





Investigacion de contarminantes organicos en aguas del entorno de la Planta RSU (2017)

1. INTRODUCCION

En este Informe 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 realizaciéon del proyecto “Investigacion de contaminantes organicos en aguas del
entorno de la Planta de Tratamiento de Residuos Sdlidos Urbanos del termino
municipal de Onda (2017)".

La metodologia aplicada en el presente estudio se basa en estrategias analiticas
desarrolladas en nuestro l|aboratorio para llevar a cabo la investigacion de
contaminantes organicos en aguas superficiales y subterraneas procedentes del

entorno de la planta de compostaje Reciplasa (Pitarch, 2016).

El presente estudio se ha centrado, principalmente, en la aplicacion de métodos de
tipo cuantitativo. 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 en tandem (MS/MS) con analizador de triple

cuadrupolo (QqQ).

Por un lado, los analisis mediante UHPLC permiten determinar los niveles de
concentracion de 38 compuestos, entre los que destacan mayoritariamente
plaguicidas, por ser los que mas frecuentemente se detectaron en estudios anteriores
{Pitarch, 2018), algunos farmacos, por su actual interés como nuevos contaminantes
emergentes en el medio ambiente (Boix, 2015), y el metabolito mayoritario de la
cocaina, la benzoylecgonine, que se detecta con frecuencia en las aguas residuales

de origen urbanc (Bijlsma, 2014).

Por otro lado, las dos metodologias de GC desarrolladas permiten determinar lIa
presencia de 14 retardantes de llama, tipo Difeni-Eter Polibromados (PBDEs) y los
niveles de concentracion de 18 Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos (PAHs), 16

plaguicidas y 7 Bifenilos Policlorados (PCBs).

En los apartados siguientes de este informe se resume la metodologia analitica y los
resultados obtenidos en el analisis de las muestras de aguas tomadas en el entorno de
ta planta de Reciplasa (14 subterraneas y 4 superficiales) en las dos campanas de

muestreo llevadas a cabo en 2017,
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2. METODOLOGIA CUANTITATIVA BASADA EN JHPLC-MS/MS (QgQ)

En el presente trabajo, se ha aplicado un método cuantitativo basado en UHPLC-
MS/MS con analizador QqQ, en modo Selected Reaction Monitoring (SRM), disefado,
principalmente, para la deteccién de plaguicidas y farmacos. Este, es un procedimiento
basado en la inyeccion directa de la muestra, que permite la determinacion de 38
compuestos organicos previamente seleccionados: 14 farmacos, 23 plaguicidas y 1
metabolito de la cocaina. El cbjetivo es detectar y cuantificar los contaminantes, a los
bajos niveles de concentracion a los que estan presentes, en las muestras de aguas

analizadas.

La excelente sensibilidad y selectividad alcanzadas con la moderna instrumentacién
analitica usada en este proyecto, han permitido la inyeccion directa de las muestras de
agua, sin ningun tipo de tratamiento/pre-concentraciéon previo, con lo cual se minimizan
notablemente los potenciales errores analiticos asociados a la etapa de tratamiento de

muestra.

2.1. Instrumentacion

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

utilizando la interfase electrospray (ES!) (Boix, 2015).

La Tabla 1 muestra los parametros utilizados en el método cuantitativo, adquiriendo en
modo SRM. Se indica el tiempo de retencién (Rt), el modo de ionizacion (ESH), ia
energia de cono, y ademads, las dos transiciones seleccionadas, tanto la de
cuantificacion (Q) como la de confirmacién (q), y las respectivas energias de colision.
Dicha tabla también muestra los limites de cuantificacion (LOQs) para diversos

analitos.

2.2. Tratamiento de muestra

En el procedimiento por inyeccién directa, se centrifugaron 2 mL de agua a 12.000 rpm
durante 10 min. Posteriormente, en un vial de inyeccion se afadieron a 950 uL del
agua ya centrifugada, 50 plL de una disolucion de patrones internos marcados

isotopicamente (ILIS) de concentracion 1 ng/mL. Finaimente, se inyectaron 100 uL en
el sistema UHPLC-MS/MS.
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3. METODOLOGIAS BASADAS EN GC-MS/MS (QqQ)

El estudio se ha completado con andlisis complementarios aplicando dos métodos
basados en GC-MS/MS con analizador QqQ. El objetivo es determinar aquellos
compuestos para los que la cromatografia de fiquidos se ve mas limitada, como son

los compuestos mas volatiles, de menor polaridad y/o estables térmicamente.

Ambos métodos requieren un tratamiento previo de la muestra mediante extraccion en
fase soélida (Solid Phase Extraction, SPE). El primero de ellos, es un procedimiento
disenado principalmente para la deteccion e identificacion de 14 PBDEs vy
cuantificacion de 7 PCBs. Mientras que el segundo método se basa en la deteccion y

la cuantificacion de 18 PAHs y 16 plaguicidas.
3.1. Instrumentacion

A continuacion, se resumen brevemente los parametros instrumentales empleados:

CROMATOGRAFO DE GASES Agilent 7890A (Agilent Technologies Inc, Palo Alto,
CA, USA) equipado con autosampler Agilent 7693A

1. ANALISIS DE PBDEs y PCBs:

- Flujo gas portador: 4 mL/min

- Volumen de inyeccion: 1 pl, en modo pulsed splitless (50 psi)

- Columna: Silice fundida DB-17MS (30 m; 0.25 mm i.d.,, 0.25 pm ft) (J&W
Scientific, Folson, CA, USA)

- Temperatura inyector: 280 °C

- Gradiente de temperatura: 140 °C; 20 °C/min to 200 °C; 20°C/min 300°C: 40°C/min
a 350°C (1 min). Tiempo total 11 min

- Temperatura interfase:; 350 °C

2. ANALISIS DE PAHs y plaguicidas:

- Flujo gas portador: 2 mL/min (23 min), rampa de 4 mL/min hasta 6 mL/min (3 min)

- Volumen de inyeccion: 1 pL, en modo pulsed splitless (50 psi)

- Columna: Silice fundida DB-1HT (15 m; 0.25 mm i.d., 0.10 ym f.t.) (J&W Scientific,
Folson, CA, USA)

- Temperatura inyector: 280 °C

- Gradiente de temperatura: 70 °C (1 ﬁin); 20 °C/min a 230 °C; 5°C/min 320°C
Tiempo total 27 min

- Temperatura interfase: 320 °C
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Figura 2. 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 metodoiogia UHPLC-MS/MS (QqQ)

Las muestras de agua se sometieron al procedimiento de analisis cuantitativo basado
en el uso de UHPLC-MS/MS con el fin de investigar la presencia y los niveles de
concentracion de 38 contaminantes organicos de polaridad media-alta en las 18
muestras de agua tomadas durante 2017. La Tabla 5 muestra los resultados obtenidos

mediante dicha metodologia.

Debido a la excelente sensibilidad de la técnica instrumental utilizada, se encontrd un
elevado numero de positivos, aunque la mayoria de ellos a muy bajos niveles de
concentracion (del orden de pocos ng/L). Se detectaron 32 de los 38 compuestos
estudiados en las 18 muestras de agua. La mayoria de los positivos correspondieron a

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

Aproximadamente, el 40% de las detecciones se encontraron a niveles de
concentracion inferiores al LOQ o al punto bajo del calibrado (< 1ng/L, en los casos en
los que no esta disponible el LOQ empirico), por lo que no se pudieron llegar a
cuantificar. En el caso de plaguicidas, tan solo imidacloprid en la muestra de agua de
Piezémetro aguas abajo (zona afino compost) (Muestra 2a), terbacilo y terbuthylazine
en la muestra de Pozo Sabater | (Muestra 8b), superaron el nivel de concentracion de
0.1 pg/L (100 ng/L), con valores de 468, 112 y 925 ng/L, respectivamente. El nivel de
0.1 pg/L suele tomarse como referencia en aguas por tratarse del maximo permitido
para plaguicidas en aguas de abastecimiento urbano. En el caso de los farmacos,

ninguno de los compuestos estudiados llego a superar el nivel de 100 ng/L.

Las muestras que presentaron mayor nimero de plaguicidas fueron las tomadas del
Pozo Sabater | en las dos camparas de muestreo (Muestras 8a y 8b), encontrandose
14 de los 23 incluidos en el método analitico. Las muestras del Pozo San Martin de
Porres (Muestras 7a y 7b) también presentaron elevado numero de plaguicidas
detectados, 13 y 12 respectivamente. En el caso de farmacos, cabe destacar la
muestra 3b (Piezometro aguas abajo (zona acopio restos de poda), 20/11/2017), en la
que se detectaron el mayor nimero de analitos estudiados, 7 de los 14 incluidos en la

metodologia.

Los plaguicidas mas frecuentemente detectados fueron el producto de transformacion
(TP) de la therbutylazine (OH-Tbza), el insecticida imidacioprid y el fungicida
metalaxyl, encontrados en 18, 12 y 10 muestras, respectivamente, de las 18
analizadas. En el caso de los farmacos, los anticonvulsivos, primidone vy

carbamazepine fueron los frecuentemente detectados (en 9 y 7 de 18 muestras,
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Figura 3. Positivos encontrados
{muestra 8b, 20/11/2017) mediante analisis por UHPLC-MS/MS
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Control de calidad de ios analisis:

El control de calidad se ha llevado a cabo mediante el andlisis de muestras control
(Quality Control, QC). Los QC consistieron en muestras reales seleccionadas al azar,
que fueron fortificadas a tres niveles de concentracién cada una. Se utilizaron en total
3 muestras: 2 muestras de agua superficial y 1 de agua subterranea, todas ellas
fortificadas a 10, 100 y 1.000 ng/L. Los 9 QCs preparados se intercalaron a lo largo de
la secuencia de analisis y se obtuvieron las recuperaciones de los mismos. Los
resultados obtenidos se muestran en las Tablas 6 y 7, correspondientes a los analisis
de la primera y de |la segunda campana, respectivamente. En ellas se muestra el valor
medio de recuperacion obtenido en cada caso, y entre paréntesis se indica el numero

de muestras QC utilizadas para el calculo de la recuperacion media.

Como puede observarse, la gran mayoria de recuperaciones de los QCs fueron
satisfactorias, con valores entre el 60 y el 140% (SANTE, 2015), lo que aporta
fiabilidad a los resultados obtenidos. El uso de un elevado numero de patrones
internos marcados isotopicamente (ILIS) y la ausencia de etapas complejas en el
tratamiento de muestra facilita, sin duda, la obtencion de resultados satisfactorios en

los controles de calidad

Confirmacion de la identidad del compuesto detectado:

Con el fin de confirmar inequivocamente la identidad de los compuestos detectados en
las muestras, se calcularon las relaciones de intensidad entre las transiciones medidas
(q/Q). Segun las guias europeas, es necesaric que la relacién g/Q tenga una
desviacion inferior al +30% con respecto al valor medio de la relacion i6nica en el
correspondiente QC (SANTE, 2015).

La presencia de estos compuestos quedd también confirmada por el tiempo de
retencion, tolerandose una desviacion maxima de 0.2 min con respecto al patron de
referencia (SANTE, 2015).

Estos dos aspectos junto a la adquisicion de dos transiciones permitieron confirmar de
modo absolutamente fiable cada uno de los compuestos emergentes detectados en

las muestras.
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4.3. Resultados obtenidos mediante la metodologia GC-MS/MS (QqQ)

Paralelamente a los andlisis por LC-MS/MS, las 18 muestras de agua se analizaron
también mediante los dos métodos multi-residuales indicados anteriormente, ambos
basados en GC-MS/MS con analizador QqQ.

Tras la aplicacion del método disefado para la deteccion e identificacion de PBDEs y
PCBs, tan solo se detectaron 6 PCBs a niveles por debajo del LOQ (1ng/L). De los
PBDEs incluidos en la lista de compuestos target, ninguno de ellos se encontro en las
muestras de agua analizadas. Por otro lado, tras la aplicacion del segundo método,
disefiado para la deteccion y cuantificacion de PAHs y plaguicidas, se detectaron 14
compuestos (3 PAHs y 11 plaguicidas). La Tabla 8 muestra los resultados obtenidos
en los analisis llevados a cabo mediante GC-MS/MS.

Al igual que en el método LC-MS/MS, la excelente sensibilidad de la metodologia
analitica utilizada en GC-MS/MS permitié encontrar numerosos positivos, aunque la
mayoria de elios a niveles menores del LOQ, por lo que no se pudieron cuantificar. En
el caso de PAHs, tan solo en un caso -naphthalene en la muestra de Piezémetro
aguas arriba (muestra 1a)-, se supero el nive! de concentracion de 0.1 pg/L (100 ng/L),

con un valer de 232 ng/L.

La muestra del Pozo San Martin de Porres tomada en la primera campafna (muestra
7a), presentd el mayor nimero de positivos (10 en total), aunque la mayoria de ellos a
niveles menores del LOQ. Seguidamente, la muestra del Pozo Sabater | (muestra 8b)
correspondiente a la segunda campana presentd 6 positivos de los 14 compuestos
detectados. Contrariamente, en cuatro aguas — muestras 4a y 4b (Piezometro aguas
abajo (baisa de lixiviados)), muestra 3a (Pozo Sabater Il) y muestra 1b (Piezémetro
aguas arriba)- se detecto tan solo un compuesto, PCB 153, en la muestra 4a, y 2-

phenylphenol, en el resto.

El fungicida 2-phenylpheno! fue el compuesto encontrado en un mayor numero de
muestras, 14 de las 18 aguas analizadas, seguido de los PCBs 138 y 180, y del

herbicida diflufenican, identificados en 4 muestras de aguas.

La Figura 4 muestra, a modo de ejemplo, la deteccion de chiorpyrifos, fluorene y 2-
phenylphenol en las aguas del Pozo Sabater | (muestra 8b), Piezometro aguas arriba
{muestra 1b} y Pozo San Martin de Porres (muestra 7b), mediante analisis por GC-
MS/MS.
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5. CONCLUSIONES

En este estudio se ha investigado un elevado numero de contaminantes organicos en
aguas, mediante las técnicas complementarias UHPLC-MS/MS y GC-MS/MS, ambas
con analizador de triple cuadrupolo (QqQ). La metodologia analitica utilizada destaca
por su elevada sensibilidad, lo que permite deteclar diferentes tipos de contaminantes
organicos a muy bajos niveles de concentracion. El método basado en LC-MS/MS
permite la determinacion de hasta 38 compuestos, la mayoria plaguicidas y farmacos
(23 plaguicidas y productos de transformacion, 14 farmacos y el principal metabolito de
la cocaina). Por otro lado, los métodos basados en GC-MS/MS permiten la
identificacion de 14 PBDEs y la cuantificacion de 7 PCBs, 18 PAHs y 16 plaguicidas.

Las muestras objeto de estudic han correspondidoc a aguas subterraneas vy
superficiales tomadas en el entorno de la planta de tratamiento Reciplasa, durante dos

campanas de muestreo realizados en Mayo y Noviembre de 2017.

En general, los resultados obtenidos muestran que los compuestos mas
frecuentemente detectados en las aguas son los plaguicidas, habiéndose identificado
también 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
reportadc por nuestro propio grupo de investigacion (Pitarch, 2010, 2016; Hernandez,
2008; Marin, 2009), asi como en anteriores informes realizados para Reciplasa.
Ademas de plaguicidas, se han encontrado algunos contaminantes emergentes, tales
como farmacos o drogas de abuso (Bijlsma 2014; Boix, 2015), asi como algunos PCBs
y PAHSs,

La excelente sensibilidad del método de analisis cuantitativo basado en LC-MS/MS ha
facilitado la deteccion de numerosos compuestos, la mayoria de ellos a muy bajos
niveles de concentracion (del orden de pocos ng/L). Tan sélo en tres ocasiones se
supero el nivel de 100 ng/L, correspondiendo estos casos a imidacioprid en la muestra
de Piezometro de aguas abajo (zona afino compost) (Muestra 2a), y terbacifo y
terbuthylazine en la muestra de Pozo Sabater | (Muestra 8b). Ei valor de 100 ng/L (0.1
pg/L} es el que se toma como referencia habitualmente en el campo del control de
residuos de plaguicidas en aguas, pues es el valor maximo permitido por plaguicida

individual en aguas de abastecimiento urbano.
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