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Acronimos

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

CEs: Contaminantes emergentes

CID: collision-induced decoupling

EDARs: Estaciones depuradoras de aguas residuales
HDL: High-density lipoproteins

LDL: Low-density lipoproteins

LOD: Limit of detection

LOQ: Limit of quantification

PPCPs: Pharmaceutical and personal care products
Q: Quadrupole

QqQ: Triple quadrupole

SRM: Selected reaction monitoring

TOF: Time of flight

UV: Ultraviolet

VLDL: Very low-density lipoproteins

WWTPs: Wastewater Treatment Plants

- Analytes:
e 5-FU: 5-fluorouracil e EtP: Ethylparaben
e ASA: Acetylsalicylicacid e GEM: Gemcitabine
e BPA: Bisphenol A e |IBP: Ibuprofen
e CA: Clofibric acid e MeP: Methylparaben
o CAF: Caffeine e MET: Methotrexate
e CBZ: Carbamazepine e MORPH: Morphine
e COD: Codeine e NPX: Naproxen
e CP: Cyclophosphamide ¢ PAR: Paracetamol
e DCF: Diclofenac e PFC: Perfluoroalkyl
e DOX: Doxycycline compounds
e ENR: Enrofloxacin e PrP: Propylparaben

ETO: Etoposide
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SHS: Sodium hexadecyl

sulfate
SMX: Sulfamethoxazole
SOS: Sodium octadecyl

sulfate

SA: Salicylic acid
TAM: Tamoxifen
TCB: Triclocarban
TCS: Triclosan
VINB: Vinblastine
VINC: Vincristine
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- Extraction techniques:

e MAE: Microwave assisted extraction. e SPLE: Selective pressurized liquid
e MSPD: Matrix solid phase dispersion. extraction

e UAE: Ultrasound assisted extraction.
e PLE: Pressurized liquid extraction. e VA-MSPD: Vortex-assisted matrix

solid phase dispersion.

- Clean-up techniques:

e d-SPE: Dispersive solid phase extraction e SPE: Solid phase extraction
- Solvents:
e ACN: Acetonitrile e MeOH: Methanol

e iSOPrOH: Isopropanol (Isopropyl alcohol)

- Analysis techniques:

e UHPLC-MS/MS: Ultra high performance liquid chromatography - tandem mass
spectrometry.

e HPLC-MS/MS: High performance liquid chromatography — tandem mass
spectrometry.

e LC-MS/MS: Liquid chromatography - tandem mass spectrometry.

e LC-QTOF-MS: Liquid chromatography - quadrupole time of flight - mass
spectrometry.

e GC-MS: Gas chromatography — mass spectrometry.
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RESUMEN

Los compuestos farmacéuticos y productos de cuidado personal (PPCPs) son conocidos como
“contaminantes emergentes” debido a su escasa regulacion y presencia a bajas
concentraciones (ng L™ o pg L) en diversas matrices medioambientales. La mayoria de los
PPCPs no son bioacumulativos ni tampoco volatiles, sin embargo, algunos de los productos de
cuidado personal como las fragancias si que lo son, ademas de toxicas y persistentes. Estos
contaminantes al ser introducidos de forma continua en el medio ambiente, a pesar incluso de
unavida corta, se convierten en contaminantes persistentes. En la actualidad, son de gran interés
debido a su acumulacion en la cadena trofica, pudiendo causar graves consecuencias en la salud
si se superan los limites de toxicidad de dichas sustancias en los organismos. Los lodos de
depuradora son la matriz objeto de estudio seleccionada en este trabajo debido a su aplicacion
como abono en la agricultura, reduciendo el empleo de fertilizantes de origen quimico. Sin
embargo, los “contaminantes emergentes” presentes en dichos lodos de depuradora pasarian

a ser un riesgo ya que pueden llegar al ser humano, mediante la cadena tréfica.

En este Trabajo Fin de Grado se ha realizado una revision de publicaciones encontradas en la
base de datos Scopus correspondientes a los ultimos afios (2019-2020) con el fin de conocer las
diferentes metodologias empleadas en la determinacion de un grupo de “contaminantes
emergentes” como son los PPCPs en muestras de lodos de depuradora. En la primera parte del
presente trabajo, se explica qué son los PPCPs, cual es su origen y se realiza una clasificacion
segun su funcion y uso en los productos consumidos diariamente. Ademas, se comentan los
diversos tipos de lodo que se pueden encontrar en las Estaciones Depuradoras de Aguas
Residuales (EDARs) en funcion de los tratamientos aplicados y para finalizar se expone un caso
de interés y de mucha actualidad como es un estudio de genomas de COVID-19 en aguas

residuales en Barcelona (Espafia).

Posteriormente, se obtiene informacion sobre la recogida y conservacion de la muestra de la
EDAR junto con el tipo de pre-tratamiento de la misma. Este pre-tratamiento consiste en una
etapa de extraccion con la que se separan los analitos de interés del resto de la matriz y una
posterior etapa de limpieza para eliminar interferentes que han sido extraidos junto con los
analitos. Entre las técnicas de extraccion empleadas en las publicaciones revisadas se
encuentran las técnicas de ultrasonidos y microondas y entre las técnicas de limpieza, se

encuentra la extraccion en fase sélida. En la Gltima parte de este trabajo, se trata las técnicas de
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analisis como la cromatografia liquida y de gases acopladas a espectrometria de masas,

finalizando con las conclusiones pertinentes.
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ABSTRACT

Pharmaceuticals and personal care products (PPCPs) are known as "‘emerging contaminants™
due to their poor regulation and presence at low concentrations (ng L™ or pg L™?) in various
environmental matrices. Most PPCPs are neither bio-accumulative nor volatile, however, some
personal care products such as fragrances are bio-accumulative and volatile as well as toxic and
persistent. These pollutants when introduced into the environment continuously, despite a short
life, become persistent pollutants. They are currently of great interest because of their
accumulation in the food chain, which can cause serious health consequences if the toxicity
limits of these substances in organisms are exceeded. Sewage sludge is the matrix selected for
study in this work due to its application as a fertilizer in agriculture, reducing the use of
fertilizers of chemical origin. However, "emerging contaminants’ present in such sewage

sludge would become a risk since they can reach humans through the food chain.

In this End of Degree Project, a review of publications found in the Scopus database
corresponding to the last years (2019-2020) has been carried out in order to know the different
methodologies used in the determination of a group of "‘emerging contaminants’ such as
PPCPs in sewage sludge samples. In the first part of the present work, it is explained what
PPCPs are, which is their origin and a classification is made according to their function and use
in the products consumed daily. In addition, the different types of sludge that can be found in
Wastewater Treatment Plants (WWTPSs) according to the treatments applied are discussed.
Finally, a very interesting and current case is presented such as a study of the genomes of

COVID-19 in wastewater in Barcelona (Spain).

Subsequently, information is obtained on the collection and conservation of the WWTP sample
together with the type of sample pre-treatment. This pre-treatment consists of an extraction
stage with which the analytes of interest are separated from the rest of the matrix and a
subsequent clean-up stage to eliminate interferences that have been extracted together with the
analytes. Among the extraction techniques used in the publications reviewed are ultrasound and

microwave techniques and among the clean-up techniques include solid phase extraction.

In the last part of this work, analytical techniques such as liquid and gas chromatography

coupled to mass spectrometry are discussed, concluding with the relevant conclusions.
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1. Objetivos

Este Trabajo de Fin de Grado se ha planteado sobre la base de los siguientes objetivos:

e Generar unarevision bibliografica de articulos en la base de datos Scopus de los ultimos
afos (2019-2020) basada en las siguientes palabras clave: “Pharmaceuticals”, “PPCPs”,
“Sludge” y “Chromatography”. Una vez realizada la revision bibliografica, seleccionar
aquellos articulos que conlleven la determinacion de PPCPs en lodos de depuradora.

e Adquirir informacion sobre los PPCPs, cuales son sus usos y aplicaciones, asi como una
clasificacion de los mismos.

e Detallar los métodos de preparacién de muestras de lodos de depuradora.

e Precisar y examinar las técnicas de analisis de PPCPs en muestras de lodos de
depuradora.

e Compilar las conclusiones pertinentes respecto a los métodos de preparacion de muestra
y las técnicas de analisis empleadas para la determinacion de PPCPs en muestras de

lodos de depuradora.
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2. Introduccién

Una gran cantidad de productos quimicos se elaboran diariamente para satisfacer la creciente
demanda de la poblacién mundial, ocasionando un aumento descontrolado en las emisiones de
contaminantes organicos al medio ambiente (Rocha-Gutiérrez et al., 2015). Las acciones
humanas directas o indirectas sobre el entorno que nos rodea provocan la degradacion del medio
ambiente. En los ultimos afios, el desarrollo de métodos de analisis mas sensibles ha permitido
alertar de la presencia de contaminantes, potencialmente peligrosos, denominados
“contaminantes emergentes” (CEs). Se consideran CEs porque no Se encuentran todavia

regulados o estan siendo sometidos a procesos de regulacion (Becerril Bravo, 2009).

Estos contaminantes son de diverso origen y naturaleza quimica, cuya presencia Yy
consecuencias en el medio ambiente han pasado desapercibidas hasta hace relativamente poco
tiempo. Una gran variedad de CEs se incluyen en productos de uso diario como son los
productos farmacéuticos (tanto para uso humano como veterinario), los productos de higiene
personal (perfumes, protectores solares, repelentes de insectos, cremas...), los productos de
consumo doméstico (surfactantes o tenso activos en detergentes) o de origen agricola
(pesticidas, plaguicidas...) ¢ industrial, que han sido vertidos al medio ambiente (Virkutyte,
2010). La principal caracteristica de estos contaminantes es que no necesitan estar
permanentemente en el medio ambiente para causar efectos nocivos tanto en el medio ambiente
como en la salud humana, ya que sus velocidades de transformacion y eliminacién son

equilibradas por su sucesiva introduccién en el medio ambiente (Molina et al., 2014).

En la actualidad existe un gran interés por conocer el efecto de los CEs debido a que se han
alcanzado niveles de contaminacién elevados en los Ultimos afios y se desea un control efectivo
y completo al respecto. Los CEs se tratan de compuestos cuyo vertido supone un problema
sanitario y ambiental ya que se encuentran distribuidos en el ambiente, detectandose en fuentes
de abastecimiento de agua, aguas subterraneas e incluso aguas potables (Gil et al., 2012).
Algunos de estos compuestos son solubles en agua y son capaces de introducirse en todas las
etapas del ciclo del agua. Ademas, la eliminacion de dichos contaminantes en las aguas
residuales no se realiza de forma adecuada y eficiente debido a que las Estaciones Depuradoras
de Aguas Residuales (EDARS) no estan disefiadas para eliminar dichos contaminantes presentes
a bajas concentraciones (ng L a pg L) siendo, por tanto, una fuente principal de
contaminacion, puesto que el agua depurada y tratada se vuelve a reutilizar (Lopez Serna et al.,
2018).
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Dentro de la variedad de CEs, la atencién se centrard en los productos farmacéuticos y los
productos de cuidado personal, conocidos como PPCPs (“Pharmaceuticals and personal care
products”). Los PPCPs engloban una amplia variedad de sustancias quimicas como son los
medicamentos terapéuticos o veterinarios, las fragancias y los cosméticos, empleados en el
cuidado estético, en el bienestar y salud personal, asi como en la industria agroalimentaria para

mejorar la salud y crecimiento de los animales.

La seguridad ambiental de dichos productos se evalta en funcion de las propiedades ecoldgicas
de sus componentes. El destino ambiental (agua, suelo, aire) de las sustancias quimicas depende
de las propiedades fisico-quimicas (solubilidad en agua, poder de adsorcidn, volatilidad,
degradabilidad...) (Aspects, 2009).

A continuacion, se muestra una clasificacion de PPCPs en funcién de los contaminantes de
interés analizados en diferentes trabajos obtenidos de la revisién bibliogréafica realizada en los
ultimos afios (2019-2020).

2.1. Productos farmacéuticos

Los compuestos farmacéuticos se usan ampliamente en medicina, tanto en la humana como
veterinaria, asi como en la acuicultura. EI consumo de medicamentos es diferente entre los
diversos paises, debido a los diferentes sistemas sanitarios de cada pais. Las fuentes principales

de contaminacion por productos farmacéuticos son:

e A través de la excrecién humana, ya que no todos los farmacos son adsorbidos por el
organismo al completo.
e Laeliminacion de los farmacos no consumidos.

e El uso veterinario y agricola.

El uso generalizado de los productos farmacéuticos da lugar a una descarga continua al medio
ambiente y pueden llegar a quedarse retenidos en el entorno o incluso acumularse pudiendo
afectar al ecosistemay a los seres humanas a través de la cadena tréfica debido a las propiedades
gue presentan estos compuestos, sus metabolitos y productos de degradacion (Aspects, 2009).
Ademas, son un riesgo ambiental debido a su persistencia y distribucion en el agua, suelo, aire
y alimentos. A continuacion, se describen los productos farmacéuticos mas empleados (Tejada
etal., 2014).
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2.1.1. Analgésicos

Son el grupo de farmacos de mayor consumo a nivel mundial y de mayor automedicacion. Estos
compuestos se usan comunmente en el tratamiento de inflamaciones, dolor y fiebre. Algunos
analgesicos 0 metabolitos se han encontrado en aguas residuales: diclofenaco, acido

acetilsalicilico, naproxeno, ibuprofeno, paracetamol...

Tabla 2.1: Ejemplos de algunos analgésicos

Peso
Formula » )
Compuesto Estructura - molecular Funcion / Uso Referencia
molecular
(g/mol)
Acido OH Antipirético, c 2 ot
S erqueira e
acetilsalicilico CsHgOu 180,16 analgésico y a
l/ 3 ] al., 2019
(ASA) antiinflamatorio
Paracetamol HTCHs CHND 151 163 Analgésico y Bisognin et
819 2 )
(PAR) Ho’©/ 0 antipirético al., 2019

2.1.2. Anticonvulsivantes

Los medicamentos anticonvulsivantes, conocidos también como antiepilépticos, son sustancias
que previenen o disminuyen la frecuencia y la severidad de las crisis epilépticas. La epilepsia
se caracteriza por presentar crisis epilépticas (descargas subitas, sincronicas y descontroladas

de neuronas). Las descargas pueden ser focales o dispersas.

Tienen una amplia variedad de efectos, pudiendo actuar de forma directa o indirecta sobre el
origen y la propagacion de las crisis. La mayor parte de los medicamentos anticonvulsivos
tienen poco efecto sobre el foco epiléptico. Su efecto consiste en evitar la propagacion de la

descarga a estructuras vecinas normales.

La clasificacion de dichos medicamentos puede hacerse segun la cronologia de su desarrollo,

algunos ejemplos son (Lopez Gonzalez, 2016):

e Primera generacion: fenobarbital, fenitoina, etosuximida.
e Segunda generacion: carbamazepina, valproato, benzodiacepinas.

e Tercera generacion: gabapentina, lamotrigina, vigabatrina.
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Tabla 2.2: Ejemplo de anticonvulsivante

Peso
Férmula : :
Compuesto Estructura molecular Funcion / Uso Referencia
molecular
(g/mol)

o Anticonvulsivo y
] O O . Malvar et
Carbamazepina N CisH12N20 236,27 estabilizador del L 2020

al.,
07 "NH; estado de animo

2.1.3. Hipolipemiantes

Los farmacos hipolipemiantes son un grupo heterogéneo que, actuando por diversos
mecanismos (tanto cuantitativas como cualitativas), modifican las diferentes fracciones
lipidicas mejorando su perfil y conduciendo a una reduccién de las enfermedades
cardiovasculares. Su empleo va siempre acompafiado por la mejora y un correcto
mantenimiento de los estilos de vida saludables, asi como la valoracion y tratamiento, si
procede, de otros factores de riesgo cardiovascular. Estos medicamentos son de gran
importancia debido al exceso de algunos tipos de lipidos (colesterol o triglicéridos) o
lipoproteinas, lo que conlleva a ser uno de los principales factores de riesgo para las
enfermedades cardiovasculares y una de las principales causas de muerte en los paises
desarrollados. Inicialmente son empleados en monoterapia, pero se pueden combinar con el fin

de complementarse en conseguir el objetivo fijado.

Los farmacos hipolipemiantes de mayor eleccion son las estatinas (atorvastatina, fluvastatina,

lovastatina) debido a que presentan mayores beneficios (Serrano A., 2010).

Entre los méas conocidos, se pueden encontrar derivados del &cido clofibrico como el
benzofibrato, el fenofibrato, el gemfibrozilo o el clofibrato cuyo medicamento es el méas antiguo
y experimentado Estos medicamentos reducen fundamentalmente los niveles de triglicéridos, y

consecuentemente VVLDL (lipoproteinas de muy baja densidad) (Hipolipemiantes, n.d.).

Los farmacos hipolipemiantes de mayor eleccion son las estatinas (atorvastatina, fluvastatina,
lovastatina) debido a que presentan mayores beneficios (Serrano A., 2010). Estos
medicamentos producen una reduccion rapida e intensa de colesterol y LDL (lipoproteinas de
baja densidad), un descenso moderado de triglicéridos y hasta un ligero ascenso de HDL
(lipoproteinas de alta densidad) (Hipolipemiantes, n.d.).
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Tabla 2.3: Ejemplo de hipolipemiante

5 Peso
Formula : .
Compuesto Estructura molecular Funcion / Uso Referencia
molecular
(g/mol)
Acido 0 Pérez-

. o%L Compuesto del cual
clofibrico /@/ OH | C1oH11CIO; | 214,65 ) ) Lemus et
N H,C CH, derivan los fibratos

(CA) al., 2020

2.1.4. Antibidticos

Este grupo de farmacos que mas preocupacion ha despertado y, por lo tanto, ha sido objeto de
estudio como CEs. Se trata de medicamentos potentes que combaten infecciones bacterianas.
Actlan matando las bacterias o impidiendo su reproduccion y evolucion en el organismo. Los
antibidticos mas diagnosticados en la medicina humana son la amoxicilina y el sulfametoxazol.
Entre los antibidticos presentes en los cuerpos de agua se encuentran: tetraciclinas,

aminoglicésidos, macrélidos, B-lactdmicos y vancomicina, entre otros.

Tabla 2.4: Ejemplos de algunos antibidticos

: Peso
Formula » :
Compuesto Estructura molecular | Funcion/Uso | Referencia
molecular
(g/mol)
o o Activo contra
Enrofloxacina | %o 7 ] bacterias gram- | . ;
N Nﬁ Ci1oH2FN303 3594 N Bisognin et
(ENR) AN positivasy | 51 2019

gram-negativas

Activo contra

Doxiciclina bacterias gram- . ]
C2oH24N20g 4444 9 Blsognln et

positivas y al.. 2019
gram-negativas

(DOX)

2.1.5. Compuestos citostaticos

Son farmacos disefiados y utilizados para causar la disfuncién celular, ya que son capaces de
inhibir el crecimiento desordenado de células, alterar la division celular y destruir las células

que se multiplican de forma rapidamente. Este efecto no solo se limita inicamente a las células
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cancerosas, sino que también ejercen su accion sobre tejidos de reproduccion celular rapida,
como la piel, mucosas de la médula dsea, intestino y otros. Estos medicamentos se usan para el
tratamiento de enfermedades neoplasicas, como terapia Unica o asociados a otras medidas

(cirugia, radioterapia, inmunoterapia u hormonoterapia).
Segun sus efectos farmacoldgicos se pueden clasificar (Martinez et al., 2002):

e Agentes alquilantes: alteran las proteinas y bloquean la funcion del ADN. Algunos
ejemplos son: ciclofosfamida, mecloretamina, melfalan, tiotepa...

e Anti-metabolitos: inhiben la sintesis de bases nitrogenadas y del ADN, por bloqueo
enzimatico. Se usan para el tratamiento de tumores, enfermedades autoinmunes y en el
caso de trasplantes para impedir el rechazo. Algunos ejemplos son: metotrexato,
citarabina, 5-fluoracilo...

e Antibiodticos antitumorales: actian sobre el ADN/ARN inhibiendo su duplicacion.
Algunos ejemplos son: bleomicina, adimicina, mitomicina. ..

e Alcaloides de la vinca: son un conjunto de agentes anti-mitdticos y anti-microttbulos.
Estas sustancias acttan sobre la tubulina, previniendo que se formen microtubulos, los
cuales son necesarios para generar el huso mitético, lo que es fundamental en la division
celular. Son muy toxicos, no se deben manejar fuera del ambiente hospitalario. Algunos
ejemplos son vincristina, vinblastina, etop6sido, vindesina...

e Agentes varios: grupo de sustancias cuya clasificacion es dificil, pueden ser los

derivados del platino: cisplatino, carboplatino, asparaginasa. ..
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Tabla 2.5: Ejemplos de algunos compuestos citostaticos

Peso
Formula » :
Compuesto Estructura molecular | Funcion/Uso | Referencia
molecular
(g/mol)
OH Droga
N
Vinblastina antimitotica Santana-
CasHssN4Og 810,97 Tratamiento de Viera et
(VINB) ciertas clases de | al., 2020
cancer
e Tratamiento de Santana-
Vincristina
C46Hs6N4O10 824,96 ciertas clases de Viera et
(VINC) cancer al., 2020

2.2. Productos de cuidado personal

Otro tipo de PPCPs son los productos de cuidado personal. Estos productos son altamente
empleados y no se ejerce ningun control de consumo, lo que hace que sean contaminantes

persistentes en el medio ambiente.

Son de uso directo sobre el cuerpo humano, con el fin de alterar el olor, aspecto y tacto, ademas
de su cuidado. Los productos de cuidado personal considerados como CEs debido a sus
componentes: perfumes y fragancias, jabones, pastas de dientes, productos de cosmeética,
agentes de proteccién solar, productos para el afeitado y depilatorios, repelentes de insectos
(Gil et al., 2012).

Una importante diferencia con respecto a los productos farmacéuticos es que, al ser aplicados
externamente, no hay cambios metabolicos, siendo el compuesto original y no un metabolito o
producto intermedio que se libera como contaminante. Esto implica una menor complejidad
analitica en el analisis de dichos compuestos, aunque es posible su transformacién en el medio
ambiente (Pal et al., 2014). En conclusién, el comportamiento ambiental y el impacto de los
productos farmacéuticos no es comparable, en general, con los de los productos de cuidado

personal.
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La fuente principal de contaminacion de estos productos mencionados es humana. Después del
uso de dichos productos, mediante las acciones de aclarado (champdus, geles, pasta dental,
jabones...) y lavado (cremas, fragancias, cosméticos...) sobre el organismo humano, los
compuestos que forman dichos productos pasan a formar parte de aguas de desecho, que
posteriormente van a las EDARs y como resultado, pueden acabar en el medio acuatico
(Aspects, 2009). A continuacion, se muestra una clasificacion de los productos de cuidado

personal segun la funcion que ejercen (Delgado, 2017).

2.2.1. Biocidas

Son las sustancias que tienen como objetivo destruir, contrarrestar, neutralizar, impedir la
accion o ejercer un control sobre cualquier organismo nocivo. Ejemplos son los antisépticos y
desinfectantes, utilizados para la realizacién de higienes exigentes (heridas de la piel) y su

aplicacion normalmente es local.

Un biocida importante es el triclosan, un agente antimicrobiano de amplio espectro cuya
actividad depende de la concentracion y formulacién. El triclosan se usa con fines de higiene
personal y desinfeccion y se encuentra en una amplia gama de productos de cuidado personal
como jabon de manos, pasta de dientes, desodorantes, gel de ducha, locion para manos,
enjuague bucal (Bhargava & Leonard, 1996). Ademas, se trata de un compuesto hidrofébico,
quedando retenido en los lodos de las EDARs (Andrade et al., 2015).
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Tabla 2.6: Ejemplos de algunos biocidas

Compuesto

Estructura

Férmula

molecular

Peso
molecular

(g/mol)

Funcion / Uso

Referencia

Triclocarban

(TCB)

Cl

Cl

0,8 0

H H

C13HoCI3N2O

315,58

Antibacteriano

Abril et al.,
2020

Black et
al., 2019

Triclosan

C12H7Cl30,

289,54

Antibacteriano

Abril et al.,
2020

Black et
al., 2019

(TCS) y fungicida

Pérez-
Lemus et
al., 2020

2.2.2. Conservantes

Estos compuestos tienen como funcidn prevenir el crecimiento microbiano y la oxidacion. Se
usan en productos comerciales como medicamentos, geles, cremas, comestibles... Los
conservantes mas empleados son el grupo de los parabenos, principalmente, el metilparabeno
y el propilparabeno, normalmente utilizados juntos por sus efectos conservantes sinérgicos
(Nieto et al., 2009).

Estos compuestos son incoloros e inodoros, sin provocar decoloracion ni endurecimiento sobre
el material sobre el que se aplican. Estos compuestos se han encontrado a bajas concentraciones
en los efluentes de las EDARs (Molins-Delgado et al., 2016) y en sus lodos (Liao et al., 2013).
Estos compuestos son absorbidos por el cuerpo humano y, en algunos casos, son clasificados
como disruptores endocrinos, ya que alteran el sistema endocrino del organismo (Nowak et al.,
2018).
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Tabla 2.7: Ejemplos de algunos parabenos

Compuesto

Estructura

Férmula

molecular

Peso
molecular

(g/mol)

Funcion/Uso

Referencia

Metilparabeno

(MeP)

CHg

OH

CgHsOs

152,15

Conservante

Abril et al.,
2020
Pérez-
Lemus et
al., 2020

Etilparabeno

(EtP)

CoH1003

166,17

Conservante

Abril et al.,
2020

Black et
al., 2019

Pérez-
Lemus et
al., 2020

2.2.3. Fragancias

La funcidén de estos compuestos es agregar un olor agradable al producto que lo contiene con

el fin de dotar de dicho aroma a personas y bienes. Los seres humanos estamos en contacto con

dichas sustancias por medio de la piel, ya que es donde aplicamos los productos tales como

perfumes, geles, jabones... Estas sustancias se pueden encontrar en los efluentes y lodos de las

EDARs. Los almizcles sintéticos son compuestos organicos volatiles utilizados como

fragancias y compuestos fijadores en perfumes, lociones, desodorantes, jabones, suavizantes. ..

(Ramos et al., 2019).

Segun su estructura quimica se pueden dividir en cuatro grupos (Vallecillos et al., 2015):

e Almizcles nitro: Son derivados del nitrato y benceno con grupos adicionales como

alquilo, ceto o metoxi. Estos compuestos fueron los primeros en producirse, aunque

surgieron problemas respecto a su toxicologia.

e Almizcles policiclicos: Se sintetizaron con el fin de sustituir los almizcles nitro y son

las fragancias mas utilizadas en la actualidad.

e Almizcles macrociclicos: Se pueden encontrar en la naturaleza o pueden ser

sintetizados, aunque no se utilizan tanto debido a su elevado coste sintético.

'
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e Almizcles aliciclicos o lineales: Su estructura es diferente a los anteriores en que se

modifican los ésteres de alquilo.

Tabla 2.8: Ejemplo de un compuesto contenido en productos para el cuidado de la piel

Peso
Férmula _ _
Compuesto Estructura molecular | Funcién/Uso | Referencia
molecular
(g/mol)
Cerqueira
Acido N etal., 2019
salicilico OH Cuidado de
C7HsO3 138,121 _ Pérez-
la piel
(SA) Lemus et
al., 2020

2.2.4. Tensoactivos

Los tensoactivos, también llamados surfactantes, son sustancias que poseen caracteristicas
lipofobicas (repelen al solvente) y lipofilicas (atraen al solvente). Cuando el disolvente es el
agua, estos términos se conocen como caracteristicas hidrofobicas e hidrofilicas. Esto implica
que la fase hidrofilica es soluble en agua, mientras que la fase hidrofébica no lo es. Debido a
esto se forman conglomerados de moléculas de tensoactivo, conocidos como micelas. Estas
sustancias son muy usadas industrialmente debido a que presentan propiedades como:
detergentes, espumantes, solubilizantes, emulsionantes, humectantes y dispersantes (Morales
Quintana & Mecanica, 2009).

La clasificacion se basa en el poder de disociacidn del tensoactivo en presencia de un electrolito
y de sus propiedades fisicoquimicas. Un tipo de clasificacion es el siguiente: idnicos (aniénicos,

cationicos y anféteros) y no ionicos (Lipof et al., n.d.).

e Aniodnicos: en disolucion se ionizan, quedando el grupo hidréfobo cargado
negativamente. Estan formados por una cadena alquilica lineal o ramificada de &tomos
de carbono, y en el extremo polar de la molécula se encuentra un anion. Representantes
de este grupo son los derivados del ion sulfato o de sulfonatos, como son los compuestos

gue se han encontrado en el articulo de Abril et al.
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e Cationicos: en disolucién se ionizan, quedando cargado positivamente el grupo

hidrofobo de la molécula. En general, son compuesto cuaternarios de amonio o0 una

amina grasa en medio &cido. Un ejemplo es el bromuro de cetil amonio.

e Anféteros: actua en funcion del medio que los rodee. En medio bésico, adquieren un

comportamiento anionico y en medio &cido son catidnicos. Un ejemplo es la

alquildimetil betaina.

¢ Noidnicos: son aquellos que se solubilizan sin ionizarse, mediante un efecto combinado

de grupos solubilizantes débiles (hidrofilos) tales como el grupo éter o hidroxilo. Como

representantes estan los alcoholes grasos o fenoles, a los que se les agregan una o mas

moléculas de éxido de etileno. Algunos ejemplos son el nonilfenol etoxilado o el

nonanol etoxilado.

Tabla 2.9: Algunos ejemplos de tensoactivos

’ Peso
Formula » :
Compuesto Estructura molecular | Funcion/Uso | Referencia
molecular
(9/mol)
Hexadecilsulfato
Ly Tensoactivo Abril etal.,
sodico v| CiHsNaO.S | 344,49 o
anionico 2020
(SHS)
Octadecilsulfato
Ly i Tensoactivo Abril etal.,
sédico NN NN DN | CigHa7NaO4S 372,54 o
{° anionico 2020
(SOS)

2.2.5. Filtros UV organicos

Son un grupo de compuestos cuya funcién es proteger de la radiacién nociva solar. Se utilizan

en productos de cuidado personal pero también se han extendido a pinturas, fotografia,

pigmentos, textiles... Muchos estudios han demostrado que se tratan de disruptores endocrinos

(Krause et al., 2012). Ademas de ser empleados en los productos de proteccion solar, los filtros

UV se utilizan en muchos productos de cuidado personal (cremas, maquillaje, cuidado de

labios...) con el fin anadido de evitar la degradacion de dichos productos por la luz (Manova et

al., 2013).
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Tabla 2.10: Ejemplos de Filtros UV

Foérmula Peso Funcion/
Compuesto Estructura molecular molecula Uso Referencia
r (g/mol)
. Filtro UV | Abril et al.,
Derivado 2020
Benzofenona-1 (2,4- A\ )& A CisH10s 91422 de
dihidroxibenzofenona) H l ﬂ ] ’ benzofe- Black et al.,
Ho NF Now NF 2019
nona
Benzofenona-2 0 TN I;Ltrri(\)/;j\ol
(2,2',4,4'- AN Abril etal.,
. . e H 246,22
tetrahidroxibenzofeno- ( I C1aH1005 0 beni?)fe— 2020
na) nona

El resto de PPCPs encontrados en los articulos revisados se encuentran en tablas contenidas en

el Anexo.

Por ultimo, las aguas residuales y los lodos de depuradoras son muestras biologicas muy
interesantes para el analisis de multiples sustancias presentes en las mismas, como metales,
pesticidas, hidrocarburos aromaticos policiclicos, microorganismos (bacterias, virus...), etc.
Un tema de actualidad es la deteccién de genomas de SARS-Cov-2, conocido cominmente
como COVID-19 (coronavirus), al llevar a cabo el andlisis de aguas residuales en Barcelona
(Espafa). Aungue el COVID-19 sea una enfermedad respiratoria, se ha demostrado que hay
grandes cantidades de genoma del coronavirus en las heces pasando posteriormente a formar
parte de las aguas residuales y lodos de depuradoras (Chavarria-Miro et al., 2020).

En dicho estudio (Chavarria-Miré et al., 2020) se analizaron muestras de aguas residuales
recolectadas meses antes al diagnostico del primer caso de COVID-19 (febrero, 2020) y durante
los meses en los que estaba impuesto el Estado de Alarma (a partir de Abril). Dichos analisis
revelaron la aparicion de genoma en Enero de 2020, un mes antes del primer caso de
coronavirus en la peninsula espafiola (25 de febrero), lo que implica un adelanto de la
cronologia de la llegada del coronavirus. Con esto cabe destacar que la epidemiologia basada
en aguas residuales y lodos (en un futuro proximo) se trata de una potencial herramienta de
alerta anticipada de la circulacion del virus entre la poblacion, especialmente teniendo en cuenta
la presencia de personas asintomaticas y pre-sintomaticas que son capaces de transmitirlo,

pudiendo asi tomar medidas en la sociedad con mayor antelacion.
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3. Clasificacion de lodos de depuradora

Los lodos de la depuradora son una mezcla de agua y sélidos separada del agua residual, que
se genera como resultado de las diferentes etapas de depuracion de las aguas residuales. Se
caracterizan por ser un residuo practicamente liquido (mas de un 95% de agua). Su composicion
depende de la carga de contaminacion del agua residual inicial y de las caracteristicas de los

tratamientos aplicados en las aguas residuales.

Los lodos son tratados en las propias EDARS, con el fin de reducir su contenido en agua, en
patdgenos y contaminantes, asi como asegurar la estabilidad de la materia organica. Los
tratamientos biolégicos usados mas frecuentes son: digestion anaerobia, estabilizacion aerobia
y compostaje (entre otros muchos tratamientos). En algunos casos, estos lodos son tratados en
instalaciones especificas de tratamiento de residuos, fuera de las depuradoras. Una vez tratados,
los lodos pueden ser sometidos a otros tratamientos asegurando un destino final adecuado y
ambientalmente seguro. A continuacion, se adjunta un esquema con la generacién y tratamiento
de los lodos (Fig. 1)

= Cursos de agua
A 4
Aguas Aguas s
residuales depuradas
Y
F Tratamiento Tratamiento Elmmacion de
Prefratanients fisico-quimico Decantacion biclégico Decantacion NyP
secundaria 5 \w
v
Residuos del v v
prefratamiento
Lodos prunanos l se Lodosi S Lodos terciarios
Lodos mixtos —l $—|
Tratamiento de
los lodos
Lodos tratados
Aplicaciones de
los lodos

Figura 1. Esquema tratamientos en EDARs.
Nota. Adquirido de “Generacion y tratamiento de los lodos™, por el Ministerio para la Transicion
Ecologica y el Reto Demogréfico n.d, (https://www.miteco.gob.es/en/calidad-y-evaluacion-

ambiental/temas/prevencion-y-gestion-residuos/flujos/lodos-depuradora/)



https://www.miteco.gob.es/en/calidad-y-evaluacion-ambiental/temas/prevencion-y-gestion-residuos/flujos/lodos-depuradora/
https://www.miteco.gob.es/en/calidad-y-evaluacion-ambiental/temas/prevencion-y-gestion-residuos/flujos/lodos-depuradora/
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Una de las clasificaciones de los lodos se basa en la etapa del tratamiento del agua residual que

los haya generado (Molina & Bermudez, 2016; Lenntech Water Treatment solutions, n.d.).

e Lodo crudo: es el lodo que no ha sido tratado ni estabilizado.

e Lodo primario: es inevitable en cualquier proceso, por lo que se encuentra presente en
todas las EDARs (Consultoria Agricola y Medioambiental, 2006). Se produce en los
procesos de tratamiento primario de las aguas residuales y se caracteriza por ser un
fluido denso con un porcentaje en agua que varia entre el 92% y 96%. La composicion
del lodo depende de las caracteristicas de las aguas residuales recogidas. En general,
contiene materia organica, vegetales, frutas, papel, etc.

e Lodo activado: se produce tras un tratamiento bioldgico y se encuentra en forma de
fléculos que contienen biomasa viva y muerta, ademas de zonas organicas y minerales.
La sedimentacion de los floculos es de gran importancia para el funcionamiento de la
planta de tratamiento bioldgico. Los floculos deben ser eliminados para separar la
biomasa del agua limpia, y el volumen necesario de lodo activado puede ser bombeado
de nuevo (lodo activado de retorno). Posee un bajo contenido en solidos, haciendo que
sea un lodo mas dificil de deshidratar.

e Lodo secundario: es el lodo obtenido tras la decantacién producida después del proceso
bioldgico. En el proceso de tratamiento, es recomendable alcanzar una vida del lodo
constante, para ello, el exceso debe de eliminarse (este exceso es el lodo secundario). El
lodo secundario es rico en lodo activado.

e Lodo mixto: es el lodo obtenido de la mezcla del lodo primario y secundario.

e Lodo terciario: es aquel que se produce a través de procesos de tratamientos posteriores
a la decantacion del tratamiento biol6gico, con adicion de agentes floculantes como el

hidréxido de calcio (cal hidratada), poliacrilamidas, poliaminas...

Tanto los lodos mixtos como los lodos terciarios son tratados posteriormente con el fin de
reutilizarlos en aplicaciones como fertilizantes en la agricultura, sustituyendo a los productos

quimicos o en la produccién de ladrillos.

Otro tipo de clasificacion se encuentra basada en el tipo de tratamiento en la linea de lodos
(Puset, 2020).
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e Lodo espesado: este lodo se produce tras el espesamiento. Este tipo de tratamiento tiene

como finalidad la reduccion del volumen de lodo a tratar, eliminando el contenido de

agua y aumentando de esta manera la concentracion en solidos.

El objetivo principal es el incremento de la eficacia y la optimizacion econémica de los

procesos posteriores. Los principales procesos de espesamiento son por gravedad o

flotacion y el espesamiento mecanico (centrifugacion, tambor rotativo, mesas espesadoras)

e Lodo estabilizado (también conocido como digerido): es el lodo que se genera tras un

proceso de estabilizacion. Este proceso permite una reduccion de la materia organica

presente en el lodo con el fin de reducir patdégenos, eliminar olores y reducir o eliminar

la capacidad de putrefaccion de la materia organica.

Los procesos de estabilizacion se dividen en dos grupos:

Estabilizacion bioldgica: en este grupo se encuentran la estabilizacidn aerobica,
estabilizacion aerdbica termofila, compostaje y estabilizacion anaerdbica.
Estabilizacion quimica: dentro de este grupo se encuentran la estabilizacion con

cal y la oxidacion con cloro.

e Lodo deshidratado: este lodo se obtiene tras el proceso de deshidratacion. La

deshidratacion es una operacion fisica que se realiza con el fin de reducir el volumen y

el contenido de humedad del lodo.

Sus objetivos principales son:

Aumentar el contenido de materia seca

Disminuir los costes de transporte por reduccion de volumen
Mejorar el manejo y transporte

Evitar olores

Aumentar el poder calorifico por disminucién de la humedad.

Hay sistemas de deshidratacion tanto naturales como mecanicos, siendo estos Ultimos los

que prevalecen. Entre los sistemas mecanicos podemos encontrar centrifugas, filtros de

prensa de correa y filtros de prensa.

Para tener un control de la evolucién de los PPCPs en las EDARs, lo ideal es realizar un

muestreo de los distintos tipos de lodos en los diversos puntos de tratamiento de aguas

residuales y de la linea de lodos (Pérez-Lemus et al., 2019).
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En la revision realizada, se muestran los tipos de lodo utilizados para el analisis de los
contaminantes emergentes: lodos crudos (Cerqueira et al., 2019; Santana-Viera et al., 2020),
lodos bioldgicos (Bisognin et al., 2019), lodos primarios (Abril et al., 2020; Yadav et al., 2019).
Lodos secundarios, mixtos, deshidratados y digeridos anaerébicamente, deshidratados y lodos
de compostaje (Abril et al., 2020), lodos residuales tratados y peletizados (Black et al., 2019).
Y por ultimo, lodos mixtos digeridos, biosélidos deshidratados por centrifugacion, lodos
estabilizados en laguna y biosoélidos (Yadav et al., 2019), compost y lodo digerido (Malvar et
al., 2020).
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4, Tratamiento y preparacion de muestras

El pre-tratamiento de las muestras generalmente suele estar constituido por dos etapas como

son la extraccion y la limpieza. Aunque en ciertos casos la etapa de limpieza no es necesaria.

4.1. Conservacién y extraccion de muestra

La recogida y conservacion de las muestras de lodo procedentes de las EDARS por parte de los

algunos de los estudios revisados se muestran a continuacion.

En el caso de Santana-Viera et al. (2020), recogieron muestras de lodo fresco después de afadir
un polielectrolito que deshidrata parcialmente la muestra. Las muestras de lodo fueron tomadas
de las principales EDARs en Las Palmas de Gran Canaria durante un periodo comprendido
entre julio de 2016 y abril de 2018, llevandose a cabo la recogida cada tres meses. Estas
muestras se almacenaron en botellas de vidrio y se congelaron a -20°C. Una vez congeladas las
muestras, se liofilizaron y, posteriormente, se molieron y tamizaron en el momento del analisis

de las muestras.

Por otro lado, autores como Bisognin et al. (2019) recogieron diferentes muestras de lodos
bioldgicos, para ello se llevaron a cabo tres campafias de recoleccion de muestras (13 de
noviembre de 2017, 5 de marzo de 2018 y 23 de abril de 2018). Las muestras fueron
almacenadas en cajas térmicas a +4°C hasta la llegada al laboratorio donde posteriormente se
almacenaron a -20°C durante siete dias hasta su analisis. En cambio, Abril et al. (2020)
recogieron muestras de diferentes tipos de lodo como primario, secundario, mixto, digerido
anaerobicamente deshidratado, digerido aerébicamente deshidratado y lodo de compostaje. Las
muestras fueron recolectadas mensualmente y se recogieron 2 L de lodo primario, secundario
y mixto, y 1 kg de lodo digerido anaerébicamente deshidratado, digerido aerdbicamente
deshidratado y de compostaje. En este caso, las muestras se recogieron en botellas de vidrio, se

liofilizaron y almacenaron a -18°C hasta su anélisis.

La conclusion a la que se puede llegar es que las muestras recogidas tienen que ser congeladas
y liofilizadas para poder eliminar el contenido de agua que contienen las propias muestras y

almacenadas a una temperatura de -20°C hasta su analisis.

El pre-tratamiento de la muestra conlleva en primer lugar una etapa de extraccion. Con esta
etapa se pretende separar los analitos de interés de la muestra para un analisis posterior mas

sencillo, ya que los lodos son muestras solidas complejas que contienen muchas especies
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capaces de interferir con los analitos a la hora de realizar su analisis. Hay diferentes técnicas
empleadas para conseguir una extraccion satisfactoria. La técnica mas empleada por diferentes
trabajos consultados fue la técnica de ultrasonidos. Esta técnica de extraccion se basa en el paso
de energia ultrasonica en forma de ondas a través de un disolvente liquido que contiene las
particulas solidas de muestra. La energia sénica se convierte en energia mecénica en forma de
ondas de choques. La extraccion se lleva a cabo usando un sistema de sonda ultrasonica o un

bano ultrasénico.

Esta técnica usa pulsos de alta frecuencia para generar puntos calientes locales a escala
macroscopica mediante la produccién de burbujas cavitacionales. La extraccion de los analitos
se produce cuando las burbujas de cavitacion explotan en la superficie de la matriz, pasando los
analitos al disolvente y generando el extracto. Una etapa de filtracion es necesaria para separar

el extracto del sélido.

Las condiciones a optimizar para una conseguir una buena extraccion dependen de la materia
prima, disolvente empleado, potencia y tiempo. Entre las grandes ventajas que presenta esta
técnica es que resulta ser un método relativamente barato en comparacion con otros métodos y
tiene bajos requisitos instrumentales, presenta una gran simplicidad, tiempos de extraccion
cortos y el empleo de pequefias cantidades de disolvente respecto a otros métodos, lo que
conlleva a que sea una técnica amiga del medioambiente (Hu et al., 2012; Louie et al., 2020).

Autores como Abril et al. (2020), Black et al. (2019) o Yadav et al. (2019) emplearon esta
técnica y pudieron analizar PPCPs de diferentes clases como tensoactivos (hexadecilsulfato
sodico, octadecilsulfato sodico), plastificantes (bisfenol A), conservantes (metilparabeno,
etilparabeno), filtros UV (derivados de la benzofenona), biocidas (triclosan y triclocarban) y

productos farmaceéuticos (codeina, morfina, carbamazepina).
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Figura 2. Equipo de extraccion asistida por ultrasonidos.

Nota. Adaptado de “Extraccion asistida por ultrasonido y la extraccion con disolventes de aceite de
semilla de papaya: Critalizacion y comportamiento térmico, el grado de saturacion, color y estabilidad
oxidativa”, 2016, (https://app.emaze.com/@ACITRQFO#1)

Hay otras técnicas mas modernas empleadas para la extraccion como son la extraccion asistida

por microondas (MAE) o la extraccion de liquido presurizado (PLE).

MAE es una técnica de extraccion considerada amiga del medio ambiente debido a que presenta
ventajas importantes como la reduccion del tiempo de extraccion (ya que las radiaciones de
microondas calientan directamente la muestra), la disminucion del volumen de disolventes
utilizados, asi como, la reduccién de muestras y energia, consiguiendo reducir la generacion de

residuos.

Ademas, entre las ventajas significativas, se encuentra que es una técnica automatizada. Los
sistemas de microondas llevan incorporados un muestreador automatico para ejecutar
secuencias de extraccion de varias muestras, lo cual que permite acelerar bastante la
optimizacion del método, ya que cada extraccion se puede realizar bajo unas condiciones
determinadas. Entre los pardmetros a optimizar se encuentran presion y temperatura
(generalmente entre 60°C y 120°C) aplicadas, potencia, humedad, tipo y volumen del
disolvente, ademas de las caracteristicas y tamafio de la muestra. Esta técnica combina el uso
de extracciones de disolvente convencionales con energia de microondas, que se utiliza para
calentar los disolventes en contacto con las muestras, logrando el fraccionamiento de los

analitos de la muestra en el disolvente.

Entre los inconvenientes de MAE, se encuentran el elevado coste del equipo ademas de que
unicamente los disolventes o materiales con dipolos permanentes pueden calentarse bajo

microondas, aunque el empleo de mezclas de disolventes (con y sin dipolos) extiende las
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aplicaciones a un mayor rango de analitos. En los ultimos afios, el uso de MAE para extraer
CEs de matrices ambientales ha aumentado el interés debido a la alta eficacia y bajo consumo
de tiempo y disolventes. Sin embargo, debido a los bajos niveles de concentracion de los
contaminantes en las muestras de interés, generalmente es necesario un pre-tratamiento de

enriquecimiento para poder extraer y aislar los analitos de interés (Llompart et al., 2019).

En resumen, esta técnica ofrece una mejor eficiencia, rendimiento, automatizacion, reduccion
del consumo de disolventes y tiempo de extraccion. Se esté volviendo una técnica cada vez mas
popular en la extraccion de productos naturales debido a todas estas ventajas. Autores como
Santana-Viera et al. (2020) emplearon esta técnica de extraccion con la ventaja de que no fuera
necesario realizar una etapa de limpieza previa al analisis. En cambio, Pérez-Lemus et al. (2020)
si que realizaron una etapa de limpieza que consistié en una limpieza in-situ con alimina

activada.

Celdas de extraccion Magnetron

I\\.
P ,\7( - Cobertura

—

Microondas
difusas \ >

K|

\7/

Mesa giratoria

__— Disolvente

| Muestra

Modulo
-~ <
L o, de apoyo

Figura 3. Esquema de un equipo MAE.

Nota. Adaptado de "Microwave-assisted extraction of pharmaceuticals, personal care products and
industrial contaminants in the environment"”, por LIompart et al., 2019, TrAC Trends in Analytical
Chemistry, 116,136-150

Por otro lado, otros autores como Malvar et al. (2020) emplearon para realizar la extraccion la
técnica PLE, también una técnica amiga del medio ambiente. Se considera una técnica de
extraccion solido-liquido verde como el caso de MAE vy de alto rendimiento para la extraccion
sostenible de compuestos bioactivos de fuentes naturales y la determinacién de una gran

cantidad de analitos en alimentos y muestras ambientales.
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La manera de trabajar es similar a la técnica de extraccion tradicional Soxhlet, aunque presenta
ventajas como el empleo de mucha menos cantidad de disolvente y menores tiempos de
extraccion. La presurizacion de la celda mantiene a los disolventes en estado liquido en su
region supercritica, donde poseen propiedades de extraccion elevadas debido a su mayor poder

de solvatacién y menor viscosidad.

PLE implica dispersar primero la muestra con un material inerte (arena, 6xido de aluminio,
sulfato de sodio, tierra de diatomeas, etc.) con el fin de evitar agregados en la muestra y obtener
una mayor superficie de exposicion al disolvente. Se trata de una técnica muy eficaz a la hora
de extraer los analitos de interés, sin embargo, extrae otros compuestos presentes en la muestra,
lo que implica la realizacién de una etapa de limpieza posterior a la extraccién. Una manera de
evitar dicha etapa de limpieza es emplear la extraccion selectiva con disolventes presurizados
(SPLE), donde se emplea un sorbente en la celda de modo que se realiza simultdneamente la
extraccion y la limpieza. El sorbente puede ser incluido en la celda, dispersado con la muestra
y el material inerte, similar a la dispersion de matriz en fase solida (MSPD) o en una capa
después de la muestra como en la extraccion en fase sélida (SPE). En la figura 4 se muestra la

disposicion de una celda de extraccion (Alvarez-Rivera et al., 2020; Moral, 2014-2015).

Disolvente de extraccion

Celda de extraccion Filtro de celulosa

Mezcla de muestra con

material inerte

Capa de material
inerte

Capa de material

Capa de sorbente inerte

Filtro de celulosa

Extracto

Figura 4. Celda de extraccion PLE.

Nota. Adaptado de “Métodos analiticos para la determinacion de compuestos disruptores endocrinos”,
por M.P. Martinez Moral, 2014, Universidad de la Rioja,
(https://dialnet.unirioja.es/servlet/tesis?codigo=44392)
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PLE presenta ventajas como que es una técnica mas rapida y se obtienen mayores rendimientos
que con otros procedimientos de extraccién convencionales. Ademas, es automatizable y
permite extraer muestras secuencialmente. En el caso de SPLE, presenta la ventaja del posible
acoplamiento on-line con alguna técnica separativa ya que no requiere de una etapa de limpieza
posterior a la extraccion. También presenta inconvenientes como el elevado precio del equipo,
el empleo de temperaturas elevadas y las extracciones que se llevan a cabo son poco selectivas
(Linares et al., 2003).

Autores como Cerqueira et al. (2019) emplearon una técnica de extraccion mas moderna como
es la dispersion de matriz en fase solida asistida por vértice (VA-MSPD). Una de las ventajas
que presenta es la ausencia de una etapa de limpieza previa al analisis de las muestras. Es una
técnica eficiente para la preparacion de muestras bioldgicas, alimentarias y medioambientales,

tanto sélidas, como semisdlidas o viscosas.

En un procedimiento convencional como MSPD, la muestra es mezclada con un sorbente y la
mezcla homogénea resultante se transfiere y empaqueta en una columna de extraccion.
Posteriormente, se afiade el disolvente por la columna para llevar a cabo el lavado y elucién de
los analitos. En algunos casos, se puede usar un co-sorbente para limpiar ain mas el eluyente.
Esta técnica permite suprimir los pasos de centrifugacion y/o filtracion repetidas, y los
procedimientos de re-extraccion que ocurren con el método de extraccion con disolvente
clasico. Ademas, evita la realizacion de una extraccion con disolvente por separado como
ocurre en la SPE. Todo ello, reduce la cantidad de disolvente empleado y el tiempo de

manipulacion requerido.

MSPD se puede modificar combinandolo con otras metodologias de extraccion para mejorar
los rendimientos. Una modificacion es VA-MSPD, donde se sustituye el paso de la elucién por
el vortice, consiguiendo reducir el consumo de disolvente y tiempo de analisis (Tu & Chen,
2018).
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Mezcla de la muestra

Figura 5. Comparacién MSPD convencional y la modificacién VA-MSPD.

Nota. Adaptado de "A review on the recent progress in matrix solid phase dispersion”, por Tu & Chen,
2018, Molecules Oct 25;23(11):2767

4.2. Etapa de limpieza

En la mayoria de los casos, se necesita una etapa de limpieza posterior a la extraccion, ya que
algunas técnicas de extraccion no son lo suficientemente selectivas como para extraer
unicamente los compuestos de interés, sino que también extraen otros compuestos presentes en
la muestra. Estos ultimos compuestos mencionados se conocen como interferentes, ya que

interfieren y complican el anélisis de los compuestos de interés de una muestra.

Autores como Cerqueira et al. (2019), Malvar et al. (2020) y Santana-Viera et al. (2020) no
emplearon una etapa de limpieza previa al analisis porque las técnicas de extraccion utilizadas
(VA-MSPD, SPLE y MAE respectivamente) son lo bastantes selectivas como para realizar el

analisis seguido de la extraccion.

Por el contrario, Abril et al. (2020), Bisognin et al. (2019), Black et al. (2019), Pérez-Lemus et
al. (2020) y Yadav et al. (2019) necesitaron de una etapa de limpieza previa al andlisis debido
a la pobre selectividad de las técnicas de extraccion empleadas o para mejorar los resultados
(UAE empleada por Abril et al. (2020), Black et al. (2019) y Yadav et al. (2019), MAE por
Pérez-Lemus et al. (2020) y Bisognin et al. (2019) empled un método de extraccion basado en
Rizzetti et al. (2018)).

Black et al. (2019) y Yadav et al. (2019) utilizaron la extraccion en fase solida (SPE) como
etapa de limpieza. Esta técnica permite concentrar y separar analitos de una matriz compleja

mediante una fase sdlida estacionaria. Se elimina la matriz interferente que no ha quedado
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retenida y, posteriormente, los analitos se analizan con la técnica analitica adecuada (SCP

Science, n.d.).

La SPE presenta varias etapas dependiendo si lo que se desea retener en el sorbente (fase
estacionaria) es el analito o los interferentes. Dichas etapas son mostradas en la tabla 4.1 y
también en la Figura 6 se puede observar un esquema representativo de las diferentes etapas
en la SPE.

Tabla 4.1: Etapas de la SPE.

Retencion de los analitos en la fase » : : .
Retencién de los interferentes en la fase estacionaria

estacionaria

1. Acondicionamiento 1. Acondicionamiento

2. Paso de la muestra / Retencion de los y ]
2. Paso de la muestra / Retencion de los interferentes

analitos

3. Lavado 3. Lavado

- 4. Elucion / Desorcion

060
acondicionar Paso de muestra acondicionar Paso de muestra
Retencion de Retencion de
los analitos los interferentes l
o0
Iavar elunr lavar

Figura 6. Etapas SPE para la retencion de los analitos (izquierda) o retencion de los

interferentes (derecha).

Nota. Adaptado de "Extraccion con disolventes. Aplicacion” por Nalda & Nozal, 2017-2018.
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En funcién de las propiedades fisico-quimicas (polaridad y solubilidad) de los compuestos que
se desean retener, se escoge el mecanismo de retencion (adsorcion, reparto en fase inversa,

reparto en fase normal y cambio i6nico) méas adecuado y el tipo de sorbente.
La tabla 4.2 presenta algunos tipos de sorbentes y fases empleados en la SPE.

Tabla 4.2: Tipos de sorbente segin los mecanismos

Soporte Fase Mecanismo de retencion

C18 (octadecil)

Silica C8 (octil) Reparto en fase inversa
PH (fenil)
Silica CN (cianobutil) Reparto en fase inversa o fase normal

. ) ) Reparto en fase normal o intercambio
Silica NH2 (aminopropil) o
i6nico

SCX (&cido fenilsulfdnico)
Silica Intercambio i6nico
SAX (Cloropropilamonio)

Silica -

AlUumina - Adsorcion

Florisil -

Una vez seleccionada la fase estacionaria y el mecanismo de retencién en funcién de los analitos
de interés, se procede a realizar la extraccion. En la fase de activacion se hace pasar un
disolvente organico de polaridad intermedia (MeOH, isoPrOH u otro) con el fin de eliminar el
aire y solvatar los puntos activos del soporte para una interaccion mas efectiva con los
analitos/interferentes. Posteriormente, se pasa un disolvente de composicion similar a la
muestra (agua o tampon para el mecanismo de reparto en fase inversa, hexano o cloroformo
para la adsorcién o reparto en fase normal y un tampon para el mecanismo de intercambio
ionico) con el objetivo de eliminar el disolvente organico que pudo quedar retenido y equilibrar

el sorbente para una mejor retencion.

Habitualmente, antes de pasar la muestra se necesita un pre-tratamiento de la misma que

consiste en una dilucion con un disolvente débil para favorecer la retencion. Al mismo tiempo,
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el disolvente seleccionado debe minimizar la retencion de aquellos compuestos que no
interesan. Entre los disolventes empleados se encuentran, por ejemplo, agua para el reparto en
fase inversa, hexano para la adsorcion y el reparto en fase normal y un tampon con baja fuerza

ionica y pH ajustado para el intercambio ionico.

Estas dos etapas son iguales tanto para retener los analitos de interés como los interferentes. La
diferencia se encuentra en la etapa de lavado, con la que se pretende eliminar los interferentes
que hayan podido quedar en el sorbente (si lo que se desea retener son los analitos) o bien
provocar la elucién de los analitos que hayan quedado retenidos (si lo que se desea retener son
los interferentes). La seleccion del disolvente de lavado es critica y debe ser un disolvente méas
fuerte que el diluyente (usado en el pre-tratamiento de la muestra) y menos fuerte que el
disolvente que se utilice para la etapa de elucion. Ademas, debe ser miscible con ambos
disolventes, ya que de no ser asi se debe introducir una etapa de secado. Los disolventes que se
suelen emplear son: una mezcla de agua y disolvente organico (entre el 5% y 50%) para el
mecanismo de reparto en fase inversa, el mismo disolvente usado para la preparacién de
muestra con un pequefio porcentaje de disolvente organico para el mecanismo de reparto en
fase normal y adsorcion, y un tampoén de fuerza idnica baja-intermedia para el mecanismo de

intercambio idnico.

En el caso de que se quisieran retener los interferentes en el sorbente, ya se habria realizado la
extraccion de los analitos de interés. Si lo que se desea retener son los analitos, es necesario una
etapa de elucidn con el fin de eluir los analitos del sorbente. El disolvente empleado debe ser
fuerte, ya que tiene que ser capaz de romper la interaccién analito-sorbente, siendo ademas,
compatible con la técnica de andlisis posterior, si no habria que eliminarlo. Normalmente, se
suelen emplear mezclas de disolventes: MeOH, ACN con acido fuerte en el caso del mecanismo
de reparto en fase inversa, disolvente organico polar con un &cido para el mecanismo de reparto
en fase normal y adsorcion y una mezcla de un disolvente organico polar con un acido o base

y/o sal para el mecanismo de intercambio i6nico (Nalda & Nozal, 2017-2018).

Algunas ventajas que presenta la SPE son el caso del tamafio de muestra, ya que puede ser
grande o pequefio, la pequefia cantidad de volumen de elucidn, las pocas limitaciones en la
utilizacion de disolventes, el poco consumo de disolventes y las pocas posibilidades de

contaminacion (Teknocroma, n.d.)




Universidad de Valladolid m Angela Gil Matilla

En el caso de Abril et al. (2020), emplearon la extraccion dispersiva en fase solida (d-SPE).
Esta técnica es una alternativa a la técnica convencional SPE. Se basa en la adicion de un
sorbente sélido (silice o polimero) en muestras liquidas seguido de una dispersion que favorece
el contacto entre el sorbente y los analitos para el aislamiento, la extraccion y la limpieza de
diversos analitos en matrices complejas. Una vez que se completa el proceso de dispersion, el
sorbente con los analitos retenidos se separa por un proceso mecanico (centrifugacion o
filtracion) y los analitos retenidos se pueden eluir con la adicion de disolventes organicos
adecuados. Los sorbentes mas utilizados se basan principalmente en silice incrustada con varios
grupos funcionales como etilediamina-N-propilo, octadecil (C18), etilensilano (C2),
aminopropilo (NH2). El sorbente puede ser modificado mediante la adicion de compuestos que
modifiquen su afinidad, asegurando asi una mayor selectividad hacia los analitos de interés. La
seleccion del sorbente es uno de los pasos criticos de este método, siendo necesario el
conocimiento de las caracteristicas quimicas y fisicas que permiten que la interaccion sorbente-

analitos sea maxima, siendo una extraccion selectiva.

#
o .

]j:lui(!?

Proceso de
separacion
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Dispersion
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« Analitos
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< Interferentes

Figura 7. Esquema de la metodologia de d-SPE.

Nota. Adaptado de "Dispersive Solid Phase Extraction for the Analysis of Veterinary Drugs Applied

to Food Samples: A Review", por Islas et al., 2017. International Journal of Analytical Chemistry,

2,1-16
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Las ventajas que presenta la d-SPE es que se considera una técnica simple, adaptable, de facil
manejo, selectiva, robusta, versatil y de bajo coste en comparacion con técnicas clésicas. Su
propiedad mas interesante es la reduccion del tiempo de tratamiento de la muestra, permitiendo

asi analizar mas muestras en menos tiempo y requiere de poca cantidad de disolvente.

Las técnicas que se basan en esta extraccion tan sencilla permiten disminuir pasos adicionales
como la precipitacién, centrifugacion y la filtracion, haciendo que la manipulacion de la
muestra sea menor. Debido a todo esto, se ha aceptado y aplicado como una técnica de limpieza,
utilizdndose para la extraccion, aislamiento y limpieza de compuestos presentes en matrices
complejas. Ademas, se puede combinar con técnicas instrumentales para la determinacion y

cuantificacion de dichos compuestos (lslas et al., 2017).
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5. Analisis de muestras de lodo de depuradora

En la revision realizada, se ha observado un amplio rango de compuestos analizados. Algunos
autores como Cerqueira et al. (2019) se centraron, Unicamente, en analizar el acido
acetilsalicilico y &cido salicilico. Otros como Yadav et al. (2019) también se focalizaron en

analizar dos analitos de interés como la morfina y la codeina (analgésicos).

En cambio, otros autores analizaron un mayor nimero de analitos como el caso de Bisognin et
al. (2019) que analizaron un analgésico (paracetamol) y antibidticos (enrofloxacina,
doxiciclina, ciprofloxacina, ofloxacino, etc.). En el caso de Malvar et al. (2020), analizaron dos
parabenos (metilparabeno, propilparabeno), un anticonvulsivante (carbamazepina),
antiinflamatorios no esteroideos como el diclofenaco e ibuprofeno, un antibidtico
(sulfametoxazol), un alcaloide (cafeina) y todos sus derivados. Santana-Viera et al. (2020) se
centraron en analizar Gnicamente compuestos citostaticos (vinblastina, vincristina, etopésido,
entre otros). En el caso de los autores Pérez-Lemus et al. (2020) llegaron a analizar diferentes
PPCPs como antiinflamatorios no esteroideos (ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco), parabenos
(metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno), un hipolipemiante (&cido clofibrico), un biocida

(triclosan), un plastificante (bisphenol A) y otros como el acido salicilico.

Por otro lado, autores como Abril et al. (2020) analizaron hasta 23 disruptores endocrinos de
diferentes clases como 6 compuestos perfluoroalquilos (acido perfluorooctanosulfénico, acido
perfluoropentanoico, etc.), 4 alquilsulfatos de sodio (dodecilsulfato sddico, tetradecilsulfato
sodico, etc.), 6 filtros UV (todos ellos derivados de la benzofenona) y 2 biocidas (triclosan y
triclocarban). Y otros como Black et al. (2019) analizaron 22 compuestos organicos activos
endocrinos como algunos antibi6ticos (ciprofloxacina, ofloxacino), biocidas (triclocarban y
triclosan), un parabeno (etilparabeno), filtros UV (benzofenona-1 y la benzofenona-3) y un

plastificante (bisfenol A), entre todos ellos.

La mayoria de los compuestos fueron analizados por cromatografia de liquidos, empleando
tanto la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) como la cromatografia liquida de
ultra alta presion (UHPLC) con acoplamiento a la espectrometria de masas en tandem (MS/MS)
0 a la espectrometria de masas de tiempo de vuelo cuadrupolar (QTOF/MS). En la propia
revision, también se empled la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-
MS) para el analisis de PPCPs.
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HPLC es una técnica analitica versatil ampliamente utilizada para el analisis de muchos
compuestos organicos e idnicos. Se encuentra basada en la separacion fisica de una muestra
entre dos fases: una fase sélida y una fase liquida. La muestra se divide en sus componentes en
base a la distribucion (a través de particiones, adsorcion u otras interacciones) entre la fase
movil (disolvente que fluye) y una fase estacionaria (sorbente sélido empacado dentro de una
columna). Utiliza columnas de pequefias particulas a través de las cuales la fase movil es
bombeada a alta presion. A destacar que la muestra debe ser soluble para poder ser analizada

por dicha técnica.

Presenta distintos modos de separacion: reparto (fase normal e inversa), adsorcion, intercambio
ionico y exclusion por tamafios. Ademas de estos modos principales hay otros (afinidad, quiral,

interaccion hidrofilica, fluido supercritico, electro-cromatografia, etc.).

A continuacion, se muestran unas figuras de los principales modos de separacion

Reparto en fase normal Reparto en fase inversa

Flujo

Flujo No polar

Polar

iy

4

O

Polar

o, No polar
cHy

1
AW B S| CyHyy
I

&,
(@ (b)
Figura 8. Esquema que representa los modos de separacion (a) cromatografia en fase
normal y (b) cromatografia en fase inversa.
Nota. Adaptado de "HPLC and UHPLC for practicing scientists”, por M.W. Dong, 2019,
Wiley
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Intercambio iénico Exclusion por tamanos

Flujo

v Soporte

\l

> polimérico Y , Na*
. o de silice ;' 4
NN 80
@-\na]ito
(a) (o)

Figura 9. Esquema que representa los modos de separacion (a) intercambio idnico y (b)
exclusién por tamafios.
Nota. Adaptado de "HPLC and UHPLC for practicing scientists", por M.W. Dong, 2019,
Wiley

Algunas ventajas que presenta la HPLC es que es aplicable a diferentes tipos de analitos,
permite el analisis de mezclas complejas multicomponentes. El andlisis cuantitativo resulta
preciso y reproducible. También, se puede acoplar a la espectrometria de masas (HPLC-MS) y
tiene un alto poder de separacidn con deteccion sensible. Ademas, puede ser automatizado
usando muestreadores automaticos y sistemas de datos para un andlisis desatendido. Sin
embargo, presenta alguna limitaciones como la falta de un detector universal ideal, una menor
eficiencia de separacidn que el caso de la cromatografia de gases (GC) y todavia es dificultoso

para pruebas regulatorias o de control de calidad (CIB-CSIC, n.d).
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Figura 10. Esquema de un sistema HPLC que muestra todos los médulos o0 componentes
principales.
Nota. Adaptado de "HPLC and UHPLC for practicing scientists”, por M.W. Dong, 2019,
Wiley

UHPLC es el desarrollo mas reciente e importante en HPLC, siendo til en el desarrollo de
métodos y adecuada para el analisis regulatorio. Emplea presiones muy altas (15000-22000 psi)
junto con columnas llenas de particulas, facilitando asi las separaciones, siendo mas rapidas y
eficientes. Puede aumentar el rendimiento de las muestras por 3-5 veces mas que la HPLC
convencional manteniendo una resolucion similar. Esta técnica de separacion tiene en comun
teorias y aplicaciones con la HPLC. Todos los sistemas actuales tienen una menor dispersion
del sistema debido al uso de inyectores mejorados, tubos de conexion mas estrechos, menores
volimenes de permanencia en el sistema, mayor sensibilidad de la masa y una respuesta mas
rapida del detector/adquisidor de datos. Otras caracteristicas que presenta el sistema UHPLC
son la capacidad de inyectar con precision pequefios volimenes de muestra, ahorrando
disolventes y la compatibilidad para ejecutar los métodos existentes para HPLC (Dong et al.,
2019).

GC es probablemente la técnica de mas amplia utilizacién, ninguna otra técnica puede
proporcionar su capacidad de separacion y sensibilidad a la hora de analizar compuestos
volatiles. En esta técnica, las muestras son separadas en fase gaseosa, lo que implica unos
limites de utilizacion marcados por la estabilidad térmica de los compuestos a separar. Se suele
emplear para la separacion de compuestos con un peso molecular menor a 1000 u.m.a. La

temperatura maxima de trabajo suele ser aproximadamente de 400°C (MNCN-CSIC, n.d.-a).
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En la GC, la influencia de la temperatura es critica, presentando limitaciones en varios casos:
compuestos poco volatiles (peso molecular superior a 300 u.m.a), compuestos sensibles al
incremento de la temperatura (algunos compuestos de interés biol6gico) y compuestos que se
encuentren en forma idnica (suelen ser poco volatiles). Debido a todo esto, esta técnica se
emplea para separar compuestos volatiles o semivolatiles y térmicamente estables a
temperaturas de hasta 350-400°C (Gutiérrez & Droguet, 2002).

La GC dispone de detectores mas universales (también los hay selectivos) y de una
instrumentacién mas sencilla y economica. Ademas, en la mayoria de las veces, los métodos

empleados son méas simples, rapidos y sensibles que los empleados en la LC.

Una cantidad de la muestra a separar es inyectada en una fase mavil, la cual es un gas inerte.
Los modos de inyeccion tradicionales de la GC son: un modo de inyeccion para columnas
empaquetadas y tres modos de inyeccion para columnas capilares (split, splitless y on column).
Los modos split y splitless inyectan y vaporizan la muestra en una cdmara de vaporizacion. El
sistema split separa y elimina la mayor parte de la muestra, enviando una pequefia fraccién a la
columna, mientras que el sistema splitless dirige a la columna toda la muestra inyectada. Con
el sistema on column la muestra es introducida directamente en la columna capilar y una vez se

haya inyectado la muestra se inicia el programa de calentamiento.
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Figura 11. Esquema de los distintos sistemas de inyeccion: a) columnas empaquetadas, b) split,
c) splitless y d) on column.

Nota. Adquirido de "Cromatografia de gases", por Nalda & Nozal, 2017-2018.

La fase movil se conoce como gas portador y debe elegirse considerando el tipo de detector,
debe ser inerte, seco, puro y no soluble en la fase estacionaria. Los gases portadores mas
empleados son: nitrdgeno, helio, argdn, dioxido de carbono e hidrégeno. La muestra es
arrastrada por el gas portador hacia una columna (donde se encuentra la fase estacionaria) donde
ocurre la separacion. Hay columnas empaquetadas o capilares, siendo estas Ultimas las mas
empleadas. La columna se encuentra dentro de un horno con el cual se pueden realizar
separaciones isotérmicas (la temperatura es constante) o de temperatura programada (la

temperatura varia a lo largo de la separacion).

La fase estacionaria de las columnas puede ser sélida o liquida. Algunas fases estacionarias
solidas pueden ser solidos adsorbentes (silice, alumina y zeolitas), polimeros porosos,
polimeros acrilicos entrecruzados o copolimeros (estireno-divinilbenceno, etilvinilbenceno-

divinilbenceno y acrilonitrilo-divinilbenceno). En el caso de fase estacionaria liquida, ésta se




Universidad de Valladolid m Angela Gil Matilla

debe inmovilizar sobre la superficie de un sélido inerte. Algunas fases estacionarias liquidas

son polisiloxanos, polietilenglicoles y ésteres.

En la Figura 12 se muestra un esquema de un equipo GC. Los componentes fundamentales
son: fuente de gas portador, sistema de inyeccion, horno, columna cromatogréafica, sistema de

deteccion y sistema de registro.

i a i Y | .
Jering Amplificador | Registro
Trampa de I I'— T Lot
oxigeno
; @ Pl — Detector
Inyector
Valvulas de Col
regulacion = fff‘,‘f‘
44 ‘,"‘\/\','\ ~.\v B +
(L ()] Q‘_} Iratamiento de
NS datos
Gas portador Horno

Figura 12. Esquema de un equipo GC.

Nota. Adquirido de "Cromatografia de gases", por MNCN-CSIC, n.d,
(https://www.mncn.csic.es/docs/repositorio/es ES/investigacion/cromatografia/cromatografia_de_gas
es.pdf)

La espectrometria de masas es una técnica de identificacidn, determinacion y cuantificacion de
amplia utilizacion por si sola 0 en combinacion con otras técnicas, pudiendo ofrecer una enorme
cantidad de informacion. La espectrometria de masas acoplada a la GC puede ser un detector
universal si se registran todos los iones generados o bien un detector méas selectivo si se
seleccionan unos iones determinados, siendo una técnica combinada que permite la separacion
e identificacidén de mezclas complejas. Una de las ventajas de ambas técnicas es que necesitan
muy poca cantidad de muestra y trabajan en fase gaseosa, haciéndolas bastante compatibles.
Sin embargo, un problema es a la hora de realizar el acoplamiento ya que el efluente de la
columna sale a presidn atmosférica y el espectrometro de masas trabaja a alto vacio. (Gutiérrez
& Droguet, 2002; Nalda & Nozal, 2017-2018).
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Por otro lado, en casi todos los articulos analizados, la espectrometria de masas se emplea en
combinacion con la cromatografia liquida (HPLC o UHPLC). Dicho acoplamiento origina una
potente técnica que combina el poder de separacién de la técnica cromatogréafica con la gran
selectividad, sensibilidad y precision en la determinacion de la masa molecular de la

espectrometria de masas, proporcionando informacion cualitativa y cuantitativa.

La espectrometria de masas se basa en la obtencidn de iones a partir de moléculas organicas en
fase gaseosa. Los componentes de la muestra una vez separados por LC o GC pasan al
espectrometro de masas a través de una interconexion donde son ionizados. Una vez obtenidos
estos iones, son acelerados hacia un analizador y se separan de acuerdo con su relacion
masa/carga (m/z) mediante la aplicacién de campos eléctricos, magnéticos o simplemente
determinando el tiempo de llegada a un detector. Finalmente se detectan con el dispositivo
adecuado. El espectrometro de masas debe vaporizar compuestos de diferentes volatilidades,
una vez volatilizada la muestra, debe ser capaz de generar iones a partir de las moléculas neutras
en fase gas. Generados los iones, debe separarlos en funcién de su relacion m/z. Por Gltimo,

debe detectar los iones formados y registrar la informacion correctamente.

Como consecuencia, el espectro de masas es una informacion bidimensional que representa la
abundancia de los diferentes tipos de iones presentes en la muestra en funcion de la relacion
m/z de cada uno de ellos. A continuacion, se muestran los espectros de masas correspondientes

al propilparabeno (Figura 13) y al diclofenaco (Figura 14).

227000

Figura 13. Espectro de masas del propilparabeno.

Nota. Adaptado de "Andlisis de contaminantes emergentes en efluentes de la EDAR de Valladolid”
por N. Pérez Lemus, 2018
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Figura 14. Espectro de masas del diclofenaco.
Nota. Adaptado de "Analisis de contaminantes emergentes en efluentes de la EDAR de Valladolid”,
por N. Pérez Lemus, 2018




Universidad de Valladolid m Angela Gil Matilla

En la Figura 15 se muestra un esquema de los principales componentes de un espectrémetro
de masas. Es necesario que el sistema de entrada, la fuente de iones, el analizador y el detector
se encuentren en un ambiente de alto vacio (10°-108 torr) para que los procesos que tienen
lugar puedan llevarse a cabo con éxito, de forma que el recorrido de los iones formados sea
acorde con la longitud de la trayectoria que deben recorrer hasta el detector sin que se produzcan
colisiones entre las especies quimicas presentes (MNCN-CSIC, n.d.-b; MNCN-CSIC, n.d.-c).

Muestra
________________________
1075-10® torr ll
Sistoma de Fuente § Analizador | |
entrada || de iones || de masas || |

Sistema Procesador
de vacio i de la senal |

i

Dispositivo |
de lectura

Figura 15. Esquema de un sistema HPLC que muestra todos los modulos o componentes

principales.

Nota. Adaptado de "Nuevas Tecnologias y Contaminacidn de Atmosferas para PYMES" Requena et
al., n.d., Universidad de Murcia (https://www.um.es/LEQ/Atmosferas/Ch-VI1-1/C61s4pl.htm)

La mayoria de los articulos revisados usan la espectrometria de masas en tandem (MS/MS). El
acoplar dos espectrometros de masas aumenta el potencial y las posibilidades que ofrece la
técnica LC-MS. Esta técnica ofrece una gran selectividad, ya que permite seleccionar y aislar
un ion en la celda de colision, eliminando el resto de iones o fragmentos interferentes. La
fragmentacion en este caso se produce por colisién del i6n seleccionado con un gas inerte,

recibiendo el nombre de disociacion inducida por colision (CID).

En la mayoria de los articulos revisados se emplearon analizadores de triple cuadrupolo (QqQ),
donde se acoplaban dos cuadrupolos (Q) mediante uno que hacia de celda de colision (). La
funcién del primer cuadrupolo (Q:1) es la seleccion del ion precursor, el cual pasa a la celda de
colision (q) y se produce su fragmentacion. Los iones producto generados son separados en el
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segundo cuadrupolo (Qz). Ademas, segin como operen los cuadrupolos hay diferentes modos
de adquisicion (Nalda, 2019-2020):

Modo de adquisicionQqQ  Fuente AP1 Analizador Q4 Celda colisién (q) Analizador Q: Detector
| e—— | L =1 = “n>¥ I
e [+
Full scan { f =
[ e— —] [ ———————— ]
SIM {i}@ - I
| S— | ————] —_
"""""""""""""""""""""""""""" Gmar T TTTTTTTTTTTTTTTTIRTS
e — = —1
SRM =3 s
__________________ I
Product ion scan { }Et
e A . A e e = e B s B i T
: & ¥ o > l
Precursor ion scan {':I\ : 3 J
........................................................... ',‘; o
£ ot t
Neutral loss scan {:}i —% — '

Figura 16. Esquema de los distintos modos de adquisicion de un QqQ.

Nota. Adaptado de "Espectrometria de masas", por Nalda, 2019-2020.

Por el contrario, Black et al. (2019) emplearon como analizador el cuadrupolo-tiempo de vuelto
(Q-TOF). El acoplamiento entre los dos tipos de analizadores permite otras opciones diferentes
a las del QqQ. En este analizador se obtiene un modo de adquisicién full scan de todas las
moléculas ionizadas en la interfase mediante la medida del analizador TOF, aunque se pueden
extraer los iones que interesen. Por otro lado, si el cuadrupolo selecciona un ion precursor, el
cual se fragmenta, el Q-TOF realiza un barrido de iones producto, permitiendo obtener las
relaciones m/z de todos los iones producto. Sin embargo, presenta inconvenientes, como que
no puede realizar un barrido de los iones precursores y tampoco puede emplear los modos de
adquisicion SRM vy de pérdidas neutras (neutral loss scan). Cabe destacar que la sensibilidad
del TOF es mayor y obtiene la relaciébn m/z con gran exactitud, permitiendo asi determinar

masas exactas y con ello, establecer la formula quimica.

Es necesaria una presion constante de gas inerte en la celda de colision para mejorar la
resolucion. Esto permite alternar rapidamente entre el modo TOF y Q-TOF en una misma
secuencia. Se puede llevar a cabo la fragmentacion de los iones en la interfase (celda de
colision) o en la fuente de ionizacion. La fragmentacion de los iones en la celda de colision

permite obtener iones fragmento de forma mas robusta y con una mayor exactitud en la masa
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(Grimault Brea, 2009; Nalda, 2019-2020). En las Figuras 17 y 18 se muestran ambos tipos de

adquisicién y fragmentacion de iones.

Analizador Q@  Celda colisién (q) Analizador TOF Detector

Modo de adquisicion QTOF  Fuente API

Gas Ar
Il

Full scan { ¢ :
TO— m=]||

(XIC = SIM)

Detector

Pusher

Product ion scan
(XIC = SRM)

mf‘eclmg %

Figura 17. Esquema de los distintos modos de adquisicion de un QTOF.

Nota. Adaptado de "Espectrometria de masas", por Nalda, 2019-2020.

Analizador Q@  Celda colision (g) Analizador TOF

Modo de adquisicién QTOF Fuente API
Gas Ar |”
FRAGMENTCION . R\
EN LA FUENTE {:;é,é :
Full scande iones y e e
— ———11]]

sus fragmentos

FRAGMENTCION EN
LA CELDA COLISION >
A = )
Full scan de iones y }’“}'(\ .

sus fragmentos

Figura 18. Esquema de los distintos modos de fragmentacion de un QTOF.

Nota. Adaptado de "Nuevas aportaciones de LC-MS con analizadores de triple cuadrupolo y tiempo
de vuelo en el analisis de residuos de plaguicidas y metabolitos en alimentos de origen vegetal (Figura
1.9)" por S. Grimault Brea, 2009,

(https://www.tdx.cat/bitstream/handle/10803/384554/Tesis_Grimalt_Susana_Nuevas_aportaciones_L
C-MS.pdf?sequence=1)

En la Figura 19 se muestra un ejemplo de un cromatograma obtenido con LC-MS/MS de dos
compuestos: acido acetilsalicilico (ASA) y &cido salicilico (SA). Se puede observar como hay

mayor cantidad de ASA que SA en la muestra, debido a la mayor intensidad de pico, ya que la
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intensidad esta relacionada con la concentracion. Por otro lado, el SA (tiempo de retencion de
1,75 min) eluye antes que el ASA (tiempo de retencién de 2,3 min). Se puede concluir también

que el analisis cromatografico ha sido rapido debido a los bajos tiempos de retencion.

ASA

100,

. Ti .
o iempo (min)

Y St it ekt s RSIE'? S *Mer Y e ey r iy i
Figura 19. Cromatograma de dos PPCPs (SA y ASA) obtenido con LC-MS/MS.

Nota. Adaptado de "Golden mussel shell and water in matrix solid phase dispersion: A suitable
combination for the extraction of acetylsalicylic and salicylic acids from sewage sludge", por
Cerqueira et al., 2019. Microchemical Journal, 148 (March), 102-107.

Otro ejemplo con una mayor cantidad de contaminantes de interés se muestra en la Figura 20.
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Figura 20. Cromatograma de varios PPCPs obtenido con GC-MS.

Nota. Adaptado de "Andlisis de contaminantes emergentes en efluentes de la EDAR de

Valladolid”, por N. Pérez Lemus, 2018
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La Tabla 5.1 muestra un resumen de la informacidn contenida en los articulos revisados. En la
misma se muestran los analitos analizados por los autores, las técnicas de extraccion y limpieza
empleadas, asi como las técnicas de analisis utilizadas. Ademas, los métodos de cuantificacion
utilizados, limites de deteccion y cuantificacion (LOD y LOQ), recuperaciones y precisiones

obtenidos en los diferentes estudios.




Table 5.1: Determination of PPCPs in different types of sludge
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Extraction ) . Quantification LOD LOQ Recovery Precision
Analytes Sludge sample technigue Clean-up Analysis method (no/q) (nglo) (%) (RSD%) Reference
8 cytostatic
compounds (5-FU, ) . (Santana-
CP, ETO, GEM, Fresh sludge MAE - UMHSTI\-A% Mact;'l’l‘bgf‘ltg:e‘j 0,42-79,8 - 65-122 15% Vieraetal.,
MET, TAM, VINB, 2020)
VINC)
Pharmaceuticals of Solid-liquid
human and extraction Solvent . .
veterinary Biological sludge method by EMR- UHPLC- - - <1 mg kg? - - (Bisognin et
o . . e MS/MS al., 2019)
prescription, and Rizzetti et al. Lipid
hormones (2018).
Primary sludge,
23 endocrine secondary sludge,
disrupting mixed sludge,
compounds: 6 PFC, anaerobically-
4 sodium alkyl- digested and
sulfates, 1 dehydrated UAE d-SPE HPLC- Matrix-matched i i i i (Abril et al.,
plasticiser (BPA), 4 sludge, MS/MS calibration 2020)
parabens, 6 UV- aerobically-
filters and 2 digested and
biocides (TCS and | dehydrated sludge
TCB) and compost
sludge
Acetylsalicylic acid . .
L Sewage sludge ) ) LC- Matrix-matched i ) 0 (Cerqueira
(ASA)_ y salicylic VA-MSPD MS/MS calibration 100 68-120 <20% et al., 2019)
acid (SA)
( ]
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(EACs) sludge cartridges) MS marked internal pheny N
phenol)
patterns
Primary sludge,
mixed digested
2 pharmaceuticals: sludge, SPE Internal standard 93-116
Codeine (COD) and centrifuge- UAE (UCTTM HPLC- calibration. 16-3.2 50-9.6 (MeOH+ACH) i (Yadav et
morphine dewatered XRDAH MS/MS Deuterium- o B 61-186 al., 2019)
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Metabolites of MeP
and PrP, CAF,
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personal care sludge alumina Isotopically al., 2020)
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PrP, TCS, BPA)
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6. Conclusiones

Los estudios revisados sobre la determinacion de “contaminantes emergentes” en muestras
de lodos de depuradora, se centraron, dentro de la variedad de PPCPs, en farmacos mas que en
productos de cuidado personal debido a que una gran mayoria de ellos, son continuamente
liberados al medio ambiente, convirtiéndolos en agentes contaminantes. Autores como
Bisognin et al., (2019), Malvar et al., (2020), Santana-Vieraet al., (2020) y Yadav et al., (2019),
en sus diferentes estudios, se enfocaron en productos farmacéuticos. Por otro lado, Abril et al.,
(2020) analizaron productos de cuidado e higiene personal. En cambio, autores como Black et
al., (2019), Cerqueira et al., (2019) y Pérez-Lemus et al., (2020) se centraron en la
determinacion tanto de farmacos como productos de cuidado personal.

En el pre-tratamiento de la muestra, la extraccion es una etapa necesaria para conseguir separar
los analitos de interés de la matriz. En algunos de los estudios revisados, MAE y PLE, como
técnicas mas modernas, o incluso, MSPD como una técnica alternativa, se emplearon para la
extraccion de los compuestos de interés. Sin embargo, la técnica de extraccion mas popular en
los estudios revisados correspondio a UAE para la determinacion de PPCPs en muestras de lodo
de depuradora. La reduccion del tamafio de muestra utilizado, asi como el volumen de
disolventes empleado son algunas de las ventajas que presentan estas técnicas de extraccion
frente a las mas tradicionales. Generalmente, después de la extraccion es necesaria una etapa
de limpieza ya que la propia etapa de extraccion no es completamente selectiva. De esta manera,
se eliminan aquellos compuestos que no interesan y que han sido extraidos junto con los analitos
de interés. La técnica mas empleada es la SPE ya que presenta ciertas ventajas como el tamafio
de muestra (grande o pequefio), la poca cantidad de volumen de elucion, las pocas limitaciones
en la utilizacion y consumo de disolvente o, también, la poca contaminacién que puede llegar

a generar.

Para la determinacion de PPCPs en muestras de lodo de depuradora, HPLC acoplada a MS/MS
fue la técnica principalmente seleccionada. Sin embargo, un estudio también emple6 GC
acoplada a MS para la determinacion de PPCPs. En GC, la influencia de la temperatura es
critica, presentando limitaciones en ciertos compuestos y no siendo todos susceptibles para su
analisis por dicha técnica. Para que se puedan analizar dichos compuestos, es necesario una
etapa de derivatizacion que transforma un compuesto quimico en un producto distinto pero que

posee una estructura quimica similar y es estable termicamente en el rango de operacion.
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En la actualidad, se han desarrollado métodos analiticos mas sensibles que permiten determinar
y cuantificar “contaminantes emergentes”, especialmente, en muestras medioambientales,
donde su presencia es extremadamente baja. Ademas, los nuevos métodos y procesos que se
estan desarrollando permiten reducir o incluso eliminar el uso de sustancias extremadamente
nocivas, de esta manera, se sigue haciendo quimica, pero de forma sostenible y cuidando

nuestra salud y la de nuestro planeta.

Finalmente, y relacionado con la situacion actual, debemos destacar la importancia del control
y analisis de las aguas residuales y los lodos de depuradora, pues segln algunos autores han
detectado la presencia del virus COVID-19 en fechas muy anteriores a las de las alarmas, si
bien este trabajo debe ser todavia confirmado por otros autores, dada la complejidad de la

muestra.
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8. Anexo

Tabla Al: Productos farmacéuticos analizados en diferentes estudios revisados

Productos farmacéuticos

Formula Peso molecular > .
Compuesto Estructura Funcion / Uso Referencia
molecular (g/mol)
o
) F NH Antimetabolito usado en el Santana-Viera et al.,
5-Fluorouracilo [ C4H3FN,O, 130,08 ) )
% /L\\O tratamiento del cancer 2020
H
o
. ) '3'“.://'[:r / ) . ) Santana-Viera et al.,
Ciclofosfamida | N C7H1sCI2N202P 261,09 Antineoplésico e inmunodepresor
NH 2020
of
O V Antibiético, activo contra Bisognin et al., 2019
Ciprofloxacino D;'j\( Ci17H1sFN303 331,35 bacterias gram-positivas y gram- Black et al., 2019
' [ ] negativas
Antibiotico, activo contra cocos
Clindamicina C18H33CIN2OsS 424,98 gram-positivos aerobios y bacilos Bisognin et al., 2019
gram-negativos anaerobios)
( ]
L % )
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Productos farmacéuticos (continuacion de la tabla Al)

Formula Peso molecular > :
Compuesto Estructura Funcion / Uso Referencia
molecular (g/mol)
Analgésico, sedante y
Codeina C1sH21NO3 299,36 antitusigeno. Considerado (Yadav et al., 2019)
como narcético también
Cl
(Malvar et al., 2020)
Diclofenaco L NH o C1H11CILNO, 296,15 Antiinflamatorio y analgésico | (Pérez-Lemus et al.,
. Inhibir la multiplicacion de (Santana-Viera et
Etoposido C29H3013 588,56 )
las células tumorales al., 2020)
Utilizado contra los parésitos (Bisognin et al.,
Fenbendazol C15H13N302S 299,35 ] )
gastrointestinales 2019)
NH2
S Agente quimioterapico para el
o o L J 'q _ p P _ (Santana-Viera et
Gemcitabina o N"To CoH11F2N304 263,20 tratamiento de distintos tipos
F ) al., 2020)
de cancer
OH F

66

——
| —
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Productos farmacéuticos (continuacion de la tabla Al)

Angela Gil Matilla

como analgésico

Formula Peso molecular » _
Compuesto Estructura Funcion / Uso Referencia
molecular (g/mol)
Antiinflamatorio no (Malvar et al.,
OH esteroideo, utilizado como 2020)
Ibuprofeno C13H1802 206,29 L . ;
o) antipirético, analgésico y (Pérez-Lemus et al.,
antiinflamatorio. 2020)
0 COOH
NH E"H““* W Tratamiento del cancer y de | (Santana-Viera et
Metotrexato M o oo | C20H22NgOs 454,44 :
LT 1 . enfermedades autoinmunes al., 2020)
H..N'-' . CH
I B\ Antiparasitario. Tratamiento
] O2N N Ch, de las infecciones provocadas (Bisognin et al.,
Metronidazol CsHoN3O3 171,16 ) )
por protozoarios y bacterias 2019)
OH anaerobicas
Potente droga opiacea usada
] o (Yadav et al.,
Morfina C17H19NO3 285,34 frecuentemente en medicina 2019)

67

——

'
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Productos farmacéuticos (continuacion de la tabla Al)

Formula Peso molecular » _
Compuesto Estructura Funcion / Uso Referencia
molecular (g/mol)
H CHs Antiinflamatorio no esteroideo, ;
. . (Pérez-Lemus et al.,
Naproxeno COzH C14H1403 230,26 utilizado como antipirético, 2020)
HaC.
*o analgésico y antiinflamatorio.
[9] [e]
F on Antibiotico, indicado casi (Bisognin et al.,
Norfloxacino (\N N | C16H18FN30O3 319,33 exclusivamente en el tratamiento 2019)
HN\) LCH de las infecciones urinarias
3
0 0
HO F Antibidtico, efectivo en contra de ) ]
] ] ) (Bisognin et al., 2019)
Ofloxacino N N/\ Ci1sH20N3FO4 361,37 un gran nimero de bacterias gram
\ . ) (Black et al., 2019)
positivas y gram negativas
Oxitetraciclina Ca2H24N20g 460,43 Antibiético de amplio espectro (Bisognin et al., 2019)
( ]
L %8 )
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Productos farmacéuticos (continuacion de la tabla Al)
Formula Peso molecular » :
Compuesto Estructura Funcion / Uso Referencia
molecular (g/mol)
Antibidtico, usado
10
= — rincipalmente para el Bisognin et al.,
Sulfadiazina HaN < > ﬁ\N_<” C1oH10N:0S 250,28 Principaimente pare (Bisog
\N Y tratamiento de infecciones 2019)
urinarias
—0
C{\S,P /T;\% (Bisognin et al.,
Sulfametoxazol /©/ \H C10H1:1N303S 253,28 Antibidtico 2019; Malvar et al.,
HoN 2020)
QL S’x .
) S\ SN o ) L (Bisognin et al.,
Sulfatiazol /O/ H CoHoN30,S; 255,32 Antimicrobiano de accidn rapida 2019)
H,N
@ Modulador selectivo de los
HJC“N"A“‘*/D = ‘- . .
) & 1 cn receptores estrogénicos. Terapia | (Santana-Viera et al.,
Tamoxifeno : N : CasH29NO 371,51 ) )
P complementaria para el cancer de 2020)
Sy l mama
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——
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Productos farmacéuticos (continuacion de la tabla A1)
Formula Peso molecular > _
Compuesto Estructura Funcion / Uso Referencia
molecular (g/mol)
o Antibidtico de amplio (Bisognin et al.,
Tetraciclina C22H24N20s 444,43 o
espectro antimicrobiano 2019)
Antibiotico para animales
Tilosina C4H77NO17 916,10 (ovejas, cabras, cerdos,
aves...)
(Bisognin et al.,
2019)
NH2 Antibiotico bacteriostatico
) ) N7 de uso casi exclusivo en el
Trimetoprima Py C14H1sN4O3 290,32 _ o
HaN™ N tratamiento de infecciones
O .
urinarias

70

——
| —
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Tabla A2: Productos de cuidado personal analizados en diferentes estudios revisados

Productos de cuidado personal

Formula Peso molecular » .
Compuesto Estructura Funcién / Uso Referencia
molecular (g/mol)
(0]
4-hidroxibenzofenona C13H1002 198,22 Filtro UV
(Abril et al., 2020)
Acido perfluorobutanoico CsHF;0, 214,04
Acido perfluoroheptanoico C7HF130, 364,06
(Abril et al., 2020)
Compuestos (Black et al.,
perfluoroalquilos 2019)
Acido perfluorohexanoico CsHF 1102 314,05
Acido i
o CgHF1703S 500,13 (Abril et al., 2020)
perfluorooctanosulfonico
( ]
L 1)
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Productos de cuidado personal (continuacién de tabla A2)

Peso molecular

Compuesto Estructura Formula molecular Funcién / Uso Referencia

(9/mol)

Acido (Abril et al., 2020)
. CsHF150; 414.07

perfluorooctanoico (Black et al., 2019)

Compuestos
perfluoroalquilos
Acido _
CsHF50, 264,05 (Abril et al., 2020)

perfluoropentanoico

Bencilparabeno OAO C14H1203 228,25 Conservante (Abril et al., 2020)
HO
Benzofenona-3 (Abril et al., 2020)
. C14H1203 228,25
(oxibenzona) (Black et al., 2019)
o OH Filtros UV

” i organicos

Benzofenona-6 (2,2 '-

Dihidroxi-4,4'- O O C15H140s 274.27 (Abril et al., 2020)
Dimetoxibenzofenona) g i ol
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Productos de cuidado personal (continuacién de tabla A2)

Formula Peso molecular > :
Compuesto Estructura Funcion / Uso Referencia
molecular (g/mol)
(0] OH
Benzofenona-8 C1HuO0 244 25 Filtro UV
(dioxibenzona) O ‘ iz ’ organicos
Mg i (Abril et al., 2020)
. 0 Tensoactivo
Dodecilsulfato Y4 .
s6dico ) //S\o' Na C12H2sNaO4S 288,38 aniénico
i (Abril et al., 2020)
Propilparabeno o N CioH1203 180,20 Conservante (Pérez-Lemus et
o al., 2020)
Tetradecilsulfato oS Tensoactivo Abril et al., 2020
s6dico I o C1aH26Na0,S 316,43 anionico ( ’ )
()
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Tabla A3: Otros productos de cuidado personal analizados en muestras de lodo

OTROS

Angela Gil Matilla

’ Peso molecular > :
Compuesto Estructura Formula molecular Funcion / Uso Referencia
(g/mol)
o] Droga psicoactiva, ) ]
HC e i (Bisognin et al.,
] Ny N estimulante del
Cafeina | ) CsH1oN4O; 194,19 _ _ 2019; Malvar et al.,
o >N~ N sistema nervioso
I 2020)
Chy central
(Abril et al., 2020)
] . (Black et al., 2019)
Bisfenol A CisH160: 228,29 Plastificante )
(Pérez-Lemus et al.,
2020)

——
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