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Investigacion de contaminantes orgdnicos en aguas del entorno de la Planta RSU (2019)

1. Introduccion

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
realizacion del proyecto “Investigacion de contaminantes organicos en aguas del
entorno de la Planta de Tratamiento de Residuos Sélidos Urbanos del término municipal

de Onda (2019)".

La metodologia aplicada en el presente estudio se basa en estrategias analiticas
desarrolladas en nuestro laboratorio para la investigacién de contaminantes orgdnicos
en aguas superficiales y subterraneas del entorno de la planta de Reciplasa (Pitarch,
2016) mediante cromatografia de liquidos (UHPLC) acoplada a espectrometria de masas

en tandem (MS/MS) con analizador de triple cuadrupolo (QqQ).

Por un lado, se ha llevado a cabo el analisis de 40 farmacos mediante inyeccion directa
(ID), entre los que se incluyen 4 de los 5 antibidticos que aparecen en la Lista de
Observacién (Watch List) de la UE (Decision de ejecucion 2018/840 de la comision de 5
de junio de 2018), la cual recoge un total de 15 contaminantes cuyos niveles de
concentracion deben ser controlados en aguas superficiales. Adicionalmente, se han
aplicado dos metodologias analiticas, una basada en inyeccién directa (ID) para la
investigacidn de 25 plaguicidas, y otra que incluye una etapa de extraccién en fase sélida
(SPE) para determinacion de los 7 plaguicidas que aparecen en la Lista de Observacion.
De este modo, se ha controlado los niveles de concentracidon de 11 de los 15 compuestos

incluidos en la Lista de Observacién de la UE.

Los analisis mediante UHPLC-MS/MS QgQ permiten determinar muy bajos niveles de
concentracion 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; Hernandez, 2018;
Herndndez, 2019). La metodologia analitica aplicada ha permitido alcanzar los limites de

deteccidn establecidos en la Lista de Observacion.

En los apartados siguientes se resume la metodologia analitica y los resultados

obtenidos en el analisis de las aguas tomadas en el entorno de la planta de Reciplasa (7
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subterraneas y 2 superficiales) en la primera campaia de muestreo llevada a cabo en

junio 2019.

2. Compuestos

Por una parte, el estudio se ha centrado en el analisis de residuos de farmacos,
compuestos de gran relevancia como contaminantes emergentes. Se han seleccionado
un total de 40 compuestos, entre los cuales se encuentran 4 de los 5 antibidticos
incluidos en la Lista de Observacién de la UE (azithromycin, ciprofloxacin, clarithromycin,
erithromycin), quedando excluida Unicamente la amoxicilina, cuya determinacién
requiere condiciones experimentales diferenciadas a las del resto de farmacos
analizados. La Lista de Observacién (Decisién 218/840) es una lista de observacién de
sustancias a efectos de seguimiento a nivel de la Unién en el dmbito de la politica de

aguas en base a un posible riesgo significativo para el medio acudtico o a través de éste.

Por otra parte, y debido a las actividades agricolas en el entorno de la planta Reciplasa,
en este trabajo también se ha investigado la presencia de plaguicidas en las aguas.
Ademas de los 25 plaguicidas estudiados en el convenio anterior (2018), se han
considerado los 7 plaguicidas que se incluyen en la Lista de Observacién de la UE:
methiocarb, metaflumizone y 5 neonicotinoides (acetamiprid, clothianidin,

imidacloprid, thiacloprid y thiamethoxam).

3. Muestras

Se ha analizado un total de 9 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 1). Los puntos de muestreo
se han seleccionado de modo que permiten recoger muestras aguas arriba y aguas abajo
del sentido de flujo del acuifero, en relacién a la localizacion de la Planta de Reciplasa.

En la Figura 1 se muestra un mapa aéreo con la ubicacién de los puntos de muestreo.

Las muestras se recogieron en junio de 2019, por personal especializado de una empresa
acreditada para estudios en la realizacién de interés ambiental (puntos de muestreo 1-

4y 8-9)y por personal del IUPA (puntos de muestreo 5-7). Una vez recibidas las muestras
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en el laboratorio, se procedié a su congelacidon a <-182C, hasta el momento de los

analisis.

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

Caddigo Punto de e Tipo Fecha
Localizacion .
Muestra  muestreo muestra recogida
1 1 Piezdmetro aguas arriba Subterranea  18/06/2019
Piezémet .
2 2 lezometro aguas abajo Subterranea  18/06/2019
(zona afino compost)
3 3 Piezometro aguas abajo Subterrdnea  18/06/2019
(zona acopio restos de poda)
Piezémetro aguas abajo .
4 4 (balsa de lixiviados) Subterranea  18/06/2019
5 5 Rio Mijares, Central eléctrica Superficial 21/06/2019
6 6 Rio Mijares, Estacidon de Aforo  Superficial 21/06/2019
7 7 Pozo San Martin de Porres Subterranea  21/06/2019
8 8 Pozo Sabater | Subterranea  18/06/2019
9 9 Pozo Sabater |l Subterranea  18/06/2019
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PLANTA RECIPLASA

r>»ECc-H2070

Mediterranean |

Figura 1. Mapa aéreo de los puntos de muestreo de las aguas superficiales y subterrdaneas
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4. Metodologia analitica

La determinacion de farmacos y plaguicidas se ha llevado a cabo mediante la aplicacién
de tres métodos analiticos, basados en la técnica de cromatografia liquida de ultra-
resoluciéon acoplada a espectrometria de masas en tandem (UHPLC-MS/MS) con
analizador de triple quadrupolo (QgQ), en modo de ionizacidon Selected Reaction
Monitoring (SRM). La moderna instrumentacion analitica utilizada permite alcanzar una

excelente sensibilidad y selectividad.

La determinacién de los 40 farmacos y de los 25 plaguicidas se ha llevado a cabo
mediante la inyeccién directa (ID) 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. La
determinacién de los 7 plaguicidas incluidos en la Lista de Observacion se ha llevado a
cabo con una etapa previa de extraccidn en fase sélida (SPE), con el fin de poder alcanzar

los limites de deteccion requeridos en dicha lista.

4.1. Metodologia analitica para la determinacion farmacos y plaguicidas mediante

inyeccion directa

Preparacion de las muestras

El procedimiento aplicado, basado en la inyeccion directa de la muestra, es el
siguiente: se toman 2 mL de agua y se centrifugan a 12.000 rpm durante 10 min.
Posteriormente, en un vial de inyeccidn se introducen 950 uL de la muestra de agua
centrifugada y se afaden 50 puL de una disolucion de patrones internos marcados
isotépicamente (ILIS) de concentracién 20 ng/mL. Finalmente, se inyectan 50 y 100
uL en el sistema UHPLC-MS/MS para la determinacién de farmacos y plaguicidas,

respectivamente.

Determinacién UHPLC-MS/MS

El analisis de las muestras se ha llevado a cabo en un sistema UPLC Waters Acquity

(Waters, Milford, MA., USA) acoplado a un espectrémetro de masas con analizador
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de triple cuadrupolo (TQS, Waters Micromass, Manchester, UK) utilizando la interfase

electrospray (ESI).

Las Tablas 2 y 3 muestran las condiciones MS/MS utilizadas para los 40 farmacos y
los 25 plaguicidas seleccionados, respectivamente. Se muestra el modo de ionizacidn
(ESI), la energia de cono, las transiciones seleccionadas -cuantificacion (Q) vy
confirmacién (q)- y las respectivas energias de colisién (EC). En las Tablas 4 y 5 se
incluyen las condiciones de medida para los ILIS utilizados para farmacos vy

plaguicidas, respectivamente.

Cuantificacion

La cuantificacion se ha realizado mediante el método del patrén interno (para
aquellos compuestos de los que se disponia de patrén marcado isotépicamente (ILIS))
o del patrén externo, con curvas de calibrado preparadas en agua HPLC / metanol

(90:10, v/v).

En las Tablas 2 y 3 se indica el punto del calibrado de menor concentracion (lowest
calibration level, LCL), que, a efectos practicos, se ha considerado como el valor mas

bajo al que se puede cuantificar cada compuesto.
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Tabla 2. Condiciones MS/MS para los fdrmacos analizados

Compuesto ESI C?\;‘)O Transicion Q (:::I) Transicion q (E::I) (:;/LL)
Acetaminophen + 10 152 >110 15 152 >93 20 5
152 > 65 25
Alprazolam + 10 309 > 281 25 309 > 274 25 5
309 > 205 25
Atorvastatin + 10 559 > 440 20 559 > 466 15 5
559 > 292 25
Azithromycin + 10 375>83 15 375> 591 15 5
375 >116 25
Bezafibrate - 10 360 > 274 20 360 > 154 25 5
360 > 85 15
Carbamazepine + 10 237 > 194 20 237 >179 25 5
237 >192 10
Ciprofloxacin + 10 332 >245 20 332>231 20 10
332>294 25
Clarithromycin + 10 748 > 158 35 748 > 590 15 10
748 > 83 35
Clindamycin + 10 425> 126 20 425 > 377 20 5
425 >389 15
Diclofenac + 10 296 > 214 30 296 > 250 10 5
296 > 278 5
Enalapril + 10 377 >234 15 377 > 303 15 5
377 > 177 25
Erythromycin + 10 734 > 158 25 576 > 158 25 5
576 > 116 30
Furaltadone + 10 325>100 20 325>281 10 5
325> 252 15
Flumequine + 10 262 > 202 30 262 > 126 40 5
262 > 146 40
Gabapentin + 10 172 > 154 15 172 > 137 15 5
172 >95 20
loprimide + 10 792 >573 25 792 > 559 25 5
Irbesartan + 10 429 > 207 25 429 > 195 20 5
429 > 180 25
Levamisole + 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 5
321>229 25
Losartan + 10 423 > 405 10 423 > 377 15 5
423 >207 15
Metoprolol + 10 268 > 116 15 268 >74 20 5
268 > 191 15
Metronidazole + 10 172 >128 15 172 > 82 20 5
172 >56 20
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Compuesto ESI C?\;‘)O Transicion Q (:::I) Transicion q (E::I) (:;/LL)
Nalidixic acid + 10 233 >215 10 233 > 187 25 5
233> 159 25
Norfloxacin + 10 320>233 25 320> 282 30 10
320 > 256 20
Omeprazole, + 10 316 > 149 20 316 > 168 20 5
Sulfide 4-hydroxy 316 > 283 15
Oxolinic adic + 10 262 > 244 15 262 >216 25 5
262 > 283 25
Pantoprazole + 10 384 > 200 10 384> 138 25 5
384> 153 15
Phenazone + 10 189 > 58 20 189 > 104 20 5
189 > 131 20
Pirimidone + 10 219> 162 10 219> 119 15 5
219>91 20
Roxithromycin + 10 419 > 83 15 419 > 158 25 5
419 > 116 15
Salbutamol + 10 240 > 148 15 240 > 222 10 5
240 > 166 10
Salicylic acid - 30 137 >92.9 15 137 > 65 25 10
Sulfadiazine + 10 251> 156 15 251>92 25 5
251 > 108 20
Sulfamethoxazole + 10 254 > 156 15 254 > 92 25 5
254 > 108 20
Tetracycline + 10 445 > 410 15 445 > 154 25 5
445 > 427 10
Tramadol + 10 264 > 58 10 264 > 246 10 5
264>121 25
Trimethoprim + 10 291 >123 25 291> 230 20 5
291> 261 25
Valsartan + 10 43 6> 235 15 436 > 207 25 5
Venfalaxine + 10 278 > 58 15 278 > 260 10 5
278 >121 25
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Tabla 3. Condiciones MS/MS para los plaguicidas analizados

Compuesto ES| Cono Transicion EC Transicion EC LCL
(V) Q (eV) q (eV) (ng/L)
2,4-D - 10 219> 125 25 219>161 15 1
Atrazine + 50 216 >174 20 216 >96 25 1
Atrazine-desethyl (DEA) + 10 188 > 146 15 188 > 104 25 1
Atrazine-desisopropyl (DIA) + 10 174 > 132 15 174 >96 15 1
Carbaryl + 30 202> 145 20 202> 127 30 1
Chlorpyrifos + 10 350 > 97 30 350 > 198 20 1
DesetTerbumetone + 50 198 > 142 15 198 > 86 20 1
DesetTerbuthylazine + 20 202 > 146 25 202 >79 25 1
Diuron + 30 233>72 20 233 >160 20 1
Imazalil + 30 298 > 159 20 298 > 256 20 1
Imidacloprid + 20 256 > 209 10 256 > 175 10 1
Linuron + 10 249 > 160 15 249 > 182 15 1
Metalaxyl + 35 280 > 220 15 280 > 160 25 1
Metolachlor + 50 284 > 252 15 284 > 176 25 1
OH-Thza + 30 212 > 156 15 212 > 86 20 1
Prometryn + 10 242 > 158 20 242 > 200 15 1
Propamocarb + 10 189 > 102 15 189 > 144 10 1
Pyridaphention + 20 341> 189 20 341 > 205 20 1
Simazine + 10 202 > 132 15 202 > 124 15 1
Tebuconazole + 10 308 > 70 15 308 > 125 30 1
Terbumetone + 50 226 >170 20 226>114 15 1
Terbuthylazine + 10 230> 174 15 230> 104 25 1
Terbutryn + 30 242 >91 30 242 > 186 30 1
Thiabendazole + 20 202 >131 40 202 > 175 40 1
Thiophanate-methyl + 10 343> 151 20 343 > 311 10 1
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Tabla 4. Condiciones MS/MS para los ILIS utilizados en el andlisis de farmacos

Compuesto ESI C?\;‘)O Transicion Q (E::I)
Acetaminophen-d4 + 10 156> 114 10
Atorvastatin-d5 + 10 564 > 445 20
Azithromycin-d3 + 10 377 >83 15
Carbamazepine-epoxi-d10 + 10 263 >190 25
Ciprofloxacin-d8 + 30 340 > 235 35
Clarithromycin-d7 + 30 752 > 162 30
Diclofenac-d4 + 10 300> 219 20
Erythromycin-3C-d3 + 10 738 > 162 30
Irbesartan-d6 + 10 435 >213 25
Levamisole-d5 + 20 210> 183 25
Norfloxacin-d5 + 10 325> 287 30
Omeprazole-d3 + 10 349 > 198 10
Roxithromycin-d7 + 10 423 > 158 15
Salicylic acid-d4 - 10 141 > 97 15
Sulfamethoxazole-d4 + 10 260> 162 15
Trimethoprim-13C-d3 + 10 294 > 264 20
Valsartan-d8 + 10 444 > 207 25
Venfalaxine-d6 + 30 284 >64 30

Tabla 5. Condiciones MS/MS para los ILIS utilizados en el andlisis de plaguicidas

Compuesto ESI C(o\;l)o Transicion Q (ES)
Atrazine-d5 + 40 221> 179 20
Chlorpyrifos methyl-d6 + 10 328>130 20
Diuron-d6 + 30 239>78 20
Imazalil-d5 + 30 302 > 159 20
Metolachlor-d6 + 25 290 > 258 15
Simazine-d5 + 30 207 > 137 20
Terbuthylazine-d5 + 10 235>179 15
Thiabendazole-d6 + 20 208 > 137 40
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4.2. Metodologia analitica para la determinacidon de plaguicidas incluidos en la Lista

de Observacion

Preparacion de las muestras

A 50 mL de muestra, previamente centrifugada a 4500 rpm durante 5 min, se le
afiaden 50 pL de la disolucion mezcla de ILIS de 20 ng/mL en metanol y se pasan a
través de un cartucho Oasis HLB Prime (60 mg, 3 mL). El cartucho se lava con 3 mL
agua HPLC con un 15% de metanol y se deja secar. A continuacidn, se eluye con 6 mL
de acetona. El extracto se evapora hasta sequedad a 40 2C bajo corriente de N,. El
residuo se reconstituye con 100 pL de metanol y 900 pL de agua HPLC. El extracto
final se centrifuga a 12000 rpm durante 5 min y 20 uL se inyectan en el sistema

UHPLC-MS/MS.

Determinacién UHPLC-MS/MS

El andlisis de las muestras se ha llevado a cabo en un sistema UPLC Waters Acquity
(Waters, Milford, MA., USA) acoplado a un espectrémetro de masas con analizador
de triple cuadrupolo (TQD, Waters Micromass, Manchester, UK) utilizando la

interfase electrospray (ESI).

La Tabla 6 muestra las condiciones MS/MS utilizadas para la determinacién de los
plaguicidas. Se muestra el modo de ionizacion (ESI), la energia de cono, las
transiciones seleccionadas -cuantificacion (Q) y confirmacién (q)- y las respectivas
energias de colision (EC). En la Tabla 7 se incluyen las condiciones de medida para los

ILIS utilizados.

Cuanttificacion

La cuantificacion de los plaguicidas se ha realizado mediante el método del patrén
interno (excepto para metaflumizone, para el que no se disponia de patrén marcado),

con curvas de calibrado preparadas en agua HPLC / metanol (90:10, v/v).

En la Tabla 6 se indican los limites de cuantificacion (LOQ) para cada compuesto,

todos ellos menores al limite de deteccion maximo establecido en la Lista de
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Observacién (2 ng/L para methiocarb, 65 ng/L para metaflumizone y de 8.3 ng/L para

el resto de plaguicidas).

Tabla 6. Condiciones MS/MS para los plaguicidas analizados

Compuesto ESI C(c:/n)o Transicion Q (E\C/) Transicion q (E\(;) (;Z/CII.)
Acetamiprid + 35 223 >126 20 223 >56 15 0.9
Clothianidin + 20 250> 169 15 250> 132 15 1.9
Imidacloprid + 25 256 > 209 25 256 > 175 20 0.3
Metaflumizone - 45 505 > 302 25 302> 116* 20 0.2
Methiocarb + 10 226 >169 10 226>121 10 0.7
Thiacloprid + 25 253> 126 20 253 > 186 10 1.0
Thiamethoxam + 25 292 > 132 30 292 >181 30 1.3

* fragmentacién en fuente a una energia de cono de 55 V

Tabla 7. Condiciones MS/MS para los ILIS utilizados en el andlisis de plaguicidas

Compuesto ESI C(o\;l)o Transiciéon Q (ES)
Acetamiprid-d3 + 35 226> 126 20
Clothianidin-d3 + 20 253 >172 15
Imidacloprid-d4 + 25 260 >213 20
Methiocarb-d3 + 10 226 > 169 10
Thiacloprid-d4 + 25 257 > 126 20
Thiamethoxam-d3 + 25 295> 132 30
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5. Confirmacién de la identidad de los positivos

La confirmacién inequivoca de la identidad de los compuestos detectados en las
muestras, se ha llevado a cabo mediante el cdlculo de las relaciones idnicas (g/Q). Segun
las guias europeas, es necesario que, al menos, una de ellas tenga una desviacién inferior

al £30% con respecto al valor de la relacidn idnica en el QC (SANTE, 2015).

La presencia de estos compuestos queda 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 parametros, junto a la adquisicion de tres transiciones, han permitido

confirmar la identidad de cada uno de los compuestos encontrados en las muestras.

6. Control de calidad de los analisis

El control de calidad de la metodologia usada para la determinacién de farmacos y
plaguicidas se ha llevado a cabo mediante analisis de muestras control (Quality Control,
QQC) incluidas en cada secuencia de analisis. Los QC consistieron en muestras reales de
agua fortificadas al menos a dos niveles de concentracién. En el campo del analisis de
residuos se consideran como aceptables las recuperaciones en el rango entre el 60 y el

140% para valores individuales (SANTE, 2015).
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7. Analisis de muestras

7.1. Determinacién de farmacos mediante UHPLC-MS/MS (ID)

Las 9 muestras de agua se sometieron al procedimiento de andlisis cuantitativo basado
en el uso de UHPLC-MS/MS (QgQ) con el fin de investigar la presencia y los niveles de

concentracion de 40 farmacos.

Los QC consistieron en una de las muestras de agua analizadas, fortificada a dos niveles
de concentracion, 100 y 1000 ng/L, la cual se inyectd por duplicado. La Tabla 8 muestra
el valor de recuperacion (%) para cada QC, y también se indican los compuestos que se
han cuantificado mediante el método de patrén interno, cuyos ILIS correspondientes

aparecen en la tabla.

Las recuperaciones de los QCs fueron en general satisfactorias, con valores entre el 60 y
el 140%, lo que aporta fiabilidad a los resultados obtenidos. Como excepciones, cabe
citar a los farmacos gabapentin, metronidazole, sulfadiazine y trimethoprim, cuyos QC
no fueron del todo satisfactorios a alguno de los dos niveles estudiados. Puesto que
estas recuperaciones tan sélo superaron ligeramente el valor de 140% (alrededor del
150%) no se ha aplicado ningun factor corrector en las concentraciones obtenidas en las

muestras reales, en el caso de que estos compuestos se hayan detectado en las aguas.

La Tabla 9 muestra los resultados obtenidos en la determinacion de farmacos en las

muestras de agua.

Debido a la excelente sensibilidad de la técnica instrumental utilizada, se encontré un
elevado numero de positivos, con un total de 25 de los 40 farmacos estudiados en las 9
muestras de agua. Mas del 50% de las detecciones (aproximadamente el 60%)
corresponden a compuestos que se encuentran en concentraciones inferiores al punto
mas bajo del calibrado (LCL), por lo que, aunque se pudo confirmar su identidad, no
pudieron llegar a cuantificarse. En general, la mayoria de los positivos encontrados no
superaron el valor de 50 ng/L, a excepcién de los antiepilépticos carbamazepine (195
ng/L en la muestra 2, PiezOmetro aguas abajo zona afino compost) y gabapentin (596
ng/L también en la muestra 2, y 302 ng/L en la muestra 3, Piezdmetro aguas abajo zona

acopio).
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Las muestras 3 (Piezdmetro aguas abajo, zona acopio restos de poda), 4 (Piezémetro
aguas abajo balsa de lixiviados) y 8 (Pozo Sabater I) presentaron el mayor nimero de
farmacos, entre 13-15 de los 40 incluidos en el método analitico. Por el contrario, la
muestra de agua superficial 6 (Rio Mijares, estacion de aforo) presenté el menor nimero

de farmacos, con 7 compuestos detectados de los 40 estudiados.

El antibidtico oxolinic acid se detectd en todas las muestras analizadas, aunque en todos
los casos a niveles bajos de concentracion (< 11 ng/L). Los también antibidticos
clarithromycin, flumequine y nalidixic acid se encontraron en 8 de las 9 muestras

analizadas, a niveles inferiores a 10 ng/L.

Tres de los 4 farmacos incluidos en la Lista de Observacion de la UE han sido detectados
en las muestras de agua, pero siempre a niveles inferiores al limite maximo de deteccién
establecido (19 ng/L en el caso de azithromycin y clarithromycin, y 89 ng/L para

ciprofloxacin).

Como ejemplo, en la Figura 2 se observan los cromatogramas correspondientes a
farmacos encontrados en la muestra 1 (Piezdmetro aguas arriba) mediante UHPLC-

MS/MS.
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Tabla 8. Recuperaciones (%) obtenidas en las muestras control de calidad (QCs)
correspondientes al andlisis de farmacos mediante UHPLC-MS/MS (ID)

Compuestos QC100 QC1000 ILIS
Acetaminophen 106 102 Acetaminophen-d4
Alprazolam 74 76 -
Atorvastatin 107 110 Atorvastatin-d5
Azithromycin 66 97 Azitromycin-d3
Bezafibrate 98 85 -
Carbamazepine 77 75 Carbamazepine-epoxi-d10
Ciprofloxacin 131 128 Ciprofloxacin-d8
Clarithromycin 97 101 Clarithromycin-d7
Clindamycin 60 65 -
Diclofenac 109 115 Diclofenac-d4
Enalapril 84 92 -
Erithromycin 101 111 Erythromycin-13C-d3
Flumequine 89 93 -
Furaltadone 135 135 -
Gabapentin 150 150 -
loprimide 124 139 -
Irbesartan 102 100 Irbesartan-d6
Levamisole 100 109 Levamisole-d5
Lincomycin 111 106 -
Lorazepam 68 68 -

Losartan 71 77 -
Metoprolol 99 105 -
Metronidazole 150 140 -

Nalidixic acid 70 76 -
Norfloxacin 106 107 Norfloxacin-d5
Omeprazole sulfide 1- hydroxy 117 109 Omeprazole-d3
Oxolinic acid 84 77 -
Pantoprazole 70 77 -
Phenazone 79 96 -
Primidone 93 100 -
Roxithromycin 75 85 Roxithromycin-d7
Salbutamol 115 108 -

Salicylic acid 105 97 Salicylic acid-d4
Sulfadiazine 153 155 -
Sulfamethoxazole 111 116 Sulfamethoxazole-d4
Tetracycline 118 113 -
Tramadol 101 103 -
Trimethoprim 155 112 Trimethroprim-*3C-d3
Valsartan 123 108 Valsartan-d8
Venlafaxine 88 92 Venlafaxine-d6

En negrita y cursiva se muestran las recuperaciones fuera del rango 60-140% aceptado
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Tabla 9. Resultados de los andlisis realizados mediante UHPLC-MS/MS (ID) para la
determinacion de farmacos en las aguas de la primera camparia de 2019

Muestras (ng/L)

Compuestos 1 2 3 4 5 6 7 8

Acetaminophen - - d - - - - -
Alprazolam - - - - - - - i
Atorvastatin d - - d
Azithromycin* - - 8 -
Bezafibrate - - - - - - - -
Carbamazepine - 195 13 7 - - d
Ciprofloxacin* 23 - 9 10 d - 8 10
Clarithromycin* d d d d - d d d
Clindamycin - - - - - - - d
Diclofenac 12 40 - d = d - d
Enalapril - - - - - - - -
Erithromycin* - - - - - - - -
Flumequine 8 - 6 8 6
Furaltadone - - d d - - d
Gabapentin - 596 305 - 13 - - -
loprimide - - - - - - - _
Irbesartan - - - - - - - d
Levamisole - - - - - - - -
Lincomycin - d - - - - - -
Lorazepam - - - - - - - -
Losartan - - - - - - - -
Metoprolol - - - - - - - -
Metronidazole - - - - - - - -
Nalidixic acid 8 - 6 8 d d
Norfloxacin 18 - 11 - - -
Omeprazole sulfide 1- hydroxy - - - - = . - -
Oxolinic acid 11 d 9 10 d d
Pantoprazole - - - d - -
Phenazone - d d - - - - -
Primidone - 22 - 11 - - - 8
Roxithromycin - - - - - - - -
Salbutamol - - - - - - - -
Salicylic acid - 50 28 - = - - -
Sulfadiazine - 26 41 - = - - -
Sulfamethoxazole - - d d d d d -
Tetracycline 15 - - 12 - - 6
Tramadol - - - - - - - -
Trimethoprim - - - - - - - -
Valsartan - 17 - - = - - d
Venlafaxine - - - - d d - i

o o
1

o 00
o

d: detectado; concentracion inferior al nivel de concentracién del punto mas bajo del calibrado (LCL)
*Farmacos incluidos en la Lista de Observacion
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Muestra 1
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Figura 2. Fdrmacos encontrados en la muestra 1, Piezometro aguas arriba, mediante andlisis por UHPLC-MS/MS (ID)
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7.2. Determinacion de plaguicidas mediante UHPLC-MS/MS (ID)

En paralelo, las 9 muestras de agua se sometieron al procedimiento de analisis
cuantitativo basado en el uso de UHPLC-MS/MS (QqQ) mediante inyeccién directa (ID)
con el fin de investigar la presencia y los niveles de concentracién de 25 plaguicidas

seleccionados.

Los QC consistieron en dos muestras de agua fortificadas a tres niveles de concentracién
cada una, 10, 100 y 1000 ng/L. La Tabla 10 muestra el valor de recuperacion (n=2) para
cada QC, asi como los compuestos cuantificados mediante el método de patrdn interno

cuyos ILIS correspondientes aparecen en la tabla.

Las recuperaciones de los QCs fueron en general satisfactorias, con valores entre el 60 y
el 140%, lo que aporta fiabilidad a los resultados obtenidos. La Unica excepcién fue el
plaguicida prometryn cuya recuperacion al nivel mas bajo de fortificacion fue de 46%.
Este plaguicida no se detecté en ninguna muestra de agua, por lo que no fue necesario

aplicar ningun factor corrector.

La Tabla 11 muestra los resultados obtenidos en la determinacién de los 25 plaguicidas

en las muestras de agua.

Se detectaron 10 de los 25 plaguicidas estudiados en las 9 muestras de agua. Mas del
50% de las detecciones (aproximadamente el 68%) correspondieron a compuestos en
concentraciones inferiores al punto mas 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, ningun positivo superd el nivel
de 0.1 ug/L (100 ng/L), valor que suele tomarse como referencia por tratarse del maximo

permitido para plaguicidas en aguas de abastecimiento urbano.

Las aguas subterraneas correspondientes al Pozo San Martin de Porres (muestra 7) y
Sabater | (muestra 8), son las que presentaron mayor numero de positivos de
plaguicidas, con un total de 10 y 7, respectivamente, de los 25 incluidos en el método
analitico. Por lo que respecta a las dos muestras de aguas superficiales del Rio Mijares

(muestras 5y 6), no se detectd ninguno de los plaguicidas estudiados.
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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 (ID).

Tabla 10. Recuperaciones (%) obtenidas para las muestras control de calidad (QCs)
correspondientes al andlisis de plaguicidas mediante UHPLC-MS/MS (ID)

Compuestos QcC10 QC100 QC100 ILIS

2,4-D * * * -
Atrazine 89 103 121 Atrazine-ds
Atrazine-desethyl 60 60 63 Atrazine-ds
Atrazine-desisopropil * 68 71 Atrazine-ds
Carbaryl * 62 60 -
Chlorpyrifos 91 121 107 Chlorpyrifos Methyl-de
DesetTerbumetone 111 114 121 -
DesetTerbuthylazine 62 87 77 Terbuthylazine-ds
Diuron 69 87 96 Diuron-de
Imazalil 131 119 112 Imazalil-ds
Imidacloprid 98 109 122 -

Linuron 99 102 116 -
Metalaxyl 116 122 122 -
Metolachlor 71 94 99 Metolachlor-ds
OH-Tbza 105 87 55 Terbuthylazine-ds
Prometryn 46 106 75 -
Propamocarb * 137 110 -
Pyridaphention 117 125 118 -
Simazine 90 108 115 Simazine-ds
Tebuconazole 126 103 95 -
Terbumeton 60 90 109 -
Terbuthylazine 87 98 91 Terbuthylazine-ds
Terbutryn 65 69 77 -
Thiabendazole 109 118 118 Thiabendazole-ds
Thiophanate-methyl ok *x *x -

En negrita y cursiva se muestran las recuperaciones fuera del rango 60-140% aceptado
*Sensibilidad insuficiente
**Comportamiento anémalo
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Tabla 11. Resultados de los andlisis realizados mediante UHPLC-MS/MS (ID) para la
determinacion de plaguicidas en las aguas de la primera campaia de 2019

Muestras (ng/L)
Compuestos 1 2 3 4 5 6 7 8 9
2,4-D - - - - - - - - -
Atrazine - - - - - = d d -
Atrazine-desethyl - - - - - = 56 d -
Atrazine-desisopropil - - - - - = 15 d -
Carbaryl - - - - - - - - -
Chlorpyrifos - - - - = - - - -
DesetTerbumetone - - - - - - 18 d -
DesetTerbuthylazine - - - - - - 80 27 d
Diuron - - - - - - d - d
Imazalil - - - - = - - - -
Imidacloprid* * * * * = - * - -
Linuron - - - - = = - - -
Metalaxyl - 51 d d - - d - -
Metolachlor - - - - = - - - -
OH-Tbza - - - - - - - - -
Prometryn - - - - = = - - -
Propamocarb - - - - - - - - -
Pyridaphention - - - - = . - - i
Simazine - - d - = = d d -
Tebuconazole - - - - = = - - -
Terbumeton - - - - = - - - -
Terbuthylazine - - - - = = d d d
Terbutryn - - - - - = - - -

Thiabendazole - - - - - - - - R

Thiophanate-methyl - - - - = = - - -

d: detectado; concentracidn inferior al nivel de concentracidn del punto mas bajo del calibrado (LCL, 1 ng/L)
* Los datos de concentracidon para imidacloprid se encuentran en la Tabla 13, correspondiente al método SPE-
LC-MS/MS aplicado especificamente para los plaguicidas incluidos en la Lista de Observacion
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Figura 3. Plaguicidas encontrados en la muestra 7, Pozo San Martin de Porres, mediante andlisis por UHPLC-MS/MS (ID)
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7.3. Determinacion de plaguicidas mediante SPE-UHPLC-MS/MS

Las muestras de agua se sometieron al procedimiento de andlisis cuantitativo basado en
el uso de UHPLC-MS/MS (QgqQ) previa extraccion en fase sélida (SPE), con el fin de

investigar la presencia de los 7 plaguicidas incluidos en la Lista de Observacion de la UE.

Los QC consistieron en dos muestras de agua analizada fortificadas a dos niveles de
concentracién, 10 y 100 ng/L. La Tabla 12 muestra el valor de recuperacién (n=2) para
cada QC, asi como los compuestos cuantificados mediante el método de patrdn interno,

cuyos ILIS correspondientes aparecen en la tabla.

Las recuperaciones de los QCs fueron en general satisfactorias, con valores entre el 60 y
el 140%, lo que aporta fiabilidad a los resultados obtenidos. La Unica excepcién fue el
plaguicida thiamethoxam puesto que apenas se recuperd al nivel mas alto de
fortificacion. Este plaguicida no se encontrdé como positivo en ninguna muestra de agua,

por lo que no fue necesario aplicar ningun factor corrector.

Tabla 12. Recuperaciones (%) obtenidas para las muestras control de calidad (QCs)
correspondientes al andlisis de plaguicidas de la Lista de Observacion

Compuestos QcC10 QcC100 ILIS
Acetamiprid 106 95 Acetamiprid-d3
Clothianidin 110 102 Clothianidin-d3
Imidacloprid 102 103 Imidacloprid-d4
Metaflumizone 109 99 -
Methiocarb 98 98 Methiocarb-d3
Thiacloprid 96 99 Thiacloprid-d4
Thiamethoxam 61 7 Thiamethoxam-d3

En negrita y cursiva se muestran las recuperaciones fuera del rango 60-140% aceptado
La Tabla 13 muestra los resultados obtenidos en la determinacion de los 7 plaguicidas
en las aguas.

Se detectaron Unicamente 2 de los 7 plaguicidas incluidos en la Lista de Observacion,

ambos de la familia de insecticidas neonicotinoides, siendo imidacloprid el de mayor
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frecuencia de deteccion (5 de las 9 muestras). Este compuesto se encontré en dos
ocasiones en concentraciones superiores al limite de deteccidén del método analitico
exigido en la Lista de Observacién, que corresponde a 8.3 ng/L: muestra 2 (Piezometro
aguas abajo, zona afino compost, 577 ng/L) y muestra 3 (Piezometro aguas abajo, zona

acopio restos de poda, 37 ng/L).

Como ejemplo, en la Figura 4 se muestran los positivos encontrados en la muestra 3

(Piezdmetro aguas abajo, zona acopio restos de poda) mediante SPE-UHPLC-MS/MS.

Tabla 13. Resultados de los andlisis realizados mediante SPE-UHPLC-MS/MS para los
plaguicidas incluidos en la Lista de Observacion en las aguas de la primera campafia de 2019

Muestras (ng/L)
Compuestos 1 2 3 4 5 6 7 8
Acetamiprid - - - - - - - -
Clothianidin - - 2 - - - - -
Imidacloprid 2 577 37 1 - - 3 -
Metaflumizone - - - - - - - -
Methiocarb - - - - - - - -
Thiacloprid - - - - - - - -
Thiamethoxam - - - - - - - -
Muestra 3 F1:MRM of 16 channels,ES+ Muestra 3 F1:MRM of 16 channels ,ES+
256.1>209.1 250 > 169.1
Imidacloprid _ 5.590e+004 Clothianidin _ 4.074e+003
100 430 100 434
% 2274.10 % 170.07 Los
423 |\450 484 /9
O —lepermpeeperereepeperrr SR et min 0 min
Muestra 3 F1:MRM of 16 channels,ES+ Muestra 3 F1:MRM of 16 channels,ES+
256.1>175.2 250.0 >131.9
Imidacloprid _ 8.436e+004 Clothianidin _ 3.409e+003
100 4.30 100 434
% 3372.02 % 132.22
A 4.16
0 e ——————— TR Min e o o e e R min
4.00 450 4.00 450

Figura 4. Plaguicidas encontrados en la muestra 7, Pozo San Martin de Porres, mediante
andlisis por SPE-UHPLC-MS/MS
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8. Conclusiones preliminares

En este estudio se ha investigado un elevado nimero de contaminantes orgdnicos en
aguas, mediante analisis cuantitativo por UHPLC-MS/MS, con analizador de triple
cuadrupolo (QgQ). 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 sin ningun tratamiento de muestra (inyeccion directa de la muestra, ID) ha
permitido la determinacién de 40 farmacos y 25 plaguicidas. Adicionalmente, el uso de
una tercera metodologia con una etapa previa de extraccidon en fase sélida (SPE), ha
permitido la determinacion de los 7 plaguicidas incluidos en la Lista de Observacién de

la UE, con los bajos limites de deteccidn establecidos para los mismos.

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

de muestreo realizada en junio de 2019.

Mediante andlisis directo basado en UHPLC-MS/MS se han detectado varios de los
farmacos incluidos en el estudio, aunque mas de la mitad de las detecciones
correspondié a compuestos con niveles muy bajos de concentracion. De hecho, la gran
mayoria de los farmacos identificados no superd el valor de 50 ng/L, con las Unicas
excepciones de los antiepilépticos carbamazepine (195 ng/L en una muestra) vy
gabapentin (596 y 302 ng/L, en dos muestras). Entre los farmacos investigados se han
incluido 4 antibiétiocos de la Lista de Observacion. Tres de ellos (azythromycin,
clarithromycin y ciprofloxacin) se han detectado en las aguas, pero siempre a niveles

inferiores al limite maximo de deteccidon establecido en dicha Lista.

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

residuales urbanas y en aguas superficiales que reciben los efluentes urbanos.
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Los analisis llevados a cabo mediante UHPLC-MS/MS (ID) también han permitido
detectar plaguicidas y TPs, la mayoria de ellos a muy bajos niveles de concentracién (del
orden de pocos ng/L). Ningun positivo superd el nivel de 100 ng/L (0.1 pg/L), valor que
se toma como referencia habitualmente en el campo de residuos de plaguicidas en
aguas, pues es el valor madximo permitido por plaguicida individual en aguas de

abastecimiento urbano.

De los 7 plaguicidas incluidos en la Lista de Observacidn, tan sélo se han encontrado dos
neonicotinoides: clothianidin tan solo en una muestra (a nivel de 2 ng/L) y imidacloprid
en cinco muestras, superando en dos ocasiones el limite de deteccion establecido en la
Lista de Observacidn (8.3 ng/L): muestra 2 (Piezometro aguas abajo, zona afino compost,

577 ng/L) y muestra 3 (Piezdmetro aguas abajo, zona acopio restos de poda, 37 ng/L).

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. Este hecho se justifica por la intensa actividad agricola en la

zona de estudio.
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