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Investigacion de contaminantes organicos en aguas del entorno de la Planta RSU (2018)

1. Introduccién

En este Informe de Seguimiento se resumen los resultados llevados a cabo en el marco
del convenio de investigacion suscrito entre RECIPLASA y la Universitat Jaume | para
la realizacién del proyecto “Investigacién de contaminantes organicos en aguas del
entorno de la Planta de Tratamiento de Residuos Sélidos Urbanos del término municipal
de Onda (2018)".

La metodologia aplicada en el presente estudio se basa en estrategias analiticas
desarrolladas en nuestro laboratorio para la investigacién de contaminantes organicos
en aguas superficiales y subterraneas del entorno de la planta de Reciplasa (Pitarch,
2016).

Por un lado, se han aplicado dos métodos cuantitativos para la determinacion de 25
plaguicidas y 41 farmacos mediante cromatografia de liquidos (UHPLC) acoplada a
espectrometria de masas en tdndem (MS/MS) con analizador de triple cuadrupolo
(QgQ). Los andlisis mediante UHPLC-MS/MS QqgQ permiten determinar muy bajos
niveles de concentracién de plaguicidas, encontrados frecuentemente en estudios
anteriores (Pitarch, 2016), asi como de farmacos, cuyo interés como contaminantes
emergentes en el medio ambiente es cada vez mayor (Boix, 2015; Gracia-Lor, 2012;
Hernadndez, 2018; Hernandez, 2019).

Adicionalmente, se ha aplicado una metodologia de amplio barrido (screening) para la
deteccion e identificacibn de numerosos compuestos, con un amplio rango de
volatilidades. Para ello, se ha usado la cromatografia de gases (GC) acoplada a
espectrometria de masas con analizador hibrido cuadrupolo-tiempo de vuelo (QTOF
MS). Se ha investigado la presencia de unos 300 contaminantes de muy diversas
familias, tales como plaguicidas, difenil-eter polibromados (PBDEs), bifenilos
policlorados (PCBs), hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAHs), compuestos
perfluorados (PFCs), musks, filtros UV, antimicrobiales y repelentes de insectos. Estos
analisis han sido de tipo cualitativo, es decir, el objetivo ha sido la deteccién y correcta

identificacion del mayor nimero posible de contaminantes.

En los apartados siguientes se resume la metodologia analitica y los resultados
obtenidos en el analisis de las muestras de aguas tomadas en el entorno de la planta
de Reciplasa (7 subterraneas y 2 superficiales) en la primera campafia de muestreo
llevada a cabo en marzo-mayo 2018.

Informe Seguimiento Noviembre 2018 Pagina 3 de 30



Investigacion de contaminantes organicos en aguas del entorno de la Planta RSU (2018)

2. Metodologia cuantitativa para la determinacién de plaguicidas basada
en UHPLC-MS/MS (QqQ)

En el presente trabajo se han aplicado dos metodologias cuantitativas basadas en
UHPLC-MS/MS con analizador QqQ, en modo de ionizacién Selected Reaction
Monitoring (SRM). Un método se ha disefiado para la deteccién de 25 plaguicidas y
algunos de sus productos de degradacién. Otro método se ha aplicado para la
determinacion de 41 farmacos. El objetivo de ambos es detectar y cuantificar los
contaminantes seleccionados, a los bajos niveles de concentracidn a los que estan

presentes, en las muestras de aguas analizadas.

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

tratamiento de muestra.
2.1. Instrumentacioén

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) (Boix, 2015).

Las Tablas 1 y 2 muestran los parametros utilizados en los métodos para la
determinacién de plaguicidas y farmacos, respectivamente, adquiriendo en modo SRM.
Se muestra el modo de ionizacion (ESI), la energia de cono, las transiciones
seleccionadas, cuantificacion (Q) y confirmacion (q), y las respectivas energias de
colision (EC). En las tablas también se muestran los niveles del punto mas bajo del

calibrado (LCL), valor utilizado como limite para la cuantificaciéon de las muestras, y los
ILIS utilizados.

2.2. Tratamiento de muestra

Los analisis se han realizado sin ningun tipo de pre-tratamiento de la muestra, excepto
una centrifugacion. El procedimiento aplicado, basado en la inyeccion directa de la
muestra fue el siguiente: 2 mL de agua se centrifugaron a 12.000 rpm durante 10 min.
Posteriormente, en un vial de inyeccién se aiadieron a 950 pL de la muestra de agua

centrifugada, 50 uL de una disolucion de patrones internos marcados isotopicamente
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(ILIS) de concentracion 1 ng/mL. Finalmente, 100 pL y 50 pl se inyectaron en el sistema

UHPLC-MS/MS, para la determinacion de plaguicidas y de farmacos, respectivamente.

Tabla 1. Condiciones cromatogréficas del método UHPLC-MS/MS para la
determinacién de plaguicidas.

Compuesto ESI Cono Transicién EC Transicion EC LCL

V) Q (eV) q1 (eV) (nglL)

2,4-D - 10 219>125 25 219> 161 15 1
Atrazine + 50 216.1 > 174 .1 20 216.1 >96.2 25 1
Atrazine-desethyl (DEA) + 10 188.3 > 146.3 15  188.3>1042 25 1
Atrazine-desisopropyl (DIA) + 10 174.3>132.2 15 174.3 > 96.3 15 1
Carbaryl + 30 202.0 > 1451 20 202.0>1272 30 1
Chlorpyrifos + 10 350 > 97 30 350 > 198 20 1
DesetTerbumetone + 50 198.3 > 142.2 15 198.3 > 86.1 20 1
DesetTerbuthylazine + 20 202.2> 1459 25 202.2>79.0 25 1
Diuron + 30 233.1>72.2 20  233.1>160.1 20 1
Imazalil + 30 298.1 > 159.0 20 298.1>256.0 20 1
Imidacloprid + 20 256.1 > 209.2 10 256.1>175.1 10 1
Linuron + 10 249 > 160 15 249 > 182 15 1
Metalaxyl + 35 280.1 > 220.1 15  280.1 >160.1 25 1
Metolachlor + 50 284.2 > 252.0 15 2842 >176.1 25 1
OH-Tbza + 30 212.2 > 156.1 15 212.2 > 86.1 20 1
Prometryn + 10 242 > 158 20 242 > 200 15 1
Propamocarb + 10 189 > 102 15 189 > 144 10 1
Pyridaphention + 20 340.9>189.2 20 340.9>2052 20 1
Simazine + 10 202.3 > 1321 15 202.3>124.2 15 1
Tebuconazole + 10 308 >70 15 308>125 30 1
Terbumetone + 50 226.0 > 170.2 20 226.0>113.9 15 1
Terbuthylazine + 10 230.3>174.2 15  230.3>104.2 25 1
Terbutryn + 30 242.1>91.2 30 2421>186.2 30 1
Thiabendazole + 20 202.1>131.2 40 202.1>175.1 40 1
Thiophanate-methyl + 10 343 > 151 20 343 > 311 10 1
ILIS

Atrazine-d5 + 40 221.1>179.2 20

Chlorpyrifos methyl-d6 + 10 328 > 130.5 20

Diuron-d6 + 30 239.1>78.2 20

Imazalil-d5 + 30 302 > 159 20

Metolachlor-d6 + 25 290.2 > 258.2 15

Simazine-d5 + 30 207.2> 137 20

Terbuthylazine-d5 + 10 235.2>179.2 16

Thiabendazole-d6 + 20 208.1>137.2 40
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Tabla 2. Condiciones cromatograficas del método UHPLC-MS/MS para la
determinacion de farmacos.

Compuesto ESI Cono Transicién EC Transicion EC LCL
v) Q (eV) q (ev) (ng/L)
Acetaminophen + 10 152 > 110 15 152 > 93 20 10
162 > 65 25
Alprazolam + 10 309 > 281 25 309 > 205 25 5
309 > 274 25
Atorvastatin + 10 559 > 440 20 559 > 466 15 5
559 > 292 25
Azitromycin + 10 749.4 > 591.4 25 749.4>82.9 45 10
749.4 >116.1 45
Bezafibrate - 10 360 > 274 20 360 > 154 25 1000
360 > 85 15
Carbamazepine + 10 237 > 194 20 237 >179 25 5
237 >192 10
Ciprofloxacin + 10 332> 231 25 332 > 288 15 50
332> 314 20
Clarithromycin + 10 590 > 158 20 590 > 116 25 5
590 > 98 25
Clindamycin + 10 4251 > 126 20 4251 > 377 20 10
425.1 > 389 15
Diclofenac + 10 296.2 > 214.2 30 296.2 > 250 10 5
296.2 > 278 5
Enalapril + 10 377 > 234 15 377 > 117 25 5
377 > 303 15
Erythromyecin + 10 734 > 158 25 734 > 576 15 5
734 > 558 15
Furaltadone + 10 325> 100 20 325 > 252 15 5
325 > 281 10
Gabapentin + 10 172 >137 15 172 > 154.2 15 1000
172> 95 20
Gemfibrozil - 10 249 > 113 10 249 >121 20 1000
249 > 127 10
Irbesartan + 10 429 > 207 25 429 > 195 20 5
429 > 180 25
Ketoprofen - 10 253>79 10 253> 92 20 1000
253 > 209 10
Levamisol + 10 205> 178 20 205 > 91 25 5
205> 123 25
Lincomycin + 10 407 > 126 20 407 > 359 15 5
407 > 389 15
Lorazepam + 10 321 > 275 20 321 > 303 15 10
321 > 229 25
Losartan + 10 423.1 > 2071 15 423.1> 3771 15 5
423.1 > 405.1 10
Metoprolol + 10 268.2 > 116 15 268.2>74 20 5
268.2 > 191 15
Metronidazole + 10 172>127.9 15 172 > 82.1 20 5
172 > 559 20
Nalidixic acid + 10 233> 215 10 233 > 187 25 10
233>159 25
Naproxen - 10 229 > 170 20 229 >185 10 250
185 > 169 20
Norfloxacin + 10 320 > 233 25 320 > 276 15 50
320 > 302 20
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Tabla 2 (cont.). Condiciones cromatograficas del método UHPLC-MS/MS para la
determinacién de farmacos.

Compuesto ESI Cono Transiciéon EC Transicién EC LCL
(V) Q (eV) q (eV) (nglL)

Omeprazole sulfide, 4- + 10 316 > 168 20 316 > 149 20 5
hydroxy 316 > 283 15

Oxolinic acid + 10 262 > 216 25 262 > 244 15 5
262 > 158 25

Pantoprazoie + 10 384 > 200 10 384 > 138 25 5
384 > 153 15

Phenazone + 10 189.3 > 131.1 20 189.3 > 104.1 20 5
189.3 > 58.1 20

Primidone + 10 219.2 > 162 10 219.2 > 91 20 5
219.2>119.2 15

Roxithromycin + 10 679 > 158 25 679 > 116 25 5
679 > 908 25

Salbutamol + 10 240 > 148 15 240 > 222.1 10 5
240 > 166.1 10

Simvastatin + 10 419.1 > 199 10 419.1 > 285 5 50

419.1 > 2251 20
441.2 > 3251 20

Sulfadiazine + 10 251 > 156 15 251 > 92 25 5
251> 108 20

Sulfamethoxazole + 10 254 > 92 25 254 > 156 15 5
254 > 108 20

Tetracycline + 10 445 > 154 25 445 > 410 15 5
445 > 427 10

Tramadol + 10 264 > 58 10 264 > 121 25 5
264 > 246 10

Trimethoprim + 10 291 > 123 25 291 > 230 20 5
291 > 261 25

Valsartan + 10 436 > 207 25 436 > 235 15 5
436 > 261 15

Venlafaxin + 10 278 > 58 15 278 > 260 10 5
278 > 121 25

ILIS

Acetaminophen-d, + 10 156 > 114 10

Atorvastatin-ds + 10 564 > 445 20

Azitromycin-ds + 10 752.2 > 594.2 25

Carbamazepine 10,11- + 10 263 > 190 25

epoxide-dsp

Ciprofloxacin-dg + 10 340.1 > 322.1 20
Diclofenac-d, + 10 300.1 > 219.2 20
Erythromycin-13Cdj3 + 10 738.1>161.9 35
Irbesartan-ds + 10 435.1>231.3 25
Cocaethylene-dg + 10 326 > 204 20
Norfloxacin-ds + 10 325 > 238 20
Omeprazole-ds; + 10 349 > 198 10
Simvastatin-ds + 10 425.2 > 199.1 10
Sulfamethoxazole-13Cs + 10 260 > 162 15
Valsartan-ds + 10 444 > 207 25
+

Venlafaxin-ds 10 284.3 > 64.1 25
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3. Metodologia de screening basada en GC-QTOF MS

Los analisis de las muestras se han completado con la aplicacién de una metodologia
analitica de screening basada en el acoplamiento GC con un analizador hibrido
cuadrupolo- tiempo de vuelo (QTOF). La técnica TOF MS proporciona gran informacién
quimica en un Unico analisis, lo cual permite la deteccién de numerosos contaminantes,
asi como su identificacién altamente fiable. Por ello, el objetivo de estos andlisis ha sido
la deteccién y correcta identificacion de un amplio nimero de compuestos, mediante

analisis de tipo cualitativo.

En esta metodologia, la seleccidon 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.

3.1. Instrumentacion

Los andlisis mediante GC-QTOF MS se han llevado a cabo utilizando un espectrémetro
de masas con analizador hibrido cuadrupolo-tiempo de vuelo (Xevo G2 QTOF, Waters
Micromass, Manchester, UK) acoplado a un sistema GC Agilent 7890A (Palo Alto, CA,
USA). El sistema GC-QTOF MS opera en ionizacién quimica a presién atmosférica
(APCI). Se ha utilizado el modo MSE, que consiste en la adquisicién simultanea de dos
funciones: a baja energia (LE) con una energia de colision de 4 €V, y a alta energia

(HE), con una rampa de energia de colisiéon entre 10 y 40 eV.
3.2. Tratamiento de muestra

Las muestras analizadas por GC-QTOF MS se sometieron a un tratamiento, basado en
una extraccion en fase soélida (SPE) con cartuchos Oasis HLB (150 mg). La Figura 1
resume el procedimiento aplicado. Se toman 100 mL de la muestra de agua y se hacen
pasar a través del cartucho SPE, previamente acondicionado con 5 mL de metanol
(MeOH) y 5 mL de agua Milli-Q. Tras cargar la muestra, se lava el cartucho con 3 mL de
agua Milli-Q y se deja secar al vacio durante 30 minutos. Los analitos se eluyen con 5
mL de MeOH. El extracto final se evapora a sequedad bajo corriente de N (40°C) vy se

reconstituye con 100 uL de hexano. Finalmente, se inyecta 1 uL en el sistema GC-QTOF
MS.
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100 mL Agua
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: &

GC-QTOF MS

Figura 1. Esquema del tratamiento de muestra aplicado en los analisis mediante GC-
QTOF MS

3.3. Procesamiento de datos

Como se ha comentado anteriormente, la investigacion de contaminantes en las aguas
mediante GC-QTOF, 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 inyeccion de los extractos de muestra, los datos obtenidos en la
adquisicién de espectro completo, generados simultdneamente a baja y alta energia de
colisién (MSF), se procesaron utilizando la aplicacion Chromalynx XS en combinacion
con la base de datos creada por nuestro grupo de investigacion, la cual contiene unos
300 contaminantes de muy diversas familias, incluyendo 160 plaguicidas, 11 difenil-eter
polibromados (PBDEs), 18 bifenilos policlorados (PCBs), 62 hidrocarburos policiclicos
aromaticos (PAHs) y derivados, 8 compuestos perfluorados (PFCs), 15 musks, 11 filtros
UV, 6 antimicrobiales y 2 repelentes de insectos.

En el método post target aplicado se procesan autométicamente los datos y se obtienen

cromatogramas en modo ion extraido (eXtracted lon Chromatogram, XIC) con una
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ventana de masa muy estrecha (narrow-window; nw-XIC) de 10-20 mDa para cada ién
m/z seleccionado. Con esta metodologia, se evalua la presencia del ion molecular o
molécula (des)protonada en la funcién 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.

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
patrén del compuesto detectado, fue posible confirmar su identidad en las muestras. En
caso contrario, con la informacién obtenida en los analisis (masa exacta de la molécula
protonada y de sus fragmentos), se pudo llegar hasta la identificacion tentativa del
compuesto. La adquisicion del patrén en una fase final, permitié la identificacion

inequivoca de su identidad en una etapa posterior.
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4. Anadlisis de muestras
4.1. Toma de muestras

En este proyecto se han analizado un total de 9 muestras de agua, tanto subterrdnea
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 4).
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 relaciéon a la
localizacion de la Planta de Reciplasa. En la Figura 2 se muestra un mapa aéreo con la

ubicacion de los puntos de muestreo.

Las muestras se recogieron en marzo y mayo 2018, por, personal especializado de una
empresa acreditada para estudios en la realizacién 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 procedi6 a su congelacion a <-18°C, hasta el momento

de los analisis.

Tabla 4. Muestras de aguas tomadas en el entorno de la Planta de Tratamiento
Reciplasa

Musstra _muestres _L0C2lIZ2cION muestra___resogida

1 1 Piezémetro aguas arriba Subterranea  19/05/2018
2 2 '(Dz'grz]g’zggg SO :tl;aj° Subterranea  19/05/2018
3 3 zgﬁg’ggggl aguas SEZJ%O ga) Sublednea  10/05/2018
4 4 ';jglzs‘;m d‘zt’fi’xf\‘/?:ggs‘;‘baj° Subterranea  19/05/2018
5 5 Rio Mijares, Central eléctrica Superficial 23/03/2018
6 6 Rio Mijares, Estacion de Aforo  Superficial 23/03/2018
7 7 Pozo San Martin de Porres Subterranea  23/03/2018
8 8 Pozo Sabater | Subterranea  19/05/2018
9 9 Pozo Sabater Il Subterrdnea  19/05/2018
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Figura 2. Mapa aéreo de los puntos de muestreo de las aguas superficiales y subterraneas
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4.2. Resultados obtenidos en la determinacion de plaguicidas mediante UHPLC-
MS/MS (QqQ)

Las muestras de agua se sometieron al procedimiento de andlisis cuantitativo basado
en el uso de UHPLC-MS/MS (QqQ) con el fin de investigar la presencia y los niveles de
concentracién de 25 plaguicidas y productos de transformacion en las 9 muestras de

agua. La Tabla 5 muestra los resultados obtenidos mediante dicha metodologia.

Debido a la excelente sensibilidad de la técnica instrumental utilizada, se encontré un
elevado numero de positivos, aunque la mayoria de ellos a muy bajos niveles de
concentracion (del orden de pocos ng/L). Se detectaron 18 de los 25 plaguicidas

estudiados en las 9 muestras de agua.

Aproximadamente, el 21% de las detecciones correspondieron a compuestos que se
encontraban a concentraciones inferiores al punto més bajo del calibrado (< 1ng/L), por
lo que, aunque se pudo confirmar su identidad, no pudieron cuantificarse al encontrarse
a niveles extremadamente bajos de concentracidn. Por otra parte, unicamente un
positivo supero6 ligeramente el nivel de 0.1 pg/L (100 ng/L), correspondiendo al herbicida
terbuthylazine en la muestra de agua del Pozo Sabater | (muestra 8) con un valor de
concentracion de 0.126 pg/L (126 ng/L). 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.

Las aguas subterraneas correspondientes al punto 2 (Piezometro aguas abajo, zona
afino compost), 8 (Pozo Sabater 1) y 10 (Pozo San Martin de Porres), son las que
presentaron mayor nimero de positivos de plaguicidas, con un total de 14, 11 y 10,
respectivamente, de los 25 incluidos en el método analitico. Por lo que respecta a las
dos muestras de aguas superficiales del Rio Mijares, no se detectdé ninguno de los
plaguicidas estudiados.

El plaguicida mas frecuentemente detectado fue el insecticida imidacloprid (en 6 de 9
muestras). Otros analitos, como el herbicida triazina simazine y el producto de
transformacion (TP) del herbicida terbuthylazine (OH-Tbza), también se detectaron

frecuentemente, ambos en 5 de las 9 muestras analizadas.

Como ejemplo, la Figura 3 ilustra los positivos encontrados en la muestra 7 (Pozo San
Martin de Porres, 23/03/2018) analizada mediante UHPLC-MS/MS para la
determinacién de los plaguicidas seleccionados.
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Tabla 5. Resultados de los andlisis realizados mediante UHPLC-MS/MS para la
determinacién de plaguicidas en las aguas procedentes del entorno de la Planta de
Reciplasa de la primera campafia de 2018

Muestras (ng/L)

Compuestos 1 2 3 4 5 6 7 8 9
2,4-D - - - - - - - - -
Atrazine - d - d - - 15 - -
Atrazine-desethyl - - - - - - 75 4.7 -
Atrazine- - - - - - - 49 24 -
desisopropil

Carbaryl! - - - - - - - - -
Chlorpyrifos - d - - - - - - -
DesetTerbumetone - d - - - - 44 15 -
DesetTerbuthylazine - - - 49 - - 100 41 4.0
Diuron - d - - - - 1.2 4.7 -
Imazalil - - - - - - - d -
Imidacloprid 6.5 11 100 19 - - 1.8 23 -
Linuron - - - - - - - -
Metalaxyl - 29 14 - - - - - -
Metolachlor - d - - - - - - -
OH-Tbza - 5.1 53 - - - 5.1 24 5.2
Prometryn - d - - - - - - -
Propamocarb - 1.6 - - - - - - -
Pyridaphention - - - - - - - - -
Simazine - 2.2 71 8.3 - - 12 15 -
Tebuconazole - - - - - - - - -
Terbumeton - - - - - - - - -
Terbuthylazine - 1.4 - - - - 15 126 -
Terbutryn - 2.3 - - - - 23 -

Thiabendazole

Thiophanate-methyl

d: detectado; concentracion inferior al nivel de concentracién del punto mas bajo del calibrado (LCL, 1 ng/L)
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Figura 3. Positivos encontrados en la muestra 7, agua subterranea correspondiente al pozo San Martin de Porres, mediante analisis por UHPLC-
MS/MS para la determinacién de plaguicidas
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Control de calidad de los analisis

E! control de calidad se ha llevado a cabo mediante el analisis de muestras control
(Quality Control, QC). Los QC consistieron en 3 muestras reales seleccionadas al azar,
cada una fortificada a tres niveles de concentracién, 10, 100 y 1.000 ng/L. Los 9 QCs
preparados se intercalaron a lo largo de la secuencia de analisis y se obtuvieron sus

recuperaciones. En la Tabla 6 se muestra el valor medio de recuperacion (%) para n=3.

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 nimero 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 de los compuestos detectados

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
(9/Q). Segun las guias europeas, es necesario que la relacién q/Q tenga una desviacién
inferior al +£30% con respecto al valor medio del correspondiente patrén de referencia,
en nuestro caso del QC (SANTE, 2015).

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

Estos dos aspectos junto a la adquisicion de dos transiciones permitieron la

identificacion fiable todos los compuestos encontrados en las muestras.

Informe Seguimiento Noviembre 2018 Pagina 16 de 30



Investigacion de contaminantes organicos en aguas del entorno de la Planta RSU (2018)

Tabla 6. Resultados obtenidos para los QCs en agua (n=3), para los tres niveles de
fortificacion estudiados mediante la metodologia UHPLC-MS/MS (plaguicidas)

Compuestos Qc Qc Qc ILIS

(10 ng/L) (100 ng/L) (1000 ng/L)
2,4-D - 89 109 -
Atrazine 103 98 101 Atrazine-ds
Atrazine-desethyl 104 93 95 Atrazine-ds
Atrazine-desisopropil 199 125 128 Atrazine-ds
Carbaryl 67 62 65 -
Chlorpyrifos - 93 84 Chlorpyrifos Methyl-ds
DesetTerbumetone 97 86 86 -
DesetTerbuthylazine 87 96 96 Terbuthylazine-ds
Diuron 141 105 119 Diuron-de
Imazalil 126 108 108 Imazalil-ds
Imidacloprid 158 153 155 -
Linuron 100 101 107 -
Metalaxyl 89 87 101 -
Metolachlor 85 86 86 Metolachlor-ds
OH-Tbza 146 98 103 Terbuthylazine-ds
Prometryn 94 90 94 -
Propamocarb 137 a7 124 -
Pyridaphention 118 103 101 -
Simazine 111 107 117 Simazine-ds
Tebuconazole 103 104 106 -
Terbumeton 106 100 99 -
Terbuthylazine 104 101 99 Terbuthylazine-ds
Terbutryn 84 76 75 -
Thiabendazole 122 101 109 Thiabendazole-ds
Thiophanate-methyl - - 160 -
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4.3. Resultados obtenidos en la determinacion de farmacos mediante UHPLC-
MS/MS (QqQ)

Paralelamente a la determinacién de plaguicidas, las 9 muestras de agua también fueron
analizadas mediante un método cuantitativo basado en UHPLC-MS/MS (QgQ) con el fin
de determinar la presencia de 41 farmacos. La Tabla 7 muestra los resultados obtenidos

mediante dicha metodologia.

Se detectaron 10 de los 41 farmacos estudiados en las 9 muestras de agua. Mas del
50% de las detecciones (aproximadamente el 65%) correspondieron a compuestos que
se encontraban a concentraciones inferiores al punto mas bajo del calibrado (LCL), por
lo que, aunque se pudo confirmar su identidad, no pudieron cuantificarse al encontrarse
a niveles extremadamente bajos de concentracion. En ninguno de los positivos

encontrados se superé el valor de 50 ng/L.

La muestra 3 (Piezémetro aguas abajo, zona acopio restos de poda) fue la que presenté
mayor numero de farmacos, 6 de los 41 incluidos en el método analitico. Por el contrario,

en la muestra 1 (Piezdbmetro aguas arriba) no se detecté ningun farmaco.

El farmaco mas frecuentemente detectado fue el antibiético ciprofloxacin (en 6 de 9
muestras), aunque en todos los casos a niveles inferiores al punto mas bajo del
calibrado, y por tanto sin llegar a ser cuantificado. El también antibiético norfloxaciny el

anticonvulsante primidone se encontraron en 4 de las 9 muestras analizadas,

Como ejemplo, en la Figura 4 se observan los farmacos encontrados y cuantificados en

la muestra 3 (Piezbmetro aguas abajo, zona acopio restos de poda) mediante UHPLC-
MS/MS.
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Tabla 7. Resultados de los analisis realizados mediante UHPLC-MS/MS para la
determinaciéon de farmacos en las aguas procedentes del entorno de la Planta de
Reciplasa de la primera campaiia de 2018

Muestras (ng/L)
Compuestos 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Acetaminophen - - - - - 121 d - -
Alprazolam - - - - - - - - -
Atorvastatin - - - - - - - - -
Azitromycin - - - - - - - - -
Bezafibrate - - - - - - - - -
Carbamazepine - d 201 d - - - - -
Ciprofloxacin - - - d d d d d d

Clarithromycin - - - - - - - - -
Clindamycin - - -
Diclofenac - - 42 1 - - - - - -
Enalapril - - - - - - - - -
Erythromycin - - - - - - - - -
Furaltadone - - - - - - - - -
Gabapentin - d d - - - - - -
Gemfibrozil - - - - - - - - -
Irbesartan - - - - - - - - -
Ketoprofen - - - - - - - - -
Levamisol - - - - - - - - -
Lincomycin - - 11 - - - - - -
Lorazepam - - - - - - - - -
Losartan - - - - - - - - -
Metoprolol - - - - - - - - -
Metronidazole - - - - - - - - -
Nalidixic acid - - - - - - - - -
Naproxen - - - - - - - - -
Norfloxacin - - - - d d - d d
Omeprazole suffide, 4-hydroxy - - - - - - - - -
Oxolinic acid - - - - - - - - -
Pantoprazole - - - - - - - - -
Phenazone - - - - - - - - -
Primidone - 20 50 6 - - - d -
Roxithromycin - - - - - - - - -
Salbutamol - - - - - - - - -
Simvastatin - - - - - - - - -
Sulfadiazine - - - - - - - - -
Sulfamethoxazole - - - - - - - - -
Tetracycline - - - - - - - 10 d
Tramadol - - - - - - -
Trimethoprim - - - - - - -
Valsartan - - 8 - - - -
Venlafaxin - - - - -

d: detectado; concentracion inferior al nivel de concentracion del punto més bajo del calibrado (LCL)
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Figura 4. Positivos cuantificados en la muestra 3, Piezémetro aguas abajo (zona acopio restos de poda), mediante analisis por UHPLC-MS/MS
para la determinacién de farmacos
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Control de calidad de los andlisis:

El control de calidad de la metodologia usada para la determinacién de farmacos
mediante UHPLC-MS/MS se ha llevado a cabo mediante andlisis de muestras control
(Quality Control, QC). Los QC consistieron en una muestra de agua real, fortificada a
tres niveles de concentracion, 10, 100 y 1000 ng/L. La Tabla 8 muestra el valor de

recuperacion (%) para cada QC.

Las recuperaciones de los QCs fueron en general satisfactorias, con valores entre el 60
y el 140% (SANTE, 2015), lo que aporta fiabilidad a los resultados obtenidos. Como
excepciones cabe citar a los farmacos azytromycin, ketoprofen y naproxen, cuyos QC
no fueron satisfactorios a ninguno de los tres niveles estudiados, aunque estos tres

farmacos no se encontraron en ninguna de las muestras analizadas

Confirmacién de la identidad de los compuestos detectados:

Con el fin de confirmar inequivocamente la identidad de los compuestos detectados en
las muestras, se calcularon las relaciones idnicas (q1/Q y q2/Q). Segun las guias
europeas, es necesario que, al menos, una de ellas tenga una desviacion inferior al

+30% con respecto al valor de la relacién iénica en el QC (SANTE, 2015).

La presencia de estos compuestos qued6é también confirmada por el tiempo de
retencién, tolerdndose una desviacion maxima de +0.2 min con respecto al patron de
referencia (SANTE, 2015).

Estos dos pardmetros, junto a la adquisicion de tres transiciones, permitieron confirmar

la identidad de cada uno de los compuestos encontrados en las muestras.
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Tabla 8. Resultados obtenidos para los QCs en agua, para los tres niveles de
fortificacion estudiados mediante la metodologia UHPLC-MS/MS (farmacos)

* Valores de recuperacion anémalos, por encima del 200%

QcC QcC QcC
Compuestos (10 ng/L) (100 ng/L) (1000 ng/L) LIS
Acetaminophen 104 75 66 Acetaminophen-d,
Alprazolam 93 119 100 -
Atorvastatin 125 107 89 Atorvastatin-ds
Azitromycin - * * Azitromycin-ds
Bezafibrate - - 84 -
Carbamazepine 142 106 54 Cafbaengii?dp:; : 0,11-
Ciprofloxacin * 173 127 Ciprofloxacin-ds
Clarithromycin 108 96 * -
Clindamycin 145 103 115 -
Diclofenac 114 123 98 Diclofenac-ds
Enalapril 117 113 103 -
Erythromycin 100 68 89 Erythromycin-3Cd3
Furaltadone 143 143 102 -
Gabapentin * 128 107 -
Gemfibrozil - - 73 -
Irbesartan 122 111 109 Irbesartan-ds
Ketoprofen - - 44 -
Levamisol 122 114 124 Cocaethylene-ds
Lincomycin 130 128 123 -
Lorazepam 100 101 88 -
Losartan 119 118 104 -
Metoprolol 136 118 116 -
Metronidazole 116 108 105 -
Nalidixic acid 118 102 95 -
Naproxen - - a1 -
Norfloxacin * 157 120 Norfloxacin-ds
Omeprazole sulfide, 4-hydroxy 123 97 82 Omeprazole-ds
Oxolinic acid 95 98 90 -
Pantoprazole 131 114 108 -
Phenazone 70 59 62 -
Primidone 103 98 90 -
Roxithromycin 127 111 189 -
Salbutamol 127 113 112 -
Simvastatin - 79 80 Simvastatin-ds
Sulfadiazine 115 123 114 -
Sulfamethoxazole 95 86 84 Sulfamethoxazole-'3Cs
Tetracycline 83 76 67 -
Tramadol 149 127 114 -
Trimethoprim 142 132 123 -
Valsartan 132 85 79 Valsartan-ds
Venlafaxin 126 118 125 Venlafaxin-ds
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4.4. Resultados obtenidos en el screening de contaminantes mediante GC-QTOF
MS

Las 9 muestras de agua también se sometieron al procedimiento de screening mediante
GC-QTOF MS con el fin de investigar la presencia del mayor niumero posible de
contaminantes organicos. Los andlisis fueron de tipo cualitativo y su objetivo fue la
deteccién e identificacion de otros tipos de contaminantes en las muestras. La Tabla 9

muestra los resultados obtenidos.

Los compuestos mas detectados en las aguas han sido plaguicidas, habiéndose
identificado también algunos de sus productos de transformacién (TP). Esto parece
légico teniendo en cuenta que la planta se encuentra en un entorno agricola, en el que

el uso de fitosanitarios es elevado.

En las muestras analizadas se identificaron 15 plaguicidas y TPs diferentes, la mayoria
de ellos ya incluidos en la metodologia cuantitativa mediante UHPLC-MS/MS. Los
compuestos detectados fueron principalmente herbicidas de la familia de las triazinas
(atrazine, simazine, terbumeton, terbuthylazine y terbutryn), siendo la terbuthylazine (en
4 muestras) y su TP desethyl (en 3 muestras) los mas frecuentemente detectados.
También se encontraron positivos de los TPs del insecticida organofosforado
chlorpyrifos, destacando el chlorpyrifos methyl por estar presente en 4 de las 9 muestras
analizadas. Otros plaguicidas identificados, aunque con menor frecuencia, fueron el
insecticida carbamato carbaryl, los fungicidas metalaxyl y 2-phenylphenol y los
insecticidas organoclorados p,p-DDD y p,p-DDE, presentando todos ellos una baja
frecuencia de deteccion (en una o dos muestras).

E! screening por GC-QTOF MS permitié la deteccion de otros compuestos, como los
PAHs phenanthrene (detectado en 2 muestras) y 5-methyichrysene (detectado en 1
muestra).

Las muestras de agua subterranea correspondientes al Pozo Sabater | (punto de
muestreo 8) y Pozo San Martin de Porres (punto de muestreo 7) presentaron el mayor
nimero de positivos, con 11 y 10 compuestos, respectivamente. Por otra parte, las
muestras de agua subterranea correspondientes a los Piezémetros aguas abajo, zona
afino compost (muestra 2) y zona acopio restos de poda (muestra 3) no mostraron
ningln positivo mediante el screening por GC-QTOF MS.

Como ejemplo ilustrativo, la Figura 5 muestra un positivo de terbuthylazine detectado
en el Pozo Sabater | (muestra 8) mediante GC-QTOF MS
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Tabla 12. Resultados de los analisis realizados mediante screening GC-QTOF MS en
las aguas procedentes del entorno de la Planta de Reciplasa de la primera camparia de
2018

Muestras
Compuestos 1 2 3 4 5 6
Atrazine - - - - - -

Atrazine desethyl - - - - - -

2 <2 <2 | N
'
)

Atrazine desisopropyl - - - - - -
Carbaryl - - - - - -
Chlorpyrifos ethyl - - - -

1

2
2. 2
2 2 2 1

Chlorpyrifos methyl - - - -
p,p-DDD - - - -
p,p-DDE - - - -
Metalaxyl - - - -

2 <L 1
1
'
)
\

Z_

1 f
1
Z_ 1
§

2-Phenylphenol - - - -

2

Simazine - - - - - -
Terbumeton - - - - - -
Terbumeton desethyl - - - - - -
Terbuthylazine - - - NN -
Terbuthylazine desethyl - - - - - -

P s
PApp O -
1]

Terbutryn - - - - - - -

5-Methylchrysene NG - - - - . oL
Phenanthrene N - - - - - N, - .

Control de calidad de los analisis:

El control de calidad de la metodologia de screening GC-QTOF MS se ha llevado a cabo
mediante el analisis de muestras control (Quality Control, QC), que consistieron en agua
milli-Q fortificada a dos niveles de concentracion, 25 y 250 ng/L, con compuestos
seleccionados, que se usaron como modelo. Aunque los andlisis no fueron cuantitativos,
se obtuvieron las recuperaciones de los QCs como un modo més completo de demostrar
la calidad de los andlisis. En la Tabla 10 se muestra el valor de recuperacion (%)
obtenido para cada QC. En general, los resultados fueron satisfactorios, con valores
entre el 60 y el 140% (SANTE, 2015), lo que aporta fiabilidad a los resultados obtenidos.
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Figura 5. Deteccion e identificacion de terbuthylazine en el analisis por GC-QTOF MS de la muestra de agua subterranea 8 (Pozo Sabater ).
(A) Espectros LE y HE del pico cromatografico correspondiente a terbutylazine a tiempo de retencién 15.57 min. (B) TICs a una ventana de masa
de 150 ppm para la molécula protonada en LE y diferentes iones observados en la funcién HE. Composicién elemental y errores de masa en

mDa
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Tabla 10. Resultados obtenidos para los QCs en agua, para los dos niveles de
fortificacion mediante la metodologia de screening por GC-QTOF MS

Qc QcC
Compuestos (25 nglL) (250 ng/L) ILIS
Naphthalene 108 92 Naphthalene-ds
Acenaphthylene 99 99 Acenaphthylene-ds
Acenaphthene 64 - Acenaphthylene-ds
Fluorene 117 61 Acenaphthylene-ds
Phenanthrene 70 96 Phenanthrene-d1g
Anthracene 114 96 Phenanthrene-dio
Fluoranthene 114 98 Fluoranthene-d1o
Pyrene 110 107 Pyrene-dig
Benzo(c)fluorene 119 102 Pyrene-dio
Benzo(a)anthracene 111 96 Pyrene-dig
Chrysene 118 98 Pyrene-dig
5-methylchrysene 116 96 Pyrene-dig
Benzo(b)fluoranthene 92 101 B(a)P-di2
Benzo(k)fluoranthene 98 98 B(a)P-d12
Benzo(a)pyrene 111 94 B(a)P-di2
Indeno(1,2,3,cd)pyrene 119 98 B(g,h,i)Pe-di2
Dibenzo(a,h)anthracene 109 112 B(g,h,i)Pe-d+,
Benzo(g,h,l)perylene 116 94 B(g,h,i)Pe-d12
Chlorpropham 117 105 Simazine-ds
Chlorpyriphos-ethyl 103 9 Atrazine-ds
Chlorpyriphos-methyl 120 95 Atrazine-ds
Diflufenican 120 92 Simazine-ds
Dimethoate 120 92 Atrazine-ds
Diphenylamine 17 10 HCB 3Cs
Oxadixyl 78 99 -
Oxyfluorfen 111 101 HCB '3Cs
Parathion-methyl 130 109 Atrazine-ds
2-phenylphenol 132 92 HCB 3Cs
Procymedone 134 91 Atrazine-ds
Propiconazole 62 70 Simazine-ds
Propham 140 90 Atrazine-ds
Pyriproxyfen 89 92 Atrazine-ds
Coumaphos 102 90 -
PCB 28 104 96 PCB-153 3Cy,
PCB 52 126 108 PCB-153 *Cy;
PCB 101 111 134 PCB-153 *Cy;
PCB 118 96 122 PCB-153 *Cy,
PCB 153 78 116 PCB-153 *Cy;
PCB 138 90 122 PCB-153 3Cy;
PCB 180 60 115 PCB-153 *C+,
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5. Conclusiones preliminares

En este estudio se ha investigado un elevado nimero de contaminantes organicos en
aguas, mediante analisis cuantitativo por UHPLC-MS/MS, con analizador de triple
cuadrupolo (QqQ). La metodologia analitica utilizada destaca por su elevada
sensibilidad, lo que permite detectar y cuantificar diferentes tipos de contaminantes
organicos a muy bajos niveles de concentracion. El uso de dos metodologias basadas
en LC-MS/MS ha permitido la determinacion de 25 plaguicidas y productos de

transformacion, por un lado, y de 41 farmacos, por otro.

También se ha aplicado una metodologia de barrido (screening) usando una técnica
avanzada, como es el acoplamiento GC-QTOF MS. El screening ha permitido investigar
la presencia de unos 300 contaminantes (plaguicidas, PBDEs, PCBs, PAHs, PFCs, etc.)
de manera cualitativa, es decir, el objetivo ha sido la deteccién y correcta identificacion

del mayor numero posible de contaminantes organicos de origen antropogénico.

Las muestras objeto de estudio han correspondido a aguas subterraneas y superficiales
tomadas en el entorno de la planta de tratamiento Reciplasa, en una primera campania

de muestreo realizada en marzo-mayo de 2018.

Los andlisis llevados a cabo mediante UHPLC-MS/MS han permitido detectar un buen
ndmero de plaguicidas y TPs, la mayoria de ellos a muy bajos niveles de concentracion
(del orden de pocos ng/L). Tan s6lo en una ocasion, se super6 ligeramente el nivel de
100 ng/L, correspondiendo al herbicida terbuthylazine en la muestra de agua del Pozo
Sabater | (muestra 8) con un valor de concentracién de 126 ng/L. El valor de 100 ng/L
(0.1 pg/L) es el que se toma como referencia habitualmente en el campo de residuos de
plaguicidas en aguas, pues es el valor maximo permitido por plaguicida individual en
aguas de abastecimiento urbano. La contaminacién de aguas por plaguicidas en la
Comunidad Valenciana, y mas concretamente en la provincia de Castellén, es un hecho
bien conocido, que ya ha sido reportado anteriormente por nuestro propio grupo de
investigacion (Rousis, 2017; Pitarch, 2010, 2016; Hernandez, 2008; Marin, 2009), asi
como en anteriores informes realizados para Reciplasa.

La aplicacion de la metodologia basada en UHPLC-MS/MS, también ha permitido la
deteccion de farmacos en las aguas, aunque mas de la mitad correspondi6 a
compuestos que se encontraron a niveles muy bajos de concentracién. De hecho,
ninguno de los farmacos identificados super6 el valor de 50 ng/L. La contaminacién de

aguas por contaminantes emergentes, como son los farmacos, es un hecho bien
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conocido e investigado por nuestro grupo de investigacion (Bade, 2015; Boix, 2015), y
también ha sido reportado en anteriores informes realizados para Reciplasa. Sin
embargo, este tipo de contaminacion es mas frecuente en aguas residuales urbanas y

en aguas superficiales que reciben los efluentes urbanos.

El screening mediante GC-QTOF MS ha demostrado que los compuestos mas
frecuentemente detectados son los plaguicidas y sus productos de transformacion,
principalmente herbicidas de la familia de las triazinas. El screening también ha
permitido detectar otros dos compuestos, pertenecientes a la familia de los PAHs

(phenanthrene y 5-methylchrysene).

Los resultados obtenidos en este primer muestreo indican que la contaminacién en las
aguas subterraneas y superficiales 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 plaguicidas y algunos TPs.

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 y poco relevante, en comparaciéon con los datos que se
reportan en la literatura cientifica para aguas residuales tratadas y aguas superficiales.
Las concentraciones de farmacos encontradas son muy bajas (del orden de ng/L), por
lo que no parece existir una contaminaciéon notable. No obstante, es necesario prestar
atencion a este posible problema mediante programas de control en las aguas del
entorno centrados en la investigacion de contaminantes emergentes, ampliando el
numero de compuestos objeto de estudio, con el objetivo de hacer un seguimiento de
los mismos e identificar cualquier cambio importante en las concentraciones y/o
tendencias observadas.
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