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Investigacion de contaminantes organicos en aguas del entomo de la Planta RSU (2015-2016)

1. INTRODUCCION

En este Informe se resumen los resultados de los trabajos llevados a cabo en el marco
del convenio de investigacién suscrito entre RECIPLASA vy la Universitat Jaume | para
la realizacion del proyecto “Investigacién de contaminantes organicos en aguas del
entorno de la Planta de Tratamiento de Residuos Sdélidos Urbanos del término
municipal de Onda (2015-2016)".

La metodologia aplicada en el presente estudio se basa en la estrategia analitica
desarrollada recientemente en nuestro laboratorio para llevar a cabo la investigacién
de contaminantes organicos en aguas superficiales y subterraneas procedentes del

entorno de la planta de compostaje Reciplasa [1].

El proyecto se ha centrado, en primer lugar, 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 de
masas de alta resolucién, en concreto un hibrido cuadrupolo-tiempo de vuelo (QTOF
MS). Se ha investigado la presencia de un numero muy elevado de contaminantes
{(mas de 1.600) de diversas familias, asi como alguncs de sus productos de
degradacion mas relevantes. Estos analisis han sido de tipo cualitativo, es decir, el
objetivo ha sido la deteccion y correcta identificacion del mayor numerc posible de

contaminantes en las aguas.

Posteriormente, una vez evaluados los resultados del screening, se han aplicado dos
métodos cuantitativos basados en UHPLC acoplado a espectrometria de masas en
tandem (UHPLC-MS/MS) con analizador de triple cuadrupolo (QqQ). Estas
metodologias permiten determinar los niveles de concentracién de 40 compuestos,
entre los que destacan mayoritariamente plaguicidas, por ser los que mas
frecuentemente se detectan en el screening, algunos farmacos, por su actual interés
como nuevos contaminantes emergentes en el medio ambiente, y el metabolito
mayoritarioc de la cocaina, benzoylecgonine, que se detecta con frecuencia en las

aguas residuales de origen urbano.

En los apartados siguientes de este informe se resume la metodologia analitica y los

resultados obtenidas en el analisis de las muestras de aguas tomadas en el entorno de
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Investigacion de contaminantes organicos en aguas del entormo de la Planta RSU (2015-20186)

la planta de Reciplasa (12 subterraneas y 4 superficiales) en las campafas de

muestreos llevadas a cabo en 2015-2016.
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Investigacion de contaminantes organicos en aguas del entomo de ia Planta RSU (2015-2016)

2. METODOLOGIA DE SCREENING BASADA EN QTOF MS

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 proporciona gran informacion quimica en un unico analisis, lo cual
permite la deteccibn de numerosos contaminantes asi como su identificacion
altamente fiable. Por ello, el objetivo de estos analisis ha sido la deteccién y correcta
identificacion de un amplio nimero de compuestos, mediante analisis de tipo
cualitativo.

Los analisis con QTOF acoplado a GC y LC se han llevado a cabo utilizando un tnico
equipo instrumental, lo cual abre 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 aqguellos con alta polaridad y baja volatilidad (tipicamente por LC), con

satisfactoria sensibilidad y un excelente potencial para la identificacidn/elucidacién.

En esta metodologia, la seleccién del compuesto a investigar se realiza después de
haber adquirido el espectro completo en masa exacta (metodo post-target), por lo que
el nUmero de compuestos objeto de analisis puede llegar a ser muy superior al de

cualguier método (pre)target.

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
(Palo Alto, CA, USA). El sistema GC-QTOF MS opera en ionizacidén quimica a presion
atmosférica (APCI), mientras que el sistema UHPLC-QTOF MS utiliza la interfase
electrospray (ESI).

Tanto en GC como en UHPLC, se ha utilizado el modo MSF, que consiste en la
adquisiciéon 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 colision entre 10
y 40 eV.
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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 extraccién en fase sélida (SPE) con cartuchos Oasis
HLB (200 mg). La Figura 1 resume el procedimiento aplicado. En la alicuota para GC,
los 5 mL de extracto se evaporaron hasta un volumen final de 250 pL (factor final de
pre-concentracion x500), y finalmente se inyectd 1 uL en el sistema GC-QTOF MS. En
la alicuota para LC, los 5 mL del extracto se evaporaron y se redisolvieron en 0.5 mL
de metanol:agua (10:90, v/v) (factor final de pre-concentracion x250), inyectandose 50
pL en el sistema UHPLC-QTOF MS.

250 mL centrifuged water

5 = = CONDITIONING:

= 5 mL MeOH

- 5 mL H,O

5 g SAMPLE LOADING:

5 = By gravity

w = DRYING:

o Vacuum, 30 min

w

ELUTION
10 mL MeOH
5 mL MeOH 5 mL MeOH
Evaporated to dryness under Evaporated under a gentle N,
a gen"e N2 stream at 35°C stream at 35°C till 1 mL
Redissolution 0.5 mL MeOH 10% Addition of 1 mL ethyl acetate
Evaporated under a gentle N, stream at
35°C till 250 pL

UPLC-(ESI) QTOF MS (MSE) I I GC-(APCIl) QTOF MS (MSE)

| POST-TARGET SCREENING —I

Figura 1. Esquema del tratamiento de muestra aplicado en la metodologia de
screening mediante QTOF MS
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Investigacion de contaminantes organicos en aguas del entomo de la Planta RSU (2015-2016)

2.3. Procesamiento de datos

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

la adquisicion MS.

Después de la inyeccidén de los extractos de muestra, los datos obtenidos en la
adquisicion de espectro completo, generados simultaneamente a baja y alta energia
de colision (MSF), se procesaron utilizando la aplicacién ChromaLynx XS en
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 unos 300 compuestos, incluyendo

plaguicidas, PAHs, PCBs, PBDEs, PFCs, fragancias, antimicrobiales, etc [2, 8].

En el metodo 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 ibn m/z seleccionado. Con esta metodologia, se evalua la presencia del ion
molecular o molécula (des)protonada en la funcidon 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 identificacién basados
en errores de masa muy bajos. En este trabajo, se ha aceptado un error maximo de

masa de 2 mDa.

Dado el elevado numero de compuestos incluidos en el screening, no fue posible
disponer de todos los patrones de referencia en el laboratorio. Cuando se disponia del
patron del compuesto detectado, fue posible confirmar su identidad en las muestras.
En caso contrario, con la informaciéon cbtenida en los analisis (masa exacta de la
molécula protonada y de sus fragmentos), se pudo llegar hasta la identificacién
tentativa del compuesto. La adquisicion del patron en una fase final, permitié la

identificacién inequivoca de su identidad en una etapa posterior.
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3. METODOLOGIA CUANTITATIVA BASADA EN UHPLC-MS/MS(QqQ)

En el presente trabajo, el estudio se ha completado con analisis cuantitativos
aplicando dos métodos basados en UHPLC-MS/MS con analizador QgQ en modo
SRM. El primero de ellos, es un procedimiento disefiado principalmente para la
detecciéon de farmacos basado en la inyeccion directa de la muestra (UHPLC-MS/MS
(ID)) que permite la determinacién de 21 compuestos organicos previamente
seleccionados: 16 farmacos, 4 plaguicidas y productos de transformacién y 1
metabolito de la cocaina. El segundo método, que incluye un mayor numero de
plaguicidas, consta de un tratamiento previo de muestra mediante SPE (UHPLC-
MS/MS (SPE)) para la determinacion de 27 compuestos target. 23 plaguicidas y
productos de transformacién, 3 farmacos y 1 metabolito de droga de abuso. El objetivo
al aplicar los dos métodos es ampliar el nimero de compuestos estudiados, pudiendo
cuantificar los mismos a los bajos niveles de concentracién a los que estan presentes

en las muestras.
3.1. Instrumentacion

Los analisis mediante UHPLC-MS/MS se han llevado a cabo utilizando un sistema
UPLC Waters Acquity (Waters, Milford, MA., USA) acoplado a un espectrémetro de
masas con analizador de triple cuadrupolo (TQS, Waters Micromass, Manchester, UK)

utilizando la interfase electrospray (ESI).

Los métodos cuantitativos en modo SRM se muestran en las Tablas 1 y 2 para la
metodologia UHPLC-MS/MS (ID)} y UHPLC-MS/MS (SPE), respectivamente. Se ha
adquirido un minimo de dos transiciones por compuesto, una de cuantificacion (Q) y el
resto de confirmacion (g).
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Investigacién de contamnantes organicos en aguas del entomo de la Planta RSU (2015-2016)

Tabla 1. Condiciones cromatograficas del método cuantitativo basado en UHPLC-MS/MS (Inyeccion Directa) para los compuestos
seleccionados. Se muestran los limites de cuantificacion (LOQ) para los diversos analitos incluidos en el método.

Cono  Transicién Energia Transicién Energia Transicién Energia LOQ
Compuesto ESI V) cuantificacion  colision  confirmacién colision confirmacién  colision (ngiL)
Q) (eV) (q) (eV) (92) (eV)

Acetaminophen + 10 162>110 15 162>65 25 162>93 20 3.7
Bezafibrate - 10 360>274 20 360>154 25 360>85 15 35
Carbamazepine + 10 237>194 20 237>192 20 237>179 25 22
Diclofenac - 10 294>250 10 294>214 20 294>178 20 2
Gemfibrozil - 10 249>121 20 249>127 10 _ _ 2
Ibuprofen - 10 205.2>161.3 5 205.2>93 10 _ _ 36
lopromide + 10 791.6>558.7 25 791.6>572.5 25 791.6>300 40 18
Irbesartan + 10 429>207 25 429>195 20 429>180 25 2
Metoprolol + 10 268.3>74.2 20 268.3>116.2 15 268.3>98.3 15 4.1
Pantoprazole + 10 384>200 10 384>138 25 384>153 15 4.8
Phenazone + 10 189.3>58.3 15 189.3>131.2 15 189.3>104.3 20 2
Primidone + 10 219.2>162.3 10 219.2>91.3 20 219.2>119.2 10 27
Sulfamethoxazole + 10 254>92 25 254>156 15 254>108 20 26
Trimethoprim + 10 291>123 25 291>230 20 291>261 25 25
Valsartan + 10 436>207 25 436>235 15 436>261 15 3
Venlafaxine + 10 278>58 15 278>260 10 278>121 25 1
Desethy! atrazine (DEA) + 10 188.3>146.3 15 188.3>104.2 25 188.3>79.3 25 -
Desisopropy! atrazine (DIA) + 10 174.3>132.2 15 174.3>96.3 15 174.3>79.2 15 -
Simazine + 10 202.3>132.1 15 202.3>124.2 15 202.3>104 20 -
Terbuthylazine + 10 230.3>174.2 15 230.3>104.2 25 230.3>96.2 25 -
Benzoylecgonine + 10 290>168 15 290>105 25 290>92 25 23
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Investigacion de contaminantes orgénicos en aguas del entorno de la Planta RSU (2015-2016)

Tabla 2. Condiciones cromatograficas del método cuantitativo basado en UHPLC-
MS/MS (SPE) para los compuestos seleccionados. Se muestran los limites de
cuantificacion (LOQ) para los diversos analitos

Transicion Energia Transicion Energia

Cono cuantificacion colision confirmacién colision LOQ
Compuestos Polaridad (V) (Q) (eV) (q) (eV) (ngl/L)
Atrazine ES+ 50 216.1>174.1 20 216.1>96.2 25 0.4
Atrazine deisopropyl (DIA)  ES+ 50 174.0 > 68.0 20 174.0 > 96.0 15
Atrazine desethyl (DEA) ES+ 50 188.0 > 146.0 15 188.0 > 104.0 18 2
Bromacil ES- 45  259.0>203.0 20 261.0>2050 20 25
Carbaryl ES+ 30 202.0>145.1 20 202.0>127.2 30
Carbofuran ES+ 30 222.2>165.3 15 2222>1232 20
Diuron ES+ 30 233.1>72.2 20 233.1 > 1601 20 9
Imazalil ES+ 30 298.1>159.0 20 298.1>256.0 20 49
Imidacloprid ES+ 20 256.1>209.2 10  256.1> 17561 10 9
Isoproturon ES+ 20 207.2>72.2 20 207.2>134.2 20 0.2
Metalaxyl ES+ 35 280.1 > 220.1 15 280.1 > 160.1 25
Metolachlor ES+ 50 284.2 > 252.0 15 284.2 >176.1 25 2
Pirimicarb ES+ 20 239.2> 1822 20 239.2>109.2 20 0.2
Pyridaphention ES+ 20 340.9 > 189.2 20 340.9 > 205.2 20
Simazine ES+ 20 2022>1322 20 202.2>1240 20
Terbacil ES- 40 2152 > 1591 15 217.2>75.0 30 0.5
Terbumetone ES# 50 226.0>170.2 20 226.0 > 1611 15 25
Terbumetone desethyl ES+ 50 198.3 > 142.2 16 198.3 > 86.1 20 0.3
Terbuthylazine ES+ 20 230.2>174.1 15 230.2>96.0 20 0.3
Terbuthylazine 2-hidroxy ES+ 30 212.2>156.1 15 212.2>86.1 20 0.3
Terbuthylazine desethyl ES+ 20 202.2 > 145.9 25 202.2>79.0 25
Terbutryn ES+ 30 242.1>91.2 30 242.1>186.2 30 2
Thiabendazole ES+ 20 202.1>131.2 40 202.1> 1751 40 1
Carbamazepine ES+ 50 237.1>194.2 20 237.1>179.0 35 0.2
Irbesartan ES+ 20 429.3 > 207 1 30 429.3 > 195.2 25 0.4
Valsartan ES+ 20 436.3 > 207.0 25 436.5 > 291.1 20 6
Benzoylecgonine ES+ 50 290.3 > 168.2 20 290.3>105.0 30

0.3
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3.2. Tratamiento de muestra

UHPLC-MS/MS (ID)

Para el procedimiento por inyeccion directa, se centrifugaron 2 mL de agua a 12.000
rpm durante 10 min y posteriormente, se inyectaron 100 uL en el sistema UHPLC-
MS/MS.

UHPLC-MS/MS (SPE)

En este método, el procedimiento de muestra consisti6 en una extraccion en fase
solida (SPE) con cartuchos Oasis HLB (60 mg). La Figura 2 muestra un esquema del
procedimiento aplicado. El extracto de 5 mL en metanol se evaporoé y se redisolvié en
0.5 mL de metanol:agua (10:90, v/v) (factor final de pre-concentracién x200).
Finalmente, se inyecté 1 ulL del extracto final en el sistema UHPLC-MS/MS.

100 mL centrifuged water

CONDITIONING:
3 mL Acetone
3 mL MeOH
3mLH,0
SAMPLE LOADING:

By gravity
DRYING:
Vacuum, 30 min

SPE (OASIS HLB)
60 mg
LS G|

ELUTION
5 mL MeOH

4

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

?

Redissolution 0.5 mL MeOH 10%

4

| uPLC-MSMS (QqQ) |

¥

TARGET QUANTIFICATION

Figura 2. Esquema del tratamiento de muestra aplicado en los analisis cuantitativos
mediante UHPLC-MS/MS (SPE)
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4. ANALISIS DE MUESTRAS
4.1. Toma de muestras

En este proyecto se han analizado un total de 16 muestras de agua, tanto subterranea
como superficial, procedentes de puntos situados en el entorno de la Planta de
Tratamiento de Residuos Sélidos Urbanos del término municipal de Onda (ver Tabla
3). 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 localizacién de la Planta de Reciplasa. En la Figura 3 se muestra un mapa aéreo

con la ubicacién de los puntos de muestreo.

Las muestras se recogieron en dos campanas, abril-agosto 2015 y noviembre-
diciembre de 2015, por personal especializado de una empresa acreditada para
estudios en la realizacion de interés ambiental (puntos de muestreo 1-4 y 8-9) y por
personal del IUPA (puntos de muestreo 5-7). Una vez recibidas las muestras en el

laboratorio, se procedié a su congelacion a <-18°C, hasta el momento de los analisis.
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Investigacion de contaminantes orgénicos en aguas del entomo de la Planfa RSU (2015-2016)

Tabla 3. Muestras de aguas tomadas en el entorno de la Planta de Tratamiento
Reciplasa durante 2015-2016

Cddigo Puntode Localizacion Tipo Fecha

Muestra* muestreo muestra recogida

1.a 1 Piezémetro aguas arriba Subterranea  13/08/2015

2.a 2 Piezémetro aguas abajo Subterranea  13/08/2015
(zona afino compost)

3.a 3 Piezometro aguas abajo Subterranea  13/08/2015
(zona acopio restos de poda)

4.a 4 Piezdmetro aguas abajo Subterranea  13/08/2015
(balsa de lixiviados)

5.a Rio Mijares, Central eléctrica Superficial 21/04/2015

6.a Rio Mijares, Estacion de Aforo  Superficial 21/04/2015

7.a Pozo San Martin de Porres Subterranea  21/04/2015

1.b Piezémetro aguas arriba Subterranea  05/11/2015

2.b 2 Piezémetro aguas abajo Subterranea  05/11/2015
(zona afino compost)

3.b 3 Piezémetro aguas abajo Subterranea  05/11/2015
(zona acopio restos de poda)

4.b 4 Piezometro aguas abajo Subterranea  05/11/2015
(balsa de lixiviados)

5.b 5 Rio Mijares, Central eléctrica Superficial 01/12/2015

6.b 6 Rio Mijares, Estacion de Aforo  Superficial 01/12/2015

7.b 7 Pozo San Martin de Porres Subterranea  01/12/2015

8.b 8 Pozo Sabater | Subterranea  05/11/2015

9.b 9 Pozo Sabater Il Subterranea  05/11/2015

*a, referencia al muestreo del primer semestre; b, referencia al muestreo del segundo semestre

Informe Seguimiento Abnl 2016
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Investigacién de contaminantes organicos en aguas del entomo de la Planta RSU (2015-2016)

PLANTA RECIPLASA

Figura 3. Mapa aéreo de los puntos de muestreo de aguas del entorno de la planta Reciplasa
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4.2. Resultados obtenidos mediante la metodologia de screening

Las muestras de agua se sometieron al procedimiento de screening basado en el uso
complementario GC-QTOF MS y UHPLC-QTOF MS con el fin de investigar la
presencia del mayor numero posible de contaminantes organicos. Los analisis fueron
de tipo cualitativo y su objetivo fue la deteccion e identificacién del mayor numero de
contaminantes en las muestras. La Tabla 4 muestra los resultados obtenidos mediante

screening por QTOF MS.
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Investigacion de contaminantes orgénicos en aguas del entorno de la Planta RSU (2015-2016)

Tabla 4. Compuestos identificados mediante screening por GC-QTOF MS y UHPLC-QTOF MS en las aguas subterraneas y superficiales (estas
ultimas marcadas en gris) recogidas durante las dos campanas de 2015

Muestras
1a 2a 3a 4a S Ta 1b 2b 3b

Atrazine - = = £
Atrazine deisopropyl (DIA)
Atrazine desethyl (DEA) - - - - - -
Bromacil - E = = 4 Al
Carbendazim - - e = - =
Carbofuran - - = = = 3 = = = - s 3 . -
Diazinon - X - - - - - - - = = X X X
Dimethoate - - - - - = - = = = 5 < = =
Diuron - - - - - - - = c g = 3 = _
Fluroxypir - - 5 = e = 2 s = 3 - 4 - =
Imazalil - - - - - - - X X X X - X -
Imidacloprid - - = = = - - ) 5 3 = E = -
Metalaxyl - X - - - - X - = - = - = -
Oxyfluorfen - - = - = -

Pirimicarb - - = = - 4
Pyriproxyfen - - - = = .
Quinalphos -
Simazine -
Simazine 2-hydroxy -
Terbacil -
Terbumeton -
Terbumeton desethyl -
Terbuthylazine -
Terbuthylazine desethyl -
Terbuthylazine 2-hydroxy -
Terbutryn -
Tiabendazole - - - = S = - z s = = = .
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Los resultados muestran que los compuestos mas frecuentemente detectados en las
aguas han sido plaguicidas, habiéndose identificado también algunos de sus productos
de transformacién (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 27 plaguicidas y TPs/metabolitos
diferentes. Los compuestos detectados fueron principalmente herbicidas de la familia
de las triazinas, siendo la simazine (detectada en 9 muestras) y la terbuthylazine y su
TP desethyl (detectados en 6 y 7 muestras, respectivamente) los mas frecuentemente
encontrados. También se detectaron positivos de los herbicidas uracilos, bromacil y
terbacil (en 3 y 2 muestras, respectivamente) y del herbicida fenilurea, diuron
encontrado en una muestra. Entre los fungicidas encontrados, imazalil y metalaxy!
fueron los mas frecuentemente detectados (detectados en 7 y 4 muestras,
respectivamente). Los insecticidas encontrados mostraron una baja frecuencia de
deteccion, a excepcion de diazinon que fue positivo en 4 de las 16 muestras

estudiadas.

Las muestras del Piezémetro aguas arriba (muestra 1), y las dos de agua superficial
del Rio Mijares (muestras 5 y 6) no mostraron ningun positivo de plaguicidas en la
primera campafa de muestreo (abril-agosto 2015), y tan solo 1-2 positivos (diazinon
y/o imazalil) en la segunda campana de muestreo (noviembre-diciembre 2015). La
muestra con mayor numero de detecciones fue la correspondiente al agua del pozo
Sabater | (muestra 8b) muestreada unicamente en la segunda campafia (05/11/2015)
con 23 positivos de plaguicidas. Las muestras de agua subterranea del pozo de San
Martin de Porres (muestras 7a y 7b) y de Sabater Il (muestra 9b) también presentaron

un numero considerable de plaguicidas (10-11 positivos).

El screening QTOF MS permiti6 la deteccion de otros compuestos, como la cafeina en
una muestra y DEET, uno de los ingredientes mas habituales en repelentes de
insectos, en 8 de las 16 muestras estudiadas.

Como ejemplos ilustrativos, las Figuras 4 y 5 muestran dos positivos encontrados en
aguas subterraneas: terbuthylazine en agua del pozo Sabater | (muestreo 05/11/2015)
mediante GC-QTOF MS (Figura 4) y imidacloprid en agua del pozo Sabater Il
(muestreo 05/11/2015) mediante UHPLC-QTOF MS (Figura 5).
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Figura 4. Deteccién e identificacion de terbuthylazine en el analisis por GC-QTOF MS de la muestra de agua subterranea 8b (Sabater |,
muestreo 2° semestre). (a) Espectros LE y HE del pico cromatografico a tiempo de retencion 17.87 min. (b) XICs a una ventana de masa de
150 ppm para la molécula protonada en LE y diferentes iones observados en la funcién HE.
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Figura 5. Deteccion e identificacion de imidacloprid en el analisis por UHPLC-QTOF MS de la muestra de agua subterranea 9b (Pozo Sabater

Il, muestreo 2° semestre). (a) Espectros LE y HE del pico cromatografico a tiempo de retencion 4.48 min. (b) XICs a una ventana de masa de
0.02 Da para [M+H]" and [M+Na]" en la funcién LE y diferentes iones observados en la funcién HE.
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4.3. Resultados obtenidos en el analisis cuantitativo

Una vez realizado el screening cualitativo, las 16 muestras de agua se analizaron
también mediante los dos métodos multiresiduales indicados anteriormente, ambos
basados en UHPLC-MS/MS con analizador QqQ (UHPLC-MS/MS (ID) y UHPLC-
MS/MS (SPE)). El objetivo fue determinar los niveles de concentracion de los 40
compuestos incluidos entre las dos metodologias: 23 plaguicidas y TPs, 16 farmacos y

el principal metabolito de la cocaina. La Tabla 5 muestra los resultados obtenidos.

Debido a la excelente sensibilidad de la técnica instrumental utilizada, se encontré un
elevado numero de positivos, aunque la maycria de ellos a muy bajos niveles de
concentracion (del orden de pocos ng/L). En total se encontraron 174 positivos en las
16 muestras de agua analizadas. La gran mayoria de detecciones correspondieron a

plaguicidas, lo que refleja la problematica asociada a su uso en la agricultura.

Aproximadamente el 43% de los compuestos detectados se encontraron a niveles de
concentracion inferiores al LOQ (entre 0.2 y 49 ng/L, dependiendc del compuesto
analizado), por lo que no llegaron a cuantificarse siquiera. En el caso de plaguicidas,
tan solo 6 detecciones (bromacil, carbofuran, metalaxyl, simazine, terbacil y
terbuthylazine), todas ellas en la muestra de agua del pozo Sabater | {muestra 8b),
superaron el nivel de concentracién de 0.1 pg/L, valor que suele tomarse como
referencia en aguas por tratarse del maximo permitido para plaguicidas en aguas de
abastecimiento urbano. Tan sélo un caso (terbuthylazine en el pozo Sabater |, con 4.7
ug/L) superd el nivel de 1 pg/L. En el caso de los farmacos, Unicamente primidone
(0.11 ng/L en Piezometro aguas abajo zona afino compost, muestra 2a) llego a

superar ligeramente el nivel de 0.1 pg/L.

El hecho de que los compuestos seleccionados en el método cuantitativo por triple
cuadrupoclo correspondan a compuestos ampliamente usados en la zona y
frecuentemente detectados en estudios anteriores, ha hecho que se hayan detectado
de nuevo en la mayoria de las muestras analizadas. Esto ha ocurrido con los 23
plaguicidas y TPs investigados en la metodologia basada en triple cuadrupolo. La
mayoria de resultados obtenidos estan de acuerdo y confirman los positivos
encontrados mediante los métodos de screening basados en QTOF MS, aungue
adicionalmente se han detectado otros compuestos a muy bajos niveles de
concentracién debido a la mayor sensibilidad del método LC-MS/MS. Cabe destacar el
herbicida terbuthylazine, que se encontré en todas las aguas analizadas, seguido del

herbicida simazine, presente en 10 de las 16 muestras de agua analizadas.
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También los 16 farmacos investigados en las metodologias de cuantificaciéon se
detectaron en las muestras de agua analizadas. ElI farmaco antiepiléptico
carbamazepine se encontré6 en todas las muestras analizadas, seguido del
antidepresivo venlafaxine detectado en 14 de las 16 muestras analizadas. Por lo que
respecta al metabolito de la cocaina, benzoylecgonine, se encontrd en 12 muestras

analizadas y a niveles muy bajos.

Como ejemplos, las Figuras 6 y 7 muestran algunos de los positivos encontrados en
el agua del pozo Sabater | (muestra 8) recogida el 05/11/2015 analizada mediante los
dos métodos cuantitativos UHPLC-MS/MS (SPE) e (ID), respectivamente.

Informe Final Abnil 2016 Pagina 21 de 2!



Investigacién de contaminantes orgénicos en aguas del entomo de la Planta RSU (2015-2016)

Tabla 5. Resultados obtenidos (ug/L) en el analisis mediante UHPLC-MS/MS de las muestras de aguas subterraneas y superficiales (estas
Gltimas marcadas en gris) recogidas durante las dos campafas de 2015

Muestras

1a 2a 3a 4a 5a 6a 7b 1b 2b 3b 4b 5b 6b 7b 8b 9b
Atrazine - - - - - - 0.007 - - - - - - 0.004 0.007 -
Atrazine desethyl (DEA)* - - - - - - 0.079 - - - d - - 0.044 0.011 0.0004
Atrazine deisopropyi (DIA)* - - - - - - 0.014 - - - - - - 0.007 0.018 0.008
Bromacil - - - - - - - - - - - - - - 0.22 -
Carbaryl - - - - - - - = e - = - - - - -
Carbofuran - - - - - - - - = - - - - - 0.15 -
Diuron - - - - - - d - - - - - - - 0.053 -
Imazalil - - - - - = - = C = J - - - - -
Imidacloprid - - 0.040 - - - d - 0.013 0.003 - - - - - 0.094
Isoproturon - - - - - = = = = = = - - - - -
Metalaxyl - 0.002 0.007 - - - 0.002 - 0.004 0.001 - - - - 0.26 0.007
Metolachlor - - - - - - - - - - - = - - - -
Pirimicarb - - - - - - - - - - - - - - 0.006 -
Pyridaphention - - - - - - - - - - - - - - - -
Simazine* - 0.014 0.002 0.002 - - 0.016 - 0.006 0.002 0.002 - - 0.009 041 0.003
Terbacil - - - - - - = = = = : - - - 0.13 -
Terbumetone - - - - - - 0.001 - - - - - - - 0.092 -
Terbumetone desethyl - - 0.001 - - - 0.056 - 0.001 - - - - 0.031 0.045 -
Terbuthylazine* 0.001 0.003 0002 0.003 0.001 0.001 0.016 0.0007 0.001 0.0009 0.001 0.0007 0.0007 0.008 4.7 0.003
Terbuthylazine 2-hidroxy - - - - - - - - - - - - - - - -
Terbuthylazine desethyl - - - - - - 0.016 - - - - - - 0.009 0.028 0.007
Terbutryn - - - - - 5 - = = = = - - - 0.008
Thiabendazole - - - - - - - - = - - - - - - -

* compuestos analizados por las dos metodologias de cuantificacion (UHPLC-MS/MS (ID) y UHPLC-MS/MS (SPE). Los positivos encontrados
en ambos métodos se incluyen en la tabla con el nivel de concentracién mas alto reportado.

d, detectado (concentraciéon < LOQ. En letra negrita se resaltan los niveles de concentracién superiores a 0.1 pg/L
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Tabla 5 (cont.). Resultados obtenidos (ug/L) en el andlisis mediante UHPLC-MS/MS de las muestras de aguas subterraneas y superficiales

(estas ultimas marcadas en gris) recogidas durante las dos campanas de 2015

Muestras

1a 2a Ja 7b 1b 2b 3b 4y ] 8b 7h 8b 8b
Acetaminophen d - - - d - - d - - - 0.011 0.019
Bezafibrate - - - - - - - - - - - - - - - -
Carbamazepine®* d 0.066 0.008 0.005 d d d d 0.034 0.005 0.003 d d d 0.002 d
Diclofenac - - - - - - - - - - - - - - - -
Gemfibrozil - 0.020 - - - - - - - - - - - - - -
Ibuprofen - - - - - - - - - - - - - - - -
lopromide - - - - - - - - 0.065 0.062 - - - - - -
Irbesartan* - d - - d d - d d d d d d d - d
Metoprolol - - - - - - - - - - - - - - - -
Pantoprazole - - - - d - d d - - d d d d - d
Phenazone - 0.028 - - - - - d d d d d d d 0.003 d
Primidone - 0.11 0.050 0.013 d - - - 0.019 0.015 0.006 0.01 - - 0.022 -
Sulfamethoxazole d - 0.007 d d - d - - - d d - - - -
Trimethoprim - - - - d d d - - - - - - d - -
Valsartan* - - - - - - - d - - - - d - 0.017 d
Venlafaxine 0.003 0.001 0.003 0.003 d 0.002 - d - d d d d d d d
Benzoylecgonine* - d 0000 NN - - d 0010 0002 d d d d d d

*, compuestos analizados por las dos metodologias de cuantificacion (UHPLC-MS/MS (ID) y UHPLC-MS/MS (SPE). Los positivos encontrados

en ambos métodos se incluyen en la tabla con el nivel de concentracion mas alto reportado.
d, detectado (concentracion < LOQ). En letra negrita se resaltan los niveles de concentracion superiores a 0.1 pg/L
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Figura 6. Positivos de plaguicidas encontrados en el agua del pozo Sabater | (muestra

8b, segunda campana 05/11/2015) mediante analisis por UHPLC-MS/MS (SPE)
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Figura 7. Positivos encontrados en el agua del pozo Sabater | (muestra 8b, segunda
campania 05/11/2015) mediante analisis por UHPLC-MS/MS (ID)
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5. CONCLUSIONES

En este estudio se ha investigado un numero muy elevado de contaminantes
organicos en aguas mediante metodologias de barrido (screening) “universal” usando
técnicas muy avanzadas, como son los acoplamientos cromatografia/espectrometria
de masas con analizador de tiempo de vuelo (TOF MS). Se han aplicado dos
metodologias complementarias de screening, basadas en el uso combinado de GC-
QTOF MS y UHPLC-QTOF MS, a muestras subterraneas y superficiales tomadas del

entorno de la Planta de Tratamiento Reciplasa.

El screening llevado a cabo ha permitido investigar la presencia de mas de 1.600
contaminantes de manera cualitativa; es decir, el objetivo ha sido la deteccion y
correcta identificacion del mayor numero posible de contaminantes organicos de
origen antropogénico. La metodologia analitica aplicada en este proyecto se encuentra
entre las mas poderosas en la actualidad en cuanto a fines de screening, y permite
incluir un elevado numero de contaminantes organicos, muy superior al de cualquier
otro estudio ambiental realizado hasta ahora. La literatura cientifica indica que las
investigaciones sobre contaminantes organicos en el medio acuatico se suelen centrar

en compuestos prioritarios y, como maximo, incluyen 200-300 compuestos farget.

Los resultados obtenidos muestran que los compuestos mas frecuentemente
detectados en las aguas son los plaguicidas, habiéndose identificado tambien algunos
de sus productos de transformacion/metabolitos. La contaminacion de aguas por
plaguicidas en la Comunidad Valenciana, y mas concretamente en la provincia de
Castellon, es un hecho bien conocido, que ya ha sido anteriormente reportado por
nuestro propio grupo de investigacion [1, 9-11]. Ademas de plaguicidas, el screening
realizado ha permitido detectar otros contaminantes, tales como la cafeina 'y DEET,
que han sido encontrados en algunas de las muestras analizadas. Los positivos
encontrados ponen de manifiesto el potencial de la técnica TOF MS para fines de
screening, considerada una excelente herramienta analitica para este fin en el campo

medioambiental.

Como cabe esperar, la investigacibn de muchos mas compuestos que los
habitualmente considerados en metodologias analiticas clasicas, basadas en el uso de
métodos target cuantitativos, puede llevar como consecuencia légica la deteccidn de

un mayor numero de positivos, aunque ello no implica que sean relevantes desde el
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punto de vista ambiental, pues muchas veces se encuentran a niveles de
concentracion extremadamente bajos. Algunos de los compuestos detectados en este
estudio, no suelen formar parte de los programas de control, al no encontrarse en las
listas de contaminantes prioritarios en el medio ambiente, a diferencia de lo que ocurre
con plaguicidas, por ejemplo, que suelen ser investigados de manera habitual en las

aguas.

Una vez realizados los analisis de screening, todas las muestras se han re-analizado
mediante la técnica complementaria UHPLC-MS/MS con analizador de triple
cuadrupolo (UHPLC-MS/MS (ID) y UHPLC-MS/MS (SPE)). El analisis target realizado
en este caso se ha centrado en 40 compuestos, entre los que se encuentran un buen
numero de los mas detectados en el screening previo. En concreto, el analisis
cuantitativo se ha llevado a cabo para 23 plaguicidas y productos de transformacion,
16 farmacos y 1 metabolito de la cocaina. La excelente sensibilidad de la técnica
instrumental utilizada (LC-MS/MS), ha facilitado la deteccion de numerosos positivos,
aunque la mayoria de ellos a muy bajos niveles de concentracion (del orden de pocos
ng/L). Tomando como referencia el valor de 0.1 pg/L, cabe destacar que se superd en
7 ocasiones (6 plaguicidas — bromacil, carbofuran, metalaxyl, simazine, terbacil y
terbuthylazine- en seis ocasiones en total, 1 farmaco — primidone - en una ocasién), y
tan solo el herbicida terbuthylazine superé el valor de 1 ug/L en una muestra (4.7 pg/L
en el agua del pozo de Sabater | del 05/11/2015).

Los resultados obtenidos en este estudio indican que la contaminacidn observada en
las aguas subterraneas del entorno de Reciplasa parece proceder casi exclusivamente
de las actividades agricolas, ya que los contaminantes detectados con mayor
frecuencia y a niveles mas altos han sido los plaguicidas. Al encontrarse la zona de
estudio en un entorno agricola, la contaminacion observada se podria achacar a las
practicas agricolas del area mas que a la posible influencia de la planta de tratamiento.
La presencia de farmacos en las aguas subterraneas revela que estos compuestos, de
amplio uso en la poblacién, pueden llegar hasta dichas aguas, aunque, de momento,
parece un hecho aislado. En cualquier caso, las concentraciones de farmacos
encontradas son extremadamente bajas (del orden de 1 ng/L o inferior), por lo que no
parece existir una contaminacién apreciable, aunque resulta necesario prestar
atencion a este posible problema mediante programas de control en las aguas del

entorno centrados en la investigacion de contaminantes emergentes.
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