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Abstract

Abstract

In recent years, the scientific community has become increasingly aware of the
presence of “contaminants of emerging concern” or “emerging contaminants” (EC) that
are commonly derived from municipal, agricultural, and industrial wastewater sources.
Conventional water treatments do not achieve the complete elimination of such

chemicals, causing environmental problems and health risks.

Therefore, it is important to develop new technologies for their elimination, as well as
analytical techniques that allow their monitoring. The most of the ECs (personal care
products, illicit drugs, antibiotics, pharmaceuticals products and others) are not included
in the current legislation. However, they can be regulated in the future depending on the

research on their effects on health and in the environment.

The purpose of this work is the study of the presence of drugs in wastewater, which
provides information on the most consumed active principles, as well as the effectiveness

of water treatment.

Samples collected at different stages of wastewater treatment were filtered and
preconcentrated by solid-phase extraction. The extracts were analyzed by liquid
chromatography in combination with mass spectrometry for the separation and

identification of the analytes of interest.

To verify the efficiency and reproducibility of the preconcentration method, a sample
of wastewater was spiked with some active substances and subjected to the process of
extraction and analysis. In this way, high enrichment factors were obtained, as well as
adequate values of precision. Following the same methodology, the rest of the collected
samples were analyzed, and with the help of the software and the compound database,

several compounds were identified.

In view of the results, it can concluded that the treatment of a Wastewater Treatment
Plant (WWTP) is more effective than a simple pretreatment because it partially eliminates
some of the compounds present initially in the samples, while the latter does not

eliminate any analyte.






Resumen

Resumen

En los uUltimos afios ha incrementado el interés de la comunidad cientifica por la
presencia de contaminantes de interés emergentes, que proceden de aguas residuales
municipales, agricolas e industriales. Los tratamientos convencionales de agua no logran
la eliminacion completa de dichos contaminantes, causando contaminacion ambiental y
problemas de salud. Por ello, es importante el desarrollo de nuevas tecnologias para su

eliminacién, asi como de técnicas analiticas que permitan su monitorizacion.

La finalidad de este trabajo es el estudio de la presencia de farmacos y drogas de abuso
en aguas residuales, que aporta informacién sobre los principios activos mas consumidos,

asi como de la eficacia del tratamiento del agua.

Las muestras tomadas en distintas fases del tratamiento del agua residual, fueron
filtradas y sometidas a un tratamiento previo de extraccion y preconcentracion. A
continuacion, los extractos fueron analizados por cromatografia liquida en combinacién
con espectrometria de masas para la separaciéon e identificacion de los analitos de

interés.

Para comprobar la eficacia y reproductibilidad del método de preconcentracion, se
enriquecio una muestra con una serie de analitos y fue sometida al proceso de extracciéon
y andlisis. De esta forma, se obtuvieron altos valores de factor de enriquecimiento, asi
como valores adecuados de precisiéon. Del mismo modo, se analizaron las muestras
tomadas, y con la ayuda del software y la libreria elaborada, se logrd identificar una

variedad de compuestos en las distintas muestras.

A la vista de los resultados se concluye que el tratamiento de una depuradora es mas
eficaz que un simple pretratamiento ya que consigue eliminar de forma parcial algunos

de los compuestos presentes inicialmente en las muestras.






Introduccion

1. Introduccion

Los “contaminantes de interés emergente” () son compuestos de distinto origen vy
naturaleza quimica que han adquirido un especial interés en la contaminacién del medio
ambiente y en la salud de los seres vivos. Entre estas sustancias se encuentran los
farmacos, aditivos industriales, productos para el cuidado personal, drogas de abuso,

productos fitosanitarios, entre otros.

Recientemente, el Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad ha alertado del
uso irracional de los medicamentos derivados de la automedicacion basandose en el
Informe Anual del Sistema Nacional de Salud (SNS)?) (Tabla 1). En este informe se recogen
los medicamentos mads vendidos y sefiala un incremento del consumo de analgésicos
como tramadol (14,8%) y metamizol sédico (14,6%), antibioticos como la amoxicilina
(16,2%), ansioliticos como el lorazepam (3,8%), e hipnosedantes como el lormetazepam
(4,9%) en el afio 2014 con respecto al 2013. No obstante, se observa una disminucién en
el consumo de ciertos principios activos como el ibuprofeno (3,8%), y el omeprazol

(1,5%).

Por otro lado, el Observatorio Europeo de las drogas ) sitia a Espafia como el pais
europeo donde existe un mayor consumo de cocaina y cannabis. Sin embargo, en los
ultimos afios se observa una disminucion o estabilizacion del consumo de dichas drogas.
En la Figura 1 se muestra una comparativa de las drogas ilicitas mas consumidas entre los

afios 2009 y 2015 por la sociedad espafiola .

Investigaciones recientes han demostrado que el tratamiento de aguas residuales que
se lleva a cabo actualmente en las estaciones depuradoras resulta ineficaz para la
eliminacién de estos contaminantes organicos ©® convirtiéndose en un motivo de

preocupacion para la comunidad cientifica, y para las entidades ambientales reguladoras.
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Tabla 1. Clasificacién de los medicamentos mas vendidos en Espafia en el afio 2015
segun el Informe Anual del SNS del Ministerio de Sanidad ?
Ne de
. e s % A
o . Mecanismo de Clasificacion envases
Principio activo 9 * . envases
accion ATC vendidos
. 13/14
(millones)
Omeprazol Antiulceroso A 53,6 -1,5
Paracetamol Analgésicoy N 34,4 7,6
antipirético
Simvastatina Hipolipemiante C 25,7 3,9
Acido Antiagregante B 25,1 1,8
acetilsalicilico
Atorvastatina Hipolipemiante C 19,0 51
Metamizol sddico Analgésico, N 17,9 14,6
antiespasmaodico y
antipirético
Ibuprofeno Analgésico, M 17,3 -3,8
antiinflamatorio y
antipirético
Lorazepam Ansioliticos N 16,4 3,8
Metformina Hipoglucemiante A 16,3 0,4
Enalapril Antihipertensivo C 13,9 2,8
Tramadol- Analgésico opioide N 13,7 14,8
combinaciones
Alprazolam Ansioliticos N 11,8 1,3
Furosemida Diuréticos de asa C 9,6 6,9
Lormetazepam Hipnodtico y sedante N 9,3 49
Amoxicilina e Antibidtico J 9,1 16,2

inhibidores de la
beta-lactamasa

*Clasificacién Anatémica, Terapéutica y Quimica. (Anatomical, Therapeutic, Chemical
classification system) A: Tracto alimentario y metabolismo; B: Sangre y dorganos
hematopoyéticos; C: Sistema cardiovascular; J: Antiinfecciosos para uso sistémico;
M:Sistema musculoesquelético; N: Sistema nervioso.
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2009 2015

0,8% A 10,6% .
0,6% \/
2,7% \ 7,1% \

S 0,7% \
2,1%

Cannabis Hipnosedantes = Extasis Cocaina = Anfetaminas = Tranquilizantes

Figura 1. Drogas ilicitas mas consumidas en Espafia en los afios 2009 y 2015 ©)

Las estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR) sufren cuatro tipos diferentes

de tratamiento:

- Pretratamiento: Proceso en el que se elimina los sélidos grandes, arenas vy

grasas.

- Tratamiento primario: Consiste en eliminar los sélidos en suspensién mediante

un proceso fisico-quimico.

- Tratamiento secundario: Es un tratamiento biolégico que produce la

degradacion de la materia organica.

- Tratamiento terciario: Se encarga de eliminar los contaminantes que no pueden

ser eliminados en las fases anteriores.

Estos residuos dificiles de tratar llegan al agua a través de los desechos fisioldgicos,
mediante el enjuague de los envases para reutilizacion, del vertido directo en inodoros,
fregaderos, etc. La gran mayoria de estos compuestos no estan regulados por ninguna
legislacion, ya sea la espafiola ”) o la europea ®). No obstante, la Comisién Europea
informa que se encargara de estudiar los efectos negativos de los contaminantes
emergentes en el ser humano y en el medioambiente, especialmente en el medio

acuatico.

La determinacion de estos compuestos resulta muy complicada debido a las bajas
concentraciones a las que se encuentran en las muestras. Por ello, es necesario realizar

una etapa de preconcentracion previa al analisis para poder alcanzar los limites de
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sensibilidad requeridos ). Las principales técnicas de preparacidon de muestras

medioambientales (3 son:

Extraccién en fase sélida (SPE): se basa en el reparto de los analitos entre la

muestra acuosay un sorbente sélido que se encuentra contenido en un cartucho
en la modalidad estatica (SPE) o que es dispersado en la muestra en la modalidad
dispersiva (d-SPE).

Microextraccidn en fase solida (SPME): se basa en la retencidon de los analitos

que se encuentran originalmente en la muestra acuosa por una fase soélida
(sorbente) inmovilizada sobre una fibra de aproximadamente 1 cm de largo y
con grosores de recubrimiento entre 7 y 100 um.

Microextraccidn en fase liquida (LPME): se basa en la extraccidon de los analitos

de interés haciendo uso de un disolvente (del orden de microlitros) inmiscible,

que actla como fase extractante.

La cromatografia liquida (LC) ™ es una de las técnicas analiticas mas empleadas para

la separacion e identificacion de un gran nimero de compuestos organicos. Esta técnica

de separacién se combina generalmente con la espectrometria de masas (MS) para llevar

a cabo la deteccion de los compuestos. La espectrometria de masas es una técnica

analitica en la que las moléculas de la muestra a analizar son ionizadas, los iones son

separados en funcién de su relacién masa/carga y posteriormente detectados vy

registrados. Debido a su elevada especificidad y sensibilidad, permite llevar a cabo

determinaciones analiticas con una alta exactitud. Los componentes mas importantes en

un espectrometro de masas son: la fuente de ionizacién que ioniza las moléculas de

interés y el analizador de masas que separa los iones.

La fuente de ionizacién utilizada en combinacion con LC es la ionizacidon por
electrospray (ESI). En esta fuente, la fase moévil que contiene los analitos se hace
pasar a través de un pequefio capilar al que se le aplica un potencial eléctrico.
Asi, la fase movil se nebuliza formando un aerosol de pequefias gotas cargadas,
liberando los iones cargados.

Uno de los analizadores de masas mas comidnmente empleado en LC es el de

tiempo de vuelo (TOF). En este analizador, los iones son impulsados con la misma
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energia cinética a través de un campo eléctrico y se mide el tiempo que tardan

los iones en alcanzar el detector, que depende directamente de la masa del ion.

La mayoria de los trabajos publicados emplean la SPE en combinacién con LC-MS para
la determinacién de contaminantes de interés medioambiental (°2°) en muestras de
aguas, por lo que se ha seleccionado este método para llevar a cabo el estudio de la
presencia de principios activos de uso frecuente y sus metabolitos en aguas residuales.

La Figura 2 incluye un esquema general de las etapas del procedimiento analitico.

Consumo de las drogas [ Toma de muestra | eo0oele Filtracion
) p
/ L ]

L)
()
s
)

y “ \~.
\

Tratamiento primario y/o

Metabolismo { ; | SPE-LC-MS
secundario del agua /

L)
()
[T 1]
O

N
_4
\

/

Determinacion drogas

Excrecion urinaria ese [ Aguas residuales J , .
\ / mas consumidas

Figura 2. Esquema general del proceso analitico, desde el consumo del principio activo
hasta la determinacién analitica.
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2. Objetivos

La finalidad de este trabajo es estudiar la presencia de farmacos y drogas de abuso en

aguas residuales para:
- Valorar la eficacia del tratamiento para eliminar la carga contaminante.

- Detectar las drogas y farmacos mas consumidos por la poblacion teniendo en

cuenta factores farmacocinéticos y metabdlicos.

Ademads de este objetivo principal, el trabajo también lleva implicitas las siguientes metas

particulares:

- Larecopilaciény el andlisis de diversas investigaciones en relacién a las sustancias

presentes en las aguas de vertido.

- La seleccion de técnicas analiticas adecuadas para la detecciéon de los

contaminantes emergentes presentes en las aguas residuales.
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3. Proceso experimental

3.1. Materiales e instrumentacion

Se utilizaron disoluciones estandar de 1000 mg-L? (en acetonitrilo) de cafeina,
carbamazepina y trimetoprim (European Pharmacopoeia, Francia) para enriquecer una

de las muestras.

Para la filtracion de las muestras se utilizaron filtros de microfibra de vidrio con un
tamafio de particula de 47 um (Sartorius, Goettingen, Alemania), filtros de membrana de
nylon de 0,45 um (Whatsmann, Maldstone, Inglaterra), y filtros de membrana de

polifluoruro de vinilideno (PVDF) de 0,22 um (Merck Millipore, Tullagreen, Irlanda).

Para la SPE se utilizaron los cartuchos Supel™-Select HLB (200 mg de sorbente/6 mL)
(Sigma-Aldrich, Pensilvania, Estados Unidos). El metanol utilizado en el método de

extraccion también fue adquirido en Sigma-Aldrich.

Para la separacion e identificacion de los analitos se utilizé un cromatégrafo liquido de
ultra alta resolucion (Agilent Technologies 1290-Infinity), acoplado a un espectrometro
de masas-TOF (Agilent Technologies 6230-TOF-LC/MS). Se empled la columna Zorbax
Eclipse Plus C18 Rapid Resolution-HD (100 mm x 2,1 mm x 1,8 um) de Agilent, precedida
de la precolumna Acquity UPLC-BEH C18 VanGuard (5 mmx 2,1 mm x 1,7 um) de Waters.
El tratamiento de datos se llevé a cabo utilizando el software MassHunter (Agilent). Para
las fases moviles se empled agua ultrapura (18.2 MQ-cm), obtenida con un sistema de
purificacion de agua Milli-Q A-10 (Millipore, Watford, Reino Unido), y acetonitrilo
suministrado por Merck Millipore. El acido férmico empleado como aditivo de la fase

movil fue suministrado por Sigma-Aldrich.
3.2. Procedimientos
3.2.1. Toma de muestra y filtracion

Las muestras fueron tomadas a la entrada (muestra A) y la salida (muestra B) de la
estacion de pretratamiento de aguas residuales de la Empresa Mixta de Aguas de Santa

Cruz de Tenerife S.A. en Aflaza. Las dos muestras de agua de depuradora (muestras Cy

13
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D) fueron suministradas por el Servicio de Medioambiente de la Universidad de La Laguna
(SEMALL). Una vez recepcionadas, las muestras fueron filtradas a vacio siguiendo el
esquema mostrado en la Figura 3. Se filtraron por triplicado variando el tamafio de
particula del filtro, permitiendo la separacion de los sélidos en suspension presentes en

el agua. Tras la filtracién, fueron almacenadas en la oscuridad a 4 °C hasta su andlisis.

)

0I10B/\

i

(

Figura 3. Esquema del proceso de filtracion a vacio de las muestras residuales.

3.2.2. Procedimiento de extraccion

Para la extraccion se seleccionaron los cartuchos Supel™-Select HLB, ya que permiten
extraer una amplia gama de compuestos acidos, basicos y neutros. Estos cartuchos estan
constituidos por un polimero universal y estan indicados para la determinacion de
moléculas pequefas, especialmente farmacos. Las extracciones se llevan a cabo en un

sistema de distribuidor de vacio de SPE de Supelco.

El procedimiento de SPE consta de cinco etapas, que se esquematizan en la Figura 4,

y seresumen en:

- Primera etapa: Acondicionamiento. Se emplean 10 mL de metanol y 10 mL de

agua Milli-Q para equilibrar y solvatar el cartucho.

14
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- Segunda etapa: Carga de muestra. Se hacen pasar 50 mL de muestra a través del
cartucho a un flujo de 10 mL-mint., donde se retienen tanto los analitos como

las sustancias interferentes.

- Tercera etapa: Lavado. Se eliminan las interferencias usando 8 mL de disolucién
acuosa de metanol al 5% (v/v), mientras que los analitos permanecen en el

cartucho.

- Cuarta etapa: Elucién. Se utilizan 6 mL de metanol a un flujo de 10 mL-min™ para

extraer los analitos de interés que se encontraban retenidos en el cartucho.

- Quinta etapa: Reconstitucidn. Se evapora el metanol del extracto usando una
corriente de nitrégeno. Las muestras son reconstituidas en 500 uL de disolucion

acuosa de acetonitrilo al 10% (v/v).

Etapa 1: Etapa 2: Etapa 3: Etapa 4:
Acondicionamiento Carga de la muestra Lavado Elucién
Material sorbente
° A ' Analito
Metanol Muestra Metanol al Metanol
Agua —> | e A —_— 5% (v/v) _— A Impureza
Arl e
[ ] [ ]
7Y & o9 | ®
L ] ® (] Etapa 5:
L% 2 998y o Reconstitucién
s
1 M N .

= (—®—] Evaporacion con 500 pL
corriente de N, fase movil
_—

Figura 4. Esquema de las distintas etapas del método de SPE llevado a cabo en este

trabajo.
3.2.3. Separacion cromatografica

El cromatdgrafo liquido (Figura 5) dispone de una bomba que se encarga de introducir
en el equipo la fase movil a un flujo constante de 0,3 mL-min. La fase movil consiste en
agua Milli-Q (fase acuosa) y acetonitrilo (fase organica), ambas con un contenido de
0,1% (v/v) de acido férmico. El gradiente de elucion empleado se muestra en la Tabla 2.

La columna se mantuvo a 30 °C durante el analisis.

15
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ACN

Espectrometro J
de masas -‘_

C}Q

N

Figura 5. Esquema representativo del cromatégrafo de liquidos acoplado al
espectrometro de masas TOF utilizado en este trabajo.

La deteccion por MS se llevd a cabo por ionizacidon en modo positivo. El resto de
condiciones de ionizacidon y adquisicién fueron fijadas segln las recomendaciones del
fabricante, entre las que cabe destacar el voltaje del capilar (3500 V), la presiéon del
nebulizador (45 psi) y la temperatura del gas (300 °C).

Tabla 2. Gradiente de elucion empleado durante la separacion cromatografica basado en

métodos previamente descritos en la bibliografia 4.

Tiempo (minutos) % (v/v) Fase acuosa % (v/v) Fase organica
0 90 10
5 50 50
18 0 100
23 0 100
25 90 10

16
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4. Resultados

4.1. Seleccion de los compuestos

Se elabora una lista (Tabla 3) con los principales farmacos y drogas que podrian estar
presentes en aguas residuales en funcion de los principios activos mas consumidos por la
sociedad espafiola citados en el Informe Anual del SNS 2y el Informe espafiol de drogas

ilegales 4.

Para llevar a cabo la identificacion de estos compuestos, se crea en el equipo
cromatografico una libreria que incluye los nombres y la formula molecular de los
analitos. De esta forma, el software determina los iones mas abundantes que se formaran
de cada uno de ellos y que se utilizaran para la deteccion de los mismos en las muestras.
Cuando se trabaja con ionizacion en modo positivo, los iones mdas abundantes que se
forman son los compuestos protonados [M-H*], aunque también es habitual la formacion
de los aductos de sodio [M-Na*] o de amonio [M-NH4*] dependiendo de la composicion

de la fase movil.

4.2. Evaluacion de la eficacia extractiva del método

Para comprobar la eficacia y la reproducibilidad del método de extraccién empleado
(SPE), se enriquecié una de las muestras con disoluciones estandares de cafeina,
carbamazepina, y trimetoprim a 50 pg-L' (muestra E). Esta muestra fue sometida al
método de extraccién e inyectada en el equipo LC-MS por cuadruplicado, siguiendo las
condiciones descritas en la seccion experimental. Ademas, para comparar los resultados
se inyectd en el LC-MS una disolucién estandar de los compuestos en acetonitrilo a

50 pg-L .

Con ayuda del software vy la libreria elaborada, se obtienen los cromatogramas de
iones extraidos (EICs) a partir del cromatograma total (TIC). Los EICs se obtienen tras
filtrar los iones mas abundantes que se forman para cada uno de los compuestos. En la
Figura 6 se muestran los cromatogramas EIC de la cafeina, carbamazepina y trimetoprim,
mientras que la Figura 7 incluye los espectros de masas obtenidos para cada uno de estos

analitos.
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Tabla 3. Principales farmacos y drogas estudiados en este trabajo, incluyendo sus
metabolitos, estructura quimica y férmula molecular.

Estructura Férmula Masa
Analito
molecular molecular molecular (Da)

Cocaina y sus metabolitos

Cocaina C17H21NOg4 303.353

Benzoilecgonina C16H19NO4 289.326

Norcocaina @/ﬁ*& 5 C16H19NO4 289.326
S,

H
Ecgonina metil éster Hs% C10H17NO3 199.247

Cannabinoides

THC (Delta-9- tetrahidro

C21H3002 314.462
cannabinol)

11-OH-THC (11-hidroxi-

delta-9-tetra C21H3003 330.461
hidrocannabinol)

11-nor-9-carboxi-delta-9-

C21H25804 344.445
tetrahidrocannabinol
Anfetaminas y derivados
MDMA (3,4.metilelenodioxi o u,

] o C11H1sNO2 193.242

metanfetamina)

18
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Estructura Formula Masa
Analito
molecular molecular molecular (Da)
MDA (3,4.metilenodioxi HN o
| > C10H13NO; 179.216
anfetamina) e d
Metanfetamina o C1oH1sN 149.233
Anfetamina Q_{H3 CoH13N 135.206
NH,
H
. . Ho. H,
Norepinefrina :@j\) CgH11NO3 169.178
NH,
H;
p-hidroxianfetamina CoH13NO 151.206
OH
Opidceos, opioides y sus metabolitos
HoCyy CHa
Metadona HiC ~ Ca1H27NO 309.445
fHs
EDDP (2-etilidin-1, 5-dimetil- He~ ™
7\ CaoH23N 277.403
3, 3-difenilpirrolidina) =
Morfina C17H19NOs3 285.338
6-monoacetilmorfin C19H21NO4 327.374
Codeina C18H21NO3 299.364




Resultados

Estructura Formula Masa
Analito
molecular molecular molecular (Da)
Oxicodona C1sH21NO4 315.364
Antiulcerosos
H,C, H!cb
Omeprazol H,cﬂ\©:\>_§\)/—2£/§—°"= C17H19N303S 345.416
Ot H*/\S >
Ranitidina \ﬂﬂ;j’:l /\Q_{m C13H22N403S 314.404
Hy
Analgésico y antipiréticos
HO
Paracetamol Q CsHoNO; 151.163
HN
<.
HiCwy \H3 FHs C13H16N3NaO4
Metamizol sédico \ i 333.339
y S
Hipoglucemiantes
s
Metformina NN e, CaH11Ns 129.164
NH NH
Hipolipemiantes
Simvastatina CasH350s5 418.566
Atorvastatina C33H35FN,0s 558.640
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Resultados

Estructura Formula Masa
Analito
molecular molecular molecular (Da)
Antiinflamatorios, antipiréticos y analgésicos
Hﬂ
H,C £Hs
lbuprofeno o C13H1502 206.281
o
Acido salicilico HOQ P CoHgO4 180.157
0 {HS
Antihipertensivos
Hy Ca 0. A
Enalapril Nﬂj\ﬂ/& Ca0H28N20s 376.447
Bisoprolol tz CisH31NO4 325.443
;}J_(cus
e mg»
Z O n,-C!
Losartan ; Ca2H23CINGO 422.911
Analgésicos opiodes
H,C._ _CH,
Tramadol C16H25NO2 263.375
OH s
Ansioliticos
H,C.
T
Alprazolam o O \)/ C17H13CIN4 308.765
Hipndticos
H,C
g
Lormetazepam “ _ﬂﬂ C16H12C12N20; 335.185
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Estructura Formula
Analito
molecular molecular

Masa

molecular (Da)

Hipnaticos y ansioliticos

Lorazepam N C15H10CI2N20; 321.158
Diuréticos
4
N al C12H11CIN2Os
Furosemida 330.744
HO 7 S
0/"NH2
Anticonvulsivantes
T
Carbamazepina ¢ ) ¢ CisH1N,0 236.269
HNT O
Estimulantes del sistema nervioso central
o
Cafeina I‘I} CeH1oN4O: 194.19
HsC \
Antibioticos
H; H
M
Amoxicilina HOQJ\EMHS C16H19N30sS 365.404
?—OH
4]
Claritromicina C3gHeoNO13 747.953
He “OH
“CH,
Trimetoprim C14H18N4O 290.31
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) x10 8 |Cpd 1: Cafeina: +ESI EIC(195.0877, 217.0696) Scan Frag=175.0V 170517_MuestraE3.d
8.821
61 ‘:
5,
4,
3,
2,
1,
0 S — —
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
85 86 87 88 89 9 91 92 93 94 95 96 97 98 99 10 10.1 10.2 10.3
Counts vs. Acquisition Time (min)
) x10 6 |Cpd 2: Carbamazepina: +ESI EIC(237.1022, 259.0842) Scan Frag=175.0V 170517_MuestraE3.d
13.752
3.54 i
3 i
I
| |
2.51 H
|
2 [
I
15 H
||
3 i
H
0.5 o
N |\ 14105 14424
134 136 138 14 142 144 146 148 15 152 154 156 158
Counts vs. Acquisition Time (min)
) x10 6 |Cpd 3: Trimetoprima: +ESI EIC(291.1452, 313.1271) Scan Frag=175.0V 170517_MuestraE3.d
8 8.901
7,
6,
5,
4,
3,
2,
1,
0 9.447
8.6 8.8 9 9.2 9.4 9.6 9.8 10 102 104 106 108

Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 6. Cromatogramas EIC de A) cafeina, B) carbamazepina y C) trimetoprim
obtenidos para el agua residual enriquecida con los compuestos (muestra E).
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A)

x105

3.75+
3.5+
3.25+
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0.5
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x106

0.7+
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0.7
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0.4
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0.1

Cpd 1: Cafeina: + FBF Spectrum (rt: 8.798-8.855 min) 170517_MuestraE3.d

[]

195 1964 1966 1968 197 197.2

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

1952 1954 1956 1958 196  196.2

197.4

1976 197.8 198 1982

Cpd 2: Carbamazepina: + FBF Spectrum (rt: 13.718-13.740, 13.775-13.797 min) 170517_MuestraE3.d

238.1052
(M+H)+

239.1082
(M+H)+

259.0842
(M+Na)+

260.0872
(M+Na)+

[

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

237 238 239 240 241 242 243 244 245 246 247 248 249 250 251 252 253 254 255 256 257 258 259 260 261 262

Cpd 3: Trimetoprima: + FBF Spectrum (rt: 8.867, 8.935 min) 170517_MuestraE3.d
291.1430 H,N
(MHH)+ N
7 N
H,N
o]
S
H,C
o\c —CH;,
H,
313.1268
(M+Na)+
1.
T T T T 7 T T T T T T T 7 T T T T T
286 288 290 292 294 296 298 300 302 304 306 308 310 312 314 316 318 320

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 7. Espectros de masas de A) cafeina, B) carbamazepina y C) trimetoprim

obtenidos en la muestra E. Las lineas rojas representan la posicién y abundancia tedrica

de los iones mas abundantes de cada compuesto y las lineas en color representan los

valores experimentales.
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Un método para evaluar de forma preliminar la eficacia extractiva del proceso es
mediante el cdlculo del factor de enriquecimiento (EF). Este parametro indica la
preconcentracion obtenida gracias al proceso de extraccién en comparacion con la
inyeccién directa en el LC-MS de un estandar con la misma concentracién inicial. Se

calcula con la siguiente ecuacion:

Area de pico del analito

Extraccion

Area de pico del analitog .-

La maxima preconcentracion (EFmax) se estima como la relacién entre el volumen
inicial de muestra (50 mL) y el volumen final del extracto final obtenido (0,5 mL, volumen
del extracto tras reconstituir). En este trabajo, la EFmax tiene un valor de 100, lo que indica
gue si la SPE preconcentrara los compuestos en su totalidad, las areas de pico obtenidas
con el método de extraccidn serian 100 veces mayores que las areas de pico obtenidas
tras la inyeccion directa de un estdndar. Si se compara el valor de EF obtenido para cada
analito con el valor de EFmax se obtiene el parametro ER, que permite evaluar la eficacia

extractiva del método de forma relativa:

ER=

x 100
E Fmax

Por otro lado, la precision del método se puede evaluar por medio de la desviacion
estandar relativa (RSD) de las areas de pico obtenidas en cuatro extracciones diferentes.

Se consideran aceptables valores de RSD menores del 10%.

La Tabla 4 incluye los valores de EF, ER y precisién obtenidos para los tres analitos. Los
EF varian entre 17,1 para la trimetoprim y 61,1 para la carbamazepina, lo que indica que
con el método SPE-LC-MS se obtienen areas de pico entre 17 y 60 veces mayores que las
areas de pico obtenidas inyectando un estandar a la misma concentracion. Asimismo, los
valores de ER son superiores al 20%, valores totalmente aceptables para técnicas de
microextraccion. Asi, la sensibilidad del método de extraccion de SPE-LC-MS es mucho
mayor que la del método LC-MS sin ninguna etapa previa de extraccion. Ademas, el
método resulta altamente preciso, con valores de RSD menores del 6% para todos los

analitos.
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Resultados

Tabla 4. Parametros de calidad del método de extraccion, incluyendo EF, ER y precision
en términos de la RSD.

Analito EF® ERP RSD* (%)
Cafeina 41,2 41,2 4,15
Carbamazepina 61,1 61,1 5,94
Trimetoprim 17,6 17,6 3,99

2 factor de enriquecimiento
b eficacia extractiva, calculada teniendo en cuenta EFmax = 100
¢ precision del método obtenida para cuatro repeticiones

4.3. Analisis de muestras

4.3.1. Muestra con pretratamiento

Como se describio en la parte experimental, se tomaron dos muestras de agua: una
antes (muestra A) y otra después del pretratamiento (muestra B), y fueron sometidas al
proceso SPE-LC-MS por cuadruplicado. Tras realizar una busqueda con la libreria del
software de los posibles compuestos presentes en las muestras, se detectaron los

principios activos incluidos en la Tabla 5.

El criterio utilizado para dar un resultado positivo de presencia de un principio activo

en la muestra se basoé en las siguientes condiciones:
- Detectar el compuesto en las cuatro repeticiones de cada muestra.

- Obtener picos cromatograficos significativamente mayores que el ruido

instrumental con una simetria adecuada.

- Obtener un porcentaje de probabilidad de coincidencia del espectro de masas

experimental con respecto al espectro de masas tedrico igual o superior al 75%.
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Resultados

Tabla 5. Principios activos que se detectaron en las muestras A y B, incluyendo el
porcentaje de probabilidad de coincidencia para cada uno de ellos.

Analito Muestra A Muestra B
(entrada) (salida)
Benzoilecgonina o Norcocaina* v’ (88,0%) v’ (85,7%)
THC (Delta-9- tetrahidrocannabinol) v’ (84,4%) v’ (75,4%)
11—OH—TH§ (11—h|drox?—delta—9—tetra v (84,7%) v (77,9%)
hidrocannabinol)
MDMA (3,4.metilelenodioximetanfetamina) v (93,9%) v (86,0%)
MDA (3,4.metilenodioxianfetamina) N.D. N.D.
Metanfetamina N.D. N.D.
Anfetamina N.D. N.D.
Metadona N.D. N.D.
Morfina v (93,1%) N.D.
Codeina v (78,7%) N.D.
Oxicodona N.D. N.D.
Omeprazol N.D. N.D.
Ranitidina v (91,5%) v (86,7%)
Paracetamol v (95,0%) v (94,6%)
Metformina v (84,9%) v (93,2%)
Simvastatina N.D. N.D.
Atorvastatina N.D. N.D.
Ibuprofeno N.D. N.D.
Acido salicilico N.D. N.D.
Bisoprolol v (86,1%) v (84,1%)
Losartan v'(92,5%) v (98,0%)
Tramadol v (87,3%) v (83,7%)
Alprazolam N.D. N.D.
Lormetazepam v (86,3%) v (83,3%)
Lorazepam v'(87,3%) v (83,3%)
Furosemida N.D. N.D.
Carbamazepina v’ (96,8%) v (94,8%)
Cafeina v’ (95,4%) v (92,7%)
Amoxicilina N.D. N.D.
Claritromicina v (98,1%) v (97,9%)
Trimetoprim N.D. N.D.

*La benzoilecgonina y la Norcocaina presentan la misma masa molecular por lo que el
software no es capaz de distinguirlos.
N.D.: no detectado
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Resultados

La Figura 8 muestra, a modo representativo, los cromatogramas EIC obtenidos para el
paracetamol y el tramadol, detectados en la muestra A (entrada) y B (salida),
respectivamente. Asimismo, la Figura 9 incluye los espectros de masas registrados para

los mismos compuestos.

) x10 5 |Cpd 2: Paracetamol: +ESI EIC(152.0706, 174.0525) Scan Frag=175.0V 170517_MuestraA2.d
74
6
2417
5,
4,
3 |
2,
14
0 2.748 5.674
" 1214 16 158 2 22 24 26 28 3 32 3.4 36 38 4 42 44 46 48 5 52 54 56 58 6
Counts vs. Acquisition Time (min)
) x10 5 |Cpd 6: Tramadol: +ESI EIC(264.1958, 286.1778) Scan Frag=175.0V 170517_MuestraB4.d
4+ 12.321
3,
2,
1,
12.924
0,
12.2 124 12.6 12.8 13 13.2 134 13.6 13.8 14 14.2 14.4 14.6

Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 8. Cromatogramas EIC del A) paracetamol detectado en la muestra A, y del B)
tramadol identificado en la muestra B.

En ambas muestras (A y B) se detectaron los mismos principios activos, a excepcién
de la morfina y la codeina, que solo se encontraron en la muestra de entrada. En este
sentido, se puede confirmar que este tipo de tratamiento no es capaz de eliminar los

contaminantes emergentes presentes en el agua.
4.3.2. Muestras tras un proceso de EDAR

Se analizaron dos muestras provenientes de una depuradora (muestras C y D) por
cuadruplicado siguiendo el proceso experimental. En la Figura 10 se muestran los
cromatogramas TIC de las muestras B y D como ejemplos representativos. Tal y como se
puede observar, el cromatograma de la muestra D presenta menos picos, menos ruido y
menos alteraciones en la linea base, lo que sugiere a priori que las muestras provenientes

de la depuradora estan mas limpias.
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([C8HONO2]+Na)+
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([C8HONO2]+H)+ 175.0566
(IC8HONO2]+Na)+
. ..
7 T 7 7 T T T 7 T T 7 T T T T T 7 7 7 7 7 7 T 7 7
152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168 169 170 171 172 173 174 175 176
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Cpd 6: Tramadol: + FBF Spectrum (rt: 12.298-12.343 min) 170517_MuestraB4.d Subtract
H,C._ _CH,
H
OH ?
265.1967
([C16H25NO2]+H)+
266.1987
(IC16H25NO2]+H)+
| e — |
7 7 7 7 7 7 7 7 T 7 T 7 7 7 7 7 7 7 T 7 T 7 7 7 7 7 7 7 T T T
264.2 2643 2644 2645 2646 2647 2648 2649 265 265.1 2652 2653 2654 2655 2656 2657 2658 2659 266 266.1 266.2 266.3 2664 2665 2666 266.7 266.8 266.9 267 267.1 267.2

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 9. Espectros de masas del A) paracetamol en la muestra A, y del B) tramadol encontrado en la muestra B. Las lineas rojas representan la

posicion y abundancia tedrica de los iones mas abundantes del compuesto y las lineas de colores representan los valores experimentales.
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x0’

85 9 95 10 105 11 15 12 125 13 135 14 M‘ﬁ 1‘5 15“5 16 165 17 175 18 185 19 195 20 205 21 215
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 10. Cromatogramas TIC obtenidos para la muestra B (color azul) y la muestra D
(color naranja).

Del mismo modo que con las muestras anteriores, se realizd una busqueda de los
analitos con ayuda de la libreria del software. La Tabla 6 muestra los compuestos que se

detectaron acompafiados del porcentaje de probabilidad.

Como ejemplos representativos, la Figura 11 incluye los cromatogramas EIC obtenidos
para el lormetazepam y el EDDP encontrados en la muestra C y D respectivamente,
mientras que la Figura 12 muestra los espectros de masas registrados para los mismos

compuestos.

Teniendo en cuenta los resultados, se observa un menor nimero de analitos en las
muestras Cy D provenientes de una EDAR, en comparacion con las muestras Ay B, que
simplemente fueron sometidas a un pretratamiento. Por tanto, los diferentes
tratamientos de depuracidon de aguas residuales son Utiles para eliminar parcialmente

estos compuestos, aunque no de forma completa.
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Tabla 6. Principios activos que se detectaron en las muestras C y D, incluyendo el
porcentaje de probabilidad de coincidencia para cada uno de ellos.

Analito Muestra C Muestra D
Benzoilecgonina o Norcocaina* N.D. v (85,7%)
THC (Delta-9- tetrahidrocannabinol) N.D. N.D.
11-OH-THC (11-hidroxi-delta-9-tetra hidrocannabinol) N.D. N.D.
MDMA (3,4.metilelenodioximetanfetamina) N.D. N.D.
MDA (3,4.metilenodioxianfetamina) N.D. N.D.
EDDP (2-etilidin-1, 5-dimetil-3, 3-difenilpirrolidina) N.D. v (81,5%)
Metanfetamina N.D. N.D.
Anfetamina N.D. N.D.
Metadona N.D. N.D.
Morfina N.D. v (84,3%)
Codeina N.D. N.D.
Ranitidina N.D. N.D.
Paracetamol N.D. N.D.
Metformina N.D. N.D.
Simvastatina N.D. N.D.
Atorvastatina N.D. N.D.
Ibuprofeno N.D. N.D.
Acido salicilico N.D. N.D.
Bisoprolol v (83,4%) v (96,2%)
Losartan v'(93,3%) v (97,8%)
Tramadol v (91,2%) v (91,3%)
Lormetazepam v (77,8%) v (80,0%)
Lorazepam N.D. N.D.
Furosemida N.D. N.D.
Carbamazepina N.D. v (89,7%)
Cafeina N.D. N.D.
Amoxicilina N.D. N.D.
Claritromicina N.D. N.D.

*La benzoilecgonina y la Norcocaina presentan la misma masa molecular por lo que el
software no es capaz de disintinguirlos.
N.D.: no detectado
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Figura 11. Cromatogramas EIC del A) lormetazepam detectado en la muestra C, y del
B) EDDP identificado en la muestra D.
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Figura 12. Espectros de masas del A) lormetazepam en la muestra C, y del B) EDDP encontrado en la muestra B. Las lineas rojas representan la

posicion y abundancia tedrica de los iones mas abundantes del compuesto y las lineas de colores representan los valores experimentales.
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Conclusiones

5. Conclusiones

Los resultados de este trabajo confirman la presencia de contaminantes de interés
emergentes, concretamente drogas de abuso y farmacos, en muestras de agua residual.
Mads de 15 contaminantes fueron detectados en las muestras tomadas antes y después
del proceso de pretratamiento, existiendo minimas diferencias entre ambas muestras.
En este sentido, se puede deducir que este tipo de tratamiento no es capaz de eliminar

los contaminantes emergentes presentes en el agua.

Por otro lado, las muestras tomadas tras el tratamiento de la EDAR presenta alrededor
de un 65% menos de carga contaminante que el agua que sufrid tan sélo un
pretratamiento. Por tanto, los tratamientos convencionales empleados en las EDARs son
capaces de eliminar de modo efectivo parte de los principios activos presentes en la
muestra, pero no consigue su eliminacién completa. Por consiguiente, resulta de gran
importancia la necesidad de realizar nuevas investigaciones para incluir un nuevo
tratamiento en las EDARs que incremente la eficacia de eliminacién de este tipo de

contaminantes.
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Glosario

7. Anexo: Glosario

EDAR
EDDP
EF
EFmax
EIC
ER

ESI

LC
LPME
MDA
MDMA
MS
N.D.
PVDF
RSD
SEMALL
SNS
SPE
SPME
THC
TIC
TOF

Estacion depuradora de agua residual
2-etilidin-1,5-dimetil-3,3-difenilpirrolidina
Factor de enriguecimiento

Factor de enriquecimento maximo
Cromatograma de iones extraidos
Eficacia extractiva

lonizacion por electrospray
Cromatografia liquida
Microextraccion en fase liquida
3,4-metilenodioxianfetamina
3,4-metilenodioximetanfetamina
Espectrometria de masas

No detectado

Polifluoruro de vinilideno

Desviacion estandar relativa

Servicio de Medio Ambiente de la Universidad de La Laguna
Sistema Nacional de Salud

Extraccion en fase sélida
Microextraccion en fase solida
Delta-9-tetrahidrocannabinol
Cromatograma total

Tiempo de vuelo
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