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1. Objetivos
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Este Trabajo Fin de Master se engloba dentro del proyecto de investigacion “Hidrolisis
térmica de lodos: Integracion eficiente de agua, energia y agricultura”, en el que se
estudia, como mejor alternativa medioambiental, el empleo de lodos de las Estaciones
Depuradoras de Aguas Residuales urbanas (EDAR) como posibles abonos en

sustitucion de los fertilizantes quimicos.

La aplicabilidad de los lodos de EDAR como abono radica en una linea de tratamiento
que logre la calidad exigida. Para ello, un tema de creciente interés y que se aborda de
manera especifica en el presente proyecto, es el hecho de que existen numerosos
contaminantes organicos de uso habitual tanto en los hogares como en lugares publicos,
que no han sido considerados en el disefio y operacion de los procesos de depuracion
(tales como productos de limpieza y de desinfeccién, farmacos, pinturas, hidrocarburos,
etc) y que pueden suponer un riesgo especial para el medio ambiente, por lo que deben

estar ausentes y por tanto eliminarse adecuadamente.

Un estudio realizado por la EPA (US Evironmental Protection Agency) en 2001 puso de
manifiesto que algunos nuevos biocidas y desinfectantes presentan una importante

capacidad de sorcidon, observandose elevadas concentraciones en lodos.

Por tanto, el estudio de los denominados contaminantes emergentes se ha convertido en
objetivo prioritario para la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y para la
Agencia de Proteccién Medioambiental (EPA). Es necesario desarrollar métodos
analiticos que sean muy selectivos y con elevada sensibilidad para conseguir una

determinacion optima de estos compuestos.

En consonancia con lo mencionado anteriormente, los objetivos que se plantean en este

Trabajo Fin de Master son los siguientes:

= Identificar y cuantificar los contaminantes emergentes (PPCPs) de interés, que
se relacionan en la Tabla 1.1.1, en muestras de lodos, desarrollando diferentes

técnicas fisicas y quimicas para su analisis.
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Tabla 1.1.1. Contaminantes emergentes de interés

Clasificacion Contaminantes emergentes (CE)

Ibuprofen (IBP)
Naproxen (NPX)
Diclofenac (DCF)
Carbamazepine (CBZ)
Propranolol (PNL)

Productos farmacéuticos

. Methylparaben (MP)

. Ethylparaben (EP)

. Propylparaben (PP)

. Bisphenol A (BPA)

. 4-tert-octylphenol (OP)
. 4-nonylphenol (NP)

" Triclosan (TCS)

Productos de cuidado personal

Optimizar los métodos de analisis. Para la aplicacion rutinaria de los métodos de
analisis es necesaria la optimizacion de pardmetros experimentales (cantidad de
muestra solida, volumen de disolvente, cantidad de reactivos, tiempos de
extraccion...). Con este fin se realizaran distintas experiencias para determinar

los parametros experimentales que més influyen y optimizar su valor.

Desarrollar y validar los procedimientos analiticos para el analisis de los
contaminantes emergentes mediante la técnica de cromatografia de gases-
espectrometria de masas (GC-MS), haciendo hincapié tanto en la preparacién de

muestra como en el analisis y deteccion de dichos contaminantes emergentes.

Evaluar la calidad de las aguas de una planta piloto (Departamento de Ingenieria
Quimica y Tecnologia de Medio Ambiente), puesta en marcha previa limpieza y
acondicionamiento, mediante la identificacion y cuantificacion de contaminantes

emergentes aplicando la metodologia desarrollada.




2. Introduccion



Andlisis de contaminantes emergentes de efluentes de la EDAR de Valladolid

2. INTRODUCCION

2.1. Contaminantes emergentes

El agua es un recurso natural, escaso e indispensable para la vida humana que ademas
permite la sostenibilidad del medio ambiente. Constituye una parte esencial de todo el
ecosistema. Una reduccion del agua disponible ya sea en cantidad, en calidad o en ambas,

provoca efectos negativos graves sobre los ecosistemas.

El medio ambiente tiene una capacidad natural de absorcién y de autolimpieza, sin
embargo, si se sobrepasa, la biodiversidad se altera, los medios de subsistencia
disminuyen, las fuentes naturales de alimentos (como los peces) se deterioran y se generan

costes de limpieza extremadamente elevados.

El agua es un recurso limitado que debido al aumento del desarrollo y de la
industrializacion esta siendo cada vez mas deteriorado. Se ha ido aumentando la
produccién de productos quimicos y con ello, un aumento de compuestos potencialmente

peligrosos para el medio ambiente y para la salud humana (Bolong et al., 2009).

En un estudio reciente sobre el agua potable en paises desarrollados se observd que un
5,8% de la poblacion estaba expuesta a aguas cuya calidad no estaba conforme con los
estdndares de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (ONU, Marzo 2009). La
creciente demanda de agua y el descubrimiento continuo de nuevos contaminantes
potencialmente peligrosos dejan clara la necesidad de seguir investigando en todas aquellas
areas que puedan contribuir a proteger la salud humana y al medio ambiente.

Las aguas residuales pueden tener diferentes origenes, siendo las fuentes mas comunes, el
origen agricola o ganadero (resultado del riego y de otras labores como la limpieza
ganadera), el origen doméstico (provienen de nucleos urbanos), el origen pluvial (se
origina por el arrastre de la suciedad que encuentra a su paso el agua de lluvia) o el origen

industrial (debido a los procesos industriales).

Durante las ultimas décadas, la comunidad cientifica ha centrado sus esfuerzos en el
estudio de los contaminantes quimicos cuya presencia en el medio ambiente esta regulada
en las distintas legislaciones, contaminantes en su mayoria apolares, toxicos, persistentes y
bioacumulables, como los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHSs), los

policlorobifenilos (PCBs) o las dioxinas. Sin embargo, en los ultimos afios, el desarrollo de
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nuevos y mas sensibles métodos de analisis han permitir alertar de la presencia de otros

contaminantes, potencialmente peligrosos, denominados “contaminantes emergentes”.

Estos contaminantes emergentes (0 microcontaminantes) son compuestos de diverso origen
y naturaleza quimica, cuya presencia y consecuencias en el medio ambiente han pasado
inadvertidas hasta hace poco tiempo. Se encuentran presentes en las aguas a bajas
concentraciones (ng.L ™" a pg.L™") y se consideran perjudiciales para el medio ambiente y la
salud humana porque pueden causar diversos efectos en los organismos, como toxicidad

cronica, disrupcion endocrina y bioacumulacion (Virkutyte et al., 2010).

La caracteristica de estos grupos de contaminantes es que no necesitan estar
constantemente en el ambiente para causar efectos negativos, puesto que sus altas tasas de
transformacion se pueden compensar por su introduccion continua en el ambiente (Barcelo
& Ldpez de Alda, 2008). Se ha establecido que estos compuestos entran en el ambiente a
través de algunas fuentes y vias, tales como aguas residuales de tipo doméstico e industrial
(Daughton, 2004; Fent et al., 2006), residuos de las plantas de tratamiento (Kolpin et al.,
2002), efluentes hospitalarios (Kimmerer, 2001) y actividades agricolas y ganaderas
(Watanabe et al., 2010).

Se consideran contaminantes emergentes debido a que no se encuentran aun regulados o
estan siendo sometidos a un proceso de regulacion (Barceld6 & Lopez de Alda, 2008).
Dichos compuestos comprenden una amplia gama de compuestos quimicos como
productos farmacéuticos, productos de cuidado e higiene personal, agentes tensoactivos,

plastificantes o aditivos industriales.

Con los avances en las técnicas para detectar y cuantificar productos quimicos a niveles de
trazas, estos compuestos pueden ser identificados y cuantificados en bajas concentraciones,
con el propédsito de estudiar los efectos que tienen sobre el medio ambiente y la salud

humana.

Los estudios realizados han demostrado que existe una relacién entre la exposicion a estos
contaminantes y variaciones en el metabolismo, problemas en el crecimiento y fertilidad o
la feminizacién en varios tipos de organismos (Pal et al., 2010; Jackson & Sutton, 2008).
Debido a la importancia de los efectos sobre actividades hormonales, los estudios sobre los

efectos en humanos han ido en aumento, encontrando relaciones entre la exposicion
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durante el embarazo o a edades tempranas y diversos efectos sobre el desarrollo de 6rganos

que pueden crear efectos permanentes (Lyche et al., 2011).

Uno de los principales problemas de este tipo de contaminantes se encuentra en que las
actuales plantas de tratamiento de aguas residuales no consiguen eliminarlos debido a que
se encuentran disefiadas para eliminar la materia organica y nutrientes en mayores
concentraciones (g.L™). Por ello, los contaminantes emergentes se encuentran presentes en
aguas superficiales, aguas subterrdneas y agua de consumo humano. Ademas, la
degradacion primaria de algunos de estos compuestos en las plantas de tratamiento de
aguas residuales o en el propio ambiente, genera productos mas persistentes y de mayor
peligrosidad (Giger et al., 1984).

Para conseguir eliminar estos contaminantes se estdn estudiando tratamientos fisico-
quimicos, tratamientos bioldgicos y procesos hibridos para disefiar plantas de tratamiento
de agua que permitan erradicarlos. La realizacion de estudios realizados en diversas plantas
de tratamiento de aguas residuales urbanas (EDARS), determinaron un aumento de los
vertidos de farmacos y plaguicidas, entre otros compuestos, a nuestras aguas, compuestos
que llegan, al no ser eliminados, finalmente a nuestros rios (Gros et al., 2007; Barcel6é &
Lopez de Alda, 2008). De este modo queda totalmente justificada la necesidad de
implementar en las EDARS nuevos procedimientos que permitan la eliminacion de estos

contaminantes de las aguas de consumo.

. ‘ tSpi Medicamentos de
Medicamentos thio Wpihe g
= consumo humano
de uso animal ¢ ~
Excrecion (efluente Excrecion de Disposicion de
v de hospitales) hogares farmacos no utilizados
Excrecion 1 1 / ¥ N
T Aguas residuales ’ Residuos domeésticos || |ncineracion
= ¥ H
Reutilizacién de 1 :
L aguas residuales | Vertedero ‘ A4

...... A Plantas de tratamiento
= - : de aguas residuales |
™ gt 3 g s
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.................................................

Agua potable

Figura 2.1.1. Ruta de exposicion de los PPCPs en las aguas residuales y en el medio

acuatico
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La lista de contaminantes emergentes incluye una amplia variedad de productos de uso
diario con aplicaciones tanto industriales como domésticas. Dentro de esa variedad de
contaminantes organicos encontramos los farmacos y los productos de cuidado personal
(PPCPs “pharmaceutical and personal care products”), un amplio grupo de compuestos
quimicos empleados en el cuidado de la salud humana y animal. Los PPCPs engloban una
amplia variedad de sustancias quimicas que se diferencian en su estructura, funcion y
propiedades (Daugthon and Ternes, 1999). Este grupo incluye a los medicamentos
prescritos, productos de limpieza, cosméticos, fragancias y hormonas tanto sintéticas como

naturales.

Los farmacos son los contaminantes emergentes que mas interés ha suscitado y han sido
objeto de estudios mas exhaustivos, cogiendo fuerza en la década de los 90. Debido a sus
propiedades fisico-quimicas y a las caracteristicas de los suelos, estas sustancias pueden
alcanzar aguas subterrdneas, contaminando los acuiferos o permanecer retenidas en los
suelos. El control de los productos farmacéuticos es muy complejo, su origen no radica en
las industrias dedicadas a su produccion que se encuentran perfectamente reguladas y
controladas, sino en el uso por parte de las personas que vierten constantemente farmacos y
restos de los mismos, haciendo que sea algo casi imposible de controlar (Barcel6 & Lopez
de Alda, 2008).

Los farmacos mas prescritos en medicina son los analgésicos/antiinflamatorios, tales como
ibuprofeno, diclofenaco, y los antiepilépticos, sin olvidarse que el uso de productos
farmacéuticos en veterinaria, agricultura, ganaderia y avicultura ha ido aumentando en los
ultimos afios (Barcel6 & Lopez de Alda, 2008).

A continuacién, se muestra la clasificacién de contaminantes emergentes que queremos
identificar en las muestras de fango mixto espesado de la EDAR (estacion depuradora de

aguas residuales) en Valladolid.

10
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Tabla 2.1.2. Contaminantes emergentes de interés

Contaminantes emergentes e
PPCPs Clasificacion
(CE)

= lbuprofen (IBP)

= Naproxen (NPX) Analgésico /Antiinflamatorio
Productos = Diclofenac (DCF)
farmacéuticos
= Carbamazepine (CB2) Neurofarmaco
= Propranolol (PNL) Antihipertensivo

Contaminantes emergentes e,
PPCPs Clasificacion
(CE)

= Methylparaben (MP)
= Etylparaben (EP)
= Propylparaben (PP)

Parabeno

Productos de cuidado = 4-tert-Octylphenol (OP)

personal = 4-Nonylphenol (NP) Disruptor endocrino
= Bisphenol A (BPA)
= Triclosan (TCS)

2.1.1. Legislacion

El rapido crecimiento de la poblacion y el incremento de las actividades agricolas e
industriales conllevan como resultado un aumento de la produccién y la demanda de agua,
asi como de la produccién de aguas residuales. En consecuencia, los recursos hidricos
estan cada vez mas expuestos a la contaminacion por diferentes fuentes, como fugas en las
redes de alcantarillado y fosas sépticas, aplicacion de fertilizantes en los campos agricolas,
vertido de residuos de forma intencional o involuntaria y efluentes de aguas residuales.

En los altimos afios, un gran nimero de contaminantes se han encontrado en todo el mundo
en aguas superficiales y subterraneas. La presencia de estas sustancias aumenta la
preocupacion cuando se utiliza el agua para la produccion de agua potable, y entre estos

contaminantes se encuentran los denominados contaminantes emergentes.

11
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Segun define la Directiva 2013/39/UE, los contaminantes emergentes son aquellos que en
la actualidad no estan incluidos en los programas de seguimiento sistematico de la Union
Europea, pero que suponen un importante riesgo, lo cual exige su regulacion, dependiendo
de los efectos ecotoxicologicos y toxicoldgicos, y de sus niveles en el medio acuético.
Aunque las concentraciones en el medio ambiente son bastante bajas, oscilando entre ng/L

y ug/L, una exposicion continua puede dar lugar a efectos potencialmente nocivos.

En el contexto europeo, la calidad de las aguas superficiales y las aguas subterraneas esta
regulada por la Directiva Marco del Agua (Directiva 2000/60/UE), y posteriores
modificaciones, la Directiva 2008/105/UE y la Directiva 2013/39/UE. Estas directivas
exigen el monitoreo de contaminantes organicos "prioritarios” en el medio ambiente
acudtico, tales como ciertos plaguicidas y sus productos de degradacién, disolventes
clorados, hidrocarburos aromaticos policiclicos, subproductos de desinfectantes,
compuestos organicos volatiles y biocidas. Sin embargo, debido a la falta de informacion
sobre la toxicidad y los impactos ambientales, un gran ndmero de contaminantes,
especialmente los compuestos organicos, no estan incluidos en la lista de los productos
quimicos a vigilar, por lo tanto, el nUmero de compuestos que son regulados actualmente

por la legislacion es probable que aumente.

La Directiva 2000/60/CE establece un marco comunitario de actuacion en el ambito de la
politica de aguas, considera el agua no como un bien comercial como los demas, sino un
patrimonio que hay que proteger, defender y tratar como tal. Se hace necesario interrumpir
o0 reducir progresivamente la contaminacién por vertido, emision o pérdida de sustancias
peligrosas prioritarias, entendiendo como tal aquellas sustancias o grupos de sustancias
toxicas, persistentes y que pueden causar bioacumulacion, asi como otras sustancias o
grupo de sustancias que entrafian un nivel de riesgo analogo y que a la hora de
determinarlas se debe tener en cuenta el principio de cautela, en particular al determinar los
efectos potencialmente negativos que se derivan del producto y al realizar la evaluacion
cientifica del riesgo.

Destacar que el objetivo final de esta importante directiva en materia de calidad de aguas,

es establecer un marco para la proteccion de las aguas superficiales continentales, las aguas

12
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de transicion, las aguas costeras y las aguas subterraneas que prevenga todo deterioro

adicional, proteja y mejore el estado de los ecosistemas acuéticos.

2.1.2. Productos farmacéuticos y de cuidado personal (PPCPs)

Los farmacos son productos quimicos naturales o sintéticos que se encuentran en
medicamentos con prescripcion humana o veterinaria. Estos compuestos se caracterizan
por tener ingredientes activos con efectos farmacologicos que aportan beneficios

significativos.

La presencia de productos quimicos farmacéuticos en el medio acuatico, como se ha
mencionado anteriormente, es reconocida como una preocupacion. Las vias principales de
productos farmacéuticos en el medio ambiente son a través de la excrecion humana, la
eliminacién de los productos no utilizados y por el uso agricola. Una amplia gama de
productos farmacéuticos se ha detectado en aguas superficiales y subterraneas, asociada
con la eliminacion de las aguas residuales. Estos residuos farmacéuticos son transportados
al ciclo del agua por diferentes rutas: las plantas de tratamiento de aguas residuales actuan
como una puerta de entrada de estos productos a los cuerpos de agua, porque muchos de
estos compuestos no son realmente retenidos en sus procesos y, ademas, porque muchos

residuos farmacéuticos veterinarios son descargados directamente al ecosistema.

Lo que ha despertado una mayor preocupaciéon con respecto a estos farmacos ha sido el
hallazgo de algunos de ellos (como ibuprofen, diclofenac, carbamazepine o clofibric acid)
en aguas potables (Bedner M, Maccrehan WA, 2006).

Segun las propiedades fisico-quimicas de los farmacos, sus metabolitos, productos de
degradacidn, y las caracteristicas de los suelos, estas sustancias pueden llegar a alcanzar las
aguas subterraneas y contaminar los acuiferos o bien quedar retenidas en el suelo y
acumularse pudiendo afectar al ecosistema y a los humanos a través de la cadena trofica.

Los productos de cuidado personal representan una amplia variedad de miles de
sustancias quimicas que son producidos para uso directo sobre el cuerpo humano por
razones de salud o cosméticas. En general, estos productos estan dirigidos a alterar el olor,
el aspecto, el tacto y no deben mostrar actividad bioquimica significativa. Muchos de estos
productos son usados como ingredientes activos o suplementos en cosméticos, productos

de bafio o fragancias.

13
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En ocasiones, estas sustancias son usadas en cantidades mayores a las recomendadas. Se

tratan normalmente de compuestos organicos sintéticos.

Los productos de cuidado personal que forman parte de los contaminantes emergentes son:
fragancias, agentes de proteccion solar, repelentes de insectos, productos de higiene o
suplementos alimenticios (Marugan, et al., 2008). Se diferencian de los productos
farmacéuticos porque en grandes cantidades pueden ser directamente introducidos al
ambiente, por ejemplo, estos productos pueden ser liberados dentro de las aguas
recreacionales o volatilizados en el aire. Pueden afectar a los organismos acuaticos y a los

humanos en ciertas concentraciones.

A pesar del riesgo potencial que presentan los PPCPs, en la actualidad no existe ninguna
normativa que regule los limites de vertido de estos compuestos presentes en las aguas
residuales cuando son descargados en los rios o en el mar, a excepcion del nonylphenol
(NP) y del octylphenol (OP). Sin embargo, en los ultimos afios se han empezado a tomar
medidas para limitar el vertido de algunos de estos compuestos, asi, en enero de 2012, la
Comision Europea realizé una propuesta (Comisién Europea, 2012) para modificar la
Directiva 2000/60/CEE en lo que respecta a sustancias prioritarias en el ambito de la
politica de aguas donde se incluyen las concentraciones maximas admisibles en aguas
superficiales correspondientes a tres PPCPs (17a-etinilestradiol, 17p-estradiol y
diclofenac). En algunos paises como Canada se ha prohibido el uso del triclosan en
productos de consumo debido a su caracter como disruptor endocrino, mientras que otras
asociaciones de elevada relevancia como es el caso de la Agencia de Proteccion Ambiental
Estadounidense (EPA) han solicitado la prohibicion de este compuesto en productos de

consumao.

2.1.3. Caracterizacion de los compuestos seleccionados

Durante el desarrollo de este trabajo se estudiard la identificacion y el analisis de 12
contaminantes emergentes presentes en muestras de fango mixto espesado: 5 farmacos, 3
cosméticos y 4 disruptores endocrinos. Los compuestos seleccionados son representativos

de cada uno de los grupos y presentan diferentes caracteristicas fisico-quimicas.

14
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Algunos de los criterios que se han considerado para su eleccion fueron: su elevado
consumo en las viviendas, su riesgo potencial sobre el medio ambiente o su carécter

persistente.
» Farmacos

A escala mundial, los farmacos més usados son analgésicos/antiinflamatorios,

antihipertensivos, neurofarmacos y antibidticos (Paredes Barro, L. (2013)).

= Analgésicos/antiinflamatorios: son farmacos que se utilizan para prevenir o
disminuir la inflamacion de los tejidos, asi como para reducir ciertas dolencias asociadas a
los procesos gripales debido a su caracter analgésico. Los antiinflamatorios son compuestos
de caracter acido ya que presentan en su estructura un grupo carboxilo. Se caracterizan por su
elevada polaridad y una solubilidad intermedia Son uno de los farmacos de mayor
consumo mundial y son considerados los de mayor automedicacion. El diclofenac y el
ASA se encontraron presentes en aguas residuales, el naproxen, el ibuprofeno y el
acetaminophen (paracetamol) se encontraron en aguas residuales hospitalarias. Lo anterior
es un indicador importante de la necesidad de conocer las rutas metabélicas de cada uno de

los compuestos, para determinar o descartar el origen de su toxicidad. (Tabla 2.1.3)

= Antihipertensivos. Son usados frecuentemente ya que la hipertension arterial es la
enfermedad cardiovascular mas comdn en el mundo. Constituyen un grupo muy amplio y
dentro de ellos se destacan el calcio-antagonista, los inhibidores de la enzima productora
de angiotensina y los B-bloqueadores, entre otros. Algunos B-bloqueadores como el
atenolol, el metoprolol y el propranolol han alcanzado niveles superiores a los 0.017 pg/L

en efluentes de aguas municipales. (Tabla 2.1.4)

= Antibi6ticos: son farmacos de amplio uso en el mundo, su efecto contra
microorganismos patdgenos en animales y humanos, asi como su uso para la preservacion
de alimentos, han incrementado su produccion y consumo, permitiendo grandes descargas
sobre los cuerpos de agua con manifestaciones de resistencia microbiana en las zonas de

estudio.

Hay evidencia de la presencia de residuos de antibioticos en el ambiente y su implicacion

en los mecanismos de defensa propios de los organismos vivos. Entre los antibioticos con
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mayor reporte en los cuerpos de agua estan las tetraciclinas, los aminoglicosidos, los

macrolidos, los betalactamicos y la vancomicina, entre otros.

= Neurofarmacos: son compuestos farmacéuticos que se utilizan en el tratamiento de
enfermedades que afectan al sistema nervioso. En nuestro caso, la carbamazepine
es un compuesto neutro y relativamente soluble en agua. Su caracter recalcitrante
dificulta que pueda ser eliminado durante el tratamiento bioldgico de las aguas
residuales. (Tabla 2.1.5)

De otro lado, farmacos como disruptores endocrinos (asociados a la secrecidn de hormonas
como la hormona estimulante de la glandula tiroides (TSH), la luteinizante (LH) y la
estimulante del foliculo (FSH)) no se remueven con facilidad en las plantas de tratamiento
de agua residuales, y terminan en aguas superficiales y aguas para el consumo humano,

exponiendo de forma crénica la especie humana a sus efectos toxicos.

Los farmacos presentan una serie de caracteristicas que deben tenerse en cuenta a la hora

de su caracterizacion y cuantificacion:

Incluyen compuestos formados por moléculas grandes y quimicamente complejas

pero muy diferentes en peso molecular, estructura y funcionalidad.

= Son moléculas polares y tienen méas de un grupo ionizable. El grado de ionizacion y
sus propiedades dependen del pH.

= El principio activo puede ser excretado sin ningin cambio, como un metabolito
principal o como una mezcla de muchos metabolitos.

= Dependiendo del compuesto, su persistencia en el medio ambiente es variable pero
pueden permanecer durante afios, por lo que pueden acumularse alcanzando niveles

bioldgicamente activos.
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Tabla 2.1.3. Analgésicos/antiinflamatorios seleccionados

) Peso molecular
Compuesto Formula Estructura
(g/mol)
Ibuprofen
P C13H1802 206,3 7
(IBP) OH
Naproxen CH,
(NPX) Cl4H1403 230,3 l: .: (I‘HCOOH
CH;0O
Diclofenac i
C14H10CI2N02Na 318,1 cl
(DCF) i N
Tabla 2.1.4. Antihipertensivos seleccionados
; Peso molecular
Compuesto Formula Estructura
(g/mol)
Propranolol
(PNL) C1sH21NO, 259,3 /LNH/\C[:\i
Tabla 2.1.5. Neurofarmacos seleccionados
Peso molecular
Compuesto Formula Estructura
(g/mol)
Carbamazepine —
C1sH1N,0 236,3 O O

(CBZ)

A

o NHz
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> Parabenos

Los parabenos son un tipo de compuestos quimicos que se introdujeron por primera vez a
mediados de 1920 como conservantes en productos farmaceuticos (Liebert, 1984).
Actualmente, son conservantes y ampliamente utilizados en cosméticos y productos
farmacéuticos aunque también en productos alimenticios e industriales. Estos compuestos
y sus sales son usados principalmente por sus propiedades bactericidas y fungicidas. Son
considerados conservantes ideales por tener una amplia actividad anti-microbiana y son

estables con la variacion de pH (Bledzka et al., 2014; Soni et al., 2005).

Entre los principales parabenos se encuentran el methylparaben (MP), el ethylparaben (EP)
y el propylparaben (PP). Las principales aplicaciones de los parabenos son las siguientes:

= Uso como ingrediente alimentario

Desde la década de 1930 se afiaden a la alimentacion y su uso ha aumentado
constantemente. Se emplean en los alimentos procesados, incluyendo conservas vegetales,
productos orneados, grasas Yy aceites, condimentos, sustitutos de azUcar, extractos de café,
zumos de fruta, refrescos y productos lacteos congelados en concentraciones entre 450 y
2000 ppm (Daniel, 1986).

= Uso en cosméticos

Se pueden encontrar en champus, geles de bafio, jabones, cremas hidratantes,
autobronceadores y dentifricos. Estos compuestos se utilizan en casi todos los tipos de
cosméticos, usandose en mas de 13200 formulaciones. Es un excelente conservante gracias
a la estabilidad quimica con el pH (eficaz entre 4,5-7,5) y la temperatura. Los parabenos se
encuentran presentes en el 80% de los productos de cuidado personal (Pouillot et al.,
2006). (Tabla 2.1.6)

= Uso farmacéutico

Se comenzaron a utilizar por primera vez en la década de 1900 y desde ese momento se
han empleado con mucha frecuencia en una gran variedad de formulaciones. El
propylparaben es uno de los mas utilizados en preparaciones farmacéuticas (Boehm &
Maddox, 1973; Soni et al., 2005). (Tabla 2.1.7)
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Tabla 2.1.6. Uso en cosméticos seleccionados

Peso
Compuesto Férmula molecular Estructura

(g/mol)

O
||

Methylparaben
P CgHgO3 152,15 OCH;
(MP)
HO

Tabla 2.1.7. Uso farmacéutico seleccionado

Peso
Compuesto Formula | molecular Estructura
(g/mol)
Ethylparaben ©H
CoH1003 166,17
(EP) H3C\/OY©/
S
Propylparaben CuoHisOs 180.2 O
(PP) ! /@/u\o e
HO

Las propiedades fisicoquimicas de los parabenos se muestran a continuacion:

= Son moderadamente solubles en agua, aunque la solubilidad disminuye al aumentar
la longitud de la cadena.

= No son muy volatiles y sus puntos de ebullicion son relativamente altos.

= En general, con el aumento de la longitud de la cadena del grupo alquilo, la
resistencia a la hidrolisis de las soluciones acuosas de parabenos aumenta.

= Las propiedades antibacterianas de los parabenos son directamente a la longitud de
la cadena del grupo éster, por ejemplo, el butylparaben tiene cuatro veces mayor
capacidad de inhibir el crecimiento microbiano que el ethylparaben.
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» Disruptores endocrinos

Los disruptores endocrinos son sustancias quimicas capaces de alterar el equilibrio
hormonal y la regulacion del desarrollo embrionario y, por tanto, poseen la capacidad de
provocar efectos adversos sobre la salud de un organismo o de su progenie. La capacidad
que tienen algunas sustancias quimicas sintéticas de interferir en el sistema hormonal
humano se conoce desde los afios 40, cuando se empezé a utilizar el farmaco DES para

prevenir abortos espontaneos.

El término disruptor endocrino se define como un conjunto diverso y heterogéneo de
compuestos quimicos exogenos, capaces de alterar la sintesis, liberacion, transporte,
metabolismo, enlace, accion o eliminacion de las hormonas naturales en el organismo. El
catalogo de disruptores endocrinos es muy amplio y crece dia a dia, comprendiendo desde
productos quimicos sintetizados por el hombre hasta sustancias que se encuentran de

manera natural en el medio ambiente (Pombo et al., 2002).
Hay dos clases de sustancias que pueden causar alteraciones endocrinas:

1. Hormonas naturales, como los estrogenos y andrdgenos, responsables del
desarrollo sexual, que se encuentra naturalmente en el cuerpo de los seres humanos
y los animales, y los fitoestrégenos, sustancias presentes en algunas plantas, que
muestran actividad similar al estrégeno cuando son ingeridos por el cuerpo. Estas
hormonas naturales se cree que se descomponen facilmente en el cuerpo humano,
por lo que no afectan al organismo, pero no asi en el caso de las sustancias
artificiales.

2. Sustancias artificiales que incluyen:

a. Hormonas producidas sintéticamente, incluyendo aquellas hormonas que son
idénticas a las hormonas naturales, tales como anticonceptivos orales, el
tratamiento de sustitucién hormonal y algunos aditivos de alimentos para animales,

que han sido disefiado intencionalmente para alterar y regular el sistema endocrino.

b. Productos quimicos fabricados por el hombre: disefiadas para usos industriales,
como en los productos de limpieza industriales, algunos pesticidas agricolas, y en
algunos aditivos plasticos. En este grupo también se incluyen los productos

quimicos producidos durante los procesos industriales, como es el caso de las

20



Andlisis de contaminantes emergentes de efluentes de la EDAR de Valladolid

dioxinas. Algunos de estos disruptores endocrinos son persistentes en el medio

ambiente al no poder ser degradados fécilmente (contaminantes organicos

persistentes o COPs), por lo que pueden llegar a acumularse y generar serios

problemas.

Tabla 2.1.8. Disruptores endocrinos seleccionados

Compuesto Formula Peso molecular Estructura
Bisfenol A o
(BPA) C15H160; 228,3 HOOH
Triclosan
C12H70,Cl3 289.5 P
(TCS) |
<l ci
4-tert-octylphenol
C14H220, 206,0 OH
(OP)
4- Nonylphenol oH
Ci5H240 220,3

(NP)

CHa CHs

Cerca de 800 sustancias quimicas interfieren o son sospechosas de hacerlo, con los

receptores hormonales, la sintesis o la degradacion hormonal. Sin embargo, s6lo una

pequefia parte de estos productos quimicos han sido investigados en ensayos capaces de

identificar efectos endocrinos. Para los seres humanos, las posibles vias de exposicién a los

disruptores endocrinos son la directa a través del lugar de trabajo y/o a través de productos

de consumo como alimentos, ciertos plasticos, pinturas, detergentes y cosmeticos, asi

como la exposicion indirecta a través del medio ambiente (aire, agua, suelo).
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En nuestro caso particular se han seleccionado como compuestos representativos de este
grupo el bisphenol A (utilizado en la fabricacion de plasticos), el triclosan (componente
empleado como antibacteriano en las pastas de dientes), el 4-tert-octylphenol y 4-
nonylphenol (utilizados en productos de limpieza) ya que son cuatro de los compuestos
que estan generando mayor controversia en la actualidad debido a sus posibles efectos

negativos sobre la salud.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Materiales y reactivos
A continuacion, se muestra el material y los reactivos utilizados para la preparacion y

analisis de muestras.

Tabla 3.1.1. Material de laboratorio

Material

= Frascos para centrifuga de PPCO con tapon de sellado Nalgene 250 mL

* Tubos Falcon 50 mL

» Gradilla para tubos Falcon sin faldon

= Frasco de laboratorio graduado de rosca ISO de borosilicato de 250 mL

* Viales de centelleo de 20 mL

» Matraces de 10 mL

= Vasos de precipitados de 100 y 250 mL

= Jeringade5ylmL

= Pipetas Pasteur

= Tetinas de goma para pipetas

* Probeta 25 mL

= Capilares de vidrio de 50, 100 y 200 pL

= Tapones roscados para viales con septum de silicona/PTFE

» Viales para cromatografia 2 mL, boca de rosca

» Insertos cénicos microvolumen 250 pL

= Caja de plastico congelable para viales

= Tapones PTFE/Silicona de SPME

» Viales ambar para SPME de 20 mL

» Varillas magnéticas para agitacion

= Filtros de jeringa de microfibra de vidrio de 25 mm de didmetro y 0,7 um
de tamafio de poro

» Fibra SPME (DVB/CAR/PDMS)

= Espétula
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Tabla 3.1.2. Reactivos

Reactivos

Methanol UHPLC 2,5 L
Acetone HPLC GGR 2,5 L
Ethyl Acetate LC-MS 1 L
Aluminum oxide (Al,O3) 1 kg

Silica Gel (SiO;) 1 kg
N-methyl-N-tert-Butyldimethylsilyl- trifluoroacetamide (MTBSTFA 10 x 1mL)
Ibuprofen (IBP) 1G

Naproxen (NPX) 500 MG
Diclofenac Sédico (DCF) 10G
Carbamazepine (CBZ) 100MG
Propranolol (PNL) 1G
Methylparaben (MP) 1G
Etylparaben (EP)1G
Propylparaben (PP) 1G

4- tert-Octylphenol (OP) 1G
4-Nonylphenol (NP) 100 MG
Bisphenol A (BPA) 1G
Triclosan (TCS) 1G

Sodium Chloride (NaCl) 2,5 kg

3.2. Métodos analiticos

Lo primero que se realiza es la preparacion de disoluciones patron de 1000 ppm de cada
uno de los analitos de interés mencionados anteriormente. Para ello, pesamos 5 mg de cada
uno de los compuestos y se afiaden 5 mL de MeOH. Posteriormente, afiadimos 200 uL de
cada uno de los analitos de interés de las disoluciones patron preparadas anteriormente en
un matraz de 10 mL y enrasamos con MeOH o con acetona (solucion SS de 20 ppm).

Cogemos una alicuota de 1 mL de la solucion SS y la llevamos a un matraz de 10 mL

enrasando con acetona o con acetato de etilo (disolucion SS’ de 2 ppm).
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Tabla 3.2.1. Contaminantes emergentes, masa y volumen

Analito Masa () Volumen (mL)
Ibuprofen (IBP) 0,0050 5,0
Naproxen (NPX) 0,0050 5,0
Diclofenac (DCF) 0,0050 5,0
Carbamazepine (CBZ) 0,0050 5,0
Propranolol (PNL) 0,0050 5,0
Methylparaben (MP) 0,0050 5,0
Ethylparaben (EP) 0,0053 5,3
Propylparaben (PP) 0,0055 5,5
4-tert-Octylphenol (OP) 0,0053 5,3
4-Nonylphenol (NP) 0,0060 6,0
Bisphenol A (BPA) 0,0087 8,7
Triclosan (TCS) 0,0050 5,0

Antes de realizar el anélisis de los contaminantes emergentes de interés en las muestras de
fango, se lleva a cabo un analisis de una muestra de 800 ppb (en un volumen de 250 uL)

preparada previamente de la siguiente manera:

En un vial de 2 mL para cromatografia, se afiaden 100 uL de la disolucién SS’ en acetato
de etilo, 100 uL de MTBSTFA (agente derivatizante) y 50 pL de acetato de etilo. Los
viales preparados se llevan a una estufa (70°C) una hora para conseguir la derivatizacién de
nuestros analitos. Posteriormente, se recoge el volumen con ayuda de una pipeta Pasteur,
se afiade en un inserto conico de microvolumen que posteriormente se introduce en el vial
de 2 mL.

Analizamos esta muestra de 800 ppb para conocer cdmo se encuentra la sensibilidad del
equipo de cromatografia ya que dicho equipo es utilizado por diferentes usuarios para
analizar compuestos de diferente naturaleza. A continuacion, se puede observar un

cromatograma de la muestra de 800 ppb.
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x0® |+TIC SIM 800 PPB.
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Figura 3.2.2. Cromatograma de muestra 800 ppb
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En este cromatograma se pueden observar algunos de los contaminantes emergentes de

interés. La muestra preparada de 800 ppb se analiza en el GC-MS mediante inyeccion

directa (LS).

La Tabla 3.2.2 con las condiciones de GC-MS utilizando inyeccion directa (LS) se

muestra a continuacion.

Tabla 3.2.3. Parametros de GC-MS utilizando LS

= GC-LIQ-STD-V2.2

Basic
Tool LS1
Sample Volume 2 uL
Wait for Sistem Ready At start
Wash Vial Depth 40 mm
Waste Port Depth 10 mm
Bottom Sense Off
Height From Bottom of Sample Vial 0.5mm
Cooled Stack None
Cooled Stack Temperature 20°C
GC Cycle Time 31.6 min
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Pre Inyeccion

Syringe Fill For Wash 80%
Wash Aspirate Flow Rate 5 uL/s
Washes with Solvent 1 (Acetone) 1
Washes with Solvent 2 (Ethyl Acetate) |1

Sample
Sample Vial Penetration Depth 30 mm
Sample Vial Penetration Speed 50 mm/s
Sample Washes 1
Sample Wash Volume 1pL
Filling Strokes 4
Filling Strokes Volume 3uL
Filling Strokes Aspirate Flow Rate 5 uL/s
Delay After Filling Strokes 05s
Sample Post Aspirate Delay 1 pL/s
Air Volume 1pL
Inyection Mode Normal
Inlet Penetration Depth 45 mm
Inlet Penetration Speed 100 mm/s
Pre Inyect Time Delay Os
Inyection Flow Rate 100 pL/s
Post Inyect Time Delay 0s

Post Inyection

Syringe Fill For Wash 80%
Wash Aspirate Flow Rate 5 uL/s
Washes with Solvent 1 (Acetone) 1

=  SSL-Back

Liner: Agilent 5190-2293: 900 uL (Splitless, single taper, ultra inert)

Setpoint
Heater 250°C
Pressure 17.424 psi
Septum Purge Flow 3 mL/min
Septum Purge Flow Mode Switched
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Pulsed Splitless

25 psi until 2 min

Purge Flow to Split Vent

20 mL/min at 2 min

0.25 min

325°C

(Initial) 70 3 3

Ramp 1 50 150 0 4.6
Ramp 2 5 220 0 18.6
Ramp 3 10 300 5 31.6

Post Run: 300°C

Post Run Time: 0 min

Tune File Atune.u
Tune Type El
Tune EMV 1894
Solvent Delay 8 min
Adquisition Time SIM

Start Mass (50.00)

End Mass (850.00)
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SIM Time Segments

Time Group Number [-I)-\?Vt:lll Cycle Resolution Calculated

(min) Name of lons . Time (Hz) EMV
Time (ms)

8.00 1 3 1290 0.7620 Low 2045
10.98 2 18 1278 0.7614 Low 2045
16.76 3 9 1278 0.7656 Low 2045
21.32 4 6 1278 0.7672 Low 2045
23.32 5 3 1290 0.7612 Low 2045

26.00 (Detector off)

Al finalizar el analisis de dicha muestra, se analizan y se estudian los resultados obtenidos.

Para ello, comprobamos que se pueden identificar todos los analitos de intereés.

Una vez conociendo que las condiciones del equipo son correctas, se analizan las muestras
de interés preparadas previamente. Las muestras se analizan a través del método SPME-
CECs-SIM (fibra SPME (DVB/CAR/PDMS)).

Para la determinacion de los contaminantes emergentes en las muestras de fango, primero
hay que realizar una etapa de pretratamiento para la preparacion de la muestra, en este
caso, conlleva varias etapas importantes como pueden ser una etapa de extraccion, etapa de

filtracion, etapa de limpieza, entre otras...

Lo primero que se lleva a cabo es una etapa de centrifugacion de varias muestras de fango
mixto espesado de la EDAR (200 mL aproximadamente de cada una de ellas), las
condiciones de trabajo son 10 min x 10000 rpm. Posteriormente, se recoge el fango
centrifugado de cada una de las muestras (solido) y se realiza una etapa de liofilizacion
durante 48-72 horas, nos interesa eliminar todo el contenido de agua de las muestras de
fango, el resultado obtenido es fango totalmente seco pero con las caracteristicas

originales.

Como la muestra con la que se trabaja es solida, se comienza pesando 0,8 gramos de la
muestra en cuestion y se aflade 600 uL de la disolucion SS’ en acetona de concentracion 2
ppm que contiene todos nuestros analitos de interés, se deja evaporar durante la noche vy,
posteriormente, se lleva a cabo la etapa de extraccion utilizando la técnica de extraccion
asistida por microondas (MAE) afiadiendo 30 mL de agua milliQ a pH 9 (se ajusta el pH
con NaOH al 10%) y 5% de MeOH y 100 mg de 6xido de aluminio (adsorbente) para una
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etapa de limpieza (clean-up in situ), seguida de una agitacién durante 1 minuto en el
vortex para conseguir una mezcla completa. Todo ello, se realiza en los reactores
destinados a utilizarse en el equipo de microondas. Se afiade a cada muestra una varilla
magnética para que se lleve a cabo la agitacion. Las condiciones de trabajo se muestran en

la siguiente tabla.

Tabla 3.2.4. Condiciones de extraccidn asistida por microondas (MAE)

N° Tiempo (min) E (W) Temperatura (°C)
1 10 500 100

2 30 500 110

3 20

3.2.5. MILESTONE START E. Microwave Extraction System

1

Departamento de Quimica Analitica. Facultad de Ciencias. Universidad de Valladolid
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3.2.6. Representacion grafica de la extraccion asistida por microondas (MAE)

A continuacion, se deja enfriar durante el tiempo que sea necesario y se pasa el contenido a
un tubo Falcon de 50 mL. Se agita de nuevo durante 1 min en el vortex para que se realice

la mezcla de forma completa.

Posteriormente, se realiza la etapa de centrifugacion a 10000 rpm x 10 min. Se recoge el
sobrenadante y se mide el volumen exacto, se satura el contenido del sobrenadante con
NaCl al 36% y se ajusta el pH a 3 con ayuda de diferentes disoluciones de HCI a

concentraciones entre 0,1-10%, el pH se mide con ayuda de un pH-metro.

Para finalizar se realiza una etapa de filtracion con ayuda de filtros de jeringa cuyo tamafio
de poro es de 0,7 um para eliminar la materia solida en suspension. Se recogen 17 mL en
un vial de SPME (viales ambar 20 mL). Las muestras estan preparadas para ser analizadas
por GC-MS.

Este procedimiento descrito corresponde a la preparacion de una Unica muestra. Se repite

tantas veces como muestras se desean preparar.
e Analisis de contaminantes emergentes en fase acuosa

La Cromatografia de Gases acoplada a la Espectrometria de Masas (GC-MS) es la técnica
analitica utilizada para determinar la concentracion de antiinflamatorios (ibuprofen,
naproxen, diclofenac), parabenos (methylparaben, ethylparaben, propylparaben),

disruptores endocrinos (bisphenol A, triclosan, 4-tert-octylphenol, 4-nonylphenol)
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presentes en las muestras liquidas. Antes de analizar las muestras mediante GC-MS debe

aplicarse el procedimiento que se detalla en la Figura 3.2.6.

PRETRATAMIENTO DE J MICROEXTRACION EN FASE SOLIDA
MUESTRA
(SPME)
\|/ Etapas que realiza
DERIVATIZACION el equipo de
cromatografia de
(MTBSTFA) gases
ANALISIS GS-MS

Figura 3.2.7. Procedimiento de analisis de contaminantes emergentes mediante GC-

MS.

El procedimiento a seguir se divide en las siguientes etapas:

Pretratamiento de la muestra. Se ha descrito anteriormente comentando

detalladamente las etapas que son necesarias.

Microextraccién en fase sdlida (SPME). Es una técnica que permite extraer
compuestos organicos de una muestra para su posterior identificacion. Se basa en la
extraccion de los analitos de la muestra mediante una fibra de silice fundida
recubierta de un sorbente, seguida de la desorcion de los analitos mediante la
temperatura o un disolvente organico. Es una técnica que requiere pequefios

volumenes de muestra.

Derivatizacién. Es un proceso que consiste en modificar quimicamente un
compuesto para producir un derivado con nuevas propiedades que faciliten o
permitan su analisis. Se mejora la volatilidad, estabilidad térmica y la deteccion del
analito. Una de las aplicaciones es la transformacion de compuestos no volatiles en
derivados volatiles. En nuestro caso, utilizamos como agente derivatizante
MTBSTFA.

33



Andlisis de contaminantes emergentes de efluentes de la EDAR de Valladolid

= Analisis de los contaminantes emergentes de interés mediante cromatografia de

gases y espectrometria de masas (GC-MS).

El equipo utilizado para llevar a cabo la determinacion de los contaminantes emergentes de
interés se encuentra en el Departamento de Ingenieria Quimica y Tecnologia del Medio
Ambiente, Escuela Ingenierias Industriales (Doctor Mergelina), Universidad de Valladolid
y consiste en:
= Sistema de cromatdgrafo de gases 7890B y detector selectivo de masas Agilent
Serie 5977A (GC/MSD).
= Detector selectivo de masas: Fuente de impacto electronico (El).
= Cromatdgrafo de gases. Muestreador automatico. Cuadrupolo hiperbodlico
monolitico.
= Detector HED-EM de triple eje con multiplicador de electrones (EM) de larga
duracion.
» La columna capilar utilizada para llevar a cabo la separacion cromatografica de los
compuestos es del tipo HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um).

= El gas portador utilizado es helio (He).

3.2.8. Imagen cromatografo de gases 7890B

Departamento de Ingenieria Quimica y Tecnologia del Medio Ambiente. Escuela de
Ingenierias Industriales. Universidad de Valladolid
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Tabla 3.2.9. Parametros del método SPME-CECs-SIM

= SPME-STD-Custom-Modif.VV2.2

Tool SPME 1
Agitator Agitator 1
Heat Agitator On
Incubation Time 10 min
Incubation Temperature 50°C

GC Cycle Time 31.6
Conditioning Port Front Inlet
Fiber Conditioning Station Temperature 270°C

Conditioning Time

15 min

Derivatizing Agent Target Agitatior 1
Derivatizing Agent Location 6
Derivatizing Agent Adsorption Time 45 min
Derivatizing Agent Penetration Depth 45 mm

Sample Vial Penetration Depth 60 mm
Sample Vial Penetration Speed 20 mm/s
Sample Extraction Time 90 min
Agitation During Extraction On

Inlet Penetration Depth 50 mm
Inlet Penetration Speed 100 mm/s
Sample Desorption Time 3 min




Andlisis de contaminantes emergentes de efluentes de la EDAR de Valladolid

Conditioning Time 15 min
Agitator Speed 350 rpm
Agitator On Time 6s
Agitator Off Time 20s

*  MMI-Front

Liner: Agilent 5190-4048: 35 pL (Straight Ultra Inert Liner for SPME)

Heater 270°C
Pressure 0.1 psi
Total Flow 20.6 mL/min

(Initial) 270 0 31.6

Post Run: 0°C

Post Run Total Flow: 20 mL/min

Split 30.586: 1 19.948 mL/min

= SSL-Back

Liner: Agilent 5190-4048: 35 pL (Straight Ultra Inert Liner for SPME)

Heater 250°C
Pressure 17.424 psi
Septum Purge Flow 3 mL/min
Septum Purge Flow Mode Switched
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Pulsed Splitless

25 psi until 3 min

20 mL/min at 3 min

70°C

0.25 min

325°C

|I

(Initial) 70 3 3
Ramp 1 50 150 0 4.6
Ramp 2 5 220 0 18.6
Ramp 3 10 300 5 31.6

Post Run: 300°C

Post Run Time: 0 min

280°C




Andlisis de contaminantes emergentes de efluentes de la EDAR de Valladolid

Tune File Atune.u

Tune Type El

Tune EMV 2041

Solvent Delay 8 min

Adquisition Time SIM

Start Mass (50.00) End Mass (850.00)

8.00 1 3 1290 0.7620 Low 2045
10.98 2 15 1278 0.7614 Low 2045
16.76 3 9 1278 0.7656 Low 2045
21.32 4 6 1278 0.7672 Low 2045
23.32 5 3 1290 0.7612 Low 2045

26.00 (Detector off)

La tabla 3.2.10 muestra los contaminantes emergentes objeto de estudio. Los diferentes

contaminantes se encuentran distribuidos en diferentes ventanas de adquisicion para poder

observar mejor cada uno de ellos, cada uno posee un tiempo de retencion diferente que

permite identificarlo de una manera satisfactoria. Ademas, se muestran los tres iones mas

caracteristicos de cada uno de ellos.
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Tabla 3.2.10. Analitos de interés. lones caracteristicos de cada uno de ellos

Analyte | Chemical Name A:ﬂ:\';g::n tr (min) SIM ions, m/z
|1 [ Methylparaben | 1 | 1046 | 209.1 [ 210.1 | 1351 |

2 Ethylparaben 11,5 223.1 224.1 | 151.1
3 Ibuprofen 12,1 263.2 264.2 | 117.1
4 4-tert-octylphenol 2 12,64 249 250 320

5 Propylparaben 13,21 237.2 238.2 | 151.1
7 4- nonylphenol 14,21 263.1 | 305.1 | 264.1
8 Propranolol 19,31 144.1 215.2 | 316.2
9 Naproxen 3 19,78 287.2 185.1 | 288.2
10 Triclosan 20,51 347 345 200

13 Bisphenol A 5 24,08 441 207 442

Un ejemplo de un cromatograma de una muestra obtenida por el método SPME-CECs-
SIM es el de la muestra 3. En dicho ejemplo, se muestra la identificacién de dos
contaminantes emergentes como el propylparaben (PP) y el diclofenac (DCF) con ayuda
de sus tres iones mas caracteristicos gracias al programa de Agilent MassHunter

Cualitative Analysis.

¥105 +TIC SIMMUESTRA3d Propylparaben
l 1?2

| 213 4 4f5 56
I |
il [\
OJL_)Léﬁ \

x10° [+ EIC(151,1000) SIM MUESTRA 3D
25 12 | 283 34 45 516

0
U

x104 +EIC(237,2000) SM MUESTRA3.D
1 I 12 | 23 34 45 56

0 AN, NSRS VA W S S

x10% +EIC(238,2000) SIM MUESTRA3D
A 1 I P 3 4f5 56

n NNV G N\

85 9 95 10105 11 115 12 125 13 135 14 145 15 165 16 165 17 175 18 185 10 195 2 205 21 215 2 25 B B5 % U5 5 K5 B K5 2 275 3 75 2 295 3 05 N
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 3.2.11. Cromatograma muestra 3 (PP)
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x10# |+ SIM (tt: 13,195 min) MUESTRA 3.D
09 237.2000
08
07
06
05
04
03 151.1000

0,

o

117.1000 249.0000

01 431000 195.1000
166.1000 185"1000 ‘

0 !

T 1 T 1 T

115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 200 205 300 305 310 315 320
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 3.2.11. Espectro de masas del propylparaben (PP)

241000 2711000
Heion | \ | 292000 320000

X108 [+ TICSMMUESTRA 3 Diclofenac

2 12 2 3 s 56 -
o
O_AA_)‘L,_JV =]

x103 +EIC(214,1000) SIM MUESTRA 3.D
| 12 23 34 45 5(6

5

=

x103 +EIC(352,1000) SIM MUESTRA 3.D
| 12 23 34 45 L

0
0

x103 +EIC(354,1000) SIM MUESTRA 3.0
| 12 23 34 45 5(6

=

85 9 95 10105 11 115 12 125 13 135 14 145 15 155 16 165 17 175 18 185 19 195 20 205 21 215 22 225 23 235 2 245 25 255 26 265 27 275 28 285 29 M5 0 05 31
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 3.2.12. Cromatograma muestra 3 (DCF)

x10°3 |+ SIM (1t: 22,567 min) MUESTRA 3.D

324000
65 214.1000

193.0000

0 [

P S D B e B e e e o e . O S e B B B S B S

195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305 310 315 320 325 330 335 340 345 350 355
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 3.2.13. Espectro de masas del diclofenac (DCF)

293.0000
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3.3. Optimizacion de los métodos analiticos

Para la aplicacion rutinaria del método de analisis es necesaria la optimizacion de
pardmetros experimentales (disolvente de extraccion, técnica de extraccion, adsorbente
mas adecuado para la etapa de limpieza...), para ello, se programaron disefios
experimentales con el fin de conocer los parametros experimentales que influyen y

optimizar su valor.

Se realizaron diferentes secuencias de analisis de un numero importante de muestras
durante un tiempo prolongado para obtener resultados que nos permitan conocer que

pardmetros experimentales influyen en el andlisis de los contaminantes.

Cada una de las muestras preparadas para las secuencias estudiadas se exponen en
diferentes tablas contenidas en el apartado de ANEXO 1.

3.3.1. Disolvente de extraccién

Se utilizaron dos disolventes diferentes para realizar la extraccion. Un disolvente consiste
en agua milliQ a pH 9 y un segundo disolvente que consiste en agua milliQ a pH 9 y 5% de
MeOH.

Para conocer cuadl de los dos es mas adecuado para poder identificar mejor los
contaminantes emergentes de interés, preparamos, por ejemplo, dos muestras d y e,
comparamos los resultados obtenidos, concretamente sefial/ruido (S/N) en cada muestra.
Una relacién S/N alta indica mejores resultados.

A continuacion, se describen las condiciones en que se prepararon dichas muestras.

Freeze- , Extraction . .
s dried S8 stock Extraction solvent Extraction Cleanup Filtration
ample solution - adsorbent / method

sludge (uL) solvent volume technique mass (mg)
mass (g) (mL) J

d 0.8 600 pH 9 water 30 MAE-AQ | SiO,/500 S

5%
e 0.8 600 MeOH/pH 30 MAE-AQ | SiO,/500 S
9 water

Algunos de los contaminantes emergentes (ibuprofen (IBP), naproxen (NPX) y diclofenac

(DCF)) se muestran en los siguientes cromatogramas de las muestras d y e.
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x105 [+TIC SIM Muestradd
B ik
144
134
124
IAE

Ibuprofen

09

081
071

Naproxen

061
051
04
03
0
0

Diclofenac

R

.

Counts vs. Acaquisiton Time (min)

Figura 3.3.1: Cromatograma muestra d

+TIC SIM Muestra e.d

1 112 23

Ibuprofen

08

06

04

02

Naproxen

Diclofenac

-

6 7 % 1

2N 2

Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 3.3.2: Cromatograma muestra e

23 ) 2% % 27 B

29

Muestra d

Muestra e

XS/N (senal/ruido) 704.6

1115.7

El disolvente de extraccién agua milliQ pH 9y 5% de MeOH ha conseguido un S/N més

alto, por lo tanto, el resultado es mejor.
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3.3.2. Técnica de extraccion

Se estudiaron dos técnicas de extraccion: técnica de extraccion asistida por microondas

(MAE) y técnica de extraccion asistida por ultrasonidos (UAE).

Las muestras preparadas para ello son la muestra X y la muestra X’.

Freeze- s Extraction . .
dried S8 St.OCk Extraction solvent Extraction Cleanup Filtration
Sample solution - adsorbent / method
sludge L) solvent volume technique mass (mg)
mass (g) (mL) J
X - 600 pH 9 water 30 MAE - V
X’ - 600 pH 9 water 30 UAE - \Y

Los contaminantes que observamos son el propylparaben (PP), diclofenac (DCF) y
naproxen (NPX).

X105
551
5,

454
4
354
34
2,5

Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 3.3.3: Cromatograma muestra X

+TIC S MUESTRAXd L Propylparaben
12 - 45 56
ﬁ/
| \
\‘ ‘ Naproxen
|
‘ \
I |
I |
‘ \‘ \ Diclofenac
L ‘\ \‘
| |
“\‘ Rl | ‘ \“‘
| | |
/| NIV A d
- WL NI\ A /< al
85 8 95 10 105 11 115 12 125 13 135 14 145 15 185 16 165 17 175 18 185 10 195 20 205 21 215 22 225 23 235 2 245 25 285 % 265 27 215 28 285 20 295 0 05 31
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X105 [+TIC SIMMUESTRAX.d
45 " Propylparaben .
9[0
4 —_—
35 H
3
2 \‘ Naproxen

Diclofenac

[l LA \ I\ 1
o/ L W AVAVAN I\ A

85 9 95 10 105 11 115 12 125 13 135 14 145 15 155 16 165 17 175 18 185 19 195 20 205 21 215 22 225 23 235 24 245 25 255 2 265 27 215 28 285 29 295 30 305 31
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 3.3.4: Cromatograma muestra X’

Muestra X Muestra X’

XS/N (sefial/ruido) 67887 35899

La técnica de extraccion MAE (extraccion asistida por microondas) consigue una mejor

relacion S/N.
3.3.3. Adsorbente utilizado en la etapa de limpieza (clean-up)

Se estudiaron dos adsorbentes diferentes para la etapa de limpieza: Alumina basica activa
(100°C) o silica gel activo (100°C).

Para ello, preparamos 2 muestras diferentes d y f de la siguiente manera:

Freeze-
. SS’ stock . . . Cleanup . .
dried . Extraction Extraction Extraction Filtration
Sample solution solvent . adsorbent /
sludge solvent technique method
(uL) volume (mL) mass (mg)
mass (g)
d 0.8 600 pH 9 water 30 MAE-AQ SiO, /500 \%
0.8 600 pH 9 water 30 MAE-AQ Al,O5 /500 \Y

Los contaminantes emergentes que se observan son el methylparaben (MP), ethylparaben
(EP) y bisphenol A (BPA).
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x05
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3251
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254
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+TIC SIM Muestr Methylparaben
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—
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Figura 3.3.5. Cromatograma muestra d

¥10° [+TIC SIM Muestra d.d
15 b 3 45
14 Methylparaben
13
12
14 / Ethylparaben
1,
091
081 )
0 Bisphenol A
061
051
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031
01
(M’ ;AJL;
) IR R W
8 9 0t o B % 5 % v ® ® A A 2 B ¥ K X 1 B B N A
Counts vs. Acquisttion Time (min)
Figura 3.3.6. Cromatograma muestra f
Muestra d Muestra f
XS/N (sefial/ruido) 704.6 1365.4

La alumina utilizada como adsorbente en la etapa de limpieza consigue mejores resultados

porque el valor de S/N es mas alto.
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3.3.4. Cantidad de adsorbente utilizada en la etapa de limpieza

Se prepararon tres muestras con diferente cantidad de alumina como adsorbente

(100/500/1000) miligramos. Las muestras son |, Il y IlIl. El andlisis de esta serie de

muestras se realizd en el LTI (laboratorio de técnicas instrumentales) de la Universidad de

Valladolid porque el cromatografo de gases con detector de masas (GC-MS) del

Departamento de Ingenieria Quimica no funcionaba de forma correcta. Como se puede

observar en los cromatogramas, hay una ligera modificacion de los tiempos de retencion de

los analitos de interés.

Freeze-
. S8’ stock . Extraction . Cleanup . .
dried Extraction Extraction Filtration
Sample solution solvent . adsorbent/
sludge solvent technique method
(uL) volume (mL) mass (mg)
mass (g)
5%
| 0.8 600 MeOH/pH 30 MAE Al, 03/ 100 S
9 water
5%
1 0.8 600 MeOH/pH 30 MAE Al,O3 /500 S
9 water
5%
" 0.8 600 MeOH/pH 30 MAE Al205/ S
1000
9 water

Los contaminantes emergentes que se pueden observar en los siguientes cromatogramas

son el methylparaben (MP), 4-tert-octylphenol (OP) y el triclosan (TCS).

x106 [+TICSIMLd

Methylparaben

|
o |

L Lo L

1

N
M

4-tert-octylphenol

l
|

L
WJ‘MWUULM

|

Triclosan

|
. WULJ o

8

9 10

1

12 13

14

15 16

T

Counts vs. Acquisition Time (min)

2 23

Figura 3.3.7. Cromatograma muestra |
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108 |+TIC SIMILd

14 Methylparaben ‘\

12 | ‘
1 \
J | 4-tert-octylphenol
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ol [ Al i i L

0 ;,g‘,“ w/le L . N“‘\; /‘ N /(, RSSO AV BUUU S
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Figura 3.3.8. Cromatograma muestra Il

¥106 |+TICSMINd
12 PiK 3t
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14 ‘
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1 ‘ Triclosan
08
06 \ I \
|
‘1] | ‘H | h
| i | | ‘\ o (
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8 9 0 1 2 1B % 5 ® 17 @ 9 2 A 2» B ¥ B % T B B B
Counts vs. Acquisition Time (min)
Figura 3.2.22. Cromatograma muestra 11
Muestra | Muestra 11 Muestra I
LS/N (sefial/ruido) 4824.7 2994.3 3093.1

La cantidad de 100 mg de alumina ha conseguido los mejores resultados porque el valor

de S/N es el més alto.
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3.3.5. Sistemas de filtracion

Se utilizaron dos maneras para llevar a cabo la filtracion: filtracion a vacio (costoso y
lento) y utilizando filtros de jeringa de microfibra de vidrio de 25 mm de diametro y 0,7
pm de tamafio de poro. Se prepararon la muestra VI y la muestra VII.

Fregze- SS° _ Extraction ) Cleanup _ _
sample dried stoqk Extraction solvent Extragtlon adsorbent / Filtration
sludge solution solvent volume technique mass (mg) method
mass (g) (uL) (mL)
5%
VI 0.8 600 MeOH/pH 30 UAE Al,O5/100 S
9 water
5%
VII 0.8 600 MeOH/pH 30 UAE Al,03 /100 \Y
9 water

Los contaminantes emergentes que se pueden observar corresponden al ibuprofen (IBP),

ethylparaben (EP) y el naproxen (NPX).

X108 [+TICSMY

325 Ibuprofen J2 0 3

3 -

2

25

25

2 Naproxen

175

15

12 Ethylparaben

| l

0% | ‘

05 | H ~ ‘ ‘\ ] 4 |

012; \A\QU‘\»J‘C L Aw\ o “‘ L/M J\u L JL,‘ L“"“Wr““‘JLUW‘"‘,y‘A‘v“Lm\ J“ ,“le‘k,/wm-’)“w“‘\«r,“‘v“\,,v;AN Lo J“A,/N‘J ‘\ b
B3 0 fn o B % o % 7 ® © o® A B» B K B B T B B DI

Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 3.3.9. Cromatograma muestra VI
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x108 |+TICSMVIld
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Figura 3.3.10. Cromatograma muestra VII

Muestra VI Muestra V11

XS/N (sefial/ruido) 5188.9 3928.6

La etapa de filtracion con filtro de jeringa consigue mejores resultados que la filtracion a

vacio porque el valor de S/N es mas alto.
Todos los conjuntos de datos analiticos contienen 2 componentes: sefial y ruido.

= Sefial (S): es la parte de los datos que contiene informacién sobre las especies
quimicas de interés. Las sefiales son con frecuencia proporcionales a la masa o
concentracion del analito.

»= Ruido (N): es la parte de los datos que contiene informacion extrafia. El ruido se
origina por varias fuentes en un sistema de medida analitico, como: detectores,
fuentes de foton o factores medioambientales.

La caracterizacién de la magnitud del ruido (N) es con frecuencia una tarea dificil y
puede o no puede ser independiente de la intensidad de la sefal.

El ruido degrada la exactitud y la precision de la sefial y, por lo tanto, nuestro
conocimiento sobre la cantidad de analito presente.

49



Andlisis de contaminantes emergentes de efluentes de la EDAR de Valladolid

Si la sefial es transitoria, como en el caso de los picos de cromatografia, la sefial (S) es
mejor estimada como el area o la altura del pico. El &rea del pico de una sefial transitoria es
la respuesta integrada y es aproximadamente equivalente al area de un tridngulo sombreado

superpuesto de un pico de cromatografia.

S =es la sefial de la fuerza del analito de interés
N = es la fuerza del blanco (sin analito).

SNR =S/N

Para un estudio de quimica analitica es mejor un valor bajo de relacion S/N a baja
concentracion. En el caso del célculo del limite de deteccion y cuantificacion se basa en
3:1y 10:1 respectivamente. Si se obtiene baja intensidad de sefial de ruido, la probabilidad

media de detectar los compuestos dirigidos a baja concentracion es alta.

Las conclusiones obtenidas de los resultados de cada una de las muestras analizadas son

las siguientes:

= Disolvente y técnica de extraccion: Agua milliQ pH 9y 5% MeOH / MAE
(extraccion asistida por microondas).

= Adsorbente y cantidad en la etapa de limpieza (clean-up): Al,O3 (alumina activa
100 °C) /100 mg

= Sistema de filtracion: Filtro de jeringa (tamafio de poro 0,7 um y tamafio del filtro
de 0,25 pm).
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4. VALIDACION DEL METODO Y RESULTADOS

La validacion de un método analitico es el proceso por el cual se establece, mediante

estudios de laboratorio, que las caracteristicas de desempefio del método cumplen con los
requisitos para las aplicaciones analiticas previstas (USP 31-NF 26, Capitulo General
<1225> Validacion de métodos farmacopeicos).

El objetivo de la validacién de un procedimiento analitico es demostrar que es apto para el
propdsito indicado (ICH Guideline Q2A- Text on Validation of Analytical Procedures).
(FDA draft guidance- Analytical Procedures and Methods Validation).

La evaluacion del método de analisis se realizé teniendo en cuenta la estimacion de las

caracteristicas analiticas siguientes:

= Linealidad del método

= Sensibilidad del método

» Precision del método (% RSD)

= Efecto matriz (ME) (% supresion de la sefial para n = 3)

= Recuperacion parcial (% PR para n =3)

= Repetibilidad (% RSD paran = 3)

= Limite de deteccion (LOD, ng/g) en muestras de lodos

= Limite de cuantificacion (LOQ, ng/g) en muestras de lodos

El primer pardmetro de estudios es la linealidad de un método analitico que se define
como la su capacidad para obtener resultados de prueba que sean proporcionales ya sea
directamente, o por medio de una transformacion matematica bien definida, a la
concentracion de analito en muestras en un intervalo dado. Para la evaluacion de linealidad

debe utilizarse un minimo de 5 puntos de datos para una evaluacion adecuada.

A continuacion, se describe la preparacion de las muestras necesarias para la observar la
linealidad del método de analisis.

Se preparacion cuatro tipos de muestras diferentes:

= Las primeras muestras que se prepararon son ocho viales de 2 mL para inyeccion

directa (muestras D).
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= Las segundas muestras que se prepararon para SPME corresponden a muestras con

fango (g), dopadas con diferente volumen de diferentes soluciones en acetona y que

sufren pretratamiento de muestras comentado anteriormente (muestras A).

= Las terceras muestras que se prepararon para SPME corresponden a muestras sin

fango (g), dopadas con diferente volumen de diferentes soluciones en acetona y que

sufren pretratamiento de muestras comentado anteriormente (muestras B).

= Las Gltimas muestras que se prepararon para SPME corresponden a muestras sin

fango (g), dopadas con diferente volumen de diferentes soluciones en acetona y que

no sufren pretratamiento de muestras comentado anteriormente (muestras C).

Solamente llevan 17 mL de agua milliQ con NaCl al 36% y pH 3.

La preparacion de las muestras se realizaron y se analizaron por GC-MS en este orden

mencionado anteriormente.

4.1. Inyeccion directa (LS)

Name D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8
. 100 | 200 400 800 1600 3200 4000 8000

[1(ppb, pg L)
50 100 200 100 200 400 50 100
VStOCk solution in (T) (T) (T) (SS’) (SS a) (SS’) (SS) (SS)

acetone (ML)

100 | 100 100 100 100 100 100 100

Vmrestea (ML)
250 | 250 250 250 250 250 250 250

Vethyl acetate (ML)

Algunos de los cromatogramas obtenidos son los siguientes, en ellos se puede observar que

la intensidad de la sefial es mayor al aumentar la concentracion de las muestras preparadas.

Se han indicado en cada cromatograma algunos de los contaminantes emergentes.
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Figura 4.1.1. Cromatograma D1 (100 ppb)
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Figura 4.1.3. Cromatograma D8 (8000 ppb)
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Se ha realizado un andlisis de diferentes concentraciones que nos permiten obtener

cromatogramas de cada una de las muestras analizadas. Se ha representado cada una de las

lineas de calibrado de los contaminantes emergentes de interés. Gracias a ello, podemos

conocer que es posible el andlisis de estos analitos a través de la técnica de cromatografia

de gases y espectrometria de masas (GC-MS). A continuacion, mostramos algunos de los

contaminantes emergentes como naproxen (NPX) o methylparaben (MP).

del pico / cuentas

Area
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6000000
4000000
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y =1461.8x - 89247
R*=0.9952

Mayo 2018
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8000

10000

14000000

12000000

10000000

8000000

6000000

del pico / cuentas

4000000

Area

2000000

0
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y =1427.9x + 53622
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8000
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4.2. Fibra SPME (DVB/CAR/PDMS)
4.2.1. Preparacion de muestras A

Como se puede observar en esta tabla de muestras, éstas se han preparado pesando una
cantidad de muestra sdlida de fango (0,8 g), se han dopado con diferente volumen de

soluciones T, SS’ y SS y, por tltimo, han sufrido pretratamiento.

Algunos de los cromatogramas obtenidos son los siguientes, en ellos se puede observar que
la intensidad de la sefial es mayor al aumentar la concentracion de las muestras preparadas.

Se pueden observar algunos de los contaminentes emergentes.

xi0° [+ TICSIMALd
b

il i gt 4

55

5
43 4-tert-octylphenol

4
35 Propranolol

3
25 /

2
15 Carbamazepine

i
’ M %Jé

0 LJ LM N A

850 95 10105 1 115 12 125 1 135 14 145 15 185 16 165 17 175 18 185 19 05 0 W5 21 5 2 N5 BAS U U5 BES K A5 N A5 B AT D BE N N5 H
Counts vs. Acgistion Time (min)

Figura 4.2.1. Cromatograma muestra Al (B+31,25 ng/g)
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Propranolol

|

Carbamazepine
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Figura 4.2.2. Cromatograma muestra A4 (B + 250 ng/g)
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Counts vs. Acquisiton Time (min)

Figura 4.2.3. Cromatograma muestra A8 (B + 2500 ng/g)

4.2.2. Preparacion de muestras B

Nare BL | B2 | B3 B4 B5 B6 B7 B8
[1(ppb, ng g™ 31,25 | 62,5 125 250 500 1000 1250 2500
50 100 200 100 200 400 50 100
\% stock solution in
acetone (UL) (M (M) (M (887 | (S8) | (S8S) (SS) (SS)
S S S S S S S S
Pretreatment
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Estas muestras, se han preparado dopando con diferente volumen de soluciones de T, SS’ y

SS. Posteriormente, se realiza el pretratamiento mencionado anteriormente. La diferencia

con respecto a las muestras de A es que no llevan gramos de fango. Algunos

cromatogramas son los siguientes.

X105 [+ TICSMB1.d
4 12

r~

35

3

Ethylparaben

25
Methylparaben /{

Triclosan

Il

f ]

Counts vs. Acquisiion Time (min)

Figura 4.2.4. Cromatograma muestra B1(31.25 ng/g)
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Figura 4.2.5. Cromatograma muestra B4 (250 ng/g)
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Figura 4.2.6. Cromatograma muestra B8 (2500 ng/g)

] J

4.2.3. Preparacion de muestras C

Name Cl [ c2 | c3 c4 Cc5 [ Cc7 cs

31,25 | 62,5 | 125 250 500 1000 | 1250 | 2500
[1(ppb, ng g-1)

0 0 0 0 0 0 0 0
m sludge (g)
100 200 100 200 400 50 100
Vstock solution in 50 (T)
acetone (UL) (M (M (SS%) (SS’) | (88 (SS) (SS)
N N N N N N N N
Pretreatment

Estas muestras, se han preparado Unicamente dopando con diferente volumen de
soluciones de T, SS’ y SS. Algunos de los cromatogramas obtenidos son los siguientes, en
ellos se puede observar que la intensidad de la sefial es mayor al aumentar la concentracion

de las muestras preparadas.
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Figura 4.2.7. Cromatograma muestra C1 (31,25 ng/g)
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Figura 4.2.8. Cromatograma C4 muestra (250 ng/g)
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Figura 4.2.9. Cromatograma muestra C8 (2500 ng/g)

4.3. Resultados de la validacién del método

Para el analisis de los resultados obtenidos de cada una de las muestras analizadas,
comenzamos observando la linealidad del método obtenida al realizar una representacion

gréfica de cada una de las muestras teniendo en cuenta los analitos de interés.

La validacion del método se realizé durante el mes de Abril (hay que tener en cuenta que
se llevo a cabo un corte en la columna HP-5MS lo que provocd una modificacion en los

tiempos de retencion de los analitos de interés), también se puede observar en los
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resultados obtenidos por inyeccion directa (LS) una sensibilidad mayor en comparacion

con el mes de Marzo.

Tabla 4.3.1. Contaminantes emergentes

Analyte | Chemical Name Acq_U|S|t|on tr (Min) SIM ions, m/z
window

|1 | Methylparaben | 1 | 9077 | 209.1 [ 2101 [ 1351 |
2 Ethylparaben 11.045 223.1 224.1 | 151.1
3 Ibuprofen 11.567 263.2 264.2 | 117.1
4 4-tert-octylphenol 2 12.065 249 250 320
5 Propylparaben 12.611 237.2 238.2 | 151.1
7 4- nonylphenol 13.829 263.1 305.1 264.1
8 Propranolol 18.677 144.1 2152 | 316.2
9 Naproxen 3 19.149 287.2 185.1 | 288.2
10 Triclosan 19.895 347 345 200

13 Bisphenol A 5 23.573 441 207 442

Tabla 4.3.2. Tabla de los segmentos de tiempo SIM

SIM Time Segments
Total
. Cycle
Time Group Number Dwell : : Calculated
: : Time Resolution
(min) Name of lons Time EMV
(Hz)
(ms)

8.00 1 3 1290 0.7620 Low 2045
10.46 2 15 1278 0.7614 Low 2045
16.25 3 9 1278 0.7656 Low 2045
20.74 4 6 1278 0.7672 Low 2045
22.80 5 3 1290 0.7612 Low 2045

Lo primero que hacemos es el andlisis de las muestras por inyeccion directa (LS) que en
nuestro caso son las muestras D. Hemos realizado una representacion gréafica (ajuste por
mininos cuadrados) comparando los resultados obtenidos durante los meses de Marzo,

Abril y Mayo para observar el cambio que se produce en la sensibilidad del equipo.

Los resultados obtenidos se han analizado con el programa de Agilent MassHunter
Quantitative Analysis (for GC).
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Tenemos varios contaminantes emergentes en la clasificacion mencionada al comienzo
este trabajo, por ello, se ha tomado un contaminante emergente de cada tipo para poder

observar el parametro de la linealidad del método.

= Analgésico / Antiinflamatorio: Naproxen (NPX)

INYECCION DIRECTA (LS) NAPROXEN
Concentracion Respuesta Respuesta Respuesta
(ppb) (Marzo 2018) (Abril 2018) (Mayo 2018)
100 14774 76715 126219
200 40663 187548 289888
400 123978 440141 634815
800 186295 907231 1263717
1600 430633 1740355 2250782
3200 838133 4056241 4214826
4000 945953 3573369 5302979
8000 2328384 8206339 11953158
Naproxen
14000000 -
12000000 -
# 10000000
c
3 8000000
> @ Abril 2018
£ 6000000
i B Marzo 18
()
T 4000000 Mayo 2018
£ 2000000
0 : T T T 1
2000 4000 6000 8000 10000
-2000000

Concentracion (ppb)

Figura 4.3.3. Curvas de calibrado de naproxen (NPX)
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= Neurofarmaco: Carbamazepine (CBZ)

INYECCION DIRECTA (LS) CARBAMAZEPINE
Concentracion Respuesta Respuesta Respuesta
(ppb) (Marzo 2018) (Abril 2018) (Mayo 2018)
100 10875 68469 126124
200 50957 175759 275142
400 149462 393613 624323
800 182845 756142 1182887
1600 419148 1500053 2158232
3200 931099 606058 3861723
4000 1331186 3143514 4933729
6000 2253420 7271861 10836283
Carbamazepine
12000000 -
o 10000000
g 8000000
>
% 6000000 & Abril 2018
g 4000000 B Marzo 2018
g Mayo 2018
< 2000000
O = T T T 1

0 2000 4000 6000 8000 10000
Concentracion (ppb)

Figura 4.3.4. Curvas de calibrado de carbamazepine (CBZ)
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Antihipertensivos: Propranolol (PNL)

INYECCION DIRECTA (LS) PROPRANOLOL

Concentracion Respuesta Respuesta Respuesta

(ppb) (Marzo 2018) (Abril 2018) (Mayo 2018)
100 208 517 6189

200 201 504 6437

400 240 788 7881

800 382 781 7681
1600 437 4359 7599
3200 791 776 8696
4000 362 26490 9801
6000 4335 62939 13523

Propranolol

70000 -
60000
50000 & marzo 2018
40000 M abril 2018
30000 mayo 2018

Area del pico/cuentas

-10000

20000

10000

o

4000 6000 8000 10000
Concentracion (ppb)

Figura 4.3.5. Curvas de calibrado de propranolol (PNL)
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= Parabeno: Propylparaben (PP)

INYECCION DIRECTA (LS) PROPYLPARABEN

Concentracion Respuesta Respuesta Respuesta
(ppb) (Marzo 2018) (Abril 2018) (Mayo 2018)
100 17605 101236 147044
200 55138 225451 329371
400 151316 500236 696515
800 227823 954721 1407594
1600 509865 1802340 2535733
3200 1012540 761108 4620344
4000 1268293 3882019 5755821
6000 2644425 8717042 12597503
14000000 1 Propylparaben
12000000 -
é 10000000 - # Abril 2018
Q
% 8000000 - M Marzo 2018
% 6000000 - Mayo 2018
e
S 4000000 -
L
2000000 -
0 -J T T T T 1
0 2000 4000 6000 8000 10000

Concentracion (ppb)

Figura 4.3.6. Curvas de calibrado de propylparaben (PP)
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= Disruptor endocrino: Bisphenol A (BPA)

INYECCION DIRECTA (LS) BISPHENOL A

Concentracion Respuesta Respuesta Respuesta
(ppb) (Marzo 2018) (Abril 2018) (Mayo 2018)
100 24741 87421 117229
200 69050 192525 241003
400 164686 384678 504502
800 200928 771334 1042115
1600 455161 1376829 1838743
2200 710389 621774 3278677
4000 1314518 3042783 4085410
8000 2432575 6769750 8842059
Bisphenol A
10000000 -
& 8000000 -
g
L 6000000 -
g @ Abril 2018
E 4000000 1 B Marzo 2018
:,;S 2000000 - Mayo 2018
O J( T T T 1

2000 4000

6000 8000

Concentracidn (ppb)

10000

Figura 4.3.7. Curvas de calibrado de bisphenol (BPA)
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Se puede observar en todas las representaciones graficas obtenidas de cada uno de los
analitos que la sensibilidad mejora principalmente durante el mes de Abril, a raiz del corte
de columna HP-5MS que se produjo a principios del propio mes.

Una vez observado que los resultados obtenidos son correctos, realizamos una
representacion grafica (ajuste de minimos cuadrados) de los contaminantes para observar
la linealidad del método. Para llevar a cabo todo esto, preparamos varias muestras de
diferente concentracion, dopando con diferentes soluciones de T, SS’ y SS en acetona
mencionadas anteriormente para obtener diferentes concentraciones y los resultados

obtenidos son los siguientes:

Para la representacion de la linea de calibrado de las muestras de A, es necesario calcular
la concentracién del blanco. Para ello, realizamos una representacion de la respuesta (area
del pico) en funcién del volumen afadido de la solucion SS’. Al realizar esta
representacion, nos permite conocer el volumen equivalente y calcular la concentracion del

blanco.

La calibracion se realiza por el método de matriz simulada (matrix-matched). El
establecimiento de una calibracion de matriz simulada necesita una matriz libre de analito
que solo es posible cuando los analitos son componentes de muestra con exogenos (por
ejemplo, aditivos o contaminantes). Sin embargo, si los analitos son enddgenos (por
ejemplo, aminoécidos en fluidos biol6gicos o pigmentos en vegetales), y se ha verificado
un efecto de matriz, es necesario aplicar el método de adicion estandar, nombrado
correctamente como "Calibracién de adicion estandar” (AC). Este tipo de calibracion es la
Unica metodologia en la que los resultados no se ven afectados por los errores de matriz
sistematicos, independientemente del tipo y la magnitud del efecto matriz, por lo que
permite cuantificar la cantidad de analitos en cualquier tipo de muestras. Su principal
desventaja radica en el hecho de que se necesita una calibracion para cada muestra, lo que
implica una gran cantidad de trabajo en el andlisis de rutina. Para evitar este problema, se
aplica una nueva funcion de calibracion llamada calibracion de matriz corregida
"calibracién de matriz corregida™ (MCC). Es una calibracion matemaética coincidente con
la matriz caracterizada por una curva lineal donde la variable x es la cantidad de analito (en

presencia de la matriz) y la variable y es la sefial analitica.
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Tabla 4.3.8. Volumenes equivalentes y concentraciones del blanco

Contaminante emergente

Volumen equivalente

Concentracion del blanco

(CE) (Veq /mL) (ng/g)
Methylparaben (MP) -0.0325 81.25
Ethylparaben (EP) -0.0070 17.5
Ibuprofen (IBP) -0.05 125
4-tert-octylphenol (OP) -0.276 690
Propylparaben (PP) 0 0
4-nonylphenol (NP) -0.245 612,5
Naproxen (NPX) 0 0
Triclosan (TCS) -1.387 3467.5
Carbamazepine (CBZ) -0.713 1782,5
Diclofenac (DCF) -0.034 54,4
Bisphenol A (BPA) -0.186 465

Las representaciones graficas de algunos contaminantes emergentes son las siguientes:

= Analgésico/antiinflamatorio: Naproxen (NPX)
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Parabeno: Methylparaben (MP)

Methylparaben

y
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T
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Disruptor endocrino: Bisphenol A (BPA)
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Una vez conocida la concentracion del blanco ([ Juianco), POdemos calcular la concentracion

experimental de cada una de las concentraciones de las muestras preparadas de tipo A para

cada uno de los contaminantes emergentes. Los resultados se encuentran en la tabla 6.1.4.

[ ]exp = [ ]dopada + [ ]blanco

Tabla 4.3.9. Concentraciones experimentales

CE Al | A2 | A3 | A4 | A5 | A6 | A7 | A8
Methylparaben | 112 | 144 | 206 | 329 | 580 | 1072 | 1326 | 2572
Ethylparaben 48 79 138 | 258 | 501 | 979 | 1225 | 2433
Ibuprofen 155 | 186 | 247 | 368 | 613 | 1096 | 1345 | 2566
4-tert-
octylphenol 720 | 752 | 811 | 931 | 1173 | 1651 | 1898 | 3106
Propylparaben | 31 62 124 | 248 | 498 | 991 | 1245 | 2491
4-nonylphenol | 326 | 357 | 418 | 541 | 788 | 1276 | 1528 | 2761
Naproxen 31 62 124 | 248 | 498 | 991 | 1245 | 2491
Triclosan 3499 | 3529 | 3592 | 3715 | 3966 | 4459 | 4713 | 5958
Carbamazepine | 1813 | 1841 | 1906 | 2028 | 2276 | 2764 | 3015 | 4248
Diclofenac 83 116 | 170 | 285 | 518 | 977 | 1213 | 2373
Bisphenol A 496 | 527 | 588 | 711 | 958 | 1446 | 1698 | 2931

A continuacion, se muestran las curvas de calibrado (CC) de algunos contaminantes

emergentes.

e Muestras A que contienen 0,8 gramos de fango, dopadas con diferentes

concentraciones de soluciones de T, SS’ y SS en acetona Yy dichas muestras sufren

pretratamiento (etapa de extraccion, limpieza, centrifugacion, limpieza...).
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» Analgésico / antiinflamatorio: Diclofenac (DCF)

Respuesta (&rea de
pico) 16013 | 13687 | 27081 | 114000 | 88976 | 174688 | 225601 | 461751

Concentracion

experimental 83 116 170 285 518 977 1213 2373
(ng/g)

y =195.93x - 8658.3

Diclofenac R? - 0.9988

500000
450000
400000
50000
00000

50000
A

00000
& Muestras A
150000 _

100000
50000 _
0 _! T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500
Concentracion (ng/g)

®

ico/cuentas

NN W W

del p

Area

[y

= Parabeno: Methylparaben (MP)

Respuesta (area de
pico) 73203 | 117959 | 165872 | 275918 | 366689 | 890529 | 959296 | 1913631
Concentracion
experimental 112 144 206 329 580 1072 1326 2572
(ng/g)
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Methylparaben y = 744.67x + 5141.6
R2=0.9948
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= Disruptor endocrino: Bisphenol A (BPA)

Bisphenol A

(BPA) Al A2 A3 A4 A5 A6 AT A8

Respuesta (area de

pico) 24376 27813 26287 | 33766 28263 60019 64837 | 129835

Concentracion

experimental 496 527 588 711 958 1446 1698 2931
(ng/g)

y =41.807x + 2269
R*=0.986

Bisphenol A

140000

120000
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80000

60000

Muestras A
40000

Area del picoZcuentas

20000

0 T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
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En general, las curvas de calibrado (CC) se pueden considerar correctas teniendo en cuenta
que se trabaja con una matriz realmente compleja (fango). Como hemos comentado, el
efecto que produce la matriz conlleva que afecte a los resultados que hemos obtenido.
Unicamente hay un contaminante emergente que no hemos podido conseguir una curva de
calibrado (propranolol), es posible que no se consiga una adecuada extraccion con la fibra,

por lo tanto, no podemos analizarlo adecuadamente.

e Muestras B gque no contienen fango (g) pero se encuentran dopadas con diferentes
concentraciones de soluciones T, SS’ y SS en acetona. Ademas, dichas muestras

sufren pretratamiento (etapa de extraccion, limpieza, centrifugacion, limpieza...).

= Analgésico / antiinflamatorio: Naproxen (NPX)

Naproxen

(NPX) Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8

Respuesta (area

. 451 1527 1777 | 10711 | 2098 | 74517 | 75413 | 77789
de pico)

Concentracion

experimental 31.25 | 62.5 125 250 500 1000 | 1250 | 2500
(ng/g)

y =3.6065x + 1211.7

Naproxen R? = 0.9921

12000
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6000

@ Muestras B

del pico/cuentas

4000
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¢

2000

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Concentracion (ng/g)
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= Parabeno: Ethylparaben (EP)

Respuesta (area

de pico) 46865 | 133863 | 217587 | 299748 | 714740 | 1539791 | 1655695 | 3692814

Concentracion
experimental 31.25 62.5 125 250 500 1000 1250 2500
(ng/g)

Ethylparaben y = 1458.8x - 5346.7
R? = 0.9959

4000000
3500000
3000000
2500000
.2 2000000
500000
000000
500000

0

del pico/cuentas

1
1

Area

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Concentracion (ng/g)

= Disruptor endocrino: Bisphenol A (BPA)

Respuesta (area

de pico) 46865 | 133863 | 217587 | 299748 | 714740 | 1539791 | 1655695 | 3692814

Concentracion
experimental 31.25 62.5 125 250 500 1000 1250 2500
(ng/g)
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Bisphenol A y=1.837x +6271.9

R? = 0.9905
12000
10000
8000

6000

del pico/cuentas

4000

Area

2000

0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Concentracién (ng/g)

e Muestras C que no contienen fango (g) pero que se encuentran dopadas con
diferentes concentraciones de soluciones T, SS’ y SS en acetona. Ademas, dichas
muestras no sufren pretratamiento. Contienen 17 mL filtrados de agua milliQ con

NaCl al 36% y pH 3. Algunos ejemplos se muestran a continuacion.

= Analgésico / Antiinflamatorio: lbuprofen (IBP)

Ibuprofen (IBP) C1 C2 C3 C4 C5 C6 Cc7 C8

Respuesta (area del

pico) 1897119 | 5409922 | 8152711 | 21242841 | 43678998 | 70212104 | 68028562 | 73698938

Concentracion

30 61 122 243 488 971 1220 2441
(ng/g)
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= Parabeno: Propylparaben (PP)

Propylparaben
(PP)

C1

C2 C3

C4

C5

C6

Cc7

C8

Respuesta (area del

pico)

1816690

3579041 | 7003284

13781479

24311463

45373802

47360475 | 71272169

Concentracion
(ng/g)
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1245 2491
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= Disruptor endocrino: Bisphenol A (BPA)

Bisphenol A (BPA) C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 Cc8

Respuesta (area
153758 | 292252 | 466734 | 1081799 | 2048310 | 3715264 | 4046148 | 7002005

del pico)
Concentracion
31 62 123 246 493 981 1233 2466
(ng/g)
Bisphenol A
10000000 -
8
c 8000000 -
g
% 6000000 -
K™
S 4000000 -
g Muestras C
g 2000000 -
<
O = T T T T T 1
500 1000 1500 2000 2500 3000
Concentracion (ng/g)

La precision es otro parametro a tener en cuenta y se define como el grado de coincidencia
entre los resultados de las muestras individuales de una muestra homogénea. La precision
se expresa como Desviacion Estandar Relativa (RSD). La precision del método debe
incluir todas las fuentes de variacidn desde la preparacion de la muestra hasta el redondeo

del resultado final de la muestra. La precision se expresa a través de la ecuacion (1).

()
RSD % = 100 [1]

RSD: desviacion estandar relativa
o = Desviacion estandar de la poblacion
1 = media aritmética de la poblacién

Se exponen las muestras (réplicas) que se han preparado para el estudio de la precision del

método.
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Blank CC-5A CC-5B CC-5C CC-7A CC-7B CC-7C

Name
[1 (ppb, ng g- B B + 1000 | B + 1000 | B + 1000 | B + 5000 | B +5000 | B + 5000
1)
0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8
m sludge (g)

Vstock solution in 0 | 400(SS) | 400 (SS') | 400 (SSY) | 200 (SS) | 200 (SS) | 200 (SS)
acetone (UL)

Y Y Y Y Y Y Y

Pretreatment

Otro de los parametros mencionados anteriormente corresponde al efecto matriz (ME). El
efecto matriz consiste en una disminucién o en un aumento de la respuesta instrumental del
analito debido a la presencia de otros componentes. En otras palabras, para la misma
concentracion de analito, el andlisis de una muestra real o de una disolucion estandar del

analito puro no proporciona la misma respuesta instrumental.

A la hora de aplicar un método analitico, el efecto matriz se traduce en una diferencia de
sensibilidad del mismo cuando se prepara un calibrado en un disolvente frente a uno
preparado en el mismo entorno de la muestra. Cabe destacar que el efecto matriz es un
efecto indeterminado de las especies que rodean a la muestra que afectan a la sensibilidad,
cuando el efecto de una especie es determinado (y aditivo) se habla de interferencia.

A continuacion, se exponen las muestras preparadas (réplicas) para estudiar el efecto

matriz en nuestras muestras.

Name ME-5A ME-5B ME-5C ME-7A ME-7B ME-7C
[1 (ppb, ng g-1) 1000 1000 1000 5000 5000 5000
m sludge (g) 0 0 0 0 0 0
v 5t°°k5°('t“‘|‘j’)‘ nacetone | 400 (SS") (4;08(‘)) 400 (SS') | 200 (SS) 200 (SS) 200 (SS)
Pretreatment Y Y Y Y Y Y

Para evaluar el efecto matriz (ME), lo hacemos como porcentaje de supresion o mejora de

la sefial a través de la ecuacion (2).

., ~ drea de la matriz—area del blanco)x100
Supresion de la sefial (%) = 100 — (( - . ) ) [2]
area del disolvente
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Otro de los parametros a estudiar es la recuperacion (PR) que se mide como la cantidad
del analito recuperada en la porcion de muestra o0 muestra adicionada cuando ésta es
conducida a través del método analitico completo, y que permite evaluar la eficiencia de la
extraccion, proceso de preparacion e interferencias que puedan existir al aplicarlo. Se
expresa en términos de porcentaje. Las réplicas preparadas (3) para estudiar este parametro

se muestran a continuacion.

Name PR-5A PR-5B PR-5C PR-7A PR-7B PR-7C
1000 1000 1000 5000 5000 5000
[]1(ppb, ng g-1)
B 0 0 0 0 0 0
v St°°k5%'f;tf)”"a°et°"e 400 (SS') 400 (SS') 400 (SS') | 200(SS) | 200(SS) | 200 (SS)
Pretreatment N N N N N N

La recuperacion parcial (medida de la eficacia del proceso de extraccion) para cada uno de
los contaminantes emergentes se estableci6 comparando la respuesta del area de los
analitos extraidos con los no extraidos. Para calcular la recuperacion parcial utilizamos la

ecuacion (3):

Area analitos extraidos

PR (%)= 100 [3]

Area analitos no extraidos

La repetibilidad es uno de los parametros que también nos interesa estudiar y se define
como la coincidencia dentro de un corto periodo para el mismo analista con la misma
instrumentacién. Las réplicas (n=3) preparadas para el estudio de la repetibilidad intra-

diaria e inter-diaria se muestran a continuacion.

Name Rep-5A Rep-5B Rep-5C Rep-7A Rep-7B Rep-7C
B+1000 | B+1000 B+1000 B+5000 B+5000 B+5000
[1(ppb, ng g-1)
0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8
m sludge (g)
W St°°'“°('l“;;j; inacetone | 400 (SS') | 400 (SS') | 400 (SS') 200 (SS) 200 (SS) 200 (SS)
Pretreatment \ Y Y Y Y \
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La repetibilidad intra-diaria se realiza de forma continua en el transcurso del dia y la
repetibilidad inter-diaria se realiza de forma continua en el transcurso de diferentes dias. Se
calcula como desviacién estandar relativa (20RSD), como en la ecuacién (4).

()
RSD (%) =+ 100 [4]

RSD: desviacion estandar relativa
o = Desviacion estandar de la poblacion
K = media aritmética de la poblacion

Con todo lo mencionado anteriormente, en la siguiente tabla se observan todos los valores

obtenidos de los pardmetros estudiados.

Tabla 4.3.10. Resultados de los pardmetros estudiados

Efecto Recuperac Repetibi | Repetibili
Contaminantes Precision matriz i6n grcial lidad dad
emergentes (RSD%0) P (n=3) (n=3)
= (ME%) (PR%)
(CE) (n=3) (n=23) (n=3) (Intra- (Inter-
B B dia %) dia%)
Methylparaben
(MP) 9 12 33 35 40 40 5 7 21 12
Parabenos Ethy('ggr)abe” 10| 9 | 8 | 67 | 44 | 12 | 24 |39 47 | 32
Propylparaben | ¢ 7 | 98| 97 |45 | 36 |12 |8 5 | 18
(PP)
4-tert-
octylphenol 6 18 106 | 101 28 48 20 | 43| 16 34
(OP)
Disruptores 4'”0?%'3)““"' 36 | 23 |111| 43 |198| 31 | 2 |22 |135 | 108
endocrinos Bisphenol A
(BPA) 14 27 101 99 67 33 28 | 13 | 104 | 39
Triclosan
(TCS) 17 19 116 102 231 | 411 6 26 | 27 4
Naproxen
(NPX) 9 22 96 96 61 21 1 | 21| 68 6
Analgésico/ Ibuprofen
Antiinflamatorio (IBP) 13 14 78 100 82 63 19 8 20 2
Diclofenac
(DCF) 11 32 99 100 89 57 4 30| 19 1
Neurofdrmaco | CArPamazepine | .q | gy | 95 | gg | 24 | 41 | 3 | 1 |138 | 66
(CB2)
. . Propranolol
Hipertensivo (PNL) 7 20 98 97 66 22 15 |18 | 69 6
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El limite de deteccion (LOD) es una caracteristica de las pruebas limite y se define como la
menor cantidad de analito que puede detectarse en una muestra, aunque no necesariamente
cuantificarse, bajo las condiciones del experimento indicadas. Asi las pruebas de limite que
confirman simplemente que la cantidad de analito se encuentra por encima o por debajo de
un cierto nivel (USP 31 <1225>).

La ICH cuando hay ruido de fondo recomienda que el célculo del limite de deteccién
puede realizarse con un valor con el cual la relacion entre sefial y ruido (S/R) es 2:1 6 3:1.

Para el célculo del limite de deteccidn se puede realizar de diferentes maneras:
= La determinacion de la pendiente de la curva de calibracion y la desviacion
estandar de las respuestas.

LOD=—— [5]
m

o = desviacion estandar de la respuesta
m = pendiente de la curva de calibracién para linealidad

= El célculo puede realizarse con un valor en el que la relacion entre sefial y ruido
(S/R) es 3:1.

3]
S/N

LOD = 6]

[ ] = concentracion del analito (ng/g)

S/N = relacion sefial y ruido
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El limite de cuantificacion (LOQ) se define como la menor cantidad de analito en una
muestra que puede determinarse con precision y exactitud aceptables bajo las condiciones
del experimento establecidas (USP31 <1225>).

Al igual que para el limite de deteccion, el limite de cuantificacion se puede calcular de

diferentes maneras.

= La determinacion de la pendiente de la curva de calibracién y la desviacion

estandar de las respuestas.

o = desviacion estandar de la respuesta
m = pendiente de la curva de calibracién para linealidad

= El célculo puede realizarse con un valor en el que la relacion entre sefial y ruido
(S/R) es 10:1.

10+ [ ]
S/N

LOQ = [8]

[ ] = concentracion del analito (ng/g)
S/N = relacion sefial y ruido

A continuacion, se muestran los limites de deteccién y cuantificacion calculados con las
ecuaciones (6) y (8). Los resultados obtenidos son bastante aceptables porque los valores
obtenidos para la mayoria de los contaminantes emergentes se encuentran igual o por
debajo de 100 ng/g.
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Tabla 4.3.11. Resultados de los limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ)

Contaminantes
LOD (ng/g) LOQ (ng/g)
emergentes
Methylparaben (MP) 11 28
Parabenos Ethylparaben (EP) 31 104
Propylparaben (PP) 19 65
4-tert-octylphenol (OP) 209 843
] 4-nonylphenol (NP) 162 541
Disruptores
endocrinos Bisphenol A (BPA) 30 100
Triclosan (TCS) 16 54
Naproxen (NPX) 2 6
Analgésico/ Ibuprofen (IBP) 9 30
Antiinflamatorio
Diclofenac (DCF) 11 36
Neurofarmaco Carbamazepine (CBZ) 177 589
Antihipertensivo Propranolol (PNL) No se puede detectar | No se puede cuantificar

Observando los resultados obtenidos de cada contaminante emergente de interés, uno de
ellos, el propranolol (PNL), no se ha podido analizar con el método analitico desarrollado.
Es un compuesto que se puede analizar por cromatografia de gases (inyeccién directa) pero
a la hora de poder extraerlo con la fibra, no se ha conseguido de manera satisfactoria. La
conclusion a la que hemos llegado es que con este método desarrollado no se puede

detectar y cuantificar de forma adecuada.

Para finalizar estudiamos el efecto memoria “carry over” que encontramos en el anélisis
de toda la secuencia de muestras.

Este concepto es conocido como el efecto de arrastre, efecto que se traslada de una
condicion experimental a otra. Algunos resultados de contaminantes se muestran en la

siguiente tabla 4.3.4.
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Tabla 4.3.12. Resultados del efecto memoria

Contaminante | Area muestra | Area muestra Respuesta
emergente Cc8 NacCl (Area NaCI*100/area C8)
Ibuprofen (IBP) 73698938 199333 0.3
Propylparaben 71272169 89932 0.1
(PP)
Naproxen (NPX) 62054104 47715 0.1
Triclosan (TCS) 3131503 12683 0.4
Diclofenac (DCF) 9042656 5142 0.1
Promedio 0.4

Como se puede observar en los resultados obtenidos, al realizar el andlisis de esta

secuencia de muestras C, el valor promedio debe encontrarse por debajo del 5% y en este

caso, tenemos un promedio por debajo de ese porcentaje (0.4%).
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5. APLICACIONES

5.1. Aplicaciones del método analitico a muestras reales

Una vez desarrollado y validado el método de analisis de contaminantes emergentes en
muestras de fango mixto espesado (sélido), aplicamos dicho método a muestras reales
como pueden ser aquellas muestras de fango que han sufrido un proceso de hidrélisis

térmica.

La hidrolisis térmica es el pre-tratamiento que supera la principal limitacién de los
procesos de digestion anaerobia: la etapa de hidrolisis. Todo ello, resulta en una materia
organica mas biodegradable que genera una mayor cantidad de biogas. Al mismo tiempo,
reduce el volumen de lodos y el coste asociado a su manejo. El biosolido resultante es de
alta calidad y puede ser utilizado como fertilizante en la produccién de alimentos.

Una ventaja importante del proceso de hidrdlisis térmica es la mejora en la calidad
microbioldgica del lodo, variable que determina las posibilidades de uso y valorizacion
posterior. Aunque la digestion anaerdbica permite reducir considerablemente la presencia
de agentes patdgenos en el lodo, no los elimina completamente. Sin embargo, en la
hidrdlisis térmica si se consigue la esterilizacion completa del lodo secundario, eliminando
la presencia de las bacterias E. Coli y Salmonella. La eficiencia de eliminacion durante el
proceso de los productos farmacéuticos y de cuidado personal (PPCPs) es considerable.
Los porcentajes de eliminacion de estos contaminantes se sitian entre un 82-100% para la

mayoria de compuestos.

Las condiciones de hidrélisis térmica son: T2 = 180°C durante 30 minutos. Conociendo que
la matriz siempre es diferente en cada muestra que queremos analizar, es necesario,

realizar de nuevo una calibracion del método de analisis. Las muestras a preparar son las

siguientes:
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x106 [+TIC SIMASd

28
26 ~~
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1 Naproxen
08

85 9 95 10105 1 115 12 125 13 135 14 145 15 155 16 165 17 175 18 185 10 195 20 205 21 215 22 225 23 235 2 245 25 255 % 265 27 275 28 285 2 25 30 35
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 5.1.1. Cromatograma de la muestra A5 (B + 500 ng/g)

Una vez obtenidas las muestras necesarias para la curva de calibrado (CC), preparamos 3
tipos de muestras de fango mixto espesado (muestras F) y 3 muestras que han sufrido

hidrolisis térmica (muestras H). Ninguna de estas muestras que se preparan se encuentran

dopadas.

x106 [+ TICSIMF3.d
18 12 3 3 45

T Propylparaben \

Diclofenac

Naproxen

| . '\ \‘\
o/ AN R vy f ‘ | | ‘
Y UL fU W PNV I NN IR T TS

85 9 95 10 105 11 115 12 125 15 135 14 145 16 165 16 165 17 175 18 165 10 195 20 205 21 215 22 205 25 245 2 245 75 285 % 265 27 275 2 285 2 25 D N5 3
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 5.1.2. Cromatograma de la muestra F3
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Para el caso de las muestras H (hidrdlisis térmica), utilizamos el programa Agilent
MassHunter Qualitative Analysis (for GC) para identificar alguno de los contaminantes

emergentes gracias a 3 de los iones caracteristicos de dichos compuestos.

x108 +TICSMH34

Ibuprofen
! i ] i I
o I T

1108 [+ECT17000/SMHAD
o it {l I
) N L]
1108 [+ECE3000) S HAD
12 ‘w’w‘ P 34 46
l
! —
1108 [+ ECBA20 S HAD
1 1 it {l I
0 |- i

85995 10105 1 115 12125 13 135 1 145 15 185 16 165 11 115 B WS 0 05 M A5 A AS N NS B K5 B US B BE KRS N SR BE A BN NS A
Countsvs. Acquisition Time (min)

Figura 5.1.3. Cromatograma de la muestra H3

x10% [+ SIM it 12,135 min) H3.D

2631000

0311110 1431000 151000 15100 20 200 4900 711000 HEO 30000
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115 120 125 130 135 140 145 150 165 160 165 170 175 160 185 190 105 200 205 210 215 220 225 230 235 240 285 250 25 20 %65 210 275 280 285 200 25 300 305 310 315 W
Counts vs. Mass-to-Charge (miz)

Figura 5.1.4. Espectro de masas del ibuprofen (IBP)
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Figura 5.1.5. Cromatograma de la muestra H3
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Figura 5.1.6. Espectro de masas del diclofenac (DCF)
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Figura 5.1.7. Cromatograma con todos los contaminantes emergentes identificados
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6. RESUMEN Y CONCLUSIONES

6.1. Resumen

Hay un creciente interés sobre los contaminantes emergentes (CE), compuestos con varios
origenes y naturaleza quimica. Su presencia en el medio ambiente o las consecuencias de
dicha presencia no se han tenido en cuenta plenamente hasta hace relativamente poco
tiempo, pudiendo causar problemas ambientales y riesgos para la salud. Estos compuestos
se propagan en el medio ambiente y se han detectado en aguas subterraneas e incluso en el
agua potable. Son compuestos de los que relativamente se conoce poco en cuanto a su
presencia, impacto y tratamiento. En la mayoria de los casos, son contaminantes no
regulados, pero pueden ser candidatos a una regulacion futura dependiendo de
investigaciones sobre sus efectos potenciales en la salud y los datos de control con respecto

a su incidencia, siendo susceptibles de investigacion.

6.2. Conclusiones

Las conclusiones a las que hemos llegado son las siguientes:

1. Se ha puesto a punto, optimizado y validado un método analitico para identificar y
cuantificar once contaminantes emergentes: Methylparaben (MP), ethylparaben (EP),
propylparaben (PP), ibuprofen (IBP), naproxen (NPX), diclofenac (DCF), carabamazepine
(CBZ2), 4-tert-octylphenol (OP), 4-nonylphenol (NP), triclosan (TCS) y bisphenol A
(BPA).

En el caso del propranolol (PNL), solamente es posible su identificacion, mientras que
genera problemas para poder cuantificarlo, aunque se puede analizar con la técnica de GC-
MS por inyeccidn directa (LS), no se consigue una buena extraccion del mismo con la
fibra.

2. Teniendo en cuenta las curvas de calibrado obtenidas de las muestras C (muestras sin
fango, que se encuentran dopadas y sin pretratamiento), podemos observar que el rango de
linealidad se encuentra entre 31,25 y 1000 ng/g. A partir de este valor la grafica empieza a
curvarse hasta llegar a la concentracion de 2500 ng/g, alcanzando entonces la saturacion de

la sefial.
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En cuanto a los resultados obtenidos del estudio de los deméas parametros, como los
correspondientes a la precision del método analitico (%RSD) deben encontrarse por debajo
del 20% y en la mayoria de los casos se pueden cumplir, excepto en algin contaminante
emergente (4-nonylphenol (NP) o carbamazepine (CBZ)). En cuanto a los valores de
efecto matriz (ME) son muy variados, el intervalo en que se encuentran los valores es 33-
116% y con respecto a la recuperacion parcial (PR) tenemos valores que oscilan entre 28 y
90%. Los resultados de la repetibilidad (%RSD) se encuentran en la mayoria de los casos
por debajo del 20%.

3. El método propuesto alcanza limites de deteccion (LOD) por debajo de 50 ng/g y de
cuantificacion (LOQ) inferiores a 100 ng/g para 8 de los contaminantes emergentes. Estos
valores son importantes dado que estos compuestos se encuentran en concentraciones

realmente muy bajas en este tipo de muestras.

En el caso del propranolol (PNL) no se ha podido detectar ni cuantificar apropiadamente,
mientras que para 4-tert-octylphenol (OP), 4-nonylphenol (NP) y carbamazepine (CBZ) el
método no se ha podido validar pues no se alcanzan los parametros de calidad impuestos.
Estos contaminantes emergentes se pueden analizar por cromatografia de gases pero la
extraccion con la fibra no es adecuada para obtener resultados aceptables para las

concentraciones en que aparecen en nuestras muestras.

4. La aplicaciéon del método analitico a muestras reales de fango mixto espesado genera
buenos resultados. En el caso de las muestras sometidas a hidrolisis térmica (180°C; 30
min), es posible identificar alguno de los contaminantes emergentes de interés, pero es

dificil su cuantificacion ya que sus concentraciones se encuentran por debajo del LOQ.

5. Este método analitico desarrollado para analisis de contaminantes emergentes en lodos
de Estaciones de Depuradoras de Aguas Residuales es adecuado porque nos ha permitido
poder detectar y cuantificar casi el 70% de los contaminantes emergentes de interés en

concentraciones realmente muy bajas del orden de ppb e incluso de ppt.
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8. ANEXOS

8.1. Anexo |

Para poder realizar de forma correcta la identificacion y analisis de los contaminantes
emergentes de interés, ha sido necesario realizar varias pruebas estudiando condiciones
diferentes para conocer cuales son las correctas y conseguir la mejor identificacion y

analisis de dichos contaminantes de interés.

A continuacion, se indican todas las pruebas que se han llevado a cabo, indicando las

muestras que se han preparado en cada caso.
e Roundl

Este serie de muestras que se preparan sirven para conocer cual es la mejor técnica de
extraccion de los analitos comparando las técnicas MAE (extraccion asistida por
microondas Yy UAE (extraccion asistida por ultrasonidos). También, utilizamos dos
disolventes de extraccion con una pequefia variacion que es un 5% de MeOH, y una etapa

de limpieza (clean-up) utilizando diferentes tipos de adsorbente.

Freeze- SS’ stock
Sample dried solution Extraction solvent Extraction Clean-up adsorbent /
P sludge technique mass (mg)
(uL)
mass (g)
1 0.8 600 pH 9 water MAE -
0,
2 0.8 600 5% MeOH/pH 9 MAE Al,O4/100
water
0.8 600 pH 9 water MAE SiO, /100
4 0.8 600 pH 9 water MAE C18/100
0.8 600 pH 9 water UAE -
0,
6 0.8 600 5% MeOH/pH 9 UAE Al,O4/100
water

7 0.8 600 pH 9 water UAE SiO, /100
8 0.8 600 pH 9 water UAE C1/100
9 0.8 600 pH 9 water UAE Hexano (5 mL)
10 0.8 600 pH 9 water UAE Hexano (5 mL)
1 0.8 600 pH 9 water UAE Si0,/100
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e Round 2

En esta ronda de preparacion de muestras, estudiando los resultados obtenidos en round 1,

decidimos modificar uno de los parametros a estudio, utilizar como adsorbente en la etapa

de limpieza, la alimina (Al,O3). Lo que hacemos es variar la cantidad de adsorbente

utilizado. El resto de las comparaciones se mantienen como en el caso anterior.

Freeze-

dried ol St.OCk Extraction | Extraction Clean-up In-situ
Sample solution ; adsorbent /
sludge mass solvent technique cleanup?
(uL) mass (mg)
()
A 0.8 600 pH 9 water MAE - -
5%
B 0.8 600 MeOH/pH 9 MAE - -
water
C 0.8 600 pH 9 water MAE Al,O3 /500 No
D 0.8 600 pH 9 water MAE Al,03 /100 Yes
X - 600 pH 9 water MAE - -
5%
B’ 0.8 600 MeOH/pH 9 UAE - -
water
C 0.8 600 pH 9 water UAE Al,O3 /500 No
D’ 0.8 600 pH 9 water UAE Al,03 /100 Yes
X’ - pH 9 water UAE - -
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Round 3

En este caso, seguimos trabajando modificando el tipo y las cantidades de adsorbente para

la etapa de limpieza. Trabajamos con alumina (Al,O3), silicagel (SiO,) y hexano.

Freeze

-dried | SS’stock | Extracti Extraction Clean-up In-situ
Sample sludge | solution on technique # cycles adsorbent / cleanun? Filtration
mass (uL) solvent 4 mass (mg) P method
)
y . 600 - : : : : N
0 0.8 - pH 9 MAE 2 Si02 /500 Yes
water \Y%
a 0.8 600 pH 9 MAE 2 SiO, /500 Yes
water Vv
5%
MeOH/ .
b 0.8 600 oH 9 MAE 2 SiO, /500 Yes v
water
pH9 Al,03/
c 0.8 600 water MAE 2 500 Yes v
H .
d 0.8 600 pH 9 MAE 1 SiO, /500 Yes
water V
5%
MeOH/ .
e 0.8 600 oH 9 MAE 1 SiO, /500 Yes v
water
pH 9 A|203 /
f 0.8 600 water MAE 1 500 Yes v
H
g 0.8 600 pH 9 MAE 1 Hex /5 mL No
water V
h 08 | 600 | PHO | wmaE 1 Hex /25 1 o
water mL V
i 0.8 600 pH 9 MAE 1 SiO, /100 Yes
water Vv
j 0.8 600 pH 9 MAE 1 SiO, /500 No
water Vv
k 08 | e00 | PHO | yae 2 Si0,/500 | Yes
water Vv

102



Round 4

En esta serie de preparacion de muestras, la etapa de filtracion se realiza en la mayoria de

los casos con filtros de jeringa (0,7 um tamafo de poro y 25 mm de diametro). El resto de

las condiciones son semejantes a los casos anteriores.

Las muestras se analizaron en el LTI (laboratorio de técnicas instrumentales) de la

Universidad de Valladolid.

Freeze-

. SS’ stock . . Cleanup . . .
dried Extraction Extraction # In-situ Filtration
Sample solution . adsorbent
sludge solvent technique cycles cleanup? method
(uL) /mass (mg)
mass (g)
5%
Al,O3/
I 0.8 600 MeOH/pH MAE 1 Y S
100
9 water
5%
Al,O3/
I 0.8 600 MeOH/pH MAE 1 Y S
500
9 water
5%
Al,O3/
1l 0.8 600 MeOH/pH MAE 1 Y S
1000
9 water
5%
Al,O3/
v 0.8 600 MeOH/pH MAE 1 100 N S
9 water
5%
Al, O3/
\Y 0.8 600 MeOH/pH UAE 2 100 Y S
9 water
5%
Al,O3/
VI 0.8 600 MeOH/pH UAE 2 100 Y S
9 water
5%
Al,O3/
W1 0.8 600 MeOH/pH UAE 2 100 Y Vv
9 water
Sludge 5%
. Al,O3/
solid 0.8 - MeOH/pH UAE 2 100 Y S
phase 9 water
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