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Desde hace més de una década, el Instituto Universitario de Plaguicidas y Aguas (IUPA) de la
Universitat Jaume | (UJI) investiga la presencia de contaminantes emergentes (CE) en aguas
residuales y superficiales mediante diferentes proyectos de investigacion regichales, nacionales
como europeos. El [UPA, en el afio 2004, fue pionero en la Comunidad Valenciana, con un
proyecto de investigacion en el que se abordaba esta problematica {/dentificacion,
cuantificacion y confirmacién de nuevos contaminantes (farmacos y hormonas) en muestras de
aguas mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en téndem,
Generalitat Valenciana, 2004).

Los resultados de los proyectos de investigacion en esta linea de trabajo se han plasmado en
30 articulos cientificos publicados en revistas internacionales especializadas de alto impacto
(Analytical Chemistry, Journal of Chromatography A, Science of the Total Environment,
Chemosphere, Water Reserach, etc), asi como la elaboracion de varias tesis doctorales. Todos
estos logros han consolidado al IUPA como referente, tanto a nivel nacional como internacional,
en ef estudio de contaminantes emergentes en aguas medioambientales y residuales.

La problematica general asociada a los contaminantes emergentes, en particular en lo relativo
a presencia y comportamiento de productos farmacéuticos y sus metabolitos en las aguas
residuales depuradas, constituye uno de los mayores obstaculos para alcanzar el buen estado
ecologico de las masas de agua, tanto superficiales como subterraneas ¥ aguas de transicion.
Desde el punto de vista cientlfico-tecnologico, el estudio de productos farmacéuticos presenta
gran complejidad y requiere avanzar respecto a las capacidades actuales, tanto en técnicas
analiticas de identificacién, como en la mejora de la eliminacién de estos compuestos en
plantas de tratamiento de aguas residuales, y en el estudio de su comportamiento en el medio
ambiente, teniendo en cuenta no sblo los propios farmacos sino también sus productos de
transformacion/metabolismo.

En 2017, el IUPA llevd a cabo el proyecto titulado “Estado de! arte sobre la presencia de
productos farmacéuticos y sus metabolitos en fos efluentes de las aguas residuales urbanas”,
también enmarcado en el convenio entre la Generalitat Valenciana, a través de la Consejeria
de Agricultura, Medio Ambiente, Cambio Climatico y Desarrollo Rural, y la UJ! de Castells.

El trabajo se centr6 en la revision de las diferentes investigaciones realizadas desde 2008
hasta 2017 sobre la presencia de farmacos y hormonas en distintos tipos de aguas: efluentes
de depuradora, aguas superficiales (rios principalmente), aguas subterraneas y en algun caso,
aguas de red (aguas de grifo). En este estudio se presentd amplia informacion sobre
detecciones y cuantificaciones de farmacos y hormonas en aguas del entorno mediterraneo.
Para cada compuesto se incluyd su estructura, el tipo de agua analizada (superficial,
subterranea o de depuradora) y la localizacién geografica del punto de muestreo (area o regidn,
y pais), la frecuencia de deteccion, el rango de concentraciones encontrado y finalmente la
referencia bibliografica del articulo que lo menciona,

Del trabajo realizado se dedujo que son numerosos los farmacos presentes en las aguas de
efluentes urbanos, y se destacaron algunos compuestos o familias de compuestos relevantes
que deberian ser objeto de control periddico, por su frecuente presencia en las aguas.




Hay que destacar que, si bien los farmacos estan presentes en las aguas, muy poco se sabe
sin embargo sobre sus metabolifos y/o productos de transformacion/degradacion. Algunas
publicaciones recientes indican que los farmacos encontrados en las aguas son tan solo la
punta del iceberg en lo relativo a la problematica ambiental asociada al consumo de productos
farmaceuticos. Por ello, en el presente proyecto propuesto para el gjercicio 2018, se pretende
profundizar en esta problematica, presentando un estudio detallado sobre los antecedentes
relativos a metabolitos y TPs de farmacos en las aguas y sobre la problematica analitica y
ambiental asociada a estos compuestos.

La probleméatica abordada es compleja y objeto de preocupacion creciente en la sociedad
actual debido al elevado consumo de farmacos y a su presencia casi ubicua en las aguas. Por
otro lado, el IUPA tiene capacidad demostrada, a través de sus investigaciones, publicaciones y
proyectos en la Gltima década, para abordar esta problemaética, tanto en su vertiente puramente
analitica, basada en el uso de acoplamientos instrumentales cromatografia/espectrometria de
masas, como en ios aspectos medioambientales.

En el presente informe se presenta el trabajo realizado en el marco del convenio entre la
Conselleria de Agricultura, Medio Ambiente, Cambio Climatico y Desarrollo Rural y la
Universitat Jaume | de Castelion para la ejecucion, en el ejercicio 2018, de proyectos de
investigacién aplicados a recursos hidricos en la Comunidad Valenciana®, El trabajo lleva por
titulo “Problemética asociada a la presencia de metabolitos y productos de transformacion de
farmacos en las aguas del entorno mediterrédnec” y se puede considerar como un complemento
y/o ampliacion del realizado en el convenio de 2017.




1. Los farmacos en el medio ambiente

Se estima que hoy en dia se utilizan como farmacos aproximadamente 3000 sustancias
diferentes, incluyendo  analgésicos, antibidticos, antidiabéticos, betabloqueantes,
anticonceptivos, reguladores de lipidos, antidepresivos y farmacos para la impotencia. Sin
embargo, la mayoria de estudios ambientales se han centrado en una pequefia parte de estos
compuestos (Rodriguez-Narvaez, 2017).

Aunqgue los productos farmacéuticos han estado presentes en el agua durante décadas, sus
niveles en el medio ambiente sdlo han comenzado a ser cuantificados y reconocidos como
potencialmente peligrosos para los ecosistemas a partir del afio 2000 aproximadamente (Kolpin
et al,, 2002). El desarrollo de nuevas técnicas analiticas (principalmente, cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS)) ha permitido la deteccién de
concentraciones extremadamente bajas (ng/l) en aguas residuales (Kanda et al., 2003;
Hernandez et al., 2007), asi como en aguas superficiales y subterraneas (Boyd et al., 2003;
Drewes et al., 2003). Los avances en la instrumentacion analitica han permitido descubrir
muchos de estos compuestos y sus metabolitos en las aguas, pues sus bajas concentraciones,
junto con la dificultad de llevar a cabo una identificacion fiable, dificultan enormemente los
analisis, especialmente en muestras complejas como las aguas residuales. Los acoptamientos
cromatografia/espectrometria de masas de alta y baja resolucién son imprescindibles en este
campo, y su importancia ha sido destacada en la literatura cientifica (Hernandez et al, 2014;
2018a; 2018b).

El consumo de farmacos aumenta cada afio. Se estima que en 20186, la venta de farmacos
ascendié a 967 billones de dolares, de los cuales 201 billones correspondian a la Unién
Europea (hilps://www.statista.com/statistics/272181/world-pharmaceutical-sales-by-region/). No
se pueden negar los efectos positivos para la salud y la necesidad de su consumo para mejorar
nuestra calidad de vida, pero junto a esios aspectos positivos, puede existir también un
problema asociado a un consumo excesivo y a la falta de sistema adecuados para su
eliminacion en las plantas de tratamiento de aguas residuales (WWTP); por ello, su presencia
en las aguas podria llegar a convertirse en un problema mundial si no se toman las medidas
adecuadas

Aungue se ha cuestionado si los bajos niveles de concentracion (~ng/L) encontrados en el
medio ambiente pueden llegar a producir efectos adversos en la vida silvestre o en seres
humanos, varios estudios han mostrado el impacto de estas sustancias. Aunque estén
presentes a bajas concentraciones, pueden resultar ambientaimente relevantes. Asl, por
ejemplo, se cree que alrededor del 95% de la poblacién total de buitres en Pakistan (> 95% de
la poblacién total) murid a causa del diclofenaco administrado al ganado que posteriormente
ingerian las aves necréfagas (Oaks et al., 2004). Otro ejemplo seria la feminizacion y el colapso
de las poblaciones de peces silvestres por niveles extremadamente bajos (por ejemplo, 5-6
ng/L), pero continuos en el tiempo, del compuesto estrogénico EE2 presente en un lago
experimental de Ontario, Canada (Kidd et al. .2007). En cualguier caso, no existe unanimidad
en cuanto a los efectos causados a largo plazo, y es especialmente complicado valorar el
efecto sinérgico producido por la mezcla de compuestos que se encuentra en las aguas, Por
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ello, es necesario ampliar las investigaciones sobre su presencia en el medio ambiente ¥ Sus
posibles efectos sobre los seres vivos.

Los antibidticos son objeto de especial preocupacion, debido a los riesgos asociados al
desarrollo de microorganismos resistentes a antibidticos (Keen y Montforts, 2012; Makowska et
al., 2016; Manaia et al., 2016). La evaluacién de riesgos asociados a estos contaminantes
emergentes es una prioridad actual en el campo de las aguas y existe una tendencia creciente
favorable a incluir estos compuestos en la legislacion sobre calidad de las aguas (Brack et al.,
2012; Brack et al., 2017).

La descarga de farmacos y sus metabolitos en el medio ambiente actatico es un proceso que
ocurre a nivel mundial. Der Beek et al (Der Beek, 2015) han llevado a cabo una revisién muy
completa de la literatura existente, destacando que en 71 paises se han detectado productos
farmacelticos. En ese trabajo se reporta que un total de 631 farmacos, tanto de uso en
humanos como de uso veterinario, han sido cuantificados por encima del limite de deteccion.
Se concluye que, a nivel mundial, la principal fuente de contaminacién es la descarga de aguas
residuales urbanas, aunque las emisiones de la industria farmacéutica, la agricultura, y la
acuicultura fambién pueden ser muy importantes a nivel local,

Muchos de estos productos quimicos, de uso en el dmbito del hogar, terminan liberandose en
nuestras aguas residuales urbanas. Debido a que la mayorfa se elimina de manera incompleta
en el tratamiento de las aguas residuales, se suelen encontrar concentraciones significativas en
los efluentes de las aguas residuales y finalmente pueden llegar a las aguas superficiales
(Gracia-Lor, 2012; Bijlsma, 2014). En algunos paises se ha llegado a reportar la presencia de
productos farmacéuticos y hormonas incluso en el agua potable (Loos et al., 2007, Caldas et
al., 2013, Kleywegt et al. 2011, Metcalfe et al., 2010; Servos et al., 2007}

Zonas aisladas, en areas remotas del planeta, como la Antartida tampoco se ven libres de
estos compuestos, pues su uso en las bases cientificas o militares hace que estén presentes
en las aguas residuales que, al ser tratadas generalmente por sistemas convencionales, no
liegan a eliminarlos, con el consiguiente vertido al océano (Hernandez et al, 2019 Gonzalez-
Alonso et al, 2017). Esto demuestra que la problematica asociada a la presencia de farmacos
en las aguas es un fendémeno a escala mundial, que debe ser abordado también a escala
planetaria para prevenir y/o evitar los posibles riesgos y efectos secundarios para el medio
ambiente y los seres vivos.




2, Problematica asociada a los metabolitos y productos de transformacion

En los 0ltimos afios, la presencia de residuos farmacéuticos en el medio ambiente {y
especialmente en el medio acuatico) ha sido objeto de creciente preocupacién, debido a los
posibles efectos adversos a largo plazo esperados sobre los organismos acuaticos y terrestres
{Hernando et al., 2006a; Rivera-Utrilla, 2013).

Después de su administracion, los productos farmacéuticos pueden ser excretados como
compuestos inalterados sin transformarse (Hirsch et al., 1999, Calamari et al., 2003) o pueden
ser metabolizados mediante reacciones bioquimicas, via dos rutas: una primera, en la gue se
producen reacciones de oxidacién, reduccion, hidrolisis y alquilacién; y una segunda ruta, en la
que se forman principalmente conjugados tipo glucurénido o sulfato. En el caso de las aminas,
también se pueden formar conjugados con grupos acilo o succinilo (Gulde, 2018), Finalmente,
terminan excretandose por la orina o bilis en forma de derivados mas polares e hidrofilos, ya
sea como un unico metabolito mayoritaric 0 como una mezcla de multiples metabolitos
(Silverman y Hoffman, 1984, Heberer, 2002a). Todos estos compuestos, farmacos y sus
metabolitos, pasan a las aguas residuales, a través de las heces o la orina después de su
consumo, y finalmente terminan en el medio ambiente si no son eliminadas de forma eficiente
en la plantas de tratamiento.

Los tratamientos convencionales usados en las plantas de fratamiento de agua residual no
suelen ser suficientes para mineralizar por completo los farmacos, que en la mayoria de casos
se convierten en productos de transformacién estables (Ternes 2015). Algunos de estos
farmacos también pueden transformarse en el medio ambiente. Esto ocurre tipicamente por
degradacién microbiana, fotdlisis e hidrolisis. Este serfa, por ejemplo, el caso del
descubrimiento de oxipurinol, que se form6 por la degradacién microbiana del farmaco
alopurinol en el tratamiento de aguas residuales (Funke et al., 2015). Los productos de
degradacion/transformacion (TPs) suelen ser mas estables en el medio ambiente y pueden
encontrarse a menudo a niveles mas altos que los compuestos originales. Aungue no es lo
habitual, en ocasiones los productos de transformacion pueden ser méas téxicos que los propios
compuestos de partida (Sang et al., 2014). Los TPs tambien pueden conservar la actividad para
la que fueron disefiados los farmacos originales, como ocurre para algunos TPs de antibi6ticos,
que conservan los grupos quimicos centrales que les confieren dicha actividad antimicrobiana.

Los farmacos y sus productos de transformacién también pueden reacciochar con
desinfectantes usados en el agua potable o en tratamientos de aguas residuales para formar
subproductos de desinfeccion. Enfre los ejemplos mas tipicos se incluye la formacion del
compuesto carcinégeno nitrosodimetilamina (NDMA) cuando el antibiético azitromicina
reacciona con monocloramina (Shen y Andrews, 2011) o la formacién del compuesto
genotoxico yodoacético cuando el compuesto para contraste de imagen médica iopamidol
reacciona con cloro (Duirk et al., 2011).

Por todo lo indicado, resulta necesario prestar especial atencion a los metabolitos/TPs de los
farmacos, pues, aunque necesario, el control, exclusivamente de los farmacos inalterados,
puede resultar insuficiente para valorar el impacto sobre el medio ambiente y efectuar la
evaluacion de riesgos.




3. Antecedentes sobre presencia de metabolitos de farmacos en aguas: caso
particutar del 4rea mediterranea

En un estudio reciente sobre el papel de la Quimica Analitica en el campo de la exposicién a
contaminantes, se ha resaltado la necesidad de investigar la presencia de metabolitos/TPs en
las aguas debido al escaso conocimiento existente y a sus posibles efectos negativos sobre la
salud publica y el medio ambiente acuético (Hernandez, 2018b). En este sentido, es importante
remarcar que el numero de metabolitos/productos de transformacion investigados en aguas
sigue siendo muy bajo en comparacién con el de numero de farmacos, aunque se espera un
cambio en esta tendencia en los préximos afios.

En el Anexo I del presente informe se muestran los datos encontrados sobre presencia de
metabolitos/productos de transformacién de farmacos en el area Mediterranea en los ltimos
diez afios. Los farmacos se encuentran agrupados por familias, de la siguiente manera:

- Analgesicos/antiinflamatorios (Tabla 1)

- Antibidticos (Tabla 2)

- Blogueadores de Ios canales de calcio (Tabla 3)
- Anestésicos (Tabla 4)

- Reguladores de lipidos (Tabla 5)

- Medicamentos psiquiatricos (Tabla 6)

- 3-Blogueantes (Tabla 7)

- Inhibidores de la bomba de protones {Tabla 8)
- Antihipertensivos (Tabla 9)

- Oftros farmacos (Tabla 10)

- Hormonas (Tabla 11)

En cada tabla, se indica el nombre del f&rmaco, la zonal/pais de estudio, el tipo de agua
analizada, el numero de muestras positivas frente al nOmero de muestras analizadas (cuando
se dispone de esta informacién), el rango de concentraciones encontradas, y finalmente la
referencia del trabajo.

A continuacion, se comentan brevemente cada una de las tablas, resaltando aquellos
metabolilos que han sido detectados con méyor frecuencia v a concentraciones mas altas.
Dado que resulla complicado comparar los datos (no todos los compuestos han sido analizados
el mismo nimero de veces, las muestras de agua son totalmente diferentes de unas a ofras,
los metodos analiticos aplicados incluyen diferentes farmacos en cada uno de los trabajos,
efc...), se danh unas pinceladas generales sobre cada familia estudiada.

En cuanto a los analgésicos/antiinflamatorios (Tabla 1), los compuestos mas estudiados
son, sin lugar a dudas, los metabolitos del metamizol o dipirona (conocido popularmente por el
nombre comercial de Nolotil). Es bien conocido que el metamizol es una pro-droga, hidrolizada




en el tracto intestinal para dar 4-metilaminoantipirina (4-MAA), que es el metabolito activo. El 4-
MAA es metabolizado en el higado hacia un segundo metabolito activo, el 4-aminoantipirina
{(4-AA), que finalmente se transforma en los metabolitos inactivos 4-formilaminoantipirina (4-
FAA) v 4-acetitaminoantipirina (4-AAA). Estos tres metabolitos (4-AA, 4-AAA v 4-FAA) han
sido frecuentemente deteclados tanto en aguas de efluente como en agua superficial e incluso
subterranea.

Por lo que respecta a los antibidticos (Tabla 2), se pueden destacar los metabolitos del
sulfametoxazol. Concretamente, el N-acetilsulfametoxazol fue detectado en una muestia de
efluente a una concentracién cercana a 1 ppb. Este compuesto, sin embargo, apenas ha sido
detectado en aguas medioambientales,

En cuanto a los bloqueantes de los canales de calcio (Tabla 3) solo e! norverapamil,
metabolito del verapamil, ha sido investigado. Este compuesto se ha encontrado tanto en
efluente de agua residual como en agua superficial.

En cuanto a aneslésicos, se han detectado los principales metabolitos del fentanilo y de la
ketamina, norfentanilo y norketamina (Tabla 4), en efluentes de la Isla de Santorini en
concentraciones de unas pocas ppt. Estos analgésicos también se pueden utilizar como drogas
de abuso, por lo que su presencia en las aguas puede ser debida a una utilizacién “no médica”,
sino de tipo recreacional.

Los fibratos son derivados de acidos ariloxicarboxilicos que se emplean terapéuticamente como
hipocolesterolémicos (Tabla 5), aunque su perfil farmacologico es bastante mas amplio. En
esta familia de reguladores de lipidos, destaca, por su frecuencia en las aguas, el clofibrato, un
profarmaco del acido clofibrico, que es la especie activa aungue escasamente absorbible por
via oral, lo que justifica el empleo de ésteres como profarmacos [Introduccion a ta Quimica
terapedtica, A. Delgado, C, Minguilldn, J. Joglar, Ediciones Diaz de Sanios, 2004, ISBN 84-
7978-601-9, 29 edicion]. Este compuesto ha sido ampliamente encontrado en efluente vy en
agua superficial, tanto en Grecia como en Esparfia o Chipre. Otros metabolitos de reguladores
de lipidos encontrados en aguas son 2-OH-atorvastatina, acido fenofibrico y GSWB1, este
Ultimo derivado del gemfibrofil.

En cuanto a los medicamentos psiquiatricos (Tabla 6, antipsicoticos, antiepilépticos y
antidepresivos), cabe resallar que se han detectado numerosos metabolitos en las aguas de
compuestos como carbamazepina, venlafaxina, diazepam, clonazepan, oxazepan, triazolan,
entre otros. Destacan los derivados de la carbamazepina, la cual se metaboliza en el higado,
generando el metabolito carbamazepina-10,11-epoxido que es farmacoldgicamente activo.
Este farmaco ejerce su actividad farmacologica principalmente a través de su metabolito 10,11-
dihidro-10-hidroxi-carbamazepina. Ambos metabolitos han sido cuantificados a
concenfraciones altas tanto en efluente como en agua superficial.

Por lo que se refiere a los beta-blogueantes (Tabla 7), los metabolitos del metoprolol han sido
solo detectados en efluente, con concentraciones maximas del metoprolol acido (metabolito
inactivo de este farmaco) de 2 pg/L. También se ha encontrado un glucorénido del propanoiol
en las aguas.




En cuanto a los inhibidores de bomba de protones (Tabla 8), se ha investigado la presencia
tanto de los metabolitos como de los productos de transformacién del omeprazol. Ef
omeprazol es uno de los farmacos mas consumidos para el tratamiento de enfermedades
gastricas. Sin embargo, este compuesto no se detecta ni en las aguas de depuradora ni en las
medioambientales. En un estudio detallado realizado por nuestro grupo de investigacion {(Boix
et al,, 2013; 2014), se elucidaron los principales metabolitos de este farmaco asi como sus
productos de transformacion en estudios controlados llevados a cabo en el laboratorio, La
bisqueda de estos compuestos en diferentes aguas medioambientales reveld la presencia de
una gran numero de estos metabolitos y también de algunos TPs. Por lo que se refiere a la
ranitidina, ésta no se suele considerar antihistaminico ya que su accién se ejerce sobre los
receptores tipo 2 de la histamina, actuando sélo a nivel de estdémago. En este caso, solo se han
encontrado estudios relacionados con la ranitidina-N-oxido. La ranitidina se metaboliza en el
higado a N-6xido y S-oxido. El 6% de la dosis que se excreta en la orina se halla en forma de
oxido de nitrégeno y 2% como 6xido de azufre.

En el caso de los antihipertensivos (Tabla 9), destacan irbesartan, del que se han detectado
hasta 5 TPs en aguas de efluente y aguas superficiales de diferentes puntos de la Comunidad
Valenciana, asi como enalapril, cuyo metabolito enalaprilato se ha encontrado en aguas de ia
Comunidad Valenciana asi como del rio Ebro.

También se han enconlrado metabolitos de otro farmacos no inclufdos en los grupos anleriores.
Deslaca la presencia de hasta 6 diferentes metabolitos de la morfina, detectdndose su
presencia solo en aguas residuales (tanto influente como efluente), aunque los analisis
realizados no permiten diferenciar el origen del uso del compuesto, bien como farmaco, bien
como droga illcita {Tabla 10).

Finalmente, en cuanto a las hormonas (Tabla 11), se han estudiado principalmente los
metabolitos de fase I, como son los sulfatos y los glucuronidos. Se han encontrado en las
aguas metabolitos de estradiol, estriol y estrona. Destaca la concentracion encontrada para
estrona-3-sulfato en el influente de una planta de tratamiento de aguas residuales de
Tarragona, alcanzandose 20 ppb. Estos niveles descienden hasta valores inferiores al LOQ en
las muestras de efluente.
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4, Estudios de degradacién de farmacos

La investigacion sobre la presencia de farmacos en el medioambiente gané popularidad a partir
de los afios 90. Desde entonces, el interés en estos compuestos ha ido en aumento. Hasta la
fecha, se ha publicado un importante nimero de revisiones y varios miles de articulos
originales sobre farmacos, que estudian sus posibles fuentes, su presencia en los diferentes
compartimentos def medio ambiente (asi como la evaluacion de sus niveles de concentracion),
su persistencia, su eliminacién y sus posibles efectos sobre los seres vivos.

Come se ha comentado anteriormente, en el caso de farmacos de uso humano, una vez estos
compuestos y/o metabolitos son excretados a través de la orina y las heces, pueden alcanzar
las plantas de tratamiento de agua residual (EDAR) o, directamente, el agua superficial. En el
caso de farmacos de uso veterinario, éstos son depositados directamente en el campo o
usados en plantas de biogas. Una vez en la EDAR, los farmacos y metabolitos pueden sufrir
una trasformacién, por ejemplo, mediante el uso de fangos activados (bien durante el
tratamiento aerdbico del agua residual o durante la digestion anaerodbica del lodo), resultando
en productos de transformacion. Otras reacciones que podrian jugar un papel importante en la
transformacion de los farmacos en las EDAR serian las reacciones de hidrélisis y las
reacciones oxidativas abidticas.

La presencia de estos compuesios en las aguas superficiales y subterrdneas podria ser
explicada, en parte, por la ineficiencia de las tecnologias convencionales de tratamiento. Asi
pues, se necesitan tratamientos mejorados que reduzcan la descarga de residuos de farmacos
en el medioambiente. En este sentido, la ozondlisis y los procesos de oxidacion avanzada
(AOPs) se postulan como soluciones prometedoras para el tratamiento del agua residual con el
fin de mejorar la eliminacién de los contaminantes orgénicos presentes en la misma. El ozono,
que es un desinfectante efective y un potente oxidante, reacciona directamente como O3
molecular o via la formacion de radicales libres. El O3 molecular es un electréfilo selectivo que
reacciona facilmente con dobles enlaces, estructuras aromaticas y hetercatomos (por ejemplo
nitrégeno y azufre), que son grupos sustituyentes comunes en los farmaces. Por el contrario,
los farmacos sin grupos reactivos son mas susceptibles a los radicales hidroxilo, que
reaccionan menos selectivamente y a una mayor velocidad.

En la mayorfa de aplicaciones, la cantidad de radicales hidroxilo formados a partir de Oz es
generalmente baja, por lo que se suele combinar el ozono con perdxido de hidrégeno (Os/H20,)
con el fin de aumentar la concentracién de -CH. Otros AOPs utilizados consisten en H:O,/UV,
Ou/UV, TiOA/UY, fenton, foto-fenton...

Una vez en el medioc ambiente, los farmacos pueden sufrir procesos de degradacion naturales
abidticos, como por ejemplo fotolisis debida a la exposicion a la luz directa del sol, asi como los
ya mencionados procesos de biodegradacion o hidrolisis. Por otro lado, en los procesos de
desinfeccién del agua potable se utilizan reacciones oxidativas no radicalarias. Los agentes
desinfectantes por excelencia son la luz UV y el ozono, aungue historicamente, el proceso mas
conocido y empleado ha sido la cloracion. Todos estos procesos no siempre mineralizan
completamente los farmacos existentes, formandose frecuentemente TPs.
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Asi pues, los estudios deberian centrarse, no solo en el compuesto de partida, sino también en
las moléculas resultantes de la incompleta mineralizacién en el cuerpo (metabolitos) o de
reacciones que pueden tener lugar dentro de los sistemas de tratamiento de aguas residuales o
una vez el compuesto ha sido liberado en el medio ambiente (productos de transformacion). Sin
embargo, la investigacién sobre estos metabolitos/TPs no ha empezado hasta hace
relativamente poco.

La identificacion de los productos formados tras la incompleta degradacion del farmaco original
se ha convertido en uno de los mayores retos del analisis medioambiental. Debido a |a falta de
patrones de referencia comerciales para la mayoria de TPs, se necesita una técnica analitica
muy potente para la elucidacion estructural de los productos formados. Los avances producidos
en los Ultimos afios en la espectrometria de masas de alta resolucion {(HRMS), la han
convertido en la técnica por excelencia a la hora de identificar metabolitos/T PS, debido a sus
caracteristicas de elevada sensibilidad y exactitud de masa. En este sentido, los analizadores
hibridos cuadrupolo-tiempo de vuelo (QTOF) o frampa de iones lineal-orbitrap (LTQ-Orbitrap)
se estan utilizando cada vez mas para este fin. Otras técnicas como RMN podrian resultar
también muy Utiles a la hora de confirmar la esfructura de un compuesto. Sin embargo, dado
que las muestras no son puras y los compuestos suelen encontrarse a concentraciones
relativamente bajas, su aplicabilidad queda limitada.

Algunos de estos contaminantes pueden transformarse durante el tratamiento de aguas
residuales y en el medio ambiente. Esto ocurre tipicamente por degradacion microbiana,
fotblisis e hidrdlisis. Este seria, por ejemplo, el caso del descubrimiento de oxipurinol, que se
formé por la degradacién microbiana del farmaco alopurinol en el tratamiento de aguas
residuales (Funke et al., 2015). Los productos de transformacion (TPs) suelen ser mas estables
en el medio ambiente y pueden encontrarse a menudo a niveles mas altos que los compuestos
progenitores. Ademas, los productos de transformacién pueden ser a veces mas toxicos que
los propios compuestos de partida (Sang et al., 2014).

El equipo de investigacién del IUPA ha realizado un buen nimero de estudios de degradacion y
metabolismo de farmacos con el objetivo de identificar los compuestos que se pueden formar
en el medio ambiente, ya que muchas veces son desconocidos. Nuestros estudios han
permitido identificar numerosos metabolitos y TPs de farmacos como omeprazol (Boix et al,,
2013; 2016a), venlafaxina, ibuprofeno, ofloxacino, irbesartan o valsartan, entre otros (Boix et
al., 2016b) en experiencias controladas de laboratorio, asi como en muestras de aguas (Boix et
al, 2014; Ibariez et al., 2017). Los datos reportados en la bibliografia indican que la deteccion
del farmaco inalterado en aguas es tan sélo la punta del iceberg, pues la presencia de
metabolitos/TPs es mas frecuente, siendo numerosos los compuestos de este tipo que pueden
llegar a encontrarse en las aguas.

En el Anexo 2 del presente informe se muesira un resumen de los datos encontrados en
estudios de degradacion de farmacos en los Ultimos 5 afios (2013-2018). Tan solo se incluyen
aguellos articulos en los que se elucidan los posibles TPs formados en los diferentes
experimentos. Hay que tener en cuenta que muchos articulos solo se centran en observar la
“desaparicion” del compuesto de partida sin tener en cuenta los nuevos productos formados.
Algunos de los TPs elucidados en este tipo de experiencias han sido posteriormente buscados
y detectados en aguas medioambientales o de influente. En la Tabla se indica el farmaco
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estudiado, ef tipo de degradacion llevado a cabo, la instrumentacién utilizada para elucidar los
TPs formados, la matriz en la cual se han llevado a cabo los experimentos, el namero de TPs
detectados asi como ofros datos que podrian ser de interés (por ejemplo, si se llevan a cabo
estudios de toxicidad u otras variables estudiadas).

Los procesos més estudiados han sido los siguientes:

-Folodegradacién, usando luz solar o luz UV, bien sola o en combinacién con H203, TiO2 0
Fe (})

-Ozondlisis

-Hidrélisis, tanto a pH basico, neutro como acido

En la Tabla se observa que se producen numerosos productos de degradacion en los
procesos investigados. Por ello, el nimero de compuestos a investigar que, potencialmente,
podrian formarse en el medio ambiente es muy superior al de farmacos comercialmente
utilizados. Algunos de los compuestos identificados en experiencias de laboratorio se han
encontrado posteriormente en las aguas, lo cual demuestra la utilidad de este tipo de
experimentos,

La investigacion de metabolitos de farmacos en el medio ambiente, asi como de
metaholitos de otros contaminantes organicos, como pesticidas, productos de cuidado
personal, desinfectantes, elc, es un tema muy complejo, que sera objeto de numerosas
investigaciones en el fuluro préximo, tal como se ha reportado recientemenie (Hernandez et
al, 2018).
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5, Tendencias analiticas y retos futuros

En el informe correspondiente al convenio de 2017 se describieron las principales tendencias y
retos futuros de la quimica analitica en este campo. Dichas tendencias y retos son igualmente
aplicables al caso de los metabolitos de farmacos.

En el presente informe, focalizado en la problematica de metabolitos, cabe resaltar la
importancia de la cromatografia liquida (LC) acoplada a espectrometria de masas de alla
resolucion (HRMS), que se ha convertido en una de las técnicas preferidas para elucidar los
TPs en el medio ambiente (Hernéndez et al, 2014; Ibafiez et al, 2017). Los analizadores de
masa de alta resolucién, como el tiempo de vuelo (TOF) u Orbitrap, presentan elevada
sensibilidad en modo de barrido completo de iones (ya que un gran porcentaje de ios iones
generados llegan al detector), elevada velocidad de barrido, alto poder de resolucién y
posibilidad de obtener medidas con masa exacta de los iones detectados, trabajando en modo
MS (y en modo MS/MS si se dispone de un QTOF o un QOrbitrap). Todas estas caracteristicas
hacen que HRMS sea ideal para el analisis cualitativo, en el gue se persigue la deteccion e
identificacion del mayor numero posible de compuestos: caso tipico de los metabolitos. En
contraste con el andlisis clasico tipo "target”, HRMS permite el cribado de un ndmero muy
elevado de contaminantes una vez adquiridos los datos, atn cuando no se disponga de
patrones de referencia (Hernandez et al, 2015).

Las tendencias actuales se dirigen hacia la investigacion de metabolitos y TPs en el medio
ambiente acuético usando una combinacién de técnicas para amplio screening e identificacion,
basadas en HRMS, junto con técnicas de analisis cuantitativo (ej. LC-MS/MS con triple
cuadrupolo) cuando el metabolito/TP identificado en las muestras es importante (abundante y/o
relevante toxicolégicamente) y el patron de referencia esta disponible comercialmente.

La necesidad de mejorar los procesos de eliminacién de farmacos en plantas de tratamiento,
obliga a aplicar técnicas analiticas sofisticadas para monitorizar la evolucién de las
concentraciones del compuestos estudiado (generalmente de tipo cuantitativo), junto con
HRMS para la elucidacion de los productos de degradacion generados. El apropiado control de
estos procesos (por ejemplo, procesos avanzados de oxidacién), requiere no sélo conocer la
evolucion de la concentracion del farmaco, sino también la formacion de sub-productos que
podrian ser problematicos para el medio ambiente.
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Conclusiones y recomendaciones

Sobre la base del estudio realizado en este trabajo y en el correspondiente al afio
2017 sobre presencia de farmacos en aguas del entorno mediterraneo, se concluye
que estos compuestos, tanto los farmacos inaltaredos como sus metabolitos y TPs, se
detectan habitualmente en las aguas residuales tratadas, e incluso en las aguas
superficiales receptoras de efluentes urbanos. Los farmacos y metabolitos detectados
pertenecen a diversas familias terapedticas, por lo que no parece existir un grupo
concreto de compuestos que deba ser objeto de especial atencion en lo relativo a su
presencia en aguas. Si bien, preocupan especialmente los antibioticos, no porgue
sean mas frecuentes en las aguas, sino por las resistencias que se vienen observando
en comunidades microbianas afectadas por vertidos de aguas residuales. La
informacién detallada sobre compuestos encontrados en las aguas del area
mediterranea y sus niveles de concentracién, cuando estos han sido reportados, se
encuentra en las tablas que forman parte del Anexo 1 del informe.

Aunque se han hecho progresos notables en cuanto a identificacién y cuantificacion
de farmacos y metabolitos/TPs, los datos existentes apuntan a que aln guedan
muchos metabolitos y TPs por identificar en las aguas. Algunos son ya conocidos,
pero se requieren nuevas investigaciones para identificar compuestos que atin no han
sido reportados. Los resultados mostrados en el Anexo 2 de este informe indican que
son muchos los posibles productos de degradacién de los farmacos. Son necesarias
mas experiencias sobre degradacion de farmacos, con el fin de aportar datos sobre
productos de degradacion formados, que, posteriormente, deben ser buscados en las
aguas.

Se requieren avances notables para mejorar los sistemas de tratamiento de aguas
residuales urbanas, pues son la fuente principal de contaminacién por farmacos en el
medio acuatico. Los sistemas convencionales aplicados en la mayoria de EDAR no
eliminan completamente muchos de los contaminantes emergentes presentes en las
aguas, incluidos los farmacos. Por ello, es necesario implementar tratamientos
adicionales que mejoren la eficacia de dichos sistemas.

Los esfuerzos de la comunidad cientifica se dirigen hacia ambitos que deben
reforzarse y que seran objeto de intenso debate y discusion en los proximos afios. El
conocimienio delallado del comportamiento ambiental de los farmacos y sus
metabolitos/TPs, los riesgos (ecojtoxicoldgicos que entrafia su presencia en las aguas,
y el desarrollo de estrategias eficaces de eliminacion de estos compuestos son retos
importantes que quedan por abordar.

Son necesarios programas de control en los que se apliquen metodologias de amplio
‘screening” usando estrategias combinadas tipo “target y non-target”. En los andlisis
“target” se deberian usar amplias listas de compuestos, incluyendo no solo los
farmacos, sino tambien metabolitos y TPs que hayan sido reportados en la literatura
cientifica. En este sentido, los datos aportados en los anexos de este informe son
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valiosos y serian un buen punto de partida para elaborar listas de metabolitos/TPs de
interés. Estos anélisis se deberian complementar con estrategias “non-target” que
fueran capaces de detectar compuestos no esperados o desconocidos a niveles de
concentracion relevantes en las aguas. El objetivo de estos programas es detectar e
identificar el mayor nimero de farmacos y derivados en las aguas, no limitando el
enfoque a tan sélo unos pocos compuestos prioritarios.

Los programas de control basados en screening deben complementarse con analisis
cuantitativos dirigidos hacia compuestos relevantes detectados en los programas
previos de "screening”. De este modo, los esfuerzos se centrarian en los compuestos
que realmente se encuentran en las aguas y no en listados que muchas veces tienen
poco que ver con el estado real de contaminacién de las aguas. Las listas de
compuestos "target’ se deberfan completar con otros que fueran catalogados como
prioritarios o que se encontraran en las listas de observacion en las normativas
europeas sobre calidad de las aguas.

El papel de la Quimica Analitica moderna es fundamental para proporcionar datos
sobre presencia y niveles de concentracién de farmacos y metabolitos/TPs en las
aguas. Se trata de un campo especializado que sélo puede abordarse con técnicas
avanzadas de andlisis, como cromatografia liquida-espectrometria de masas en
tandem (LC-MS/MS) para andlisis cuantitativo, o el acoplamiento cromatografia
liguida-espectrometria de masas de alta resolucién (QTOF, Orbitrap), capaz de
proporcionar informacidn sobre la estructura de estos compuestos, presentes a hajos
niveles de concentracion en las aguas (sub)-ppb) (Hernandez, 2018a, 2018h).

A la luz de los resultados de los programas de control, deberfan establecerse
actuaciones con el fin de mejorar el estado de las aguas y disminuir la presencia de
farmacos y metabolitos en las mismas. Aquellos compuestos gque se encontraran a
mayores concentraciones, y/o los que pudieran presentar un mayor riesgo, deberian
ser vigilados con mayor énfasis, implementando en paralelo sistemas avanzados de
eliminacion con el objetivo de que los efluentes tratados quedaran libres de este tipo
de compuestos, asegurando, de este modo, una mejor calidad del medio acuético.

Entre los sistemas avanzados de tratamiento se encuentran los procesos de oxidacién
avanzada, y otras tecnologias como la ultra-centrifugacion, el uso de membranas de
ultra-filtracién, o los filtros de carbon activo, que han mostrado buenos resultados en
ciertos casos. Un aspecto critico a considerar al aplicar estos tratamientos es asegurar
que la salud humana o ambiental no se vea afectada por la formacion de subproductos
toxicos, por lo que se debe asegurar no solo la eliminacion/degradacion del compuesto
objeto de estudio. También es necesario identificar los posibles produclos de
degradacién/ transformacion gue se puedan formar durante el tratamiento.
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INDICE DE ACRONIMOS USADOS EN LLAS TABLAS

nm  No medido (not measured)

m. Muestra

WWTP Planta de tratamiento de agua residual (wastewater treatment plant)
EWW Efiuente de la WWTP (effluent wastewater)

IWW  Influente de la WWTP (infiuent wastewater)

GW  Agua subterranea (groundwater)

SW  Agua superficial (surface water)

SEAW Agua de mar (seawater)

TW  Agua de red (tap water)

MW Agua mineral (mineral water)

RW  Agua del influente de una planta potabilizadora (raw water)

DW  Agua potable (drinking/drinkable water)

<LOD Por debajo de! limite de deteccién {lower than the limit of detection)
<LOQ Por debajo del Iimite de cuantificacién (lower than the limit of quantification)
- No hay informacién disponible

*

POCIS (Polar Organic Contaminants Integrative Samplers) (ng/g)
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