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Resumen

El desarrollo de la legislacion con respecto a la presencia de contaminantes en el agua en
Europa ha sido constante en los ultimos afios. La Union Europea publico en el afio 2000
la Directiva 2000/60/EC estableciendo un marco de accion comunitaria de regulacion de
la calidad del agua. A partir de ella, diversas directivas europeas han legislado sobre
cudles son los contaminantes y sus valores que no pueden ser sobrepasados en las aguas
europeas. Adicionalmente, se propuso la creacion de una lista de observacion de una serie
de contaminantes emergentes (no regulados), que posiblemente tengan un efecto
medioambiental, por lo que su monitorizacion es necesaria. Por ello, se propuso la
primera lista de observacion (Decision 2015/495) de 17 compuestos a monitorizar en las
aguas superficiales. Tras investigaciones realizadas en paises de la Union Europea, la
comision de medio ambiente retir6 5 compuestos e incluyo 3 (Decision 2018/840), de
manera que en la lista de observacion mas reciente encontramos 15 compuestos donde se
incluyen hormonas, antibidticos y pesticidas.

En este trabajo de fin de Master se propone el desarrollo de una metodologia analitica de
los compuestos de la lista de 2018 para matrices acuosas ya que ninguna metodologia ha
sido publicada hasta el momento. El trabajo experimental estuvo basado en la extraccion
en fase solida y posterior analisis cuantitativo con un equipo de cromatografia liquida
acoplada un espectrometro de masas de triple cuadrupolo, optimizandose los factores que
afectan al proceso de extraccién y a la separacion cromatografica. Se obtuvieron
recuperaciones entre el 65-110 %, una precision entre 5,3-13 % y unos limites de
deteccién entre 0,01-5,66 ng L-1, siendo iguales o inferiores a los propuestos por la
Decision 2018/840/EU, excepto para las hormonas. Aplicando esta metodologia para el
andlisis de aguas superficiales y residuales, se encontraron mayormente antibidticos y
pesticidas.

Palabras clave: Lista de observacion 2018, contaminantes emergentes, analisis de aguas,

cromatografia liquida acoplada a espectrometro de masas de triple cuadrupolo.



Abstract

The development of legislation regarding the presence of pollutants in water in Europe
has been constant in recent years. In 2000, the European Union published Directive
2000/60/EC establishing a framework for Community action to regulate water quality.
Since then, several European directives have legislated on which are the pollutants and
their values that cannot be exceeded in European waters. In addition, a list of a series of
emerging (unregulated) pollutants was proposed, which possibly have an environmental
effect, and for that reason their monitoring is necessary. Therefore, the first Watch List
(Decision 2015/495) of 17 compounds to be monitored in surface waters was proposed.
After investigations carried out in European countries, the environmental commission
removed 5 compounds and included 3 (Decision 2018/840), so that in the most recent
Watch List we found 15 compounds where hormones, antibiotics and pesticides are
included.

This Master’s Dissertation work proposes the development of an analytical methodology
for compounds from the 2018 list for agueous matrices as no methodology has been
published so far on this matter. The experimental work was based on the solid phase
extraction and posterior quantitative analysis with a liquid chromatography-triple
quadrupole mass spectrometer equipment, optimizing factors that affect the extraction
process and the chromatographic separation. Recoveries between 65-110 %, precision
between 5,3-13 % and detection limits between 0,01-5,66 ng L-1 were obtained, being
equal to or less than those proposed by Decision 2018/840/EU, except for hormones.
Applying this methodology for the analysis of surface water and waste water, antibiotics

and pesticides were mostly found.

Key words: 2018 Watch List, emerging pollutants, water analysis, liquid chromatography

with mass spectrometry couple.
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Glosario de abreviaturas

UE: Union Europea

WTD: Directiva Marco del Agua

CE: Comisién Europea

UNEP: Programa de las Naciones Unidas para el medioambiente
NCA: Normas de calidad ambiental

CEP: Contaminantes de emergente preocupacion

BHT: 2,6-ditert-butil-4-metilfenol

EHMC: 4-metoxicinamato de 2-etilhexilo

WWTP: Planta de tratamiento de aguas residuales

SPE: Extraccion en fase solida

LC-MS/MS: Cromatografia liquida acoplada a un espectrometro de masas
HPLC: High Performance Liquid Chromatography

ESI: Electrospray ionization

MRM: Multiple Reaction Monitoring

LDM: Limite de determinacion del método

LCM: Limite de cuantificacién del método
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1. Introduccion

1.1 Normativa en relacion con el agua en la Unién Europea

El agua es un valioso y vital recurso para la vida y actividad humana. No obstante, es
también vital para los ecosistemas y los organismos que dependen de este recurso, que,
en Gltima instancia, son todos los seres vivos. Es por eso por lo que existe en la actualidad
un aumento en la preocupacion sobre la calidad del consumo y manipulacion del agua,
no solo aplicado a los seres humanos, si no también cuando es tratada en las plantas
depuradoras para devolver el agua al medio natural. Esta preocupacion se ha traducido en
diversas normativas y regulaciones, emitidas por organizaciones de nivel internacional,
como la Organizacién Mundial de la Salud o la Unidn Europea a través de la Comision
Europea (CE).

En Europa mas especificamente, las regulaciones sobre la calidad y los contaminantes en
agua han sido constantes en los ultimos afios, empezando con la Directiva 2000/60/EC
(Directiva Marco del Agua o WFD en sus siglas en inglés) (European Commission, 2000).
Esta directiva es la respuesta de los paises de la Union Europea a la necesidad de aunar
actuaciones y esfuerzos en materia de gestion del agua, para preservar la calidad del agua
en términos cuantitativos y cualitativos, garantizar su sostenibilidad y promover un uso
responsable de este recurso natural, que ya no es considerado solo como tal, sino como
un factor vital que afecta a la salud publica y a los ecosistemas europeos. Por lo tanto, en
esta directiva se establecen una serie de objetivos medioambientales iguales para todos
los paises de la Unidn Europea. Esta estrategia implica, entre otras tareas, la identificacion
de sustancias prioritarias entre aquellas que suponen un riesgo significativo para el medio
acuatico o a traves de este. En la Decision 2455/2001/CE del Parlamento Europeo y del
Consejo en 2001, se establece la lista de sustancias prioritarias en el &ambito de la politica
de aguas en la que se establece la primera lista de 33 sustancias o grupos de sustancias

gue son prioritarias en cuanto a su regulacion por parte de la Unién Europea, basandose
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en conocimientos anteriores sobre sus diferentes ecotoxicidades en el medio ambiente,
estando incluidas en el anexo X de la Directiva 2000/60/CE.

Un poco mas tarde, a nivel internacional se pacta un convenio en Estocolmo en el que se
regulan lo que se denominan ‘“‘contaminantes organicos persistentes”, entre ellos
pesticidas, dioxinas y furanos. Este acuerdo fue ratificado inicialmente por 152 paises,
actualmente 183 (UNEP, 2004). A consecuencia de esto, la Union Europea promulgo el
Reglamento 850/2004 para el control de las sustancias reguladas en el Convenio de
Estocolmo (CE (UE), 2004).

Mas tarde, entre otras reglamentaciones, es en el afio 2008 cuando es publicada la
Directiva 2008/105/EC (European Commission, 2008), que viene a modificar la Directiva
2000/60/EC original, haciendo especial hincapié en la lista de compuestos, no siendo
admisible la aparicion de estos compuestos en las masas de aguas europeas a una
concentracion superior a la establecida en la directiva (normas de calidad ambiental NCA
0 EQS en sus siglas en inglés) (European Commission, 2008). Més recientemente esta
lista ha sido ampliada para el control de mas contaminantes en la Directiva 2013/39/EC
(European Commission, 2013), hasta 45 los compuestos estudiados, entre los que se
incluyen productos de desinfeccion, pesticidas, disolventes clorados y plastificantes entre

otros.

1.2 Normativa de la lista de observacion

Sin embargo, la Union Europea también focaliza su atencion y preocupacion sobre
sustancias que podrian ser un riesgo para la salud humana y el ecosistema europeo, a lo
que hay que sumar en algunos casos, falta de informacién sobre el impacto quimico y
ecotoxicologico real de estas sustancias. Es por esta razon por la que la Comisién Europea
ha publicado diversas Decisiones de ejecucion, con el objeto de establecer una lista de
observacion de sustancias potencialmente peligrosas o como se nombran en los
documentos, contaminantes de emergente preocupacion (CEPs o CECs en sus siglas en

inglés), los cuales, en un plazo de tiempo determinado, habria que vigilar los niveles de
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concentracion que se van obteniendo en los diferentes paises de la Union Europea y ver
cudl es realmente su impacto medioambiental, para decidir si incluirlos o no en la lista de
sustancias prioritarias. La primera Decision de ejecucion fue la Decision 2015/495/EU
(European Commission, 2015) cuya lista de observacion fue la siguiente: estrona, 17p-
estradiol y 17a-etinilestradiol (hormonas con actividad disruptora endocrina).
Diclofenaco (farmaco antinflamatorio), azitromicina, eritromicina, claritromicina
(antibidticos macrolidos). 2,6-ditert-butil-4-metilfenol o BHT (aditivo alimentario), 4-
metoxicinamato de 2-etilhexilo o EHMC (filtro UV). Imidacloprid, tiacloprid,
tiametoxam, clotianidina, acetamiprid (pesticidas neonicotinoides), metiocarb, oxadiazon

y trialato (otros pesticidas) (European Commission, 2015).

Sin embargo, esta lista es dinamica y susceptible a cambios, ya que en el 2018 la Decision
2018/840/EU (European Commission, 2018) fue publicada, actualizando la de 2015.
Dada la adquisicion de datos de alta calidad sobre el BHT, diclofenaco, trialato y
oxadiazén, estos compuestos fueron retirados de la lista para su estudio por parte de la
comision. En cuanto al EHMC también se retird, ya que se concluy6d que habia pocos
datos de concentracion en los sedimentos, matriz donde se tiende a acumular dicho
compuesto, de modo que a fin de garantizar que los datos de seguimiento relativos a la
sustancia EHMC reflejan plenamente los riesgos que plantea, la Comision investigd mas
a fondo si los Estados miembros podrian hacer un seguimiento de esta sustancia en los
sedimentos de manera fiable y comparable (European Commission, 2018).

Del resto de compuesto la comision consideraba que todavia eran necesarios datos de alta
calidad para poder legislar sobre ellos. Pero no solo se retiraron compuestos, la Comision
Europea consulté a expertos de los estados miembros sobre nuevos compuestos cuya
toxicidad fuese manifiesta y que existiesen métodos sensibles y fiables para su
determinacion. Es por ello por lo que se incluyeron al insecticida metaflumizona y a los
antibioticos amoxicilina y ciprofloxacino. Precisamente la inclusion de estos antibidticos
estd en concordancia con el Plan de Accidn Europeo frente a la resistencia antimicrobiana
y de acuerdo con el propio texto de la Decision Europea: “podria mejorar el conocimiento
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de la aparicion y propagacion de los antimicrobianos en el medio ambiente” (European
Commission, 2018).
Un esquema-resumen realizado por Pietrzak et al. (2019) ilustra cuales han sido las

principales directivas en todo este sentido:

Directive 2000/60/EC - EU Water Framework Directive (EU WFD)

achieve good ecological and chemical status of water

identify priority substances/group of substances (PSs) with significant risk to or via the aquatic
environment

set EU Environmental Quality Standards (EQS) with annual average value (AA-EQS) and maximum
allowable concentration (MAC-EQS)

» e

Decision 2455/2001/EC The Stockholm Convention on
set the first list of 33 PSs that must be monitored at Persistent Organic Pollutants (POPS)
Community level including priority hazardous substances signed in 2001, the treaty ratified in 2004
(PHSs) elimination or restriction of the production and usage of

3 '

Directive 2008/105/EC - amended

EU WFD 2000/60/EC ieai ;
the first list of EQS (AA-EQS, MAC-EQS) for the 33 PSs European Commission Regmatlon
and 8 other certain pollutants No 850/2004
monitoring of the PSs in surface water « adaptation of The Stockholm Convention to EU legislation
‘ « 180 parties (179 states and the EU execpt Italy)
Directive 2013/39/EU

update of Directive 2008/105/EC

development of new water treatment solutions
recommendation of the monitoring of 45 PSs and a set of
8 other certain pollutants with EQS

proposal of a first Watch List of substances for Union-wide
monitoring in the field of water policy

' Decision 2018/840/EU - repealed
Decision 2015/495/EU Decision 2015/495/EU
establishment of the first Watch List of 17 organic » + establishment of the second Watch List of 15 organic
compounds defined as 10 substances/group of compounds defined as 8 substances/group of substances,
substances, contaminants of emerging concern (CECs) contaminants of emerging concern (CECs)

Figura 1. Esquema de la evolucion de las directivas de la Union Europea en cuanto a
los contaminantes medioambientales (Pietrzak et al., 2019).

1.3 Compuestos incluidos en la lista de observacion 2018/840

Los compuestos de la ultima lista de observacidn y sus estructuras se encuentran en la

tabla 1:
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Tabla 1. Compuestos incluidos en la Gltima lista de observacién de la Decision 2018/840/EC.

NUmero de

Compuesto Estructura registro CAS

Estrogenos

17a-Etinilestradiol 57-63-6
17p-Estradiol 50-28-2
Estrona 53-16-7
Compuestos farmacologicos
Amoxicilina 26787-78-0
Azitromicina 839055-01-5
Ciprofloxacino 85721-33-1
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: 0
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Metaflumizona F 139968-49-3

La importancia de la medida de dichos CEPs es debida a dafio ecotoxicoldgico que
producen, demostrado en diversos estudios, no solo como compuestos individuales, si no
como grupos de compuestos que puedan tener una accion sinergica o aditiva como el caso

de los grupos de antibioticos macrolidos o los pesticidas neonicotinoides.

1.4 Presencia e importancia de los CEPs incluidos en la lista de observacion

Todos estos compuestos pueden tener o tienen un impacto medioambiental, es por eso
que muchos articulos han demostrado sus efectos y su presencia en el medio ambiente.

En una revision reciente, Morrissey et al. (2015) analizé el efecto perjudicial de los
neonicotinoides en invertebrados acuaticos tanto en exposicion aguda como en
exposicion cronica. Por otro lado, las concentraciones de estas sustancias han llegado a
ser por ejemplo de 320 pg L (Van Dijk et al., 2013) 0 225 pg L (Anderson et al., 2013)
en aguas superficiales. En lo concerniente a las hormonas, estd demostrado que tienen
una actividad disruptora endocrina en el medio ambiente (Aris et al, 2014; De Mes et al,
2005; Vethaak et al., 2005), y potencialmente también en los seres humanos (Kabir et al.,
2015), encontrandose concentraciones de en el rango de 6-102 ng L™ en aguas
superficiales (Pailler et al, 2009) 0 25-84 ng L en aguas residuales (Iparraguirre et al.,
2014) entre otros. En el caso de los antibi6ticos, revisiones publicadas recientemente
subrayan su toxicidad sobre organismos acuaticos que no son objetivos de los antibiéticos

y el potencial dafio sobre la salud humana (Carvalho & Santos, 2016), incluso se ha
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llegado a considerar a los genes de resistencia a los antibidticos, desarrollados en
organismos acudticos, también como contaminantes emergentes (Grenni et al., 2018). A
pesar de que Rossmann et al. (2014) encontraron amoxicilina en aguas influentes de una
planta depuradora de aguas residuales (wastewater treatment plant o WWTP en sus siglas
en inglés) en Alemania a concentraciones de miles de ng L™ de manera puntual, la
amoxicilina es pobremente detectada en las plantas depuradoras (Carvalho & Santos,
2016). Por otro lado, Alygizakis et al. (2016) hallaron concentraciones de hasta 128 ng L
! en agua de mar. En cuanto al grupo de antibiéticos macrélidos, han sido cuantificados
en rangos de concentraciones muy diversos como por ejemplo entre 100 ng L™ hasta 1
ug Lt en aguas residuales de hospitales (Gros et al., 2013), siendo estas las principales
fuentes de contaminacion finalmente en las aguas superficiales como el agua de rio. Como
resultado, han sido halladas concentraciones en rio espafioles de hasta incluso 17 pg L*
en el caso de la azitromicina (Moreno-Gonzalez et al., 2014) asi como también en agua
corriente para su uso doméstico, 17 ng L y 3,7 ng L™ para azitromicina y claritromicina
respectivamente (LoOpez-Serna et al., 2010). Como en los macrdlidos, en el caso del
ciprofloxacino también ha sido detectado en aguas residuales de hospitales, por ejemplo
a 39 ug L en Portugal (Santos et al., 2013) o 7,5 pug L™ en un hospital espafiol (Gros et
al., 2013). El ciprofloxacino se ha cuantificado también en aguas residuales, Singh et al.
(2019) analizaron diferentes aguas residuales, encontrando concentraciones de hasta 48,1
ug L. Otro muchos autores también lo han encontrado, Senta et al. (2013) detectaron
concentraciones de 2,6 pg L™, Rossmann et al. (2014) hallaron el ciprofloxacino en aguas
residuales influentes de una planta depuradora a 1,6 pug L, o Santos et al. (2013) quienes
también cuantificaron concentraciones de hasta 1,4 pg L. En agua de rio, Feitosa-
Felizzola & Chiron (2009) lo cuantificaron a concentraciones de 9,7 pug L en el rio Arc
(Francia), pero el ciprofloxacino es usualmente detectado a menos cantidad, alrededor de
cientos de ng L™ o menos (Gros et al., 2013; Osorio et al. 2012; Vazquez-Roiget al.,

2012).
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1.5 Metodologias actuales para la determinacion de los CEPs

La Union Europea enfatiza en la deteccion de estos compuestos con unos limites de
deteccion aceptables en el rango de los ng L?, de manera que métodos sensibles y
robustos son necesarios para este cometido, y no solo su determinacion por separado, sino
también el desarrollo de metodologias que permitan la multiple determinacion de los
CEPs de las Decision 2015/495/EU (European Commission, 2015) y la Decision
2018/840/EU (European Commission, 2018).

Ha habido diversas publicaciones en el campo de las ciencias medioambientales sobre la
determinacion de estos CEPs en el medio ambiente (Borrull et al., 2018; Malvar et al.,
2018; Ribeiro et al., 2015; Rubirola et al., 2017; Sousa et al., 2019). Algunos de ellos
incluyen algunos o todos los contaminantes de la lista de 2015, entre otros incluidos en
otras directivas europeas u otros contaminantes de especial relevancia (Ribeiro et al.,
2015; Rubirola et al., 2017; Sousa et al., 2019). En cambio otros autores publicaron
metodologias solo para los CEPs incluidos en la Decision 2015/495/UE (Gusmaroli et al.,
2018; Malvar et al., 2018). Todos los anteriormente mencionados se basan en la
extraccion en fase solida (EFS o solid-phase extraction SPE en inglés) para la preparacion
de las muestras y preconcentracion de los analitos excepto por Borrull et al., (2019), en
el que se realizo por inyeccion directa. Todos utilizan para la determinacién un equipo de
cromatografia liquida acoplada a un espectrometro de masas (LC-MS/MS), siendo la
técnica mas comun para la determinacion de microcontaminantes en matrices acuosas.
Solo algunos utilizan sistemas de cromatografia liquida de ultra alta resolucién (UHPLC)
(Gusmaroli et al., 2018; Ribeiro et al., 2015).

Sin embargo, ningun método analitico ha sido publicado exclusivamente para los

compuestos incluidos en la nueva Decision 2018/840.
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1.6 Objetivos

El objetivo general es:

- Desarrollar una metodologia analitica para la determinacion cuantitativa de los
compuestos incluidos en la lista de observacion de 2018, basandose en el

procedimiento SPE-LC-MS/MS y aplicarlo en muestras de agua superficial.
Los objetivos especificos son:

- Conocer cuéles han sido las principales reglamentaciones en cuestion de
contaminantes en agua en la Unidn Europea Yy la distribucion de estos CEPs en la
actualidad.

- Optimizar los parametros cromatograficos y espectrométricos de cada uno de los
compuestos para su posterior determinacién a concentraciones de ng Lt y
optimizar el proceso de preparacion de la muestra y SPE para obtener unas
recuperaciones lo méas adecuadas posible.

- Validar la metodologia para obtener unas caracteristicas analiticas de
funcionamiento adecuadas.

- Aplicar la metodologia analitica a muestras de agua superficial y agua residual.

1.7 Revision del estado del arte y busqueda de informacién cientifica

Para obtener informacion y hacer una revision del estado del arte sobre los temas tratados
en este trabajo se utilizaron diversas bases cientificas como Scopus, Web of Science,
ScienceDirect o Wiley Online Library, utilizando palabras clave como “EU decision
2015/495”, “EU decision 2018/840”, “watch list”, “Enviromental analysis”, “LC-MS”,
“Water analysis” o “Emergent pollutants”, y focalizando la atencion en revistas de indole
medioambiental, como por ejemplo Chemosphere, Science of The Total Environment,
Talanta, Trends in Analytical Chemistry, Journal of Chromatography A o Environment

International entre otras.
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En la figura 2 se muestran el nimero de articulos con respecto al afio sobre conceptos
estudiados en este trabajo de fin de master y como ha ido evolucionando el interés con

respecto a los CEPs a lo largo del tiempo.

16 10
14
12
10

2019 o———
N & ()] o)

2011 pm

2014

2015 s

2016 ——

2018

8

6

4

’ l
[ | 0

0 ) ~ )}
0 O O & &N NN < 1n O N 0 - i b
O O oI o d A A A oI oA o o o o
O O O O O O O O O o o N N o~ ~N
N N &N &N AN AN AN AN NN

Figura 2. Izquierda: Busqueda en Scopus de las palabras clave: water analysis, watch list.
Derecha: Busqueda en Web of Science de las palabras clave: emerging polluntants, watch list.

2. Materiales y métodos

2.1 Materiales y productos quimicos

Los disolventes usados fueron agua, acetonitrilo, metanol, acetona y hexano,
suministrados por Romil (Barcelona, Espafia) con una pureza > 98 % y de grado HPLC.
Por otro lado, las sales de acetato amonico y formiato amonico usadas fueron adquiridas
a Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). El agua MiliQ fue usada para la limpieza del
material de los experimentos.

El 4cido clorhidrico (37 %) y el acido formico (98 %) fueron de grado analitico y
obtenidos de Panreac (Barcelona, Espafia). Los patrones usados en la determinacion
fueron: 17a-etinilestradiol, 17pB-estradiol, estrona, tiacloprid, tiamethoxam, clotianidina,
acetamiprid, imidacloprid y metiocarb fueron adquiridos de Dr. Ehrenstorfer GmbH
(Augsburg, Alemania). Los compuestos eritromicina, claritromicina, azitromicina,
metaflumizona, amoxicilina y ciprofloxacino fueron obtenidos de Sigma-Aldrich. Todos

los estandares anteriores tenian una pureza superior al 95 %. Compuestos marcados
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isotopicamente fueron utilizados como patrones internos (Pl). Bisphenol A-dis vy
amoxicilina-d4s fueron suministrados por Sigma-Aldrich. Imidazolidin-4,4,5,5-d4
(imidacloprid-ds) 'y eritromicina-(N,N-dimethyl-3C;)  (eritromicina-*C;) fueron
obtenidos de Dr. Ehrenstorfer GmbH.

Se prepararon las disoluciones madre de cada compuesto (1000 mg L) en metanol,
excepto por el patron de ciprofloxacino, que se prepar6 con un 0.1 % de acido férmico
para favorecer su disolucién. Fueron almacenados a -20°C en congelador y en frasco de
vidrio ambar para protegerlos de la luz. La disolucién patron, de 10 mg L de
concentracion fue preparada semanal mediante dilucién de las disoluciones madre en
metanol y almacenada también a -20°C en el mismo tipo de frasco. Soluciones mezcla
conteniendo de 10 mg L? de cada compuesto fueron preparadas semanalmente para
obtener los datos de optimizacion de la espectrometria de masas, calculo de las
recuperaciones, preparacion de los patrones de la recta de calibrado y las muestras
dopadas.

Para la SPE realizada fueron usados cartuchos de 3 mL con 60 mg de Oasis HLB
adquiridos a Waters (Milford, MA, EEUU), utilizando una bomba de vacio y un sistema
para la colocacion de los cartuchos y recogida de los extractos también adquiridos a

Waters (EEUU).

2.2 Muestreo

Las muestras fueron tomadas de diversos puntos de aguas superficiales de la provincia de
Sevilla. Dos de ellos estaban situados en la cuenca del rio Rivera de Huelva, y otro en la
cuenca del rio Guadiamar. Ambos puntos estan afectados por la actividad humana y la
agricultura mayoritariamente, asimismo cerca de puntos de descarga de plantas
depuradoras de agua. Se tomaron 6 muestras de cada punto, que fueron recogidas
aproximadamente en la zona medial del cauce del rio y a una profundidad superficial en
botellas de vidrio de 2,5 L limpiadas previamente con acetona y metanol, y transportadas

a 4°C para mas tarde ser almacenadas a -20°C hasta su manipulacion y analisis. Las
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muestras fueron tomadas desde noviembre de 2014 hasta octubre de 2015 en 3 salidas en
diferentes dias.

También se obtuvieron muestras de agua residual de una WWTP en Granada, una vez
obtenidas, también se refrigeraron y se mantuvo la cadena de frio hasta su analisis en

Sevilla. Las muestras fueron tomadas en abril de 2019.

2.3 Tratamiento de la muestra

Las muestras fueron filtradas en dos fases. Primeramente, se us6 un filtro de 2 um de
tamafo de poro (Albet Labscience, Dassel, Germany) y en segundo lugar una filtracion
con filtros de tamario de poro de 1,2 um (Scharlau, Barcelona, Spain). La extraccion en
fase solida se realizd a continuacion (se explican brevemente las etapas en el apartado 3.2
Optimizacion de la extraccion en fase solida).

En la primera fase de acondicionamiento se utilizaron 3 mL de acetona, 3 mL de metanol
y 3 mL de agua de grado HPLC en fases sucesivas. 250 mL de las muestras filtradas se
les hizo pasar por los cartuchos usando un sistema de vacio utilizando un flujo de
aproximadamente 10 ml min. Para la fase de clean up o limpieza se usaron 3 mL de una
mezcla de metanol:agua (5:95 v/v), con el objetivo de eliminar las posibles interferencias
que hubiera en el cartucho. Para la fase final de elucion de los analitos se usaron 3
alicuotas de 1 mL de acetona en fases sucesivas (3 mL en total) recogidos en tubos de
ensayo. Estos fueron llevados a sequedad, usandose para ello una corriente de nitrégeno
a 60°C (Figura 3). Los extractos fueron redisueltos en 75 pl de metanol en el mismo tubo
de ensayo, estos fueron agitados en vortex durante 10-15 segundos y llevados a un sistema
de ultrasonidos durante 10-15 minutos. Se repitio la misma operacion afiadiendo 75 pl de
agua de grado HPLC, para obtener finalmente los analitos en una mezcla de 150 ul de
metanol:agua (50:50 v/v). Por dltimo, la fase final de microfiltracion se llevo a cabo con
filtro de 0,22 um de didmetro de poro para introducirlos en los viales adecuados para la

posterior determinacion en el sistema de LC-MS/MS (Figura 4).

24



3 ml de acetona J\

3 ml de metanol E 3 ml de mezcla de agua :
3 ml de agua 250 ml de metanol 95:5 v/v 3 ml de acetona
o _ muestra __l__ __l__
g 0
Q
EE g g g
g Q = 13
S —> £ —> 3 —>» =
3 = ® =
] e
q .
S :o Analitos to N
< | [T retenidos u 2 i
0 O 0
% b b b
S )
Q
75 uL agua &
LC-MS/MS +— PR ke S| |«
75 uL metanol s
[ °.
\af N\,

Figura 3. Procedimiento de SPE con las fases de acondicionamiento, filtracion y elucion,
seguido de la evaporacion con corriente de nitrogeno y reconstitucion.

Figura 4. El sentido de las flechas indica los pasos del procedimiento: sistema de SPE
aplicado a las muestras, equipo de evaporacion con corriente de nitrégeno, preparacion de los
viales tras la evaporacion y equipo de LC-MS/MS.
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2.4 Andlisis mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas

La medida como se ha mencionado anteriormente se realiz6 en un sistema de
cromatografia liquida acoplada a un espectrémetro de masas de triple cuadrupolo.

Para la fase cromatogréfica se us6 un sistema Agilent 1200 series (Agilent, Santa Clara
CA, USA). Este sistema cuenta con un desgasificador, para eliminar los posibles gases
disueltos en la fase movil, un sistema de bombas para controlar el flujo de fase movil que
se introduce en la columna, una bandeja con 99 posiciones para depositar los viales, cuya
introduccién al equipo es automatica y un compartimento para la columna cuya
temperatura estéd controlada. La columna usada en la separacion de los compuestos fue
una HALO C18 (50 x 4,6 mm d.i.; 2.7 um) (Teknokroma, Barcelona, Espafia) con una
precolumna tambien HALO C18 (5 x 4.6 mm d.i.; 2.7 um) (Teknokroma). EIl volumen
de inyeccion fue de 20 pl y el flujo se mantuvo constante en 0,6 mL min. La fase movil
usada para la fase organica (solvente A) fue metanol y para la fase acuosa (solvente B)
una disolucion de 10 mM de acetato amonico en agua de grado HPLC. EIl gradiente de
elucidn fue el siguiente: 0,0-2,0 minutos: 15 % —> 55 % de A. 2,0-8,0 minutos: 55 % >
90 % de A. 8,0-10,0 minutos: isocratico de A a 90 %. 10,0-13,0 minutos: 90 % - 15 %
de A. 13,0-15,0 minutos: isocratico de A a 15 %. El tiempo total de inyeccién fueron 15
minutos y la temperatura de la columna se mantuvo constante a 35°C.

En el sistema LC-MS/MS, el equipo de espectrdmetro de masas es un equipo Agilent
5410 QgQ (Agilent) con una fuente de ionizacion de electrospray (ESI en sus siglas en
inglés), con funcionamiento tanto en el modo positivo como el modo negativo. Los
parametros de funcionamiento fueron: voltaje del capilar: 3000 V, flujo del gas de 9 L
min-t, temperatura del gas 350°C y presion del nebulizador 40 psi. El equipo fue utilizado
en el modo de monitorizacion de reaccion maltiple (Multiple reaction monitoring, o
MRM en sus siglas en inglés), en el que se utilizan las dos transiciones mas abundantes
de cada ion proveniente de la molécula estudiada.

La cuantificacién fue llevada a cabo gracias al uso de una recta de calibrado en matriz

usando niveles de concentracién esperados en las muestras. En esta recta se representa la
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relacion entre la sefial del analito en la muestra y la sefial del patron interno frente a la

concentracion del analito, usando una regresion lineal.

2.5 Validacion de la metodologia analitica

El efecto matriz fue evaluado para ver si tenia influencia en la medida. Para ello se
prepararon dos rectas de calibrado, una en disolvente (mezcla metanol:agua 50:50 v/v) y
otra en matriz (preparada sobre una muestra de agua superficial independiente que no
contenia los analitos). 8 niveles de concentracion fueron preparados (por triplicado en la
recta matriz). En el eje Y se represent0 la abundancia o area de los picos de los
compuestos entre el area de los picos de sus correspondientes patrones internos en el caso
de la recta en disolvente y matriz, mientras que en el eje X se represent0 la concentracion
del analito, salvo con la metaflumizona, que se representd la sefial con respecto a la
concentracion, debido a que no se encontr6 un patron interno adecuado. Se compararon
las pendientes de las rectas utilizando herramientas estadisticas (test de t de Student). Los
resultados estan en el apartado 3.3.3 de Resultados y Discusion.

Para evaluar la linealidad y la idoneidad de dichas rectas de calibracion, de 8 puntos a
concentraciones de entre 0,01 y 1000 ng L™, se utilizd la regresion lineal, utilizando el
coeficiente de correlacion (r?) como factor determinante para la evaluacion.

La especificidad del método fue estudiada comparando los cromatogramas resultantes de
muestras dopadas con sus respectivos blancos.

Para la evaluacion de la exactitud se llevd a cabo evaluando las recuperaciones de las
muestras dopadas, (debido a la ausencia de materiales certificados) es decir, afiadir una
cantidad conocida de analito a muestras con la matriz evaluada. Las muestras fueron
dopadas a 3 niveles de concentracion (30, 300 y 750 ng L para los estrogenos y 1.5, 15
y 37.5 ng L para el resto de los compuestos) por triplicado en la recta de calibrado en
matriz. Ademas, se usé una muestra de agua sin dopar para actuar como blanco.

En cuanto a la evaluacion de la precision, se trabajé con los conceptos de repetibilidad y

reproducibilidad. Repetibilidad se refiere a que se realizaron las medidas de las muestras
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dopadas por triplicado en el mismo dia, con el mismo equipo y el mismo analista.
Reproducibilidad se refiere a que se realizaron las medidas también durante 6 dias
diferentes. Los resultados se muestran en el apartado 3.3.5 de Resultados y Discusidn.

La sensibilidad fue evaluada teniendo en cuenta que los picos cromatograficos con una
sefial/ruido por encima de 3 corresponden al limite de deteccion instrumental y que los
picos con una sefal/ruido por encima de 10 corresponden al limite de cuantificacion
instrumental. Aplicando los factores de preconcentracion y recuperacién se pudieron

obtener los valores de los limites de deteccidn y cuantificacion del método.

2.6 Control de calidad

Se utiliz6 un protocolo interno de calidad en el que una muestra de cada tanda de muestras
se dividio en 4 submuestras. 3 de ellas fueron dopadas con los CEPs correspondientes y
usadas para los calculos de las recuperaciones. De modo que cada tanda de muestras
contenia las muestras, los niveles de concentracion de la recta de calibrado en matriz,
muestras dopadas y un blanco. Esta ultima siempre era medida antes y después de la recta

de calibrado en matriz y cada 5 muestras de agua.

3. Resultados y discusion

La optimizacion de la metodologia aplicada al analisis de CEPs en muestras de aguas se
realiz6 en las dos etapas fundamentales en las que se divide el procedimiento analitico:
determinacion cromatografica y tratamiento de la muestra mediante la extraccion de los

analitos de la matriz y preconcentracion de los analitos.

3.1 Optimizacion de la separacion cromatografica.

Para la optimizacion de las condiciones cromatogréaficas se actud sobre las tres variables
fundamentales para conseguir una buena resolucion de los picos con una sensibilidad y

selectividad adecuadas: la columna analitica, la composicion de la fase movil y las
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condiciones de deteccion. La ultima variable se relaciona con los pardmetros del
espectrometro de masas, explicados a continuacién. Cuando una molécula entra en el
espectrometro de masas de triple cuadrupolo con un ESI, lo que sucede es que esta
molécula se ioniza, pasando a llamarse ion precursor, normalmente perdiendo un proton
o0 ganandolo, adquiriendo carga negativa o positiva, en funcion del modo de ionizacién

elegido, positivo o negativo.

En el primer cuadrupolo estos iones son filtrados por su masa, mejorando la sensibilidad,
ya que los iones que no superen la masa limite previamente establecida son descartados.
Después los iones entran en la camara de colision donde aplicando una serie de voltajes
determinados, estos iones son fragmentados en diferentes iones productos o iones hijos o
también llamados transiciones. El segundo cuadrupolo sirve tambien de filtro de masas
de iones que no cumplen las caracteristicas adecuadas, como iones hijos de muy pequefia
masa. Por Gltimo, las sefiales de estos iones hijos son detectadas en detector, amplificadas
y mostradas en el programa. Son estos parametros (ionizacion, voltajes aplicados...) los
que se deben de optimizar en esta etapa.

Para ello se prepararon viales conteniendo 1 mg L™ de cada compuesto. A continuacion,
el programa Optimizer (Agilent) del propio equipo, es el que va probando
automaticamente diferentes combinaciones de pardmetros para obtener la mayor
abundancia posible en las diferentes transiciones. Se prepararon distintas fases méviles
para observar los posibles cambios en los parametros de ionizacion y fragmentacion de
los compuestos. Las fases moviles constan de una fase acuosa y una fase organica, y las
testadas en este experimento fueron: agua con 0,1 % de acido férmico y metanol con 0,1
% de acido férmico; agua con 10 mM de acetato amdnico y metanol; agua con 10 mM de
formiato aménico y con 0,1 % de acido férmico y acetonitrilo con 0,1 % de acido formico.
Aun probando distintas fases moviles, los resultados para muchos compuestos fueron
practicamente los mismos, ya que la manera de ionizarse y fragmentarse es similar. Pero
no en todos, por ello se escogieron los datos obtenidos de la fase mévil de acetato aménico
y metanol, ya que era la solucion de compromiso mas adecuada en la que las hormonas
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tenian cierta fragmentacion en el modo negativo al ser una fase movil sin carécter acido,
al contrario de las demas testadas, donde se degradaban estos compuestos.

Los parametros optimizados obtenidos de fragmentor y energias de colisién son los
utilizados por el espectrometro para obtener las transiciones mas abundantes cada uno de
compuestos (Tabla 2). De todas las transiciones que proporciona el programa, solamente
se seleccionaron las dos con mayor abundancia para la posterior determinacién, que son
el MRM1y el MRM 2, siendo el MRM1 normalmente la transicion con més abundancia
para una mayor sensibilidad en la cuantificacién. La segunda transicion o MRM2 es la
transicion que permite la confirmacién de que un pico con una masa molecular
determinada es realmente el compuesto que se estd midiendo. En la figura 5 se presenta

un ejemplo de lo anterior con la metaflumizona, uno de los compuestos a determinar.
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Figura 5. Cromatograma del compuesto metaflumizona en el equipo LC-MS/MS. Linea roja:
MRM1 505>302, que actlia como cuantificador; linea negra: MRM2 505>285 que actlla como
identificador.

Una vez tenidos en cuenta los pardmetros espectrométricos, habia que averiguar los
factores cromatogréaficos, para ello 2 columnas cromatogréaficas fueron probadas: HALO
C18 (50 x 4,6 mm de diametro interno; 2,7 um de tamafio de particula) (Teknokroma) y
Zobrax Eclipse XDB-C18 (50 x 4,6 mm d.i.; 1,8 um de tamafio de particula) (Agilent
Techonologies). Ambas columnas son columnas de fase reversa, siendo los analitos

retenidos en el relleno de la columna hasta eluirse a un determinado tiempo de retencion,
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siendo este mayor para moléculas apolares, y menor para moléculas polares. Aunque
ambas columnas ofrecian aproximadamente los mismos resultados, la columna HALO
C18 fue elegida con respecto a la Zorbax para los experimentos siguientes por presentar
una mayor capacidad de separacion, permitiendo tener unos picos mas resueltos para su
posterior cuantificacion, asi como un menor tiempo de analisis.

La composicion de la fase mdvil fue estudiada ya que influye enormemente en el
desempefio de la separacion cromatografica, en concreto en la sensibilidad y selectividad
del método. En cuanto a la fase acuosa, la adicion de diferentes sales y acidos fue
estudiada, con los parametros obtenidos en la etapa de optimizacidn espectrométrica, pero
esta vez con la columna elegida. En esta etapa se tuvo que llegar a una solucién desde el
punto de vista practico. La fase movil de acetato y metanol fue la utilizada para los
experimentos siguientes debido a que la sensibilidad, separacion y forma de los picos eran
bastante adecuadas, también en el caso de las hormonas. En contraposicién, uno de los
compuestos, el ciprofloxacino, no mostraba pico cromatografico, debido a que la
fragmentacion de este antimicrobiano es mayor cuando la fase mévil tiene un caracter
acido marcado, como en las otras fases moviles, pero no en la de acetato. Es por ello por
lo que se tuvo que llegar a una solucion de compromiso, en la que se pudiesen medir la
hormonas, pero a costa de no incluir al ciprofloxacino en la metodologia, de manera que
finalmente no se incluyo este compuesto en la determinacion. Desde un punto de vista
practico, se obtenia un método en el que no se podia medir el ciprofloxacino, pero a costa
de cuantificar las hormonas, que son 3 compuestos y sus riesgos ecotoxicologicos como
disruptores endocrinos son bastante importantes. El gradiente de elucion optimizado se
encuentra descrito en el apartado 2.4 de Materiales y métodos.

También el volumen de inyeccion fue estudiado, de 2,5 a 20 pL, escogiéndose 20 uL
como volumen de inyeccidn al mantener un nivel adecuado de resolucion y sensibilidad.
Por otro lado, la temperatura de la columna fue modificada de 30°C a 50°C para estudiar
su efecto. Al no suponer importantes beneficios, se decidi6 mantener la temperatura

constante a 35°C, para evitar también los posibles efectos de la temperatura ambiente en
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la determinacion. La tabla 2 recoge los parametros 6ptimos utilizados para la correcta

separacion de los analitos. La figura 6 muestra un cromatograma donde se observa la

separacion conseguida de los CEPs estudiados en una mezcla patron de 1000 ng L.

Tabla 2. Parametros espectrométricos del analisis de los compuestos en la lista de

observacion. tr: tiempo de retencion, MRM1 y MRM2: primera y segunda transicion, F:
fragmentor, EC: energia de colision.

Patron Modo de tr lon F
Compuesto interno ionizacion  (min) MRML MRM2 ratio (V) EC (V)
Estrogenos
N70- o Bisfenol A= o ativo 701 2955145 2955260 79,6 120 40/36
Etinilestradiol die
17p-Estradiol B'szrl‘g" A" Negativo 7,20 271>145 271183 37,7 140  40/40
Estrona B'Sf‘érl‘g” A~ Negativo 7,28 2695145 269>159 56,0 140  40/36
Compuestos farmacéuticos
Amoxicilina Amoﬂff"'”a' Positivo 1,50 366>114 366>349 99,0 60  16/0
Azitromicina E“”?Jg'zc'”a' Positivo 7,90  749>591 749>116 87,6 140  32/40
Claritromicina E”tr?g'g'zc'”a' Positivo 7,82 748>158 748>500 458 140  28/16
Eritromicina E“”%”é'zc'”a' Positivo 7,01 734>158 734/576 77,0 140 28/24
Pesticidas
Acetamiprid 'm'dagi"p“d' Positivo 4,50 223>126 223>56 50,1 80  20/12
Clotianidina 'm'dagi"p“d' Positivo 4,26  250>169 250>132 80,3 60 12/116
Imidacloprid 'm'dagi"p”d' Positivo 4,21  256>209 256>175 67,9 60  12/20
Metiocarb 'm'dagi"p”d' Positivo 7,28 226>121 226>169 96,8 60  16/4
Tiacloprid 'm'dagi"p”d' Positivo 4,76  253>126 253>00 24,5 120  24/40
Tiametoxam 'm'dagi"p”d' Positivo 3,60 292>211 292>181 2,60 60  8/24
Metaflumizona - Negativo 9,90 505>302 505>285 100 100 12/40
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Figura 6. Cromatograma de una mezcla de patrones de cada compuesto a 1000 ng L utilizando la
columna HALO C18.
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3.2 Optimizacién de la extraccion en fase solida

Este proceso es un proceso preparativo de muestras para su preconcentracion vy
“limpieza”, ya que permite desechar los posibles interferentes de la muestra y tener un
extracto donde solo estén presentes los analitos de interés. Tiene esa denominacion por la
presencia de un soporte solido donde se encuentra en material adsorbente, en este caso
C18 funcionalizado, que permite adsorber nuestros compuestos de interés. Este material
se presenta normalmente en forma de cartucho, por el que se hace pasar la muestra, en
este caso, acuosa. El proceso consta de cuatro etapas: acondicionamiento, en la que se
activan los grupos funcionales del material adsorbente; Carga de la muestra: se hace pasar
la muestra por el cartucho, quedando retenidos los analitos; Clean up o limpieza: se hace
pasar un disolvente para eliminar posibles interferencias retenidas en el cartucho;
Elucion: con disolventes adecuados los analitos son separados de la matriz y recogidos
en un tubo de ensayo.

Para la optimizacion de este proceso completo, 2 factores se consideraron de especial
importancia, en primer lugar, el solvente utilizado para la elucion y en segundo lugar el
pH de la muestra. La optimizacion de cada parametro se llevd a cabo variando ese
parametro, pero manteniendo los demas constantes (volumen de la muestra, flujo
continuo de muestra por el cartucho, tipo de cartucho...). Para la optimizacion, alicuotas
de 1 L de agua Milli-Q y fueron dopadas por triplicado con los compuestos objetivo a una
concentracion de 30 ng L. En primer lugar, se optimizaron los solventes (se utilizaron
metanol y acetona), 3 alicuotas de 1 mL del solvente en cuestion y después el pH (se

estudiaron pH 2y 7).
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Figura 7. Arriba: resultado de las recuperaciones utilizando metanol y acetona como eluyentes.
Abajo: resultado de las recuperaciones utilizando pH neutro o pH acido.

Las recuperaciones obtenidas en los parametros estudiados se aprecian en la figura 7,
donde los resultados entre la acetona y el metanol eran similares, aungue se escogio los 3
mL de acetona debido que permitia unas recuperaciones ligeramente superiores y a su
mayor volatibilidad a la hora de la evaporacidn, por tanto, mas rapidez. Una vez escogido
el disolvente de elucidn, los resultados en cuanto al pH se mantenian también similares,
salvo en el caso de la azitromicina, de modo que finalmente en SPE se utilizarian 3

alicuotas de 1 mL de acetona como eluyente y a pH neutro. Un esquema del proceso es

mostrado en la figura 3.

3.3 Validacion del método
3.3.1 Sensibilidad

Se define como la capacidad de un método analitico de detectar o determinar la menor

concentracion posible del analito contenido en la muestra. De esta manera se habla de
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limite de deteccion: Concentracion o cantidad mas pequefia del analito que el método
analitico es capaz de detectar con certeza, y limite de cuantificacion: Concentracion o
cantidad mas pequefia del analito que el método analitico es capaz de determinar con una
exactitud y precision razonables.

Su determinacion esta descrita en el apartado 2.5 de Materiales y Métodos.

Los LDM y LCM obtenidos estan en concordancia con los propuestos por la Decision
2018/840/EC (European Commission, 2018), estando por debajo de ellos, de manera que
la metodologia cumple con ese requisito. Pero no en todos los compuestos, las hormonas
en la metodologia mostrada tenian unos LDM mayores que los propuestos. Esto puede
ser debido a que las hormonas en las concentraciones méas bajas tienen un nivel de ruido
bastante elevado lo que dificulta la identificacion de los picos y, por ende, es necesario

llegar a concentraciones mas altas para discernir un pico con una sefial/ruido mayor de 3.

3.3.2 Linealidad

Se define como la capacidad de un método analitico de obtener resultados proporcionales
a la concentracion del analito en un intervalo determinado. Como se comento
anteriormente, para evaluar la linealidad se prepararon rectas de calibracion (calibrado en
matriz) de 8 puntos a concentraciones de entre 0,01 y 1000 ng L* evaluando el parametro
de calidad en este caso, el coeficiente de correlacion (r?), obteniéndose valores igual o por
encima de 0,993 en todos los CEPs, lo que indica que las rectas de calibrado utilizadas
para la determinacion obedecian la regresion lineal en el intervalo de concentraciones

seleccionado.

3.3.3 Efecto matriz

Asimismo, se estudio el efecto matriz en el agua superficial, esto es, la capacidad que
tienen los elementos de una muestra que no son el analito en interferir en la medida de
este, de manera que la sensibilidad del método se vera muy afectada. Para estudiar este

efecto se compararon las dos rectas de calibracion mencionadas en el apartado 2.5 de

36



Materiales y Métodos: una recta de calibracion en disolvente y una recta de calibrado en
matriz.

Para comparar dichas rectas se utiliz6 la prueba estadistica t de Student. En esta
herramienta se comparan la t calculada comparando la dos rectas y la t tabulada, con unos
valores de libertad y un porcentaje de nivel de confianza determinado. Usualmente en la
validacion de métodos analiticos se usan un valor de libertad k=2 y un porcentaje de nivel
de confianza del 95 % (Gustavo Gonzalez & Angeles Herrador, 2007). Cuando la t < k
significa que las curvas son similares, no presentando diferencias significativas, al
contrario de cuando la t > k, implicando diferencias entre las dos rectas. Aplicando este
test sobre las rectas para cada compuesto, se demostraron diferencias significativas en

varios compuestos, siendo necesario el uso de la recta de calibrado en matriz para la
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Figura 8. Representacion grafica de las diferencias significativas entre las rectas de calibrado
de tres compuestos de la lista de observacion. En naranja se muestran las rectas en matriz y
en azul se muestran las rectas en disolvente. Pl: patrén interno.
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determinacion, en vez de las rectas en disolvente, como se puede observar en los ejemplos

de la figura 8.

3.3.4 Exactitud

La exactitud se define como la capacidad de un método analitico de expresar un valor
promedio obtenido tras aplicar el analisis un nimero de veces y que sea lo mas cercano
posible al valor considerado como verdadero.

Dicho valor verdadero puede saberse a través de material de referencia certificados, por
comparacion con métodos analiticos de referencia o través de ensayos de recuperacion.
Habitualmente en quimica analitica la exactitud se determina de la Gltima forma, ya que
no existen materiales de referencia para todos los compuestos 0 son muy caros y en este
caso no existe un método estandarizado para esta nueva lista de compuestos. Tras la
medida de las muestras dopadas segun el apartado 2.5 de Materiales y Métodos, para
calcular la recuperacion se utilizé una formula matematica que relaciona la diferencia de
area entre la muestra dopada (Adopado) Y muestra blanco (Avianco) Y €l area del patron

correspondiente (Apatron):

Adopado - Ablanco

%Recuperacion = x 100

Apatrén

Las recuperaciones representadas en la tabla 3 son las medias entre los 3 niveles de
concentracion para cada compuesto. Se encontraron en el rango de 65 — 110 %, valores

aceptables segun la AOAC (Asociacidn Oficial de Quimicos Analiticos).

3.3.5 Precisién

La precision permite saber el grado de concordancia entre los resultados de una serie de
ensayos independientes en condiciones similares para un mismo método analitico. Se
expresa en desviacion estandar relativa (RSD %).

La precision fue asegurada con unos valores por debajo del 20 % en todos los niveles de
concentracion, valores tolerables por la AOAC, tras los ensayos descritos en el apartado

2.5 de Materiales y Métodos. Los resultados se muestran en la tabla 3.
38



La especificidad fue confirmada comprobando que ninguna interferencia en la
determinacion existia mediante la comparacion de los cromatogramas de las muestras
blanco y las muestras dopadas.
Tabla 3. Resultados de los valores de exactitud y precision del método desarrollado. r?:
coeficiente de determinacion LDM: limite de deteccién del método; LCM: limite de

cuantificacion del método; LDM méaximo 2018/840/EC: limite de deteccion maximo dictado por
la Decision 2018/840/EC.

Compuestos Recuperacion  Precision 2 LDM LCM  LDM méaximo
(%) (%) (ngL?) (ngL™")  2018/840/EC
Hormonas
170-Etinilestradiol 102 5,3 0,998 5,66 18,9 0,035
17p-Estradiol 109 7,6 0,998 5,36 17,9 0,4
Estrona 98,7 10 0,995 1,92 3,85 0,4
Compuestos farmacol6gicamente activos
Azitromicina 105 9,1 0,994 0,07 0,14 19
Amoxicilina 70,0 8,3 0,988 3,06 9,18 78
Claritromicina 78,3 9,2 0,993 0,12 0,43 19
Eritromicina 87,0 6,1 0,993 0,08 0,32 19
Pesticidas
Acetamiprid 89,7 9,6 0,999 0,11 1,50 8,3
Clotianidina 103 91 0,997 0,08 1,49 8,3
Imidacloprid 110 13 0,998 1,28 12,8 8,3
Metaflumizona 65,0 12 0,999 0,01 0,02 65
Metiocarb 95,3 9,9 0,997 0,10 0,38 2
Tiacloprid 105 8,1 0,998 0,08 0,30 8,3
Tiametoxam 97,3 6,9 0,998 0,09 1,33 8,3

Todo ello aseguraba que el método cumplia con las principales propiedades analiticas
asegurando que la sensibilidad y la selectividad de la metodologia eran conseguidas
gracias a que los parametros tanto de la extraccién, cromatograficos y espectrométricos
fueron los méas 6ptimos posibles.

A pesar del largo nimero de publicaciones que miden estos CEPS, entre otros compuestos,
este parece ser el primero que determina exclusivamente los compuestos incluidos en la

Gltima normativa establecida por la Comision Europea (European Commission, 2018),
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actualizando trabajos anteriores (Malvar et al., 2018). Esta metodologia permite
determinar este grupo de compuestos usando un solo procedimiento de preparacion para
muestras de agua con buenas recuperaciones y en una inyeccién cromatografica con
adecuados parametros analiticos, siendo Gtil en analisis rutinarios de muestras de agua
superficiales.

Comparando los pardmetros analiticos obtenidos con los propuestos por la Comisién en
la Decision 2018/840 (European Commission, 2018), como se comentd anteriormente,
encontramos que los limites de deteccion son iguales 0 menores a los propuestos, excepto
por los de las hormonas (5,66 ng L™ para el 17a-etinilestradiol, 5,36 ng L™* para el 17p-
estradiol y 1,92 ng L para la estrona) siendo mayores que los limites propuestos en la
lista de observacion de 2018 (0.035 ng L™ para el 17o-etinilestradiol, 0.4 ng L™ para el
17B-estradiol y la estrona). Solamente metodologias especificas para hormonas son
capaces de llegar a esos limites de deteccion (Arismendi et al., 2019; Gonzélez et al.,
2019; Gusmaroli et al., 2018; Kuch & Ballschmiter, 2001; Mnguni et al., 2018). Al tener
que llegar a una solucién de compromiso (método de extraccion, composicion de fase
movil...) y ser compuestos de distintas caracteristicas, es bastante complejo el mantener

un nivel de deteccion bajo para estas hormonas.

3.4 Aplicacion de la metodologia desarrollada en muestras de agua

En la siguiente tabla se exponen las concentraciones de los CEPs incluidos en la lista de

observacion utilizando la metodologia aplicada:
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Tabla 4. Rango de concentraciones de los compuestos en muestras de agua. ASp: muestras de
agua superficial; AR: muestra de agua residual; LDM: limite de deteccion del método; LCM:

limite de cuantificacion del método. Concentraciones en ng L™

Compuesto ASpl ASp2 ASp3 AR1 AR2 AR3
Hormonas
17a-Etinilestradiol <LDM <LDM <LDM <LCM <LDM <LDM
17p-Estradiol <LDM <LDM <LDM <LDM <LCM <LDM
Estrona <LDM <LDM <LDM <LDM <LCM <LDM
Antiobidticos
Amoxicilina <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM
Azitromicina <LCM-14,5 0,92-10,8 0,33-9,61 5,69 8,97 31,4
Claritromicina <LDM-0,52 <LCM-0,55 <LCM-2,15 8,48 12,9 9,09
Eritromicina <LDM <LDM <LDM 7,99 11,5 3,09
Pesticidas
Acetamiprid <LDM <LDM <LDM 1,52 8,94 2,03
Clotianidina <LDM <LDM-40.9 <LDM <LDM 575 <LDM
Imidacloprid <LDM <LDM <LDM <LCM 38,6 <LCM
Metiocarb <LDM <LDM <LDM <LCM 0,92 <LDM
Tiacloprid <LDM <LDM <LDM 0,63 11,0 0,64
Tiametoxam <LDM <LDM <LDM <LCM 438 <LCM
Metaflumizona <LDM <LDM <LDM 222 <LCM <LCM

Observando los datos podemos apreciar que la presencia algunos CEPs es evidente en las

muestras, tanto en aguas superficiales como en aguas residuales de una planta depuradora.

Llama la atencion que en algunas muestras de agua superficial se llegan a cuantificar en

mayor cantidad azitromicina que en las muestras de agua residual, aunque bien es cierto

que no tendria que haber una relacion entre ambos tipos de muestra puesto que son de

sitios geogréaficos totalmente distintos, donde tanto el consumo de estos antibioticos como

su presencia final en las masas de agua puede ser distinto entre ambas zonas. Otra

explicacion posible puede ser que en la WWTP se utilicen sistemas de alta tecnologia de

eliminacion de contaminantes. Por otro lado, se puede observar también como la

cuantificacion de los pesticidas es mayor en las muestras de agua residual, detectdndose

solamente clotianidina en una de las muestras de agua superficial. Aunque no sean

comparables los dos tipos de muestra, el hecho de que se detecten pesticidas en las aguas
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residuales y no en las superficiales indica que en las plantas de tratamiento se elimina en
cierta medida algunos compuestos neonicotinoides.
También se puede observar que ni las hormonas ni la amoxicilina se han detectado en las

muestras, aun siendo farmacos y hormonas muy presentes en la poblacion.

3.5 Presencia de los CEPs en otros paises

Se realizd un estudio comparativo de la distribucion de los CEPs en distintos paises y
distintas matrices, aguas superficiales, residuales y subterraneas. En general, estos
contaminantes se podrian llegar a encontrar en cualquier matriz, aunque hay datos
destacables. En el caso de los antibidticos, que como en el caso de las muestras analizadas,
se encuentran en gran medida en todo tipo de matrices acuosas, llegandose a detectar a
unas concentraciones bastante elevadas, del orden de miles de ng L™, de azitromicina,
ciprofloxacino o claritromicina (Rossmann et al., 2014). Con respecto a las hormonas,
también ha sido posible cuantificar su presencia, pero en menor medida, y como se
comento anteriormente, a menudo con metodologias desarrolladas para ese tipo de
compuestos organicos. En lo que respecta a los pesticidas, se pueden encontrar rangos de
concentracion de lo mas diverso, siendo el imidacloprid el mas analizado si bien es el
pesticida mas conocido de dicho grupo. Cabe destacar que no ha sido posible encontrar
en las bases de datos cientificas datos de presencia de la metaflumizona en matrices
acuosas, aun siendo desarrollado en 2007 (Takagi et al., 2007), hace relativamente poco

tiempo, pero muy utilizado hoy en dia.
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Tabla 5. Distribucion de los CEPs de la Decision 2018/840 en diferentes paises del mundo en
distintas matrices acuosas. AR: Agua residual; ASp: Agua superficial; ASb: Agua subterranea.
Concentraciones en ng L.

Compuesto AR ASp ASb Pais Referencia
Hormonas
Polonia, Hu, Zhang, & Yang, 2008;
Sudéfrica, Karnjanapiboonwong et al.,
10-95 1-4 . .
17a- Singapur, 2011; Manickum & John,
. . 77,7 1,2-6 102-230 )
Etinilestradiol Portugal, 2014; Nie et al., 2012;
584-776 0,85-6,55 . .
China, Ribeiro et al., 2015;
EEUU Wozniak et al., 2014
Polonia, Hu et al., 2008;
Sudéfrica, Karnjanapiboonwong et al.,
] 20-199 0,7-23,3 . .
17B-Estradiol 27 2 26 12-147 Singapur, 2011; Manickum & John,
’ ’ China, 2014; Nie et al., 2012;
EEUU Wozniak et al., 2014
Polonia, Hu et al., 2008;
Sudafrica, Karnjanapiboonwong et al.,
13-351 0,9-5 . .
Estrona - 0.32 62-79 Singapur, 2011; Manickum & John,
’ ' China, 2014; Nie et al., 2012;
EEUU Wozniak et al., 2014
Antibidticos
. Abou-Elwafa Abdallah et
Alemania,
2038 ] al., 2019; Gros et al., 2013;
- 28 Egipto, i
Amoxicilina <LCM-1270 <LDM-5 ) Rodriguez-Navas et al.,
<LCM-68 Francia,
<LDM-258 . 2013; Rossmann et al.,
Esparia .
2014; Tuc Dinh et al., 2011
. Gros et al., 2013; Hoa et
Alemania, j
50-956 al., 2011; Lopez-Serna et
. o <LDM- Portugal, L
Azitromicina 343-676 <LDM-1620 - al., 2013; Ribeiro et al.,
90,8 Espania,
<LDM-592 ] 2015; Rossmann et al.,
Vietham
2014
Alemania, i
Gros et al., 2013; Lépez-
Portugal, _
19-1570 . ] Serna et al., 2013; Ribeiro
rancia,
Ciprofloxacino <LDM-641 <LCM-135 <LDM-443 Reptiblica et al., 2015; Rossmann et
ubli
<LDM-613 P al., 2014; Tuc Dinh et al.,
Checa, i
. 2011; Tylova et al., 2013
Espana
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Alemania,

Gros et al., 2013; Hoa et

18-1800 Portugal, i
e al., 2011; Lopez-Serna et
. . 428-872 Republica .
Claritromicina <LDM-778 1,60-20,5 al., 2013; Ribeiro et al.,
61,0-1288 Checa,
. 2015; Rossmann et al.,
172-632 Espana, )
. 2014; Tylova et al., 2013
Vietnam
Portugal, .
i Hoa et al., 2011; Lopez-
<LCM-131 Francia, L
. . 5,8-83,7 o Serna et al., 2013; Ribeiro
Eritromicina <LDM- <LDM-41,3 Republica .
<LDM-249 et al., 2015; Tuc Dinh et al.,
2246 Checa, )
. 2011; Tylova et al., 2013
Vietnam
Pesticidas
Awustralia, Lopez et al., 2015; Miinze
o <LDM-7 Alemania, etal., 2017; Rubirola et al.,
Acetamiprid 20-380 <LDM-70 . ,
<LDM-8,4 Espafia, 2017; Sanchez-Bayo &
Francia Hyne, 2014
Giroux & Sarrasin, 2011;
Australia, Malvar et al., 2018;
L <LDM-14 20-420 Alemania Montiel-Leon et al., 2019;
Clotianidina <LDM-59 .
<LDM-40,9 <LDM-70 Canada, Miinze et al., 2017;
Espafia Sanchez-Bayo & Hyne,
2014
Giroux & Sarrasin, 2011;
Australia, Masia et al., 2013; Montiel-
40-4560 . , y
. . <LDM-109 Alemania  Leodn et al., 2019; Miinze et
Imidacloprid <LDM-11 <LDM-6100 ]
42-156 Canada, al., 2017; Rubirola et al.,
2,34-19,20 . ,
Espafia 2017; Sanchez-Bayo &
Hyne, 2014
) . Malvar et al., 2018;
Metiocarb <LDM-0,55 <LDM-10 Esparia .
Rubirola et al., 2017
Malvar et al., 2018;
Australia, Montiel-Lebdn et al., 2019;
<LDM-23 . .
. . Alemania Minze et al., 2017;
Tiacloprid <LDM-6,6 20-400 .
Canada, Rubirola et al., 2017;
<LDM-18,9 N ,
Esparia Sanchez-Bayo & Hyne,
2014
. Giroux & Sarrasin, 2011;
Australia,
. 40-170 . Malvar et al., 2018;
Tiametoxam <L.DM-18,0 <LDM-830 Alemania, . .
<LDM-42 Canada Montiel-Ledn et al., 2019;

Minze et al., 2017;
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Sanchez-Bayo & Hyne,
2014

Metaflumizona - - - - .
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4. Conclusiones

La reglamentacién en materia de contaminantes en agua en Europa ha sido y es
fundamental a través de las normativas publicadas.

Una de ellas, la Decision 2018/840/EC, establece una lista de observacion de 15
compuestos, denominados contaminantes emergentes para su monitorizacion en
aguas europeas por su posible riesgo ecotoxicoldgico.

Se ha desarrollado un método analitico con el objetivo final de determinar esos
contaminantes en matrices acuosas, basandose en un sistema de SPE-LC-MS/MS.
En la SPE se optimizaron el pH de la muestra y el disolvente eluyente para obtener
las recuperaciones mas altas posibles tras el proceso.

La determinacion se llevo a cabo mediante un cromatografo de liquidos acoplado
a un espectrometro de masas de triple cuadrupolo, obteniendo los mejores
parametros para la determinacion de los compuestos con gran sensibilidad y
selectividad.

El compuesto ciprofloxacino no pudo ser incluido en la metodologia final por su
baja fragmentacion cromatogréafica en las condiciones seleccionadas.

Las recuperaciones obtenidas oscilaron entre el 65-110 % y la precision estuvo
entre 5,3-13 %, concordantes con los limites dados por los organismos
intenacionales.

Los limites de deteccion del método estuvieron en el rango de 0,01-5,66 ng L,
todos por debajo de los limites dictados por la lista de observacion excepto para
el caso de las hormonas.

En la aplicacion real del método a muestras de agua superficial y muestras de agua
residual se encontraron principalmente antibiéticos y pesticidas a concentraciones

de ng L, siendo estos Gltimos mas abundantes.
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