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1. RESUMEN

La ineficiencia de las estaciones depuradoras de agua residual (EDAR) a la hora de
eliminar microcontaminantes organicos (MCQ), hace que estos estén presentes en el
medioambiente a bajas concentraciones, produciendo efectos adversos para los seres
vivos. Por ello, se ha desarrollado un método rapido, fiable y de bajo coste para la
determinacion de MCO en agua residual. EI novedoso tratamiento de muestra consiste
en una extraccion tipo QUEChERS, inicialmente ideada para la extraccion de
plaguicidas en muestras sélidas. El andlisis se llevd a cabo por cromatografia de
liquidos acoplada a un espectrometro de masas hibrido triple cuadrupolo-trampa de
iones lineal. Los pardmetros validados fueron: linealidad, veracidad, precision, limites
de cuantificacion y efecto matriz. Dicho método se empled satisfactoriamente para la
determinacion de MCO en agua residual, proveniente de la EDAR de El Toyo
(Almeria).

Palabras clave: Microcontaminantes orgénicos, QUEChERS, agua residual, LC-
MS/MS.

2. ABSTRACT

The inefficiency of wastewater treatment plants (WWTPs) when removing organic
microcontaminants (OMCs), makes them present in the environment at low
concentrations, producing adverse effects for living beings. Therefore, a fast, reliable
and low-cost method for the determination of OMCs in wastewater has been
developed. The novel sample treatment consists of QUEChERS-type extraction,
initially designed for the extraction of pesticides in solid samples. The analysis was
performed by liquid chromatography coupled to a triple quadruple-linear ion hybrid
mass spectrometer. The validated parameters were: linearity, veracity, precision, limits
of quantification and matrix effect. This method was successfully applied for the
determination of OMCs in wastewater, coming from the WWTP in El Toyo (Almeria).

Keywords: Organic microcontaminants, QUEChERS, wastewater, LC-MS/MS
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3. INTRODUCCION
3.1. Microcontaminantes organicos en aguas residuales

Los microcontaminantes organicos (MCQ) son sustancias quimicas que estan
presentes en el medioambiente (aguas, suelos, etc.) a niveles de ultratraza (ug/L — ng/L),
y que en la mayoria de los casos no estan regulados.! Este término abarca un amplio rango
de compuestos como plaguicidas, farmacos, productos de higiene personal, retardantes
de llama, etc., siendo mayoritarios los farmacos y plaguicidas, debido a su frecuente uso
por el ser humano.!

La presencia de MCO en el medioambiente es un tema de actual preocupacion, debido
principalmente a los efectos adversos que pueden originar sobre los seres vivos, como
consecuencia de su distribucion en suelos, aguas superficiales, aguas de consumo, etc.!2
Entre estos efectos se pueden citar problemas relacionados con el cancer, mutaciones
genéticas, bioacumulacion y/o perturbaciones del sistema endocrino, estas Ultimas
originadas por sustancias conocidas como disruptores endocrinos (endocrine disrupting
chemicals, EDC).>* Muchos de estos EDC son plaguicidas organoclorados, los cuales a
bajas concentraciones producen efectos como infertilidad, disfuncion eréctil y
alteraciones en los niveles de hormonas reproductoras.* Otro problema relacionado con
la presencia de MCO en el medioambiente, en concreto con los antibiéticos, es la
aparicion de resistencias bacterianas que se puede generar a los mismos. Esto es debido
a que parte de las dosis ingeridas por humanos y animales son excretadas sin alteracion,
Ilegando al medioambiente y provocando que las bacterias puedan llegar a desarrollar
genes resistentes a los antibidticos.® La resistencia a los antibi6ticos esta aumentando en
todo el mundo a niveles peligrosos, por lo que se ha convertido en un tema de alta
prioridad para la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

Una de las principales vias por la que los MCO alcanzan el medioambiente es a través
de las estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR) debido a la ineficiente
eliminacion de estos compuestos en los procesos de tratamiento convencionales
empleados. En la actualidad, es bien conocido que el tratamiento biolégico, o tratamiento
secundario, aplicado en las EDAR convencionales es insuficiente para la total eliminacién
de estos MCO. Una eliminacion mas efectiva de los mismos implica la aplicacién y/o
desarrollo de procesos de tratamiento terciarios, generalmente mas costoso y complejos
(como la ozonizacién, el proceso Fenton y foto-Fenton, los reactores biol6gicos de
membrana, etc.), como continuacion al tratamiento secundario,® mejorando asf la calidad
de los efluentes. Aun asi, estos procesos pueden no ser suficientes para la eliminacién
total de los MCO, ya que aunque en algunos casos se produce la degradacion del
contaminante, pueden generarse productos de transformacion que pueden presentar una
mayor toxicidad y persistencia que el propio precursor.® El destino de los MCO viene
marcado por la liberacion del efluente a rios, mares o lagos o por la reutilizacion del agua
tratada para diversos usos, como el riego, que puede repercutir en el desarrollo de los
cultivos irrigados con dicha agua, asi como en la calidad del fruto.>’

Debido a la problematica que presentan los MCO, organismos como la Union Europea
(UE) y la Agencia de Proteccién del Medio Ambiente (environmental protection agency,
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EPA) de Estados Unidos, promueven regulaciones de estos compuestos para controlar y
tratar de eliminarlos.

3.2. Legislacion

Uno de los principales temas de preocupacion para administraciones publicas y
gobiernos, es la escasez y progresivo deterioro de la calidad de las aguas superficiales,
dada la creciente necesidad de obtener agua limpia y segura para el cosumo.* Es por ello
que la UE ha trabajado en el desarrollo de una politica de proteccion del agua, que regule
las sustancias que suponen un riesgo para la salud y el medioambiente. En el afio 2000 se
publicé la Directiva Marco del Agua 2000/60/EC (water framework directive, WFD),? la
cual trata de identificar grupos de sustancias/sustancias prioritarias (priority substances,
PS) que son reconocidas como contaminantes, es decir, que presentan un riesgo
significativo para el medio en el que son vertidas o para la vida que se desarrolla en él.*
En 2001 se publico la Decision 2455/2001/CE,° que incorpora la primera lista de 33
sustancias reconocidas como prioritarias, 13 de ellas consideradas como sustancias
prioritarias peligrosas (priority hazardous substances, PHS), que han de ser monitoreadas
en aguas superficiales. Posteriormente, la Directiva 2008/105/CE*° da un nuevo paso en
la proteccion de las aguas, definiendo por primera vez estandares de calidad ambiental
(environmental quality standards, EQS) para dichas sustancias, y promoviendo la
creacion de listas de observacion de nuevas sustancias, “watch lists”, que deben ser
monitoreadas temporalmente con el objetivo de recabar mayores evidencias sobre el
riesgo y exposicion a estas sustancias que justifiquen su inclusion como PS. En 2013 se
revisa la lista de PS, con la publicacion de la Directiva 2013/39/UE!, que amplia dicha
lista a 45 sustancias, incluyendo una revisién mas restrictiva de los EQS. En la Tabla 1
se muestran las PS actualmente identificadas por la UE.

Tabla 1. Actual lista de sustancias identificadas como PS.

Metales, hidrocarburos y otros
compuestos

Aclonifeno 1,2-Dicloroetano

Acido perfluoro-octano-sulfénico y sus

Plaguicidas

Alacloro .
derivados
Antrazina Antraceno
Bifenox Benceno
Cibutrina Cadmio y sus compuestos

Cipermetrina
Clorfenvinfés
Clorpirifos (Clorpirifés-etilo)

Cloroalcanos Cio-13
Derivados de tributilestaio
Diclorometano

Diclorvés Difeniléteres bromados

Dicofol Dioxinas

Diurén Fluoranteno

Endosulfan Heptacloro y epoxido de heptacloro
Isoproturdn Hexabromociclododecanos
Quinoxifeno Hexaclorobenceno

Simazina Hexaclorobutadieno
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Terbutrina Hexaclorociclohexano
Trifluralina Hidrocarburos aromaticos policiclicos
Mercurio y sus compuestos
Naftaleno
Niquel y sus compuestos
Nonilfenoles
Octilfenoles
Pentaclorobenceno
Pentaclorofenol
Plomo y sus compuestos
Ftalato de di (2-etilhexilo)
Triclorobencenos
Triclorometano

Posteriormente, en 2015, se publica la primera lista de observacion (Decision
2015/495/UE)*2, que recoge 17 sustancias divididas en 10 grupos (Tabla 2), asi como un
método analitico recomendado para cada sustancia/grupo, asegurando asi la
comparabilidad de los resultados entre los distintos paises miembros de la UE.
Recientemente, en 2018, se ha publicado la decision de ejecucion 2018/840/UE, que
establece una nueva lista de 8 sustancias de observacion (17-alfa-etinilestradiol, 17-beta-
estradiol estrona, antibidticos macrélidos (eritromicina, claritromicina, azitromicina),
metiocarb, neonicotinoides, metaflumizona, amoxicilina y ciprofloxacina). Ambas
decisiones recogen por primera vez los CEC como sustancias candidatas a ser reguladas.

Tabla 2. Lista de CEC incluidos en la Decision de ejecucion 2015/495/UE y de los
métodos analiticos propuestos para su determinacion.

Nombre de la sustancia/grupo de , L.
grup Meétodo analitico 2

sustancias
17-alfa-Etinilestradiol (EE2) SPE-LC-MS/MS en grandes volumenes
17-beta-Estradiol (E2), estrona (E1) SPE-LC-MS/MS
Diclofenaco SPE-LC-MS/MS
2,6-di-terc-Butil-4-metilfenol SPE-GC-MS
4-Metoxicinamato de 2-etilhexilo SPE-LC-MS/MS o GC-MS
Antibidticos macrélidos ° SPE-LC-MS/MS
Metiocarb SPE-LC-MS/MS o GC-MS
Neonicotinoides SPE-LC-MS/MS
Oxadiazon LLE/SPE-GC-MS
Trialato LLE/SPE-GC-MS o LC-MS/MS

@ Métodos de extraccion: extraccion en fase sélida (SPE), extraccion liquido-liquido (LLE).
Métodos analiticos: cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS),
cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas en tindem (LC-MS/MS).
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b Eritromicina, claritromicina y azitromicina.
¢ Imidacloprid, tiacloprid, tiametoxam, clotianidina y acetamiprid.

La finalidad de dichas regulaciones es estandarizar un método analitico para la
determinacion de los contaminantes mencionados, conocer la toxicidad de estos sobre
humanos y ecosistemas, mejorar la calidad de los distintos tipos de agua, y aumentar el
namero de compuestos regulados, ya que cada vez son méas los compuestos organicos
presentes, tanto en las aguas naturales como en otros compartimentos ambientales.
Ademas, es necesario mejorar el funcionamiento de las EDAR, para que sean capaces de
eliminar dichas sustancias organicas de una manera mas eficiente.!

Algo similar ocurre en Estados Unidos, donde en 1972 se promulgdé la Federal Water
Pollution Control Act Amendments of 1972, que mas tarde se modifico para dar lugar a la
que hoy en dia se conoce como la Ley de Agua Limpia (clean water act, CWA). La CWA
persigue mantener la integridad fisica, quimica y bioldgica de las aguas de EE.UU. 4 En
comparacion con la UE, la EPA ha desarrollado una lista considerablemente méas extensa
de sustancias prioritarias, que incluye 129 contaminantes recogidos en el 40 CFR Part
426, Appendix A.'® Ademas, ha aprobado una serie de métodos analiticos para la
determinacion de contaminantes organicos (incluidos en 40 CFR Part 141),'° cuya
aplicacion para la determinacion de los mismos es de obligado cumplimiento, al contrario
que la UE, la cual recomienda (no obliga) aplicar unos métodos analiticos determinados.

Al igual que la UE, la EPA también dispone de una lista de contaminantes no
regulados, que no excede los 30 compuestos, publicada en diciembre de 2016. Dichos
compuestos deben monitorizarse durante los afios 2018-2020. '

Entre los métodos propuestos por la EPA® destaca el uso de la extraccion en fase
solida (solid phase extraction, SPE) como etapa de extraccion/preconcentracion, y el
posterior uso de la cromatografia de gases/liquida acoplada a la espectrometria de masas,
debido a su alta selectividad, sensibilidad y capacidad de confirmacion.

3.3. Analisis de MCO en aguas residuales

Debido al continuo crecimiento de la poblacion humana y de las actividades que
contribuyen a su desarrollo, como la agricultura, ndcleos de poblacion urbana cada vez
mas densos, actividades industriales, etc., el deterioro de la calidad agua es cada vez
mayor.*® En consecuencia, el agua residual cada vez transporta una mayor cantidad de
sustancias, muchas de las cuales estan catalogadas como contaminantes, ademas, es facil
detectar farmacos y productos de higiene personal a causa de su caracter polar.*®

Por todo ello, es necesario el desarrollo de técnicas de extraccion y analisis cada vez
mas sensibles y eficaces para la determinacién de MCO en agua, asi como de métodos
multirresiduo que faciliten la deteccion simultanea de un namero elevado de MCO.

Tradicionalmente, se han empleado la extraccion liquido-liquido (liquid-liquid
extraction, LLE) y la SPE como etapas previas al analisis de MCO en agua, debido a su
capacidad de concentracion de los analitos y eliminacion de interferencias de la matriz.*®
Recientemente, se han desarrollado nuevas modalidades de los métodos clésicos, como
la denominada fabric phase sorptive extraction (FPSE). Esta técnica es similar a la SPE
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convencional, pero utiliza una tela de celulosa (y otros materiales) que funciona como
sustrato para la fabricacion de un sol-gel. Este sol-gel es introducido en el agua actuando
como adsorbente de los analitos, los cuales son eluidos posteriormente con un disolvente
organico para su analisis.?>?* Asimismo, la SPE online? o la microextraccion en fase
sélida (solid phase mictroextraction, SPME)? son también utilizadas frecuentemente, asi
como el empleo de SPE secuencial (sequential solid phase extraction, SSPE) que emplea
multiples cartuchos que contienen adsorbentes de diferente naturaleza (Oasis HLB, Bond
elut C18 y Bond elut ENV), lo que permite una extraccion mas exhaustiva de analitos de
diferente naturaleza y propiedades fisico-quimicas.?

Por otro lado, la cromatografia de liquidos (liquid chromatography, LC) y la
cromatografia de gases (gas chromatography, GC) acopladas a espectrometria de masas
(mass spectrometry, MS) son las técnicas mas utilizadas para el analisis de MCO en agua
residual. Algunos autores también reportan otras técnicas, como el uso de GC
bidimensional (GC x GC) acoplada a espectrometria de masas con analizador de tiempo
de vuelo (Time Of Flight, TOF).?* La cromatografia liquida de interaccion hidrofilica
(hydrophilic interaction liquid chromatography, HILIC), también esta siendo cada vez
mas utilizada, ya que mejora considerablemente la extraccion de compuestos altamente
polares, para los que el empleo de columnas C18 convencionales no es adecuado.'®?°
Aunque en menor proporcion, también se utilizan detectores clésicos, como el de captura
de electrones (electron capture detector, ECD), que presenta una alta sensibilidad para
analitos que contienen grupos electronegativos. En definitiva, la utilizacion de GC o LC
estara condicionada por las caracteristicas del analito, si es polar y no volatil se analizara
mediante LC. Si por el contrario es apolar y volatil, se analizara por GC.*°

La MS es la técnica més utilizada para la deteccién de MCO, siendo la espectrometria
de masas en tandem (MS/MS) la herramienta méas potente para el analisis cuantitativo. El
triple cuadrupolo (QgQ) es el analizador de masas mayoritariamente empleado para la
determinacion de MCO diana o target en agua residual, debido a su alta sensibilidad y
selectividad cuando opera en modo de monitorizacion de reacciones seleccionadas
(selected reaction monitoring, SRM). Otro analizador hibrido ampliamente utilizado es
el triple cuadrupolo trampa lineal de iones (QgLIT), que mejora la sensibilidad con
respecto al QqQ. En cambio, la espectrometria de masas de alta resolucion (high
resolution mass spectrometry, HRMS) es la técnica predominantemente empleada para
el andlisis de compuestos no diana o non-target, destacando los analizadores TOF y
Orbitrap, aunque recientemente se han desarrollado nuevas técnicas, como la movilidad
i6nica-MS, la cual combina la relacion m/z y la distinta movilidad que adquieren los iones
al ser acelerados por un campo eléctrico como criterio de separacion.'%

En resumen, debido a la baja concentracion de los MCO en matrices medioambientales,
la SPE es la técnica de preconcentracion predominante, seguida de un analisis mediante
LC-MS/MS, ya que la mayoria de MCO son relativamente polares y termolabiles, lo que
dificultaria su analisis mediante GC. Por ello, es de especial interés profundizar en el
fundamento de estas técnicas.'®
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3.3.1. Tratamiento de la muestra

Como se ha mencionado con anterioridad, la SPE es la técnica de extraccion
predominante para el analisis de MCO en agua residual, tal y como muestra el resumen
bibliogréfico de la Tabla 3. La mayoria de los trabajos publicados emplean la SPE como
técnica de extraccion, reportando diferentes adsorbentes. También se lleva a cabo la
inyeccion directa del agua en el sistema LC-MS, con un simple filtrado de la muestra
utilizando filtros de politetrafluoroetileno (PTFE) para retener particulas en suspension y
otros interferentes.?® Otro método algo mas novedoso, es el empleo de muestreadores
pasivos, que permiten acumular los contaminantes a través del tiempo. Estos
muestreadores contienen un adsorbente que se introduce en el agua durante un
determinado periodo de tiempo. Transcurrido dicho tiempo se eluyen los analitos y el
extracto se lleva a sequedad para su analisis.?® Los mas comunes para la extraccion de
analitos polares son los conocidos como POCIS (polar organic chemical integrative
sampler), si bien actualmente existen otros en el mercado como polar Chemcatcher,
Empore disks o Speedisks, entre otros.

Otra alternativa, hasta el momento poco explorada para la extraccién de MCO en agua,
es la utilizacion del método QUEChERS (acrénimo en inglés de quick, easy, cheap,
effective, rugged and safe). Este método fue inicialmente ideado para la extraccion de
plaguicidas en muestras solidas como frutas y hortalizas.?” Tras una intensa busqueda
bibliogréfica, solo se han reportado dos articulos que utilizan el método QUEChERS para
la extraccion de MCO en muestras acuosas, uno en agua residual®® y otro en agua
superficial®®, por lo que se ha considerado interesante y novedoso ampliar la aplicacion
de este método para el analisis multirresiduo de MCO en agua residual.

A continuacién, se describirdn en mayor profundidad la SPE, como técnica
predominante en la extraccion de MCO en agua residual, asi como el método QUEChERS
utilizado en este estudio.

a) Extraccién en fase sélida (SPE)

Esta técnica se hizo comercial en 1978 como sustituto de la LLE, la cual suponia un
mayor gasto de disolvente que la SPE.>03!
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Tabla 3. Resumen bibliografico sobre la extraccion de MCO en aguas

Matriz Clase de Extraccion Limpieza Concentracion Niveles validados Recuperacion Precision Referencia
analito (N°) P del extracto (ug/L) (%) intra-dia
. Farmacos SPE (Oasis® o RSD <
Agua residual (35) HLB) Sin limpieza 200 5 53-115 15% [32]
Antibidticos, L a
<
Agua residual plaguicidas, Inyecmon Sin limpieza 0.1 0.02,0.05,05y1 56-142 RSD*< [25]
directa 25%
etc. (115)
Farmacos y Quechers RSD <
Agua superficial productos de acetato Sin limpieza 1 0.5 82-125 [29]
.. . 25%
higiene modificado
- Quechers
<
Agua residual Plaguicidas citrato EN Quitina 1 0.01,0.1y2 75-128 RSD [28]
(28) 25%
15662
Agua residual y de , SPE (Varian o . RSD <
lago Farmacos (5) c18) Sin limpieza NA 10y 100 NA 10% [33]
Farmacos, L
<
Agua residual plaguicias, In){ecuon Filtrado 1 1ly5 46-149 RSD [34]
directa 15%
etc. (20)
. . Filtrado y
<
Aguaderiocercanaa  Farmacos  oop ocicw  Sinlimpieza  37.037037 0.2 79-120 RSD [35]
EDAR (53) 10%
MCX)
RSD <
Agua residual urbana Farmacos SPE (Oasis® Lo 20-189 (H)y 20- 20% (H)y
(U) y de hospital (H) (53) HLB) Sin limpieza 8.33333 04 156 (U) RSD < [36]

20% (U)
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Thin film-

RSD <

Agua residual Farmacos (5) SPME Sin limpieza NA 5-10 73.4-85.7 15% [23]
Farmacos, Online  SPE
. plaguicidas,  (HLB, X-  Lavado con RSD <
Agua residual otros CECs  AW+X- acetonitrilo 9 05 53-166 25% [22]
(88) CW+ENVY)
. Farmacos SPE® (OQasis® .. .. . RSD <
Agua residual (81) HLB) Sin limpieza 50 0.4 55-146 0% [37]
SPE
. Plaguici T RSD <
Agua residual aguicidas (Supelclean  Sin limpieza 1 1y 10 79.8-94.9 S [38]
(112) 10%
LC-18)
SACE:
RSD <
. SPE (Oasis® Lo SAC: 70-135 21%
Agua residual Fenoles (13 Sin limpieza 50 05,1y5 39
’ 13) HLB) P Y MMC: 30-108 MMCF: 1391
RSD <
114%
Hidrocarburos
. aromaticos ACN + RSD <
g -
Agua residual policiclicos SBSE sonicar 50 01yl 19-155 2504 [40]
(24)
SPE: Sin
_ Plaguicidas limpieza PLE: 1-374
Agua residual polares (39)y  SPEyPLE" PLE: clean- SPE: 50 01yl SPE: 9-324 [41]
apolares (139) up con SPE -

(Florisil)
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Farmacos SPE (Oasis® o RSD <
(73) HLB) Sin limpieza 25 0.1 31-121 [42]

Agua residual 15%

8RSD: Desviacion estandar relativa (relative standard deviation, RSD)

PSPE: Extraccion en fase sdlida (solid phase extraction, SPE)

°NA: No aplica

4POCIS: Polar Organic Chemical Integrative Sampler, POCIS

eSAC: Calibracién adicién de estandar (standard addition calibration, SAC)

fMMC: Calibracion en matriz (matrix-matched calibration, MMC)

9SBSE: Extraccion por adsorcion sobre barra agitadora (stir bar sorptive extraction, SBSE)
PPLE: Extracion liquida presurizada (presurized liquid extraction, PLE)
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La SPE permite la preconcentracion y limpieza de muestras ambientales, y se basa en
la retencion de los analitos de interés en un adsorbente especifico, retenido en un cartucho
o disco de vidrio o polipropileno, que interactda con los analitos (generalmente, polar,
apolar o ionico) reteniéndolos selectivamente. Posteriormente, se hace pasar un
disolvente o mezcla de ellos a través del sorbente, que permite la desorcion de los analitos
para su andlisis. En este método es muy importante la eleccion del adsorbente adecuado,
en funcion del tipo de analitos a determinar.®

Como se observa en la Tabla 3, la mayoria de los articulos reportan la utilizacion de
cartuchos con un relleno polimérico que presentan un balance hidrofilico-lipofilico, tales
como los Oasis hydrophilic lipophilic balance (Oasis HLB™). Desde su
comercializacion, este adsorbente alcanzé gran popularidad, ya que permite la extraccion
simultanea de compuestos polares y apolares, presenta una alta capacidad de carga y una
elevada efectividad en la eliminacion de interferencias. También destacan otros rellenos,
como el clasico C18, que retiene compuestos apolares, o distintas mezclas comerciales
de intercambio iénico como Oasis MCX, X-AW, X-CW y ENV™, entre otros. En la
mayoria de los casos, los disolventes de elucion mas utilizados son el metanol y el
acetonitrilo.*

El proceso se puede realizar de forma off-line, manualmente o de forma automatizada,
0 bien se puede acoplar a sistemas LC-MS, lo que se conoce como SPE on-line. La SPE
on-line reduce tanto el tiempo de extraccién como el volumen de muestra empleado con
respecto a la SPE off-line. %! La SPE automatica, emplea aparatos capaces de realizar las
cuatro etapas bésicas de cualquier SPE (acondicionamiento, carga, secado/lavado y
elucién) de manera automatica, de manera que se obtienen extractos listos para ser
inyectados o concentrados, segln las necesidades.**

Adicionalmente, se suele incorporar una etapa de secado del cartucho previa a la
elucién de los analitos. La mayoria de las veces, el extracto eluido se evapora y se
recompone en un volumen menor para concentrar los analitos, lo que permite la deteccién
de compuestos a baja concentracion. Los factores de concentracion en esta modalidad
estan en el rango 50-500, generalmente.

b) Meétodo de extraccion QUEChERS

El método de extraccion QUEChERS fue inicialmente ideado para el analisis de
residuos de plaguicidas en alimentos con bajo contenido en grasas, como frutas,
hortalizas, cereales y frutos secos. Sin embargo, actualmente se han reportado
aplicaciones del mismo, con distintas modificaciones sobre el procedimiento
convencional, para el anélisis de MCO en distintas matrices medioambientales, como

lodos de depuradora (analisis de plaguicidas), suelos (determinacion de fenoles), etc. 4>
47

En un principio, el método QUEChERS empleaba acetonitrilo para hacer una
extraccion sélido-liquido, seguido de una particion inducida de los analitos en la fase
organica al afadir las sales MgSOs y NaCl (separacion de fases organica-acuosa). El
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extracto obtenido, se sometia a una etapa de limpieza conocida como extraccion en fase
solida dispersiva (dispersive solid-phase extraction, d-SPE), donde se empleaba MgSOa
para eliminar agua, y amina primaria-secundaria (primary secondary amine, PSA) para
eliminar acidos organicos y azucares, entre otros interferentes polares.?’

Con el paso del tiempo este método original ha sufrido distintas modificaciones, con
el objetivo de mejorar la extraccion de diferentes tipos de analitos, asi como de eliminar
interferentes. Actualmente, las modificaciones mas utilizadas son el Método Oficial
2007.01 de la AOAC,* el cual utiliza un tampon acetato, formado por &cido acético y
acetato de sodio, que mantiene un pH de aproximadamente 4.8, y el método estandar EN
15662 del Comité Europeo de Normalizacion (CEN), el cual utiliza las sales citrato
trisodico dihidratado y dihidrogenocitrato disodico sesquihidratado para mantener un pH
alrededor de 5.4°

Si extrapolamos al caso de los MCO, hay que considerar que el pH puede jugar un
papel importante en la extraccion de los mismos utilizando el método QUEChERS, ya
que, por ejemplo, muchos plaguicidas son inestables a niveles de pH elevados.® Es por
ello que ademas de los métodos 2007.01 y EN 15662 existen distintas modificaciones que
varian el pH del medio en funcion de los analitos a extraer. Por ejemplo, Zeying H. et al.>®
afiade Na;HPO4 junto a MgSOs y acido citrico (tampdn Mcllvaine) para mantener un pH
de 2.4 y mejorar la extraccion de antibioticos en distintas hortalizas. Por otro lado, pero
con el mismo objetivo, Wang-long W. et al.®! utiliza acetonitrilo al 1% de écido acético
para mejorar la recuperacion de distintos antibioticos.

En lo que respecta a la etapa de limpieza o clean-up (dispersive SPE, d-SPE), ademas
de la PSA utilizada en el método original, se reportan distintos adsorbentes que cumplen
con funciones especificas. Por ejemplo, es muy comun utilizar C18, el cual retiene
compuestos principalmente apolares como grasas. Otro adsorbente mas innovador es el
comercialmente conocido como Z-sep, que consiste en una mezcla de dos absorbentes,
C18 vy silice recubierto de ZrO2, (en proporcion ZrO,/C18 de 2/5) permitiendo la
eliminacién de acidos grasos y esteroles principalmente. Otro adsorbente muy similar es
el Z-sep+, donde la silice se encuentra recubierta tanto por ZrO, como por C18.52 Por
otro lado, el carbon negro grafitizado (graphitize carbon black, GCB) es un adsorbente
que retiene pigmentos como la clorofila y los carotenoides. Sin embargo, se ha
demostrado que presenta una elevada afinidad por moléculas con estructura plana, por lo
que retiene compuestos que presentan insaturaciones como anillos aromaticos, dobles
enlaces, etc.?”5% Finalmente, el extracto limpio obtenido puede ser evaporado para una
concentracion previa antes de su analisis.

Actualmente, la técnica de determinacion predominante para el analisis de MCO en
agua residual tras una extraccion tipo QUEChERS, es la LC-MS/MS, por lo que es
necesario llevar a cabo una profundizacion en dicha técnica, que ademas se utiliza en el
presente estudio.
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3.3.2. Analisis mediante técnicas cromatograficas

El agua residual es una matriz compleja que contiene cientos de MCO de muy diversos
tipos, estructuras y propiedades fisicoquimicas. Es por ello por lo que es necesario el
empleo de técnicas cromatogréaficas con elevada resolucion, que posibiliten una adecuada
separacion de dichos compuestos entre si y de la matriz, facilitando su posterior deteccion.
La GC capilar posee una elevada capacidad de resolucion, sin embargo, no permite el
andlisis de MCO de elevada polaridad y termolébiles, por lo que su uso ha sido
reemplazado paulatinamente por la LC, la cual permite el analisis de un mayor rango de
compuestos.'® No obstante, ambas técnicas cromatograficas son complementarias, ya que
aunque la LC es utilizada en la mayoria de los casos, algunos compuestos volatiles o
relativamente apolares siguen siendo preferentemente analizados por GC.>

Los detectores empleados en las técnicas cromatogréaficas mencionadas también han
experimentado una evolucion en el tiempo. En un principio, se utilizaban analizadores
clasicos como ECD, detector de nitrogeno-fosforo (nitrogen phosphorus detector, NPD)
0 el detector de ionizacion de llama (flame ionization detector, FID) acoplados a GC. Sin
embargo, estos detectores se encuentran actualmente obsoletos debido al desarrollo de los
analizadores de MS que presentan una elevada especificidad, sensibilidad y capacidad de
confirmacion, ademas de ser un analizador universal. La MS se basa en la separacion de
los iones en funcidon de su relacibn masa-carga (m/z), por lo que la separacion
cromatografica no resulta tan critica, debido a la capacidad de obtener espectros de masas
y MS? de un ion seleccionado. Esto mejora la capacidad de identificacion/confirmacion
en comparacion con los detectores clasicos, cuyo criterio de identificacion/confirmacion
es Unicamente el tiempo de retencion. Los analizadores de masas mas utilizados en la
actualidad en el andlisis cuantitativo de MCO en muestras complejas, como el agua
residual, son los sistemas hibridos de triple cuadrupolo (QqQ) o triple cuadrupolo-trampa
de iones lineal (QgLIT). La espectrometria de masas en tandem (MS/MS) permite
aumentar notablemente la selectividad, sensibilidad y el poder de confirmacion de estos
equipos, en especial en LC, al poder fragmentar los iones analizados.!® En la Tabla 4, se
muestra un resumen bibliografico relativamente reciente para la determinacion de MCO
en aguas residuales principalmente.
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Tabla 4. Resumen bibliogréafico sobre la determinacion de MCO en aguas

. Clase de analito Columna Composicidn fase Analizador de LOD .
Matriz (N°) cromatografica movil masas LOQ (ng/L) (ng/L) Referencia
5mM acetato
. , Atlantis T3 (3 x 150 amonico en agua y TSQ Quantum
Agua residual Farmacos (35) mm, 3 um) 0.1% formico en Ultra QqQ 0.8-172 0.2-21 [32]
MeOH
Farmacos
R Zorbax eclipse XDB o A
Agua residual ant|b|c_)t|_cos, C18 (4.6 x 50 mm, 0.1% formico en QTrap 5500 10-500 1-357 [25]
plaguicidas 1.8 um) aguay ACN (QqLIT)
(115) o H
Agua Farmacos y Agilent Zorbax SB Agua y MeOH
g . productos de C18 (4.6 x 50 mm, ambos al 0.1% de QTrap 5500 1-167 2-500 [29]
superficial . .
higiene 1.8 um) férmico
Agua y MeOH
. .. SunFire C18 (2.1 x  ambos al 0.5% de 6500 QTrap
Agua residual  Plaguicidas (28) 75 mm, 2.5 um) f6rmico y 2mM de (QqLIT) 10 2-5 [28]
formiato amonico
. Zorbax Eclipse Plus O Ani
Aguaresidual o c0s(5) €18 (21 x 50 mm, /\9uaal 0-5%acido 6460 QqQ 0.3-84 0.1-25 [33]
y de lago férmico y MeOH
1.8 um)
Agua de rio
cercanaa  Frmacos (53)  ZO'PaX SB-CI8 (21 Aguay ACNambos o)\ 00 2 0.07-6.3 [34]
x 50 mm, 1.8 um) al 0.1% férmico
EDAR
Farmacos
1 H 0 ye -
Agua residual plaguicias, etc. Pursuit XRs C8 (2 x Agua 0.1% formico 6490 QqQ 2-100 NA [35]

(20)

100 mm, 3 um)

y ACN
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Agua residual 3.97-164.02 1.19-49.21
u?bana L) Farmacos (53) Acquity HSS T3 (2.1  Agua 0.1% formico Qtrap 5500 (HWW), (HWW), [36]
de hospital (I)-II) x 50 mm, 1.8 um) y ACN (QqLIT) 4.77-258.29  1.43-77.49
P UWW)  (UWW)
90% Agua, 10%
ACN Yy 0.1%
. ) Waters C18 (2.1 x acético (A), TSQ Vantage 0.002-
Agua residual Farmacos (5) 100 mm, 3 um) 90%ACN, 10% (Q9Q) 0.01-0.05 0.013 [23]
aguay 0.1%
acético.
MeOH, 10mM de
. ac.
Agua residual Farmacos (81) Acquity HSS Ts (2.1 férmico/formiato Qtrap 5500 0.6-50 0.2-26 [22]
x 50 mm, 1.8 um) - (QqLIT)
amanico en agua
(pH 3.2).
Farmacos
1 - 0 s -
Agua residual plaguicidas, xA;((])urlr:)r/nHlsz Tr;)(z'l Agua O.I\afofgrmlco (E)é)OEI(Ty;rap 1-50 0.2-0.5 [37]
otros CECs (88) o H y a
Ascentis Express Adua con férmico
Agua residual  Plaguicidas (11) RP-amide (2.1 x 100 g 6410 QqQ - 10-250 [38]
(pH 2.5) y ACN
mm; 2.7 um)
VF-5 ms Factor Four
Agua residual Fenoles (13) (30 m x 0.25 mm, Helio 1200L QqQ 30-2500 10-1000 [39]
0.25 pm)
Hidrocarburos ~ VF-17ms Factor
Agua residual aromaticos Four (2mx0.15 mm, Helio 1200L QqQ 5-100 2-10 [40]

policiclicos (24)

0.05 pm)
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Apolares: VF-5 ms

Apolares: .
Slacuicid Factor Four (30 m x  Apolares: Helio 12(?0L Apolares:  Apolares:
aguicidas

Agua residual polares (39) y > Polares: Waters _ [41]

Polares: BEH Cig 0.01% de acido o Polares: Polares:

apolares (139) L Acquity TQD

(100 mm x 2.1 mm,  formico y Metanol 20-500 2-50

1.7 um) QaQ
Aguaresidual  Farmacos (73) C/PSeXDBCBRL 0 1 MeoH TSQ Quantum 45-630 15-210 [42]

x 150 mm, 3.5 um) Discovery MAX
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Como se observa en la Tabla 4, el analizador QqQ es el mas utilizado seguido del
QgLIT en lo que respecta al andlisis de MCO en aguas. Ademas, la mayoria utilizan
columnas cromatograficas cuyo relleno es apolar (C8/C18), lo que indica que se opera en
fase reversa. Con respecto a la composicion de la fase mavil, existe un equilibrio entre
agua-acetonitrilo y agua-metanol en funcion del tipo de MCO analizado.

En el presente estudio, se ha utilizado un cromatografo de liquidos acoplado a un
analizador de masas hibrido triple cuadrupolo-trampa lineal de iones (LC-QqLIT) para la
determinacion de MCO en agua residual, el cual combina la elevada selectividad de un
triple cuadrupolo con la alta sensibilidad que aporta la trampa lineal de iones. A
continuacion, se explica en mas detalle el funcionamiento de la técnica empleada.

3.3.3. Cromatografia de liquidos

En términos generales, la cromatografia consiste en la separacion fisica de los analitos
de una muestra entre dos fases inmiscibles. Los analitos son transportados mediante una
fase mavil que fluye a traves de una fase estacionaria, en la que los diferentes analitos
son separados en base a su diferente interaccion con ambas fases. La cromatografia
liquida de alta resolucion (high performance liquid chromatography, HPLC) es un tipo
de cromatografia en columna en la que la fase mévil es un liquido (de ahi su nombre) que
se bombea a través de una columna cromatografica que contiene la fase estacionaria, y
que es el lugar donde se produce la separacion de los componentes de la muestra en base
a sus propiedades fisicoquimicas.

En LC en fase reversa, los analitos se separan en base a su polaridad. La fase movil
tiene carécter polar y estd generalmente constituida por la mezcla de uno o més
disolventes organicos (por lo general, metanol o acetonitrilo) y agua. En ocasiones, la
adicion de sales inorganicas volatiles a la fase movil o el control del pH mediante
disoluciones tampon volatiles ayudan a mejorar la separacion cromatogréafica.

Por su parte, la fase estacionaria en fase reversa tiene caracter apolar. El relleno de la
columna consiste en un soporte sélido, generalmente silice, quimicamente modificado
con hidrocarburos saturados, insaturados o aromaticos de diferentes tipos, como cadenas
hidrocarbonadas de 8 o 18 atomos de carbono (columnas C8 y C18).

Los principales parametros a considerar a la hora de seleccionar una columna son:

- La longitud de la columna. En general, a menor longitud se realizan analisis mas
rapidos, pero disminuye la eficacia de separacion, pues el nimero de platos tedricos
es menor.

- El didmetro interno, que es proporcional a la eficacia de separacion, siendo menor la
pérdida de carga cuanto menor es el diametro.

- El tamafo de particula del relleno de la columna. Un menor tamafio de particula
proporciona mayor eficiencia de separacion entre dos compuestos (mayor
resolucion). El empleo de columnas con muy bajo tamario de particula (< 2 um) ha
sido posible gracias al desarrollo de la LC de ultra alta eficacia (ultrahigh-
performance liquid chromatography, UHPLC), que mejora la sensibilidad
minimizando el volumen de inyeccion con respecto a la HPLC y aumenta la



Extraccion tipo QUEChERS para la determinacion de microcontaminantes organicos en agua residual mediante
cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas 21

velocidad de flujo alcanzando presiones de hasta 1000 bar. También se reducen las
dimensiones de la columna, lo que permite reducir el tiempo de andlisis y ahorrar
disolvente organico.>*

- El tipo de particula, siendo las particulas de silice porosas y las de ndcleo sélido las
mas utilizadas. Las particulas de nucleo solido, al ser superficialmente porosas,
produce un menor ensanchamiento de banda en comparacioén con las particulas
totalmente porosas vy, por lo tanto, proporciona niveles de eficacia extremadamente
altos a la vez que reducen el tiempo de analisis y los costes de disolvente utilizados.

Mientras que la naturaleza de las particulas del soporte del relleno de la columna
influye en factores como la retencion y la eficiencia, diferentes tipos de fases
estacionarias tendrdn un mayor efecto en la selectividad de la columna. La seleccién de
la fase estacionaria es esencial para la optimizacion de un método, ya que puede alterar
sustancialmente el orden de elucion de los analitos en los cromatogramas. Las columnas
mas habituales en fase reversa son las C8 y C18, de caracter marcadamente apolar y en
las que los analitos son retenidos en base a interacciones hidrofobicas. Sin embargo,
debido al caracter polar o ionizable de muchos de los MCO y/o de sus productos de
transformacion, se estan desarrollando nuevas fases estacionarias de caracter mas polar
que incluyen grupos bifenilo, pentafluorofenilo, etc.

También de creciente aplicacidn para compuestos muy polares es la cromatografia de
interaccion hidrofilica (HILIC), en la que la fase movil esta constituida por mezclas de
agua o solucion tampén (< 40%) con disolventes organicos, y la fase estacionaria por
adsorbentes polares muy hidrofilicos como la silice, fases enlazadas polares, rellenos
poliméricos polares o intercambiadores i6nicos, que son susceptibles de adsorber
facilmente agua. En el modo HILIC los gradientes de fase maévil parten de una elevada
proporcién de eluyente organico, normalmente el 95%, y hay un cambio progresivo a
una mayor proporcién de eluyente acuoso.

Otros parametros que deben ser optimizados para obtener una buena separacion
cromatogréfica, sobre todo en un andlisis multirresiduo, son el volumen de inyeccion y
la velocidad de flujo. EI volumen de inyeccidn tiene que ser pequefio para evitar la
saturacion del detector, asi como ser inyectado en el menor tiempo posible para evitar el
ensanchamiento de banda.>>La velocidad de flujo afecta principalmente al tiempo de
retencion de los analitos y a la anchura de pico cromatografico, a mayor velocidad, menor
retencion y picos mas estrechos.

Una vez separados, los analitos pasan al espectrometro de masas. Sin embargo, el
estado de la muestra en el cromatdgrafo es incompatible con el espectrometro de masas,
que trabaja con iones en fase gaseosa. Por ello es necesario el empleo de una interfase
que elimine el disolvente de la fase mavil, vaporice las sustancias y las transforme en
iones antes de ser introducidos en el sistema.

Las interfases mas utilizadas para el analisis de MCO son las de ionizacion a presion
atmosférica (atmospheric pressure ionization, API), como la ionizacién por
electronebulizacion o electrospray (electrospray ionization, ESI) o la ionizaciéon quimica
a presion atmosférica (atmospheric pressure chemical ionization, APCI). La fuente de
fotoionizacion a presion atmosférica (atmospheric pressure photoionization, APPI), tiene
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un uso mas restringido para el andlisis de analitos apolares. Aunque ESI es la técnica de
ionizacion mas utilizada para el anlisis de agua residual mediante LC-MS, existen otras
técnicas relativamente novedosas que evitan la separacion cromatogréfica y el pre-
tratamiento de la muestra, como las técnicas de ionizacion ambiental tales como la
ionizacion por electrospray/desorcion (desorption electrospray ionization, DESI) y el
analisis directo en tiempo real (direct analysis in real time, DART). Estas técnicas utilizan
un gas ionizante (en DART) o un aerosol (en DESI) que incide sobre la superficie de la
muestra para llevar a cabo la desorcion e ionizacion de los analitos. Aunque la DESI no
se ha aplicado para el anélisis de muestras ambientales, no ocurre lo mismo para DART,
la cual se ha aplicado junto a un analizador TOF para el analisis de MCO polares en suelos
y filtros ultravioleta en muestras acuosas.>*

Dado que el equipo utilizado en este trabajo emplea una fuente de ionizacién ESI, se
incluye a continuacion una descripcion més detallada sobre las caracteristicas de esta.

3.3.4. lonizacion por electrospray

Esta interfase tiene su origen en el departamento de ingenieria quimica de la
Universidad de Yale (New Haven, CT, E.E.U.U), donde fue desarrollada por John B. Fenn
et al. en el afio 1985.%°

Se trata de una técnica de ionizacion blanda, en comparacién con la ionizacién
electronica (electron ionization, EI), cominmente utilizada en GC-MS. Esto se traduce
en una escasa fragmentacion del ion molecular y, por tanto, en una baja informacion
estructural. La ESI produce iones pseudo-moleculares, por lo que se suele observar en el
espectro de masas el ion molecular protonado ([M+H]") si la polaridad es positiva, o el
ion molecular desprotonado ([M-H]") si se opera en modo negativo. Ademas, muchos
compuestos pueden formar aductos, siendo los mas comunes el aducto de sodio
([M+Na]™) y el de amonio ([M+NH.]"). La fuente de ionizacion por electrospray utilizada

en este estudio se puede observar en la Figura 1:
P

Figura 1. Fuente de ionizacion por electrospray Turbo V™. Ampliacion del interior
en la imagen derecha
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En primer lugar, la muestra es introducida a través del capilar (N°1, Fig. 1) en el que
se aplica una diferencia de potencial entre él y el cono de entrada o curtain plate (N° 4,
Fig. 1), que oscila entre 3000-6000 V, por lo que la muestra emerge en forma de aerosol
formando el conocido como cono de Taylor. El resultado es la formacion de especies
cargadas en disolvente, el cual es necesario eliminar. Para ello se introduce N2 que actia
como gas de secado, ademas de intervenir en la formacion del aerosol. Conforme
disminuye la cantidad de disolvente, aumentan las fuerzas de repulsién coulombianas
entre iones, que finalmente vencen a la tension superficial del liquido formando iones en
fase gaseosa. Para facilitar la evaporacion del disolvente y la formacion de iones en fase
gas, se aumenta la temperatura mediante dos calentadores (N° 5, Fig. 1). El disolvente y
los iones que no son de interés, salen de la fuente de ionizacion a través del tubo de escape
(N° 3, Fig. 1), ayudados por el gas de cortina (curtain gas, CUR) cuya direccion es opuesta
al aerosol, y que ademas elimina moléculas neutras y aductos ionicos. Finalmente, los
iones entran al espectrometro de masas a traves del orificio situado en el cono de entrada
(N°4, Fig. 1).%7

Esta fuente de ionizacion permite operar en polaridad positiva o negativa, en funcion
del tipo de analito a ionizar. Si un determinado analito contiene grupos funcionales de
caracter basico, como las aminas, es preferible la polaridad positiva ya que seran capaces
de captar un proton. Si por el contrario una molécula contiene grupos acidos, como acidos
carboxilicos o fenoles, se opera en polaridad negativa, puesto que seran capaces de liberar
mas facilmente un proton.>” Ademas, esta fuente de ionizacion permite trabajar en modo
APCI, por lo que incluye una aguja de descarga (N°2, Fig. 1) para formar el gas reactivo.

En algunos casos, es necesario aumentar la sensibilidad de la ionizacién, como a la
hora de perfundir un compuesto. Para ello, se utiliza un tornillo vertical (N°6, Fig. 1) y un
tornillo horizontal (N° 7, Fig. 1), que regula la distancia entre el capilar y el orificio de
entrada.

Por ultimo, esta fuente presenta una serie de parametros que deben ser optimizados
para una correcta ionizacion:
- lonSpray Voltage (1S): Regula el voltaje que se aplica en el capilar e ioniza la

muestra que emerge del capilar. Depende de la polaridad del analito y afecta a la
sensibilidad.

- Gas 1 (GS1): Es el gas de nebulizacion (N2). Ayuda a generar el aerosol y afecta
a la estabilidad de este y a la sensibilidad.

- Gas 2 (GS2): Controla el gas auxiliar o turbo (N2). Evita que el disolvente entre
en el espectrometro de masas y facilita la evaporacion de las gotas del aerosol.

- Temperatura (TEM): Es necesario controlar la temperatura de la fuente de
ionizacion para facilitar la evaporacion del disolvente y producir iones en estado
gaseoso.

- CUR: Es el gas que fluye entre el orificio de entrada al espectrometro de masas y
el curtain plate. Evita la contaminacion de las lentes dpticas.*®

La interfaz ESI presenta un uso bastante extendido, pues es Gtil para el analisis de
moléculas polares y termolabiles como determinados MCO.
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3.3.5. Analizadores de espectrometria de masas

Tras una separacion cromatogréfica, en base a la polaridad de los analitos, y una
posterior etapa de ionizacion, los iones generados son separados en el analizador, en
funcién de su relacion m/z, obteniéndose los correspondientes espectros de masas. El
empleo de la MS en el andlisis de compuestos organicos a nivel traza en muestras
complejas, como la ambientales, supuso un gran avance con respecto a los detectores
clasicos empleados tradicionalmente en GC o LC, debido al incremento de selectividad y
sensibilidad acompafiado de un elevado poder de confirmacion.>®

Actualmente, se encuentran disponibles comercialmente distintos tipos de
analizadores de masas, tanto de baja resolucion, como los cuadrupolares, los de sector
magnético, los de trampa de iones, como de alta resolucion, como el Orbitrap y el TOF,
que proporcionan medidas de masa exacta. Asimismo, se han desarrollado
configuraciones hibridas, que combinan en un mismo dispositivo mas de un analizador
simple. Aungue la mayoria de los anélisis de espectrometria de masas se realizan con
QqQ, como se observo en la Tabla 4, cada vez se reportan mas estudios que utilizan
QqLIT para el anélisis de MCO en muestras medioambientales. Por otro lado, la tendencia
a utilizar analizadores de alta resolucion, como QqTOF u Orbitrap, para el analisis de
compuestos desconocidos en aguas y otras matrices, esta en aumento.>*

El analizador hibrido de QgQ es el mas utilizado en el analisis dirigido o target de
MCO en aguas. Este analizador consta de tres cuadrupolos (cuatro barras de oro
equidistantes entre si), donde el primer y tercer cuadrupolo (Q1 y Q3) acttian de filtro de
m/z aplicando voltajes de corriente continua y radiofrecuencia determinados, mientras
que el segundo cuadrupolo (q2) es realmente una celda de colisién, donde se lleva a cabo
la fragmentacion de los iones. Dependiendo del fabricante y el modelo del equipo,
algunos presentan un cuadrupolo QO para eliminar interferencias.®

Los analizadores de QqQ permiten operar utilizando diversos modos de adquisicion,
lo que les confiere una gran versatilidad.

Barrido de iones totales (full scan). Se realiza un barrido de m/z en Q1 que analiza
todos los iones que se han generado en la fuente. Tanto la celda de colision, como Q3, no
participan en la seleccidn de iones, con lo que se obtiene un espectro en full scan para
todos los compuestos. Dicho modo es utilizado para obtener informacién acerca de los
analitos presentes en una muestra.

Monitorizacién de reacciones seleccionadas (selected reaction monitoring, SRM).
Este modo de trabajo es ampliamente utilizado en andlisis cuantitativo. En dicho método,
se selecciona un ion caracteristico del analito en Q1, generalmente el ion molecular
(des)protonado, con una m/z determinada. Seguidamente, dicho ion es fragmentado en g2
dando lugar a los Ilamados iones producto, uno de los cuales se selecciona en el segundo
cuadrupolo (Q2). La combinacién ion precursor/ion producto se denomina transicién y
puede ser altamente especifica para un analito determinado. Asi, el modo SRM
proporciona una elevada selectividad y sensibilidad, debido a la reduccion del ruido y
consecuente mejora en la relacion S/N.>+>°
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Barrido de iones producto (product ion scan). Todos los iones producto que provienen
de union precursor seleccionado en Q1 y fragmentado en g2, son analizados en Q3, dando
lugar a un espectro rico en fragmentacion, que proporciona mas informacion estructural.

Barrido de iones precursores (precursor ion scan). En g2 se fragmentan los iones
precursores y Q3 solo analizara aquellos iones precursores que fragmenten para dar un
ion producto seleccionado.

Barrido de pérdidas neutras (neutral loss scan). En Q1 se selecciona un ion precursor
que es fragmentado en g2, y Q3 solo analiza los iones precursores que hayan perdido un
fragmento neutro con respecto al precursor, es decir, pérdida de moléculas como COo,
H-O, etc. Este modo es util para la identificacion de compuestos pertenecientes a una
misma familia o de metabolitos o productos de transformacién que comparten una
estructura quimica comun.>®

Un analizador QqQ operando en modo SRM, es una potente herramienta analitica para
el andlisis cuantitativo de MCO diana a nivel traza en matrices complejas. Los
espectrometros de triple cuadrupolo son capaces de monitorizar maltiples transiciones en
un mismo analisis (monitorizacion de multiples reacciones, MRM). En general, se utiliza
el algoritmo de MRM dinamico (Dynamic multiple reaction monitoring, DMRM), que
aumenta la sensibilidad y selectividad al registrar las transiciones en el tiempo de
retencion que eluyen, incrementando el dwell time. Con este algoritmo el instrumento es
capaz de organizar la adquisicion de las decenas de transiciones que componen el método,
maximizando la sensibilidad.

El analizador QqLIT utilizado en este estudio, mejora la sensibilidad respecto al QqQ
al incorporar una trampa lineal de iones (linear ion trap, LIT), cuyo funcionamiento se
describe a continuacion.

3.3.5.1 Analizador hibrido triple cuadrupolo-trampa de iones lineal (QQLIT)

Un analizador de masas QqLIT tiene un disefio muy similar al analizador QgQ, siendo
la principal diferencia que el Q3 es sustituido por una LIT. También es conocida como
trampa de iones 2D, y consiste en cuatro barras cuadrupolares que terminan en unas lentes
que repelen los iones, aplicando un potencial positivo para iones positivos y viceversa.
En la LIT, los iones son enfriados con nitrégeno moviéndose a lo largo del eje z y
oscilando en el plano xy debido a la aplicacion de radiofrecuencia. Ademas, se puede
aplicar un voltaje de corriente continta al final de las barras que atrapa los iones en la
trampa. Este confinamiento de iones previo a la deteccion se traduce en un aumento de la
sensibilidad.®

Puesto que una LIT puede operar como un cuadrupolo, un analizador QqLIT puede
realizar las mismas funciones que un QQQ, ademéas de otros modos de adquisicion
exclusivos de QqLIT. Por lo tanto, los modos de adquisicién full scan, MRM, barrido de
iones producto y precursores y barrido de fragmentos neutros estan disponibles en QqLIT.
Ademas, se pueden utilizar otros modos de adquisicion como enhanced multiply charged
(EMC), utilizado para mejorar la relacion sefial-ruido (S/N) en iones de carga mdltiple y
en el cual se aplica un voltaje determinado que desvia de la trayectoria a los iones
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monocargados. Otro modo es el enhanced product ion (EPI), cuya finalidad es mejorar la
calidad del espectro de masas en compuestos target. En Q1 se selecciona un ion precursor
que es fragmentado en g2, seguidamente los iones producto son analizados en Q3
operando en full scan. Una peculiaridad de un analizador QqLIT, es la posibilidad de
realizar espectros MS", es decir, permite fragmentar un ion producto obteniendo otro
espectro de masas, por lo que se obtiene una elevada informacion estructural.**® En la
Figura 2, se muestra un esquema general de un analizador QqLIT:

3=LIT
Detector ' Q Q2

. 7L i » 8
Courtain J lh"ﬁ, ¢

Figura 2. Esquema general de un analizador QqLIT®!

Para asegurar que los iones analizados mantienen una adecuada trayectoria a través del
analizador, es necesario optimizar una serie de parametros que dependen del equipo y que
se detallan a continuacion:

CAD (collisionally activated dissociation): Dicho parametro controla la presién
del gas de colision dentro de la celda de colision. En modo MRM, este gas
fragmenta los iones precursores.

DP (declustering potential): Este voltaje controla la diferencia de potencial entre
QO y el orificio de entrada a Q1. Su funcion es minimizar la formacién de aductos,
siendo menor cuanto mayor es el voltaje aplicado. Sin embargo, si el voltaje es
muy elevado puede llegar a fragmentar el analito.

Potencial de enfoque (focusing potencial, FP): Ayuda a enfocar los iones a
través de la region de skimmer en la interfaz.

Potencial de entrada (entrance potential, EP): Corresponde con el potencial de
entrada, el cual focaliza los iones para guiar su trayectoria a través de QO.
Potencial de entrada de la celda de colision (cell entrance potential, CEP):
Voltaje que enfoca y acelera los iones hacia la celda de colision (Q2)

Potencial de salida de la celda de colision (cell exit potential, CXP): Dicho
voltaje enfoca y acelera los iones hacia la salida de la celda de colisién.

Energia de colision (collision energy, CE): Corresponde con la energia aplicada
a los iones precursores para acelerarlos en Q2, donde impactan con las moléculas
de gas y se fragmentan.



Extraccion tipo QUEChERS para la determinacion de microcontaminantes organicos en agua residual mediante
cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas 27

La elevada especificidad aportada por un analizador cuadrupolar combinada con la alta
sensibilidad aportada por la trampa lineal de iones, hacen del analizador QqLIT una
excelente herramienta para el analisis multirresiduo de compuestos target en diversas
matrices.>®

4. OBJETIVOS

La presencia de MCO en las aguas residuales urbanas es un tema actual de
preocupacion, ya que pueden ser perjudiciales tanto para el medioambiente como para la
salud humana. Por ello, se investigan alternativas al tratamiento del agua residual
convencional, capaces de eliminar MCO en agua. Para evaluar la eficiencia de los nuevos
tratamientos, es necesario monitorizar los MCO presentes en el agua, tanto para saber si
el tratamiento en las EDAR es efectivo, como para conocer la persistencia y toxicidad de
los distintos tipos de MCO. Es para ello necesario disponer de métodos rapidos, sencillos,
eficientes y econémicos, que permitan una éptima evaluacién de los procesos. En base a
ello, los objetivos especificos propuestos en este Trabajo Fin de Master se pueden resumir
en:

e Optimizar un método de extraccion de MCO en agua residual.

e Optimizar la etapa de clean-up del método.

e Validar el método de extraccion optimizado.

e Aplicar el método validado al analisis de muestras reales de agua residual.

5. METODOS EXPERIMENTALES
5.1. Reactivos y aparatos

Los patrones analiticos de los MCO incluidos en el estudio tenian una pureza minima
del 96 % y fueron suministrados por Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania) y Dr
Ehrenstorfer (Augsburg, Alemania). Los disolventes utilizados para el analisis
cromatografico fueron acido formico (pureza > 98 %), metanol y acetonitrilo, calidad
espectrometria de masas (pureza > 99.9 %), de Fluka (Buchs, Alemania) y agua Milli-Q
producida por un sistema de agua ultrapura Millipore (Bedford, MA, EE. UU.).

Con respecto a las sales y adsorbentes utilizados en la extraccion mediante el método
QUEChERS, se emple6 MgSO4 anhidro (pureza > 96%) y NazHPO4-2H20 (pureza >99%)
suministrados por Panreac (Castellar del Valles, Barcelona), cloruro de sodio de J.T.
Baker (Deventer, Paises Bajos), citrato trisddico dihidrato (pureza > 98%), suministrado
por Fluka (Steinheim, Alemania), acetato de sodio trihidrato, cido acético, acido citrico
monohidrato, &cido etilendiaminotetraacético disodico dihidrato y citrato sédico dibasico
sesquihidrato (pureza > 99%), suministrado por Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania).
Los adsorbentes PSA, C18, Supel QUE Z-Sep y Supel QUE Z-sep+ fueron suministrados
por Supelco (Bellefonte, PA, EE. UU.).

Para el control de la inyeccion se afiadié $3C-cafeina (pureza > 99%) suministrada por
Sigma-Aldrich.
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Para la extraccién se emplearon tubos Falcon de politetrafluoroetileno (PTFE) de 50
mL y para la limpieza tubos de 15 mL. Para la agitacion se utiliz6 un vortex VELP
Scientifica modelo Classic. La centrifugacion tras la extraccion se llevé a cabo utilizando
una centrifuga P-selecta modelo Mixtasel y para la centrifugacion tras la etapa de limpieza
se utiliz6 una centrifuga P-selecta modelo Mixtasel-BL.

5.2. Extraccion de muestra

La extraccion de los MCO seleccionados en agua residual se llevo a cabo empleando
el método QUEChERS. Los estudios de optimizacion de las condiciones de extraccion se
realizaron, en todos los casos, utilizando agua residual real procedente del efluente de la
EDAR de El Toyo (Almeria).

Para optimizar el procedimiento de extraccion, se realizaron distintas pruebas con
varias modificaciones:

Método 1:  Se toman 10 mL de agua residual y se adicionan 10 mL de acetonitrilo en
un tubo Falcon de 50 mL. Se agita en vortex durante 2.5 min. A
continuacion, se afladen 4 g de MgSOs, 1 g de NaCl, 1 g de citrato trisédico
dihidrato y 0.5 g de citrato sodico dibasico sesquihidrato, agitando
rapidamente en vortex durante 3 min. Seguidamente, se centrifuga a 3500
rpm durante 10 min.

Método 2: En un tubo Falcon de 50 mL, se toman 10 mL de agua residual y se
adicionan 10 mL de acetonitrilo al 1% de acido acético. Se agita en vortex
durante 2.5 min. A continuacion, se afiaden 4g MgSO4 y 1g de acetato de
sodio agitando la mezcla durante 3 min en voértex. Seguidamente, se
centrifuga a 3500 rpm durante 10 min.*!

Método 3:  Se toman 10 mL de agua residual y se adicionan10 mL de acetonitrilo en un
tubo Falcon de 50 mL. Se agita en vortex durante 2.5 min. A continuacion,
se afiaden 4 g de MgSOs, 1 g de NaCl, 1 g de citrato trisodico dihidrato y 49
mg de Na,HPOs, agitando 3 min en vortex. Seguidamente se centrifuga a
3500 rpm durante 10 min.*®

Método 4:  Enuntubo Falcon de 50 mL se toman 10 mL de agua residual y se adicionan
10 mL de acetonitrilo. Se agita la mezcla en vortex durante 2.5 min. Se
afiaden 10 mL de EDTA 0.1 M y se agita en vértex durante 1 min. A
continuacion, se afladen 4 g de MgSOs, 1 g de NaCl, 1 g de citrato trisddico
dihidrato, 0.5 g de citrato sodico dibasico sesquihidrato y se agita en virtex
durante 3 min. Seguidamente se centrifuga a 3500 rpm durante 10 min.®2

Método 5: Se toman 10 mL de agua residual y se adicionan 10 mL de
acetonitrilo:metanol (85:15). Se agita en voértex durante 2.5 min. A
continuacion, se afiaden 4 g de MgSQOas, 1 g de NaCl, 1 g de acido citrico
monohidrato, 0.5 g de citrato trisodico dihidrato y se agita en virtex durante
3 min. Seguidamente se centrifuga a 3500 rpm durante 10 min.®3

Finalmente, se decidio seleccionar y validar el método 5 en base a los resultados
obtenidos. En la Figura 3 se muestra un esquema del método seleccionado.
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10 mL de agua residual
+

10 mL ACN:MeOH (85:15)

| | 1

Agitar en vortex (45 s)

Centrifugar a 3500 rpm
durante 10 min

Agitar en vortex (2.5 min)

| S 1

Anadir 4g MgSO,+1¢g S mL sobrenadante + 750
NaCl+1 g H,Cit-H,0 mg MgSO, + 125 mg C18
+ 0.5 g Na,Cit-2H,0 '

l Centrifugar a 3500 rpm

Agitar en vértex (3 min) m - durante 10 min

Figura 3. Esquema del método QUEChERS empleado para la extraccion de MCO

En todos los métodos, tras centrifugar, se toman 5 mL del sobrenadante y se vierten
en un tubo de PTFE de 15 mL que contiene 750 mg de MgSOas y 125 mg de C18 para
realizar la etapa de limpieza. Se agitan durante 45 s y se centrifuga a 3500 rpm durante
10 min, obteniendo el extracto final. Por Gltimo, se evaporan con una corriente de N2 150
pL del extracto, y se recompone con 150 pL de agua:acetonitrilo (90:10), incluyendo el
estandar de inyeccion (**C-cafeina) a 1 ug/L.

5.3. Analisis mediante LC-QqLIT-MS/MS

El anélisis de los MCO seleccionados se llevé a cabo utilizado un cromatégrafo de
liquidos Agilent 1200 series (Agilent Technologies, Foster City, CA, EE. UU) acoplado
a un espectrémetro de masas hibrido triple cuadrupolo/trampa de iones lineal QTRAP®
5500 (AB Sciex instruments, Wilmington, DE, EE. UU). Dicho sistema se muestra en la
Figura 4.

Para la separacion cromatografica se utilizé una columna Kinetex C18 (150 x 4.6 mm,
tamafio de particula 2.6 pm).
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Figura 4. Equipo LC-QgLIT-MS/MS utilizado para los analisis

La composicion de la fase movil fue (A) agua Milli-Q al 0.1% de acido férmico y (B)
metanol. La elucién de los analitos se llevé a cabo en gradiente, cuyos porcentajes de fase

movil se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Gradiente de fase mévil empleado para la elucion.

otal(miy A BOO
0 90 10
05 90 10
3 50 50

7 10 90

95 0 100

14 0 100
14.1 90 10

21 90 10

La velocidad de flujo durante la adquisicion fue de 500 pL min™. La duracion total
del método fue de 21 min, con un volumen muerto de 40 pL y un volumen de inyeccién

de 10 pL.

La interfase Turbo lonSpray operé en polaridad positiva en todos los casos. Los
parametros de la fuente de ionizacion optimizados para este método de adquisicion se
presentan en la Tabla 6. Se utiliz6 nitrégeno como gas de colisidn y de nebulizacion.

Tabla 6. Parametros de la interfase ESI

Parametro Valor
CUR 25 (unidades arbitrarias)
CAD Alto

IS 5000 V
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Temperatura (TEM) 500°C
GS1 50 psi
GS2 40 psi

El modo de trabajo del espectrometro de masas fue MRM, empleando el algoritmo
Scheduled MRM™, el cual lleva a cabo la monitorizacion de cada transicion en una
ventana de tiempo de + 0.5 min del tiempo de retencion de cada analito, lo que produce
un aumento de sensibilidad y selectividad. Para la adquisicion de los datos se utilizé el
software Analyst 1.6.2 y para la cuantificacion MultiQuant 3.0.2.

Los voltajes optimizados del espectrometro de masas, asi como el tiempo de
retencion de cada analito, se muestran en el Anexo 1, en la Tabla A.1.1. Para una mejor
lectura de los datos de dicha tabla: 2-etiliden-1,5-dimetil-3,3-difenil-1-pirrolidina
(EDDP), 4-aminoantipirina (4-AA), 4-formilantipirina (4-FAA), ademas, los MCO se
encuentran clasificados en farmacos, plaguicidas y antibiéticos.

El método espectrométrico utilizado en este trabajo habia sido previamente
desarrollado por el grupo de investigacion, exceptuando 7 compuestos que se
perfundieron y optimizaron durante este trabajo: acido niflimico, ciantraniliprol,
espirotetramato, metiocarb, oxadiazon, tiacloprid y valsartan.

5.4. Analisis mediante LC-QTOF-MS

Se realizaron distintos analisis en full scan para comprobar el grado de interferencias
que presenta el método, lo que fue de utilidad a la hora de optimizar la etapa de limpieza
del método QUEChERS.

El método analitico utilizado habia sido previamente desarrollado por el grupo de
investigacion, y se encuentra descrito en bibliografia.” Para la separacion cromatogréafica
de los analitos, se utilizd6 un cromatdgrafo de liquidos Agilent 1260 Infinity system
(Agilent Technologies, Foster City, CA, E.E.U.U.), equipado con una columna Poroshell
120 EC-C18 (50 x 4.6 mm, 2.7 um). La composicion de la fase movil fue agua calidad
LC-MS al 0.1% de &cido formico (A) y acetonitrilo (B). El gradiente utilizado se muestra
enla Tabla 7.

Tabla 7. Gradiente de fase movil empleado en el analisis mediante LC-QTOF-MS

Tiempo total (min) A (%) B (%)
0 90 10
1 90 10
12 0 100
14 0 100
14.1 90 10

22 90 10
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El cromatografo de liquidos esta acoplado a un Triple TOF 5600+ (AB Sciex
instruments, Wilmington, DE, EE. UU.), con una fuente de ionizacion que puede operar
tanto en modo ESI como en APCI. La fuente de ionizacion opero en polaridad positiva
en todos los casos, y se utilizd nitrégeno como gas de nebulizacién, colisién y como
curtain gas. Los parametros de dicha fuente se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Parametros de la fuente de ionizacién en QTOF

Parametro Valor
CUR 25 (unidades arbitrarias)
CAD Alto
IS 4500 V
Temperatura (TEM) 575°C
GS1 60 psi
GS2 60 psi

La velocidad de flujo durante la adquisicion fue de 500 puL min™, un volumen de
inyeccién de 20 uL, un volumen muerto de 40 pL y una duracion total de 22 min. Se
emplearon los softwares Analyst TF 1.5 y PeakView™ 2.2 para la adquisicion y el
procesado de los datos, respectivamente.

5.5. Validacion del método

La cuantificacion de los MCO incluidos en el método analitico se llevd a cabo
mediante la preparacion de curvas de calibrado en matriz de agua de salida de la EDAR
de El Toyo, con el fin de reducir las interferencias ocasionadas por la matriz, y dada la
imposibilidad de obtener un blanco de matriz. De esta manera se consigue que cada
analito sea afectado de igual manera por la matriz. A continuacion, se describen los
pardmetros de validacion estudiados:

» Linealidad: Definida como la capacidad de proporcionar una sefal
directamente proporcional a la concentracion de analito presente en una
muestra determinada. Para evaluar dicho pardmetro se prepararon muestras de
agua residual conteniendo 10, 50, 100, 500 y 1000 ng/L de cada analito. El
area de pico fue la respuesta seleccionada para la determinacion. Se considero
una linealidad adecuada cuando el coeficiente de determinacion obtenido del
correspondiente ajuste por minimos cuadrados era superior a 0.9800.

» \Veracidad: La veracidad se define como la proximidad de la media de un
numero infinito de resultados (producidos por el método analitico) a un valor
conocido. Para su evaluacion, se adicionaron cinco muestras de agua residual
con los MCO seleccionados a dos niveles de concentracion (0.05 y 0.5 pg/L)
antes de la extraccion. El valor obtenido dependera de la complejidad de la
matriz, del disolvente empleado en la extraccion y de las sales y adsorbentes
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empleados tanto en la etapa de extraccion como en el clean-up. Debido a que
existen pérdidas de analito durante la extraccion, la veracidad se expresa en
porcentaje de recuperacion.®

> Precision: La precision es una medida de la similitud que presentan una serie
de datos entre si. Se denomina precision intra-dia o repetibilidad cuando las
determinaciones se realizan en un mismo dia por el mismo analista y
utilizando el mismo equipo. Por otro lado, en la precision inter-dia se realizan
las mismas determinaciones, pero en dias consecutivos. Todos los resultados
se expresan en términos de RSD.

Para evaluar la precision intra-dia, se emplearon muestras fortificadas (n=5)
de agua residual con los MCO seleccionados a los niveles de concentracion
estudiados (0.05 y 0.5 pg/L). Para la precision inter-dia se calculd la RSD
durante 3 dias consecutivos para cada nivel de concentracién. En cada uno de
los casos los analitos fueron adicionados antes de la extraccion.®

> Limites de cuantificacion: El limite de cuantificacion (limits of quantification,
LOQ) se define como la concentracion méas baja de analito que permite ser
cuantificada de forma exacta y precisa. Para ello es necesario una relacion S/N
superior o igual a 10. Para su determinacion experimental se adicionaron MCO
en un extracto de matriz a niveles de concentracion decrecientes 10, 7, 5, 3, 1,
0.5y 0.1 ng/L.

> Efecto matriz: Para evaluar la presencia de efecto matriz (EM) en las muestras
de agua residual, se preparé una recta de calibrado con los MCO seleccionados
en el disolvente de inyeccion (H20:ACN, 90:10) a las concentraciones de 10,
50, 100, 500 y 1000 ng L. Por otro lado, se prepard una recta de calibrado en
matriz con los mismos niveles de concentracion, de manera que se puedan
comparar las pendientes de las rectas obtenidas. El efecto matriz expresado en
tanto por ciento se calcula utilizando la siguiente ecuacion: EM (%) =
(Pendientematriz/Pendientedisovente - 1) X 100. Si se obtiene un valor negativo, la
matriz tendra un efecto de supresidn ionica sobre la sefial del analito, si por el
contrario es positivo, se produce un aumento de la sefial del analito en matriz
con respecto al disolvente.

5.6. Aplicacion del método a muestras de agua residual real

Una vez desarrollado y validado, el método propuesto se aplicd en la determinacion
los MCO seleccionados en aguas residuales reales, procedentes del efluente del
tratamiento secundario de la EDAR de El Toyo, en Almeria (36°51°30” N, 2°19°48” O).
Dicha estacion depuradora tiene capacidad para tratar las aguas residuales producida por
una poblacién de 52.000 habitantes equivalentes. En la Figura 5 se muestra la localizacion
de la EDAR en cuestion.
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Figura 5. Localizacion de las EDAR de El Toyo

Debido a su localizacion, la EDAR de El Toyo recibe agua principalmente procedente
de las viviendas de la zona y de un hospital situado en las cercanias de la misma. La linea
de tratamiento consiste en un pretratamiento (filtracion, cribado y desengrasado), un
tratamiento primario (decantacion primaria) y un tratamiento bioldgico que consiste en
una aeracion extendida seguida de una decantaciéon secundaria. El agua residual fue
tomada a la salida de la depuradora, tras finalizar el tratamiento secundario. Las muestras
se almacenaron en botellas de vidrio de 1L y se congelaron a -20°C hasta su analisis.

6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Optimizacion del método espectrométrico

Tanto la composicion como el gradiente de fase movil del método cromatogréafico
utilizado en este estudio habian sido optimizados previamente por el grupo de
investigacion gque ha hecho posible este trabajo. Sin embargo, durante este estudio, el
método fue ampliado, incluyendo 7 nuevos compuestos que se muestran en la Tabla 9,
siendo necesaria la optimizacion del método espectrométrico para dichos compuestos.

Tabla 9. Lista de los compuestos afiadidos al método

Concentracién perfundida

Compuesto (g LY
Acido niflimico 10
Ciantraniliprol 100
Espirotetramato 100
Metiocarb 10

Oxadiazo6n 100
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Tiacloprid 100
Valsartan 100

En primer lugar, se realizd una bdsqueda bibliogréfica en bases de datos, como Scopus,
Pubchem, Chemspider o EURL data pool,%-% para recabar informacion sobre los iones
precursores y producto caracteristicos de cada compuesto. A continuacion, se llevo a cabo
la perfusion de los compuestos en el espectrometro de masas, inyectando una disolucién
de 10 pg L, 0 100 pg L si no se observa el ion precursor (Tabla 9). Todos ellos se
perfundieron en polaridad positiva.

Para seleccionar las transiciones ion precursor/ion producto mas adecuadas, se
establecié un compromiso entre abundancia relativa y relacion m/z, teniendo en cuenta
que a mayor abundancia relativa se obtenia una mayor sensibilidad y a mayor relacion
m/z una mayor selectividad.

Tras elegir el ion precursor mas adecuado, que en todos los casos correspondio6 con el
ion [M+H]*, se optimiz6 el DP para dicho ion, y se procedid a optimizar los voltajes CE,
EP y CXP para cada ion producto seleccionado.

Una vez optimizado el método espectrométrico, y obtenido el tiempo de retencion de
los nuevos analitos en el método cromatografico, se procedid a evaluar el método de
extraccion y su etapa de clean-up.

6.2. Optimizacion de la etapa de extraccion

Para la optimizacion de la etapa de extraccion del método QUEChERS, se evaluo el
porcentaje de recuperacion de cada MCO, que se obtenia al fortificar una muestra de agua
residual, previamente a la extraccion. Se evaluo la eficacia de los métodos 1-5 descritos
en el apartado 5.2. de esta memoria:

a) Método 1: QUEChERS citrato EN 15662

b) Método 2: QUEChERS acetato

c) Método 3: QUEChERS con tampon Mcllvaine
d) Método 4: QUEChERS citrato + EDTA 0.1M
e) Meétodo 5: QUEChERS citrato modificado

La principal diferencia entre los distintos métodos evaluados es el pH de la extraccion.
Para variar dicho parametro, comprobando asi su influencia en la extraccion de MCO, se
probaron en cada una de las extracciones distintas combinaciones de sales con efecto
tampon que mantienen el pH a un valor determinado.

Se realizaron tres réplicas de agua residual fortificada a 0.5 pug L™ para evaluar la
veracidad y precision de cada método, empleando en la etapa de clean-up MgSQOsy C18,
en todos los casos. El principal objetivo de esta optimizacion fue mejorar la extraccion de
los antibidticos, por ser el grupo de compuestos que se ven mas afectados por el pH de la
extraccion.5® En la Tabla 10 se muestra un resumen de los resultados globales obtenidos
con cada método.
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Tabla 10. Resultados de las recuperaciones obtenidas con los métodos 1-5.

Método Método Meétodo Método Método

Recuperaciones

1 2 3 4 5

>130% 1 3 6 8 9

<60% 17 40 14 8 4
60-130% 102 71 98 101 109

n.r. 4 10 6 7 2

n.r.: No recuperados

Como se puede observar, con el método 5 se recupera un mayor nimero de compuestos
(solo 2 no pudieron extraerse: 4-AA y salbutamol), siendo también mayor el nimero de
compuestos con recuperaciones entre 60-130%. Este método sustituye el citrato sddico
dibasico sesquihidrato del QUEChERS citrato convencional por el &cido citrico
monohidrato, que junto al citrato trisédico dihidrato forma una disolucién tampon de pH
mas acido en comparacion con el QUEChERS citrato EN 15662 (pH alrededor de 5).4%3
Ademas, el disolvente de extraccion consiste en una mezcla de ACN:MeOH (85:15) en
lugar de ACN exclusivamente, mejorando asi la recuperacion de compuestos mas
polares.®® Por el contrario, el método 2 (QUEChERS acetato) fue el que proporcion6
peores resultados.

Los resultados muestran una clara dependencia del pH en la extraccién de algunos
MCO. La utilizacion del EDTA-Naz en el método 4 mejora la extraccion de algunos
antibidticos, como josamicina, doxiciclina, o las sulfamidas, ya que este actla como
agente quelatante, coordinadndose con los cationes metélicos que forman un complejo con
determinados antibiéticos, dificultando su extraccion.®? En la Tabla 11, se muestran las
recuperaciones obtenidas para los antibiéticos con cada método:

Tabla 11. Recuperaciones obtenidas con cada método para los antibioticos

Recuperaciones (%)

Compuesto  Método1l Método2 Método3 Método4 Meétodo 5

Ac. nalidixico 94 n.r. 12 78 n.r.
Cefalexina 86 154 25 122 77
Cefotaxima 86 56 84 80 78
Clindamicina n.r. 18 53 3 71
Doxiciclina 18 n.r. n.r. 36 140
Eritromicina 82 44 3 97 126

Flumequina 70 n.r. 90 74 58
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Josamicina 55 n.r. n.r. 101 267
Lincomicina 91 77 111 88 86
Metronidazol 71 39 4 94 140
Roxitromicina 74 55 95 42 77
Sulfadiazina 15 n.r. 125 62 97
Sulfametazina 22 63 118 88 92
Sulfametizol 19 63 94 65 98
Sulfatiazol 20 64 83 64 84
Trimetoprim 103 56 97 89 98

Si se comparan los resultados de los métodos 1, 2 'y 3 con los resultados de los métodos
4 y 5 (especialmente el método 5), se puede observar en general una mejora en la
extraccion de los antibidticos con éstos ultimos. Por ejemplo, véase el caso de las
sulfamidas, doxiciclina, josamicina etc. Esto es debido, en el caso del método 4 a la
adicién de EDTA-Naz, como se ha mencionado anteriormente, y en el caso del método 5
a un pH de extraccion mas acido, como reporta Hu et al.®3

6.3. Optimizacion de la etapa de clean-up

Tras la optimizacion del disolvente y las sales de extraccion, se continu6 evaluando el
efecto en la eliminacion de interferencias de distintos adsorbentes en la etapa de clean-
up. Para ello, se realizaron distintas extracciones utilizando el método 5, analizando por
cada clean-up un blanco matriz, un fortificado a 0.5 pg L™ y un punto en matriz a 0.5 g
L1 Se evaluaron 4 combinaciones de adsorbentes diferentes que se detallan a
continuacion (en todos los casos se adicionaron también 750 mg de MgSOQa):

i. 125mgC18
i. 125 mg C18 + 125 mg PSA
iii. 125 mg Z-sep

iv. 125 mg Z-sep+
Para tomar una decision se hallaron las recuperaciones obtenidas con cada clean-up.
En la Tabla 12 se muestran los resultados:

Tabla 12. Recuperaciones obtenidas con los diferentes clean-up ensayados.

Recuperaciones C18 C18+PSA Z-sep Z-sep”*
>130% 43 6 9 6
<60% 2 6 1 10

60-130% 79 111 112 103
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n.r2 0 1 2 5

an.r: No recuperados

Ademaés de evaluar las recuperaciones obtenidas con cada clean-up, se realizé un
andlisis mediante LC-QTOF-MS en full-scan, a fin de determinar el efecto de las distintas
combinaciones de adsorbentes en la eliminacion de interferencias. En la Figura 6, se
muestran los cromatogramas de iones totales (total ion chromatogram, TIC) para cada
uno de los ensayos realizados:

| *C18
* C18 +PSA

j \ *Z-sep +

w

Figura 6. Superposicion de los TIC obtenidos para una muestra de agua residual con cada
clean-up

Como se puede observar, una gran cantidad de interferencias predominantemente
polares son eluidas al inicio del cromatograma, si bien éstas desaparecen antes de la
elucién del primer compuesto de interés (cotinina, 3.64 min). La mayor limpieza de esta
zona del cromatograma se obtuvo utilizando Z-sep y la mezcla C18+PSA, mientras que
Z-sep* y C18, proporcionaban una eliminacién menos eficiente de estas interferencias
polares. En la regidn central del cromatograma, en la que eluyen la mayor parte de los
compuestos, los mejores resultados se obtuvieron con C18 y Z-sep, si bien el C18 fue
descartado en base a las peores recuperaciones obtenidas, como se muestra en la Tabla
11. Por ello se eligio finalmente el clean-up con Z-sep como 6ptimo.

6.4. Estudio de la aplicacion de factores de concentracion

Una vez optimizado el método de extraccidn, se evalu6 la posibilidad de aplicar algin
factor de concentracidn que permitiera mejorar la respuesta de los analitos, disminuyendo
asi los LOQ. Dado que en el método optimizado el factor de concentracién es de 1, se
probaron distintos factores de concentracion: 10, 6 y 2, evaporando en una corriente de
N2 los volumenes de 1000, 600 y 200 pL del extracto final y recomponiendo en 100 pL
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de H20:ACN (90:10). Se observo que, al aumentar el volumen de extracto, la evaporacién
no era completa, quedando una pequefia cantidad residual de agua al final del proceso, lo
que no permitia conocer exactamente el factor de concentracion empleado. Por ello se
realizaron distintas pruebas con objetivo de eliminar el agua residual:

e Aumento de la cantidad de MgSOg en la etapa de extraccidn: Se realizaron
cuatro extracciones afiadiendo 5, 6, 7 y 8 g de MgSOs (junto al resto de sales).
Se tomaron 5 mL del extracto y se sometieron a la limpieza con 750 mg de
MgSOs. Las cantidades de 7 y 8 g se descartaron, ya que al adicionarlas se
producia un aumento apreciable de la temperatura de la disolucion que podria
degradar compuestos sensibles a la misma. Las cantidades de 5y 6 g no
cumplian con el objetivo deseado, ya que seguian quedando restos de agua.

e Aumento de la cantidad de MgSOg en la etapa de clean-up. Para ello, en la
extraccion se adicionaron 6g de MgSO4 y se tomaron 5 mL para realizar la
etapa de clean-up. Se realizaron dos pruebas, empleando 1y 1.5 g de MgSOa.
Tampoco se obtuvieron resultados satisfactorios.

e Reduccidn del volumen empleando en la etapa de clean-up: Puesto que seguia
quedando agua, la siguiente prueba fue reducir la cantidad de extracto sometido
a la etapa de clean-up hasta 3 mL. En esta prueba se emplearon 6 y 1.5 g de
MgSOs en la extraccion y clean-up, respectivamente. Si bien se observo una
disminucion en la cantidad de agua que quedaba tras evaporar el extracto, no
se consiguid la total eliminacion de la misma.

Esta pequefia cantidad de agua presente en el extracto final puede ser debida a que el
pequefio porcentaje de metanol (junto al acetonitrilo), arrastra una mayor cantidad de agua
que cuando se emplea Ginicamente acetonitrilo como disolvente de extraccion.?’

Finalmente, como no fue posible determinar con exactitud el factor de concentracion
a causa del agua residual, se opt6 por realizar la validacion del método empleando un
factor de concentracion 1.

6.5. Validacién

Para asegurar que el método propuesto proporciona resultados lo suficientemente
exactos y precisos como para aplicarlo al analisis de muestras reales, es imprescindible
evaluar una serie de parametros de validacion, comentados anteriormente en el apartado
5.6. Dichos parametros tienen que estar dentro de un rango de aceptabilidad, asegurando
asi que el método se ajusta a la intencion propuesta. El estudio de validacion se realizo
con agua residual real en todos los casos.

@ Linealidad: Dicho parametro se evalu6 segun la descripcion realizada en el
apartado 5.6. Para elaborar la recta de calibrado, se empled el area de la
transicion mas intensa. Los resultados de la Tabla 13 muestran que la mayoria
MCO presentan un buen ajuste lineal (R? > 0.9900), excepto citalopram que
presenta un valor de R?> 0.9800.
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Veracidad: La veracidad se expresd en términos de recuperacion, es decir,
calculando el porcentaje de recuperacion resultante de la extraccion. Se evalud
la recuperacion a dos niveles de concentracion (50 y 500 ng/L). En la Tabla 13
se muestran los resultados de recuperacion de cada MCO, expresados como la
media aritmética de cinco determinaciones por cada nivel de concentracion.

En la mayoria de los casos, las recuperaciones obtenidas estan en el rango de
70-120 %, excepto para cefalexina, cetirizina, clotrimazol, eritromicina,
terbutrin y trazodona cuyos valores se situan entre 60-130%. Solamente
josamicina y nitrendipina a 50 ng/L y doxiciclina a 500 ng/L presentan valores
promedio de recuperacion fuera de rango.

Precision: La precision inter-dia o repetibilidad, se obtuvo calculando la RSD
correspondiente a un minimo de 5 réplicas de cada nivel de concentracion (50
y 500 ng/L). En todos los casos la RSD fue menor o igual al 25%, excepto para
cefalexina a 500 ng/L. Por otro lado, la precision inter-dia se obtuvo calculando
laRSD en 3 dia consecutivos para cada nivel de fortificacién. Todos los valores
de RSD calculados son iguales o inferiores al 25%, excepto para cetirizina a
ambos niveles de concentraciéon y para los antibidticos doxiciclina,
eritromicina y lincomicina. Los resultados de precision se muestran en la Tabla
13.

LOQ: Debido a la complejidad y variabilidad de la matriz, unicamente se
estimo el valor del limite de cuantificacion, a causa del elevado error que se
comete al calcular estos limites en especial en ausencia de blancos. Para los
compuestos presentes en el blanco, se hall6 su concentracion mediante la
técnica de adicion de patron. A partir de la S/N que proporciona dicha
concentracion, se obtuvo una estimacion de la concentracién que proporciona
una S/N de 10 (LOQ). Los compuestos que no estaban presentes en el blanco
se determinaron segun el procedimiento descrito en el apartado 5.6.

Los limites de cuantificacion oscilan entre 1-50 ng/L, presentando la mayoria
de compuestos un LOQ de 50 ng/L. Los resultados se muestran en la Tabla 13.

Efecto matriz: Cuando la ionizacion de los MCO se produce en una fuente ESI,
suele producirse una disminucion de la sefial en matriz con respecto a la sefial
en disolvente, efecto conocido como supresion iénica. Es por ello, que en la
Tabla 13 la mayoria de MCO presentan un efecto matriz negativo.

La mayoria de los compuestos validados no presentan efecto matriz
(EM<|20%]|), aproximadamente un tercio de los compuestos validados
presentan un efecto matriz moderado (|20%|<E.M.<|50%|) y 6 compuestos
presentan un fuerte efecto matriz (E.M>|50%|), entre ellos 3 antibioticos, 1
plaguicida y 2 farmacos.
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Tabla 13. Resultados de la validacion del método

Recuperacién (% Rec)

Precision intra-dia (RSD, %) Precision ir;er-dia (RSD, LOQ
0) EM (%)
Linealidad 50 ng/L 500 ng/L (ng/L)
Compuesto R? % Rec RSD %Rec RSD 50 ng/L 500 ng/L
Farmacos
Acetanilida 0,9997 73 21 96 7 19 1 17 12
Acido fenofibrico 0,9994 99 20 96 7 17 10 -24 5
Acido mefenamico 0,9998 112 9 114 2 14 15 -14 1
Acido niflumico 0,9997 105 5 100 2 12 3 9 3
Acridona 0,9997 102 4 105 6 5 2 17 12
Alfuzosina 0,9999 108 13 111 7 14 6 -15 50
Amisulprida 0,9996 81 11 93 8 13 4 -20 10
Amitriptilina 0,9983 107 12 103 7 11 9 -12 8
Atenolol 0,9996 108 6 91 6 13 6 11 14
Betametasona 0,9990 88 15 95 6 11 4 -16 10
Carbamazepina 0,9991 104 18 83 9 10 7 -23 5
Cetirizina 0,9998 105 11 126 7 31 32 8 21
Ciclofosfamida 0,9973 86 7 107 3 11 6 -28 50
Citalopram 0,9882 82 18 106 6 13 4 -23 13
Clomipramina 0,9999 86 12 107 3 10 7 -18 7
Clotrimazol 0,9998 125 5 98 1 1 1 -4 50
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Diazepam
Difenhidramina
Domperidone
Donepezilo
EDDP
Famotidina
Fenofibrato
Flecainida
Fluoxetina
Ifosfamida
Iminoestilbeno
Indometacina
Labetalol
Lidocaina
Loratadina
Memantina
Mepivacaina
Metadona
Metoclopramida
Metoprolol
Mevastatina

Nadolol

0,9982
0,9984
0,9989
0,9939
0,9997
0,9981
0,9986
0,9939
0,9998
0,9997
0,9995
0,9991
0,9998
0,9999
1,0000
0,9997
0,9999
0,9984
0,9999
0,9997
0,9996
0,9994

85
101
94
85
103
83
95
105
107
85
85
101
95
95
104
108
96
90
100
101
95
83

10

10
11

12

19

10
10
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105
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89
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105
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89
101
102
98
93
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N-desmetilcitalopram

Nitrendipina

N-6xido tramadol

O-desmetiltramadol

Paroxetina
Pentoxifilina
Primidona
Propafenona
Propanolol
Propifenazona
Ranitidina
Salbutamol
Simvastatina
Sotalol
Tamoxifeno
Terbutalina
Trazodona
Triamtereno
Valsartan
Velaflaxina

Verapamil

0,9999
0,9997
0,9999
0,9964
0,9988
0,9998
0,9997
0,9995
0,9999
0,9999
0,9999
0,9997
0,9997
0,9977
0,9999
0,9995
1,0000
0,9981
0,9968
0,9999
0,9988

102
184
102
138
99
88

87
110
97
111
86
87
97
94
99
66
94
81
111
98

22
21

21

11
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=
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100
97
96
83
98
96

104
90

104
93
71
95
89

102
98
93
83
94
74
74
87

11

15

12
21
10
13

12
22

10
10

17
13

12
50
50
50
50
50
50

50

50
50
10
50
50

10
32

10

Plaguicidas




44

Alvaro Jesus Gilabert Belmonte

Acetamiprid
Atrazina
Azoxystrobina
Boscalida
Buprofezin
Carbendazima
Clorfenvinfos
Clorpirifés
Ciantraniliprol
Ciprodinil
Dimetoato
Dimetomorf
Diurén
Espirotetramato
Fenhexamida
Imazalil
Isoproturén
Metalaxil
Metiocarb
Miclobutanil
Oxadiazdn

Pirimicarb

0,9994
0,9989
0,9999
0,9982
0,9984
0,9988
0,9996
0,9991
0,9996
0,9999
0,9993
0,9996
0,9995
1,0000
0,9988
0,9987
0,9996
0,9979
0,9995
0,9994
0,9999
0,9998

80
89
97
91
87
117
80
97
95
93
86
89
81
110
85
106
96
96
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103
102

109
98
96

106
99
91
99
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90

100
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Procloraz 0,9992 91 3 101 3 6 6 4 7
Propamocarb 0,9996 91 5 99 2 11 6 -6 50
Propiconazol 0,9997 101 9 101 3 10 2 4 1
Pirimetanil 0,9985 105 6 102 4 5 0 -1 5
Quinmerac 0,9993 94 5 93 7 3 5 -12 50
Quinoxifen 1,0000 112 10 104 1 16 8 -1 3
Simazina 0,9995 106 4 92 6 12 6 10 10
Tebuconazol 0,9995 85 17 96 4 6 2 -8 3
Terbutrin 0,9989 69 22 90 5 20 6 7 5
Tiacloprid 1,0000 100 6 91 6 14 6 -43 10
Tiabendazol 0,9956 79 8 102 6 23 2 7 2
Antibidticos
Acido nalidixico 0,9998 96 11 97 1 16 18 50
Cefalexina 0,9997 112 8 61 60 15 5 -57 50
Cefotaxima 0,9977 86 14 103 7 20 12 4 50
Clindamicina 0,9987 97 5 94 8 26 4 -5 2
Doxiciclina 0,9999 105 13 145 6 25 43 -10 50
Eritromicina 0,9981 65 20 61 20 46 28 -58 50
Flumequina 0,9999 90 12 82 3 18 14 -15 50
Josamicina 0,9999 56 7 74 11 24 5 -28 10
Lincomicina 0,9997 79 9 78 19 30 5 21 1
Metronidazol 0,9997 97 10 91 10 22 6 -36 50
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Roxitromicina
Sulfadiazina
Sulfametazina
Sulfametizol
Sulfatiazol

Trimetoprim

0,9990
0,9997
0,9996
0,9996
0,9999
0,9999

77
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92
96
90

15

11

12

120
87
91
86
83
78

13
13
10

11

10

22

11
18
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10

11
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14
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10
10
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10
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6.6. Aplicacion a muestras reales

Para determinar y evaluar los niveles de concentracion de los MCO en muestras reales
de agua residual, se analizaron 7 muestras diferentes de agua residual de la EDAR de El
Toyo que fueron colectadas en distintos dias entre los meses de marzo y mayo: 4 de marzo
de 2019 (4/03), 2 de abril de 2019 (2/04), 23 de abril de 2019 (23/04), 29 de abril de 2019
(29/04), 7 de mayo de 2019 (7/05), 13 de mayo de 2019 (13/05) y 21 de mayo de 2019
(21/05).

Para poder cuantificar aquellos compuestos que presentan una concentracion superior
al rango lineal validado, se llevaron a cabo diluciones tanto de la recta de calibrado como
de las muestras. En la Tabla 14, se muestran los resultados del analisis de muestras reales.

Tabla 14. Resultados del analisis de muestras reales en ng/L.

Compuesto 4/03 2/04  23/04 29/04 7/05  13/05 21/05
Acido mefenamico <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 10
Acridona 53 119 68 91 43 51 1125
Amisulpride 82 222 37 20 39 64 232
Atenolol <LOQ 54 48 78 35 56 80
Carbamazepina 32 77 76 109 57 100 116
Cetirizina 191 424 408 575 292 578 677
Citalopram 82 178 163 187 130 192 235
Diazepam 9 14 <LOQ 12 <LOQ 11 16
Diphenhidramina 24 43 40 45 34 36 35
EDDP 37 75 83 94 61 80 46
Acido fenofibrico 22 49 28 19 14 12 17
Flecainida 36 269 141 305 319 425 676
Fluoxetina 39 37 37 <LOQ <LOQ <LOQ 147
Iminostilbene <LOQ <LOQ <LOQ 114 108 135 118
Indometacina 16 32 26 34 22 26 22
Lidocaina 57 114 110 129 84 112 123
Memantina 32 109 54 89 67 90 120
Mepivacaina 12 26 19 23 10 30 21
Metadona 32 61 60 69 53 51 52
Metoclopramida 18 33 27 22 27 29 20
N-Desmetilcitalopram 87 142 112 135 105 117 85
O-Desmetilltramadol 408 961 927 1149 553 1055 1512
Propanolol 23 48 32 54 36 34 44

Propafenona 10 14 12 12 10 13 7
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Ranitidina 72 133 99 128 35 95 105
Sotalol 42 83 67 83 20 48 73
Trazodona 27 47 44 50 38 45 58
Valsartan 158 302 365 340 260 287 222
Velafaxina 172 382 324 375 244 308 269
Acetamiprid 47 80 62 72 59 143 10
Azoxistrobina 38 70 41 53 42 36 13
Boscalida 261 619 212 274 245 194 148
Carbendazima 46 106 42 45 63 120 64
Clorpirifos 97 111 58 50 53 53 57
Ciprodinil <LOQ <LOQ <LOQ 20 <LOQ <LOQ 29
Diurén 95 223 59 105 109 76 174
Fenhexamida <LOQ 80 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Isoproturén <LOQ 12 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 22
Propiconazol 15 30 8 <LOQ 10 <LOQ 4
Pirimetanil 45 68 50 53 43 35 34
Tebuconazol 43 84 26 25 32 28 24
Terbutrin 34 72 85 98 66 93 98
Tiabendazol 7 31 27 8 <LOQ 29 89
Clindamicina <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 30
Lincomicina 35 37 44 37 129 36 10

Los resultados muestran la presencia de un gran nimero de MCO (46) en el agua
residual, lo que verifica el ineficiente tratamiento del agua residual que se lleva a cabo en
las EDAR convencionales.

Cabe destacar la presencia de los MCO mas concentrados como: O-desmetiltramadol,
presente a mas de 1000 ng/L los dias 29/04, 13/05 y 21/05, valsartan cuya concentracion
oscila entre 158-365 ng/L o velflaxina, que oscila entre 172-375 pg/L. La abundancia de
estos compuestos se justifica debido a la cercania de un hospital a la EDAR de EI Toyo.
El resto de compuestos presentan concentraciones muy similares entre los distintos dias,
aunque hay excepciones como la lincomicina, que presenta una concentracion de 129
ng/L el dia 7/05 mientras que el resto de dias no supera los 50 ng/L. Esto puede ser
explicado por la variabilidad de los efluentes, o puede ser un indicador de los habitos de
consumo de la poblacion.

En la revision bibliografica realizada, solo se han encontrado dos articulos que
emplean el método QUEChERS para la extraccion de MCO en agua residual, seguido de
un posterior analisis mediante LC-MS/MS. En el caso de Lozowicka B. et al.?® analizan
28 plaguicidas en agua residual, de los que acetamiprid, tebuconazol y tiacloprid también
estan presentes en nuestro método. En dicho estudio, se analizaron 30 muestras de agua
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residual entre Junio-Octubre durante los afios 2014-2015. Se detecté a niveles
relativamente bajos acetamiprid a 70 ng/L y tiacloprid a 40 ng/L, excepto tebuconazol a
concentraciones mas elevadas (1200 ng/L). En nuestro caso, acetamiprid fue cuantificado
alrededor de 70 ng/L todos los dias excepto el 13/05y 21/05. Por el contrario, tebuconazol
estuvo presente a concentraciones mas bajas, que oscilan entre los 24-84 ng/L. No se
detecto tiacloprid en las muestras reales analizadas en este estudio.

Por otro lado, Kachhawaha A.S. et al.?® realiza una extraccion tipo QUEChERS para
el analisis de 19 farmacos y productos de higiene personal, entre los cuales destacan
valsartan, atenolol, propanolol, carbamazepina, eritromicina, fluoxetina y trimetoprim.
En agua superficial se detectaron atenolol y carbamazepina entre otros, a concentraciones
que oscilan entre 100-1400 ng/L. Estos dos compuestos también fueron detectados en
agua residual, a concentraciones comprendidas entre 100-13400 ng/L. En nuestro caso
atenolol fue detectado en todas las muestras menos una, en concentraciones que oscilan
entre 48-80 ng/L, carbamazepina fue detectada en todas las muestras, a concentraciones
entre 32-115 ng/L.

El método multirresiduo desarrollado muestra la capacidad para analizar MCO en agua
residual satisfactoriamente. Ademas, la presencia de estos MCO en el agua residual
demuestra la ineficiencia del tratamiento convencional de aguas residuales.

7. CONCLUSIONES

e Se ha desarrollado y validado un método para la extraccion de 108 MCO en
agua residual, basado en una extraccién tipo QUEChERS seguida de un analisis
mediante LC-QqLIT-MS/MS.

e Se ha optimizado la etapa de extraccion, seleccionando las sales acido citrico
monohidrato y citrato trisédico dihidrato como Optimas para favorecer la
extraccion de MCO.

e Se ha optimizado la etapa de clean-up, eligiendo el adsorbente Z-sep como
mejor opcidn, en base a un compromiso entre eliminacion de interferencia de
matriz y recuperaciones maximas.

e Se ha validado el método de extraccion obteniendo buenos resultados en los
distintos parametros validados, con recuperaciones superiores al 60% excepto
para josamicina. Los limites de cuantificacion estan comprendidos entre 1-50
ng/L

e Laaplicacion del método desarrollado al analisis de muestras de agua residual
reales procedentes de la EDAR de ElI Toyo, se ha llevado a cabo
satisfactoriamente.

e Los resultados obtenidos a raiz del analisis de muestras reales, manifiestan la
presencia de MCO en agua residual, en concentraciones que oscilan entre los
4 ng/L de propiconazol hasta los 1149 ng/L del O-desmetiltramadol. Por ello,
es necesario una mejora en el tratamiento de aguas residuales convencional que
permita el posterior uso del agua residual tratada con garantias.
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9. ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

Estaciones depuradoras de agua residual (EDAR)
Microcontaminantes organicos (MCO)

Disruptores endocrinos (endocrine disrupting chemicals, EDC)
Organizacién mundial de la salud (OMS)

Agencia de proteccion del medio ambiente (environmental protection agency,
EPA)

Directiva marco del agua (water framework directive, WFD)
Sustancias prioritarias (priority substances, PS)
Sustancias peligrosas (priority hazardous substances, PHS)

Contaminantes de preocupacion emergente (contaminants of emerging
concern, CEC)

Ley de agua limpia (clean water act, CWA)

Extraccion en fase solida (solid phase extraction, SPE)

Extraccion liquido-liquido (liquid-liquid extraction, LLE)

Fabric pase sorptive extraction (FPSE)

Microextraccion en fase sélida (solid phase microextraction, SPME)
SPE secuencial (sequential solid phase extraction, SSPE)
Cromatografia de liquidos (lilquid chromatography, LC)
Cromatografia de gases (gas chromatography, GC)

Espectrometria de masas (mass spectrometry, MS)

Tiempo de vuelo (time of flight, TOF)

Cromatografia liquida de interaccion hidrofilica (hydrophilic interaction liquid
chromatography, HILIC)

Detector de captura electrénica (electron capture detector, ECD)

Monitorizacidén de reacciones seleccionadas (selected reaction monitoring,
SRM)

Espectrometria de masas de alta resolucion (high resolution mass
spectrometry, HRMS)

Politetrafluoroetileno (PTFE)
POCIS (polar organic chemical integrative sampler)

QUEChERS (acronimo en inglés de Quick, easy, cheap, effective, rugged and
safe)
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- Desviacion estandar relativa (relative standard deviation, RSD)
- Calibracion adicion de estandar (standard addition calibration, SAC)
- Calibracion en matriz (matrix-matched calibration, MMC)

- Extraccién por adsorcion sobre barra agitadora (stir bar sorptive extraction,
SBSE)

- Extraccién liquida presurizada (presurized liquid extraction, PLE)

- Qasis hydrophilic lipophilic balance (Oasis HLB)

- Extraccién en fase solida dispersa (dispersive SPE, d-SPE)

- Carbdn negro grafitizado (graphitize carbon black, GCB)

- Detector de nitrégeno-fésforo (nitrogen phosphorus detector, NPD)
- Detector de ionizacion de llama (flame ionization detector, FID)

- Analizador hibrido de triple cuadrupolo (QqQ)

- Analizador hibrido triple cuadrupolo-trampa lineal de iones (QqLIT)
- Espectrometria de masas en tandem (MS/MS)

- Cromatografia de liquidos acoplada a un analizador hibrido triple cuadrupolo-
trampa lineal de iones (LC-QqLIT)

- Cromatografia de liquidos de alta resolucion (high performance liquid
chromatography, HPLC)

- Cromatografia de liquidos de ultra alta eficacia (ultrahigh-performance liquid
chromatography, UHPLC)

- lonizacién a presion atmosférica (atmospheric pressure ionization, API)

- lonizacion por electronebulizacion o electrospray (electrospray ionization,
ESI)

- lonizacion quimica a presion atmosférica (atmospheric pressure chemical
ionization, APCI)

- lonizacion por electrospray/desorcion (desorption electrospray ionization,
DESI)

- Analisis directo en tiempo real (direct analysis in real time, DART)

- lonizacidn electronica (electron ionization, El)

- Gas cortina (curtain gas, CUR)

- Monitorizacién de mdaltiples reacciones (multiple reaction monitoring, MRM)
- Enhanced product ion (EPI)

- Enhanced multiply charged (EMC)

- Collisionally activated dissociation (CAD)

- Declustering potential (DP)

- Potencial de enfoque (focusing potential, FP)

- Potencial de entrada (entrance potential, EP)

- Potencial de entrada de la celda de colision (cell entrance potential, CEP)
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Potencial de salida de la celda de colision (cell exit potential, CXP)
Energia de colision (collision energy, CE)

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
2-etiliden-1,5-dimetil-3,3-difenil-1-pirrolidina (EDDP)

Efecto matriz (EM)

Limites de cuantificacion (limits of quantification, LOQ)
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ANEXOS






ANEXO 1: Parametros de operacion del LC-QgLIT-MS/MS
Tabla A.1.1. Parametros de operacion del LC-QqLIT-MS/MS para la determinacion de MCO en agua residual

lon SRM1 CXP,  SRM2

) CXP;
Compuesto Tr (min) pre(cI:Du;)sor DP (V) (Da) EP: (V) CEi(V) V) (Da) EP, (V) CE:(V) V)
Farmacos
4-AA 6.20 204.2 45 56.2 5 30 2 159.2 5 16 2
4-FAA 6.98 232.2 60 77 5 50 2 214.2 5 18 2
Acetanilida 8.18 136 70 94 10 24 15 77 11 40 10
Acido fenofibrico 11.00 319.1 65 233.1 5 22 2 139.1 5 42 2
Acido mefenamico 11.75 242.2 36 224.2 5 34 2 180.2 5 53 2
Acido niflimico 11.41 282.9 70 265.2 13 30 14 145.1 8 58 7
Acridona 9.50 196.1 125 167 10 48 11 166 10 61 15
Alfuzosina 7.38 390.3 50 235.1 12 40 12 156.1 12 37 10
Amisulprida 6.43 370.3 80 242.1 12 39 14 196 12 55 10
Amitriptilina 9.05 278.4 30 233.1 5 22 2 91.2 5 35 2
Antipirina 7.65 189.2 48 77.1 5 51 2 104.1 5 32 2
Atenolol 5.67 267.3 70 145.2 5 35 2 190.2 5 27 2
Betametasona 9.83 393.3 70 373.1 10 13 20 355 11 18 20
Carbamazepina 9.45 237.2 80 194.3 5 25 2 192.1 5 35 2
Cetirizina 9.43 389.4 48 201 12 30 12 166.2 12 55 8
Ciclofosfamida 8.85 261.2 40 140 12 23 12 233.2 8 30 8
Citalopram 8.04 325.3 100 109.1 5 30 2 232.1 5 25 2
Clomipramina 9.30 315.2 40 86.1 5 27 2 58.1 5 60 2
Clotrimazol 9.24 344.9 30 165 5 43 2 277.3 5 15 2
Cotinina 3.64 177 45 80 5 36 2 98 5 26 2
Diazepam 10.43 285.2 100 154.2 12 36 10 193.2 12 42 10
Difenhidramina 8.35 256.4 40 167.2 12 21 9 152 12 50 7
Domperidone 7.72 426.2 37 147.1 11 55 7 175 12 35 10
Donepezilo 7.68 380.4 65 91 12 63 9 151.1 14 40 8



EDDP
Famotidina
Fenofibrato

Flecainida
Fluoxetina
Ifosfamida
Iminoestilbeno
Indometacina
Ketorolaco
Labetalol
Lidocaina
Loratadina
Memantina
Mepivacaina
Metadona
Metoclopramida
Metoprolol
Mevastatina
Nadolol
N-desmetilcitalopram
Nitrendipina
N-6xido tramadol
O-Desmetiltramadol
Paroxetina
Pentoxifilina
Primidona
Propafenona
Propanolol
Propifenazona
Ranitidina

8.31
S5.77
11.90
8.01
8.86
8.62
9.46
10.96
9.83
7.66
6.97
10.73
8.32
7.06
8.75
7.06
7.15
11.39
6.59
8.06
10.57
7.28
6.47
8.60
8.12
8.18
8.64
8.04
9.48
5.68

278.6
338
361.2
415.2
310.3
261.1
194
358.2
256.2
329.1
235
383.1
180.3
247.4
310.2
300
268.2
391.3
310.2
311.3
361
280.4
250.3
330.3
279
219.2
342.4
260
231.3
315.3

30
25
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30
60
38
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32
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28
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38
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189.3
233.1
398.1

44.2

91.9

179
139.1
105.1
311.2

86
337.3
163.1

98.1
265.1

184
116.2
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135.1
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Salbutamol 5.62 240.3 44 148.2 5 26 2 222.2 5 14 2
Simvastatina 11.98 419.1 45 285.3 5 15 2 199.1 5 15 2
Sotalol 5.56 273.3 45 255.2 6 14 2 133.2 6 37 2
Sulpirida 5.59 342.3 47 112 11 34 15 214.1 12 48 11
Tamoxifeno 9.93 372 50 72 10 32 8 70 8 75 10
Telmisartan 9.26 5155 40 276.2 12 60 7 497.3 12 47 11
Terbutalina 5.61 226.3 47 152.2 5 20 2 107.1 5 40 2
Trazodona 7.63 372.4 73 148.1 12 48 8 176 12 35 10
Triamtereno 7.00 254.6 29 238.1 12 39 12 168.1 12 47 10
Valsartan 10.28 436 100 207 7 37 11 291.2 7 23 6
Velaflaxina 7.88 278.4 50 58.1 5 45 2 260.4 5 15 2
Verapamil 8.22 455.5 52 303.3 10 36 8 260 12 41 14
Plaguicidas
Acetamiprid 8.01 223 100 126 10 30 4
8.01 225.3 50 128 13 25 7
Aclonifen 11.19 265 182 248 11 28 14 182 8 38 9
Atrazina 10.00 216 100 174 13 25 10
10.00 218 40 176 8 25 10
Azoxystrobina 9.99 404.1 100 372.2 10 20 10 329 10 42 6
Boscalida 10.28 343.1 100 307 12 31 12 140 11 30 10
Buprofezin 11.75 306 20 201 11 17 5 116 13 22 6
Carbendazima 6.72 192.3 100 160.1 10 27 4 132.2 10 41 4
Clotianidina 7.84 250.1 75 132 8 23 7 169.2 11 17 9
Clorantraniliprol 9.94 484 65 453 12 30 10 286 12 30 11
Clorfenvinfos 11.02 359.1 60 99 10 50 6 155 8 18 10
Clorpirifés 12.23 352 55 97 10 55 7
12.23 350 96 197.9 10 26 6
Ciantraniliprol 9.37 475 50 286 12 20 7 444 12 25 12
Ciprodinil 10.88 226 120 77 12 63 9 93 12 80 9
Dimetoato 8.17 230 100 199.1 10 13 4 125.1 10 28 4



Dimetomorf 10.30 388 100 301 10 30 8 165 10 45 8
Diurén 10.11 233 60 72 7 50 12
10.11 235 110 72 6 36 10
Espirotetramato 10.50 374.2 85 216.1 12 48 11 302.2 10 25 7
Fenhexamida 10.55 302 80 97 14 30 12 55 8 60 7
Imazalil 8.75 297 80 159 12 31 8 255 12 25 7
Imidacloprid 7.66 256.1 100 175.1 10 27 4 209.2 10 25 4
Isoproturdn 9.95 207 60 72 8 25 12 165 8 20 10
Metalaxil 9.83 280 85 220 12 20 12
9.83 280.1 100 220 12 19 9
Methiocarb 10.39 226 44 169 14 13 9 121 9 25 6
Miclobutanil 10.44 289.2 100 70.2 10 36 4 125.1 10 44 4
Oxadiazon 11.92 345 150 303 9 20 8 220 9 29 12
Pirimicarb 8.35 239 100 72.1 10 38 4 182.1 10 23 4
Procloraz 10.97 376.1 80 308 10 18 4 266 10 23 4
Propamocarb 6.19 189.1 29 101.9 10 25 4 144.1 10 16 4
Propiconazol 11.10 342.1 100 159 10 45 12 69 13 25 10
Pirimetanil 10.22 200.1 246 107 12 33 6 82.1 8 35 7
Quinmerac 8.61 222 47 204 10 25 12 141 13 45 10
Quinoxifen 12.31 308 300 197 12 49 5 162 12 61 8
Simazina 9.44 202.1 45 132 5 26 2 124.2 5 23 2
Tebuconazol 11.01 308 80 70 7 50 11
11.01 310 80 70 10 63 10
Terbutrin 10.11 242 100 186 13 27 10 68 12 60 4
Tiacloprid 8.34 253 80 126 11 28 7 89.9 5 53 10
Tiabendazol 7.26 202 150 131.1 10 47 11 175.1 10 47 11
Antibioticos
Acido nalidixico 9.33 233.2 45 187 10 35 12 104 10 55 11
Cefalexina 6.81 348 60 158.1 12 13 8 106.1 12 51 14
Cefotaxima 7.08 456.1 40 324.1 5 15 3 396.1 5 10 2



Claritromicina
Clindamicina
Doxiciclina
Eritromicina
Flumequina
Josamicina
Levofloxacino
Lincomicina
Metronidazol
Oxitetraciclina
Roxitromicina
Sulfadiazina
Sulfametazina
Sulfametizol
Sulfametoxazol
Sulfapiridina
Sulfatiazol
Trimetoprim

8.97
8.01
8.10
8.57
9.46
8.89
6.67
6.41
6.41
6.93
9.04
6.44
7.16
7.10
7.46
6.56
6.48
6.46

748.4
425.2
445.3
734.6
262.3
828.6
362.1
407.1
1721
461.3
837.5
251.2
279
271.1
254.2
250.1
256.2
291.3

45
80
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58
50
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35
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40
42
80
47
47
45
45
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