisis con QTOF acoplado a GC y LC se han llevado a cabo utilizando un unico
equipo instrumental. El uso combinado de GC y LC acopladas ambas a QTOF MS es
considerado hoy en dia como una de las aproximaciones mas poderosas para el
screening de un amplio nimero de compuestos. Ademas, la posibilidad de utilizar un
Unico equipo abre nuevas perspectivas muy interesantes en el campo medioambiental.
Se puede investigar un elevado numero de compuestos, desde aquellos con baja
polaridad y alta volatilidad (compuestos tipicamente analizados por GC) a aquellos con
alta polaridad y baja volatilidad (tipicamente por LC), con satisfactoria sensibilidad y un
excelente potencial para la identificacién/elucidacion.

En esta metodologia, la seleccion del compuesto a investigar se realiza después de
haber adquirido el espectro completo en masa exacta (método post-target), por lo que
el nimero de compuestos objeto de analisis puede llegar a ser muy superior al de
cualquier método (pre)target. La importante informacion adquirida, gracias al espectro
completo de masas a alta resolucién y con medidas de masa exacta, permite la
deteccion e identificacion tentativa de numerosos compuestos sin necesidad de
disponer del patrén de referencia, lo que constituye una gran ventaja en métodos de
screening.

2.1. Instrumentacion

Los analisis mediante GC-QTOF MS y UHPLC-QTOF MS se han llevado a cabo
utilizando un espectrometro de masas con analizador hibrido cuadrupolo-tiempo de
vuelo (Xevo G2 QTOF, Waters Micromass, Manchester, UK) acoplado a un sistema
UPLC Waters Acquity (Waters, Milford, MA., USA) y a un sistema GC Agilent 7890A
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(Palo Alto, CA, USA), utilizando un unico instrumento. El sistema GC-QTOF MS opera
en ionizacién quimica a presion atmosférica (APCI), aprovechando la ionizacion suave
de la fuente APCI para obtener espectros en los que el ion molecular y/o molécula
protonada es abundante. Por otro lado, el sistema UHPLC-QTOF MS utiliza la
interfase electrospray (ESI), que proporciona informacién relacionada con la molécula
protonada (en modo de ionizacion positivo) o desprotonada (en modo negativo).

Tanto en GC como en UHPLC, se ha utilizado el modo MSE, que consiste en la
adquisicion simultanea de dos funciones: a baja energia (LE) con una energia de
colision de 4 eV, y a alta energia (HE), con una rampa de energia de colisiéon entre 10
y 40 eV.

Los datos han sido procesados automaticamente utilizando el software ChromaLynx
XS en modo target

2.2. Tratamiento de muestra

Las muestras analizadas por GC-QTOF MS y UHPLC-QTOF MS se sometieron a un
tratamiento comun [2], basado en extraccion en fase solida (SPE) con cartuchos Oasis
HLB (200 mg), previamente acondicionados con 5 mL de metanol y 5 mL de agua
HPLC. Tras pasar por gravedad 250 mL de agua, previamente centrifugada, se llevé a
cabo la elucion del cartucho con 10 mL de metanol, dividiéndose el extracto en dos
alicuotas de 5 mL.

En la alicuota para GC, los 5 mL de extracto se evaporaron hasta 1 mL
aproximadamente. A continuacion, se afadié 1 mL de acetato de etilo y se evaporé
hasta un volumen final de 250 pL (factor final de pre-concentracion x500). Finalmente,

se inyecto 1 uL del extracto final en el sistema GC-QTOF MS.

En la alicuota para LC, se evaporaron a sequedad los 5 mL del extracto y se
redisolvieron en 0.5 mL de metanol:agua (10:90, v/v) (factor final de pre-concentracion
x250). Finalmente, se inyectaron 50 uL del extracto final en el sistema UHPLC-QTOF
MS.

La Figura 1 resume el procedimiento de tratamiento de muestra aplicado.
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250 mL centrifuged water

) “.5.~ CONDITIONING:
= 5 mL MeOH
n @ 5mL H,0
3 E SAMPLE LOADING:
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w DRYING:
% : Vacuum, 30 min
ELUTION
10 mL MeOH
5 mL MeOH 5 mL MeOH

4 \ 4

Evaporated to dryness under Evaporated under a gentle N,
a gentle N, stream at 35°C stream at 35°C ill 1 mL

\ 4 4

Redissolution 0.5 mL MeOH 10% Addition of 1 mL ethyl acetate

2

Evaporated under a gentle N, stream at
35°C till 250 pL

2

UPLC-(ESI) QTOF MS (MSE) GC-(APCI) QTOF MS (MSF)

POST-TARGET SCREENING

Figura 1. Esquema del procedimiento de tratamiento de muestra aplicado

2.3. Procesamiento de datos

Como se ha comentado anteriormente, la investigacion de contaminantes en las aguas
mediante ambas técnicas, GC-QTOF MS y UHPLC-QTOF M, se ha llevado a cabo en
modo post-target, ya que la busqueda se ha realizado después de la adquisicion MS.

Después de la inyeccion de los extractos de muestra, los datos obtenidos en la
adquisicion de espectro completo, generados simultaneamente a baja y alta energia
de colisién (MSF), se procesaron utilizando la aplicacién ChromaLynx XS en
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combinacién con las bases de datos creadas por nuestro grupo de investigacion. En la
base de datos utilizada para LC se incluyen alrededor de 1.600 contaminantes
organicos, conteniendo plaguicidas, farmacos de consumo humano, drogas
veterinarias, drogas de abuso, filtros-UV, medios de contraste para rayos X,
colorantes, preservantes y un notable numero de productos de degradacién [3-7]. Con
respecto a GC, la base de datos utilizada contiene 280 compuestos, incluyendo
plaguicidas, hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH), bifenilos policlorados (PCBs),
eteres difenilos polibromados (PBDEs), fragancias, antimicrobiales, etc [8-9].

En el método post target aplicado se procesan automaticamente los datos y se
obtienen cromatogramas en modo ion extraido (eXtracted lon Chromatogram, XIC)
con una ventana de masa muy estrecha (narrow-window; nw-XIC) de 10-20 mDa para
cada i6n m/z seleccionado. Con esta metodologia, se evalua la presencia del ion
molecular o molécula (des)protonada en la funcion LE, asi como la presencia de
potenciales fragmentos (en cualquiera de las dos funciones adquiridas, aunque es mas
frecuente encontrarlos en |la de alta energia HE), o la distribucién isotépica que pudiera
corresponder al compuesto detectado. Dado que en TOF MS se obtienen medidas de
masa exacta, es posible aplicar criterios muy rigurosos para la identificacion basados
en errores de masa muy bajos. En este trabajo, se ha aceptado un error maximo de
masa de 2 mDa.
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3. ANALISIS DE MUESTRAS
3.1. Toma de muestras

En la camparia de muestreo llevada a cabo en 2013, se han recogido seis muestras de
agua (cuatro de agua subterranea y dos de superficial), en puntos situados en el
entorno de la Planta de Tratamiento de Residuos Sdlidos Urbanos del término
municipal de Onda (ver Tabla 1). Los puntos de muestreo se han seleccionado de
modo que permiten recoger muestras de aguas arriba y aguas abajo del sentido de
flujo del acuifero, en relacién a la localizaciéon de la Planta de Reciplasa. En el ANEXO

1 se adjunta un mapa aéreo donde se muestra |la ubicacion de los puntos de muestreo.

Las muestras se recogieron entre mayo y junio de 2013 por personal especializado de
una empresa acreditada para estudios en la realizacion de interés ambiental (muestras
1,2 y 4) o por personal del IUPA (muestras 5-7). Una vez recibidas las muestras en el
laboratorio, se procedié a su congelacion a <-18°C, hasta el momento de los analisis.

Tabla 1. Muestras de aguas tomadas en el entorno de la Planta de Tratamiento
Reciplasa

Cédigo Puntode Localizacion Tipo Fecha
Muestra muestreo muestra recogida

1 1 Piezometro aguas arriba Subterranea  05/06/2013
2 2 Pozo Ntra. Sra. de los Desamparados  Subterranea  05/06/2013
3* 3 Pozo Sabater 1 Subterranea  _

4 4 Pozo Sabater 2 Subterranea  05/06/2013
5 5 Rio Mijares, Central eléctrica Superficial 07/05/2013
6 6 Rio Mijares, Estacion de Aforos Superficial 07/05/2013
7 7 Pozo San Martin de Porres Subterranea  07/05/2013

*Esta muestra no fue recogida ya que el acceso al pozo se encontro cerrado

3.2. Resultados obtenidos mediante screening (GC-QTOF MS y UHPL-
QTOF MS)

Las seis muestras de agua fueron sometidas al procedimiento de screening cualitativo
basado en el uso complementario GC-QTOF MS y UHPLC-QTOF MS. Los resultados
obtenidos se muestran en |la Tabla 2.
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Tabla 2. Compuestos identificados mediante screening por GC-QTOF MS y UHPLC-
QTOF MS en las aguas subterraneas y superficiales (estas ultimas marcadas en gris)
recogidas en 2013.

Muestras

1 2 4 5 6 7
Atrazine - X - X - X
Atrazine deisopropyl (DIA) - X - - - X
Atrazine desethyl (DEA) - X - - - X
Bromacil - X - - - X
Carbendazim - X - - - -
Coumaphos - - X - - -
Simazine - X X - - X
Terbacil - X - - - -
Terbumeton - X B - - X
Terbumeton desethyl - X - - - X
Terbuthylazine - X X X X X
Terbuthylazine desethyl - X X - - X
Terbuthylazine 2-hydroxy - X X X X X
Terbuthylazine desethyl 2-hydroxy - X B - - -
Terbutryn - X - - - -
Tonalide X X X X X X
Ehylhexyl methoxycinnamate - - - - X X
Octocrylene ¥ X X X X X

Los resultados obtenidos muestran que los compuestos mas frecuentemente
detectados en las aguas han sido plaguicidas, habiéndose identificado también
algunos de sus productos de transformacion (TPs) y/o metabolitos. Esto parece légico
teniendo en cuenta que nos encontramos en un entorno agricola, en el que el uso de

fitosanitarios es elevado.

En las muestras analizadas se identificaron hasta 15 plaguicidas y TPs/metabolitos.
Los compuestos detectados en las aguas fueron principalmente herbicidas triazinas,
siendo la terbuthylazine y su TP terbuthylazine 2-hydroxy los mas frecuentemente
encontrados (ambos en 5 muestras) seguidos de atrazine, simazine y terbuthylazine
desethyl, todos ellos presentes en 3 de las 6 muestras analizadas. También se
detectaron positivos de los herbicidas uracilos, terbacil y bromacil, en una y dos
muestras, respectivamente. El fungicida carbendazim fue detectado tan solo en una
muestra de agua subterranea (muestra 2, Pozo Ntra. Sra. de los Desamparados), al
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igual que el insecticida organofosforado coumaphos que tuvo un positivo en la muestra
4 (Pozo Sabater 2).

La muestra del Piezometro de aguas arriba (muestra 1) fue la Unica que no mostro
ningun positivo. Por lo que respecta a las aguas del Rio Mijares (aguas superficlales
muestras 5 y 6), tan solo se encontraron tres y dos positivos para los puntos de

Central eléctrica (muestra 5) y Estacion de aforo (muestra 6), respectivamente.

El screening por GC-TOF MS permitié la deteccién de compuestos mas volatiles,
como el caso del analito tonalide, presente en las fragancias y que se encontré en
todas las aguas analizadas. Asimismo, las aguas mostraron positivos de dos
compuestos utilizados en los filtros UV, ehylhexyl methoxycinnamate y octocrylene,
éste Ultimo también presente en todas las muestras. Estos compuestos han sido
anteriormente encontrados en aguas ambientales por nuestro grupo de investigacién

[9].

Los resultados obtenidos en estos analisis, tanto por GC como por LC, indican que la
contaminaciéon observada en las aguas del entorno de la planta de Reciplasa no
parece elevada. Los contaminantes mas frecuentemente detectados han sido los
plaguicidas, lo cual es esperable en un entorno predominante agricola, como la zona
en la que se han tomado las muestras. La contaminacion observada se podria achacar
a las practicas agricolas del area mas que a la posible influencia de la planta de
tratamiento. Este hecho esta soportado por estudios realizados en el IUPA en aguas
subterraneas y superficiales de otros puntos de la provincia de Castellon, en los que
se evidencia una contaminaciéon predominantemente de tipo agricola en las aguas.

Como ejemplos, se muestran las Figuras 2 y 3 correspondientes a un positivo de
terbuthylazine desethyl en agua del Pozo San Martin de Porres mediante GC-QTOF
MS y de terbuthylazine en agua del Pozo Ntra. Sra. de los Desamparados mediante
UHPLC-QTOF MS, respectivamente.
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Investigacion de contaminantes organicos en aguas del entormo de la Planta RSU (2013-2014)

ANEXO 1.

Mapa aéreo de los puntos de muestreo en el entorno de la planta RECIPLASA S.A.
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