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RESUM 

En la societat actual, els fàrmacs són imprescindibles per a millorar la qualitat 

de vida de les persones. Aquests són àmpliament consumits per tal de pal·liar 

dolències i prevenir, combatre o curar malalties tant per  les pròpies persones 

com en veterinària. Per tant, la pròpia finalitat dels compostos en provoca una 

activitat biològica inherent a la seva naturalesa i, en conseqüència, el seu destí 

ambiental genera una creixent preocupació pels efectes colaterals als 

ecosistemes. Els fàrmacs estan dissenyats per ser consumits, realitzar la seva 

funció i finalment ser excretats. El seu rati d’excreció i el dels seus productes de 

transformació, anomenats metabòlits, és diferent per a cada principi actiu. 

Aquest conjunt de compostos, considerats contaminants orgànics, arriba a 

través de les aigües residuals a les estacions depuradores (EDARs). 

Actualment, les EDARs no estan dissenyades per eliminar aquests compostos i 

per tant en molts casos poden persistir durant el procés de tractament. Com a 

resultat d'aquesta persistència i pertinent entrada al medi aquàtic, es produeix 

una exposició crònica d'organismes als contaminants, els quals poden resultar 

afectats de diferents formes. Per agreujar encara més la creixent contaminació, 

les aigües pluvials i d'escorrentia poden constituir una aportació addicional, ja 

que poden provocar que aquestes aigües no rebin cap mena de tractament 

abans d’entrar als diferents cursos d'aigua. 

Un cop a les aigües superficials, el destí dels fàrmacs i els seus metabòlits 

encara no esta completament estudiat. En la darrera dècada molts estudis han 

determinat els diversos principis actius en els diferents ecosistemes i han 

tractat d’avaluar-ne els seus efectes. Malgrat aquests esforços, molts estudis 

conclouen que per una avaluació més completa és necessari tenir en compte 

les possibles transformacions que pateixen aquests compostos al medi 

ambient. Els productes resultants són anomenats productes de transformació 

(TPs) i poden retenir l’activitat biològica del pare i fins i tot en ocasions tenir 

efectes toxicològics superiors als del compost original. 

En el desenvolupament d’aquests tesi s’han estudiat les principals 

transformacions dels fàrmacs al medi aquàtic, incloent processos biòtics i 

abiòtics. Aquests estudis s’han realitzat mitjançant metodologies basades en la 
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cromatografia de líquids acoblada a l’espectrometria de masses d’alta resolució 

(LC-HRMS). 

Al capítol 1 s’ha revisat l’estat actual de la LC-HRMS per a diferents 

aproximacions en mostres ambientals. A la literatura s’han publicat diverses 

comparacions amb instrumentació de baixa resolució (LRMS) i es pot constatar 

que actualment, els espectròmetres de nova generació, han superat les 

limitacions tradicionals d’aquesta tècnica per a l’anàlisi quantitatiu, oferint 

linealitats i sensibilitats similars als instruments de triple quadrupol. A més, als 

mètodes multi-residu a través de LC-HRMS, l’augment del nombre de 

compostos objectiu no en perjudica la sensibilitat. Evidentment, les grans 

prestacions que ens ofereix aquesta tècnica per a l’elucidació estructural de 

compostos també la fa idònia per a aquestes finalitats i s’ha pogut demostrar en 

els diferents estudis realitzats mitjançant la identificació dels TPs. A més, en els 

darrers anys s’han desenvolupat noves estratègies mitjançant instrumentació 

HRMS híbrida, aprofitant la elevada resolució que ofereixen aquests 

instruments, la corresponent exactitud de massa i l’adquisició selectiva o no 

selectiva d’ions fragments en una única injecció. Aquests mètodes permeten 

l’anàlisi dirigit de compostos coneguts, l’escombratge de compostos sospitosos 

a partir de bases de dades i fins i tot l’anàlisi no dirigit de compostos 

desconeguts. Moltes d’aquestes capacitats han estat utilitzades per a detectar i 

identificar els TPs dels diferents processos estudiats en aquesta tesi.  

Al capítol 3 s’ha avaluat l’efecte de la llum del sol sobre els fàrmacs, conegut 

com a fotòlisi, i que és considerat el principal mecanisme de transformació 

abiòtic. De fet, aquest pot ser el mecanisme de degradació més important en 

ecosistemes amb un gran impacte de la llum. En el capítol 3 s’ha avaluat les 

reaccions de foto-transformació dels inhibidors de la fosfodiesterasa V 

mitjançant simulacions a escala laboratori. Per aquest motiu s’ha avaluat la 

fotòlisi del principi actiu més utilitzat, el sildenafil (SDF). Els darrers anys, 

aquest principi actiu també ha estat molt falsificat, a través d’anàlegs per 

adulterar productes naturals de venda per internet. La avaluació conjunta de les 

rutes de degradació ens ofereix més informació sobre l’efecte de la llum i les 

transformacions produïdes en la seva estructura. Mitjançant aquests estudis 

s’ha pogut determinar un patró de fragmentació comú i identificar els TPs 
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principals pels diferents compostos. Finalment, per tal de contrastar aquestes 

transformacions en mostres reals, s’han analitzat mostres ambientals per a 

detectar els TPs identificats. Aquest estudi a significat la primera detecció de 

dos TPs del SDF i/o dels seus anàlegs al medi ambient.  

En ecosistemes on l’efecte de la llum és menor, el principal destí i 

transformació dels fàrmacs ve marcat pels processos de biodegradació causats 

per microorganismes. Per tal d’estudiar aquests processos, al capítol 3 també 

es mostra un estudi que es va realitzar a escala laboratori on es determinen els 

principals TPs per biodegradació de sulfonamides. En aquesta ocasió la 

identificació dels TPs es va utilitzar per a poder realitzar un estudi quantitatiu 

dels mecanismes de resistència bacteriana a les sulfonamides. Els resultats 

constaten que a altes concentracions el paper de la degradació de les 

sulfonamides és més important, mentre que a baixes concentracions la 

adaptació dels bacteris mitjançant la propagació de gens resistents als 

antibiòtics cobra protagonisme. Els TPs identificats mostren rutes diferents a 

les observades pels processos abiòtics, demostrant que a les aigües trobem un 

còctel de compostos els efectes dels quals són difícil de predir. 

A la literatura s’ha pogut constatar que els fàrmacs han estat detectats també a 

la biota que hi esta constantment exposada. Al capítol 4 s’ha volgut avaluar 

aquesta exposició en diferents organismes aquàtics i com aquests es 

transformen a través de reaccions bioquímiques en diferents TPs, generalment 

coneguts com a metabòlits. Per aquest motiu s’han realitzat de nou estudis a 

escala laboratori per a determinar els metabòlits principals. En primer lloc s’han 

identificat els metabòlits de l’Ibuprofè i la carbamazepina, dos fàrmacs 

habitualment detectats a les aigües superficials, mitjançant la injecció 

intraperitoneal a llenguados. La comparació de mostres control i mostres 

tractades ha permès detectar els nous pics corresponents a metabòlits. 

Mitjançant l’estudi dels patrons de fragmentació d’aquests compostos s’han 

proposat les identitats dels metabòlits. Aquesta aproximació a permès detectar i 

identificar temptativament 13 metabòlits de l’ibuprofè i 11 metabòlits de la 

carbamazepina a la bilis dels peixos injectats.  
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A continuació mitjançant una nova simulació al laboratori, s’han identificat els 

metabòlits de l’ibuprofè en plantes aquàtiques, concretament en llenties d’aigua 

(Lemna Gibba). En total s’han identificat 11 metabòlits de l’ibuprofè. Aquests 

estudis han permès demostrar la variabilitat en el metabolisme d’un mateix 

fàrmac en diferents organismes aquàtics i com això en fa encara més complexa 

la seva avaluació, ja que un compost pot resultar gairebé inofensiu per a una 

espècie i molt tòxic per a una altre.  

Finalment, aprofitant tots els coneixements assolits en el desenvolupament 

d’aquesta tesi i les capacitats màximes de la LC-HRMS, s’ha estudiat el 

metabolisme dels fàrmacs en mostres de peixos salvatges. Per això s’ha 

realitzat un mostreig de peixos al riu Llobregat i s’han analitzat mitjançant un 

sistema Q-TOF. Inicialment s’ha realitzat un escombratge dirigit a les dades 

obtingudes de més de 2000 contaminants orgànics.  Aquesta base de dades 

havia estat prèviament generada mitjançant la injecció directe de patrons amb 

el mateix mètode d’anàlisi. Això ens ha permès detectar multitud de 

contaminants, entre ells més de 12 productes farmacèutics dels 150 que 

contenia la llista. 

Dels fàrmacs detectats s’han seleccionat 6 fàrmacs que ens han despertat més 

interès, ja sigui per la seva alta detecció o per que només han estat detectats 

en un punt concret del mostreig. Aquests compostos han estat l’Ibuprofè, el 

gemfibrozil, la pregabalina, la sertralina i la mepivacaina. A continuació, a 

través d’un software de predicció de metabòlits i els coneixements adquirits a 

les simulacions a escala laboratori, s’ha generat una base de dades de més de 

150 metabòlits corresponents a les transformacions d’aquests sis fàrmacs. Amb 

aquesta base de dades s’ha realitzat un escombratge de sospitosos permeten 

la detecció d’un gran nombre de candidats. Mitjançant l’estudi dels patrons de 

fragmentació, softwares de predicció de fragments i biblioteques d’espectres 

s’han proposat les estructures d’alguns d’ells amb un grau de confiança força 

elevat (grau 2 de l’escala proposada per Shymanski i els seus col·laboradors). 
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RESUMEN 

En la sociedad actual, los productos farmacéuticos son imprescindibles para 

mejorar la calidad de vida de las personas. Estos son ampliamente consumidos 

para paliar dolencias y prevenir, combatir o curar enfermedades tanto para las 

personas como en veterinaria. Por lo tanto, la finalidad de los compuestos les 

propicia una actividad biológica inherente a su naturaleza y, en consecuencia, 

su destino ambiental genera una creciente preocupación por los efectos 

colaterales en los ecosistemas. Los fármacos están diseñados para ser 

consumidos, realizar su función y finalmente ser excretados. Su ratio de 

excreción y el de sus productos de transformación, llamados metabolitos, es 

diferente para cada principio activo. Este conjunto de compuestos, 

considerados contaminantes orgánicos, llega a través de las aguas residuales 

a las estaciones depuradoras (EDARs). Actualmente, las EDARs no están 

diseñadas para eliminar estos compuestos y por tanto en muchos casos 

pueden persistir durante el proceso de tratamiento. Como resultado de esta 

persistencia y pertinente entrada al medio acuático, se produce una exposición 

crónica de organismos a los contaminantes, los cuales pueden resultar 

afectados de distintas formas. Para agravar aún más la creciente 

contaminación, las aguas pluviales y de escorrentía pueden constituir un aporte 

adicional, ya que pueden provocar que estas aguas no reciban ningún tipo de 

tratamiento antes de entrar a los diferentes cursos de agua. 

Una vez en las aguas superficiales, el destino de los fármacos y sus 

metabolitos aún no está completamente estudiado. En la última década 

muchos estudios han determinado los diversos principios activos en los 

diferentes ecosistemas y han tratado de evaluar sus efectos. A pesar de estos 

esfuerzos, muchos estudios concluyen que para una evaluación más completa 

es necesario tener en cuenta las posibles transformaciones que sufren estos 

compuestos en el medio ambiente. Los productos resultantes son llamados 

productos de transformación (TPs) y pueden retener la actividad biológica del 

padre e incluso en ocasiones tener efectos toxicológicos superiores a los del 

compuesto original. 

En el desarrollo de ésta tesis se han estudiado las principales transformaciones 

de los fármacos en el medio acuático, incluyendo procesos bióticos y abióticos. 
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Estos estudios se han realizado mediante metodologías basadas en la 

cromatografía de líquidos acoplada a la espectrometría de masas de alta 

resolución (LC-HRMS). 

En el capítulo 1 se ha revisado el estado actual de la LC-HRMS para diferentes 

aproximaciones en muestras ambientales. En la literatura se han reportado 

varias comparaciones con instrumentación de baja resolución (LRMS) y se 

puede constatar que actualmente, los espectrómetros de nueva generación, 

han superado las limitaciones tradicionales de esta técnica para el análisis 

cuantitativo, ofreciendo linealidades y sensibilidades similares a los 

instrumentos de triple cuadrupolo. Además, en los métodos multi-residuo a 

través de LC-HRMS, el aumento del número de compuestos objetivo no 

perjudica la sensibilidad. Evidentemente, las grandes prestaciones que nos 

ofrece esta técnica para la elucidación estructural de compuestos también la 

hace idónea para estos fines y se ha podido demostrar en los diferentes 

estudios realizados mediante la identificación de los TPs. Además, en los 

últimos años se han desarrollado nuevas estrategias mediante instrumentación 

HRMS híbrida, aprovechando la elevada resolución que ofrecen estos 

instrumentos, la correspondiente exactitud de masa y la adquisición selectiva o 

no selectiva de iones fragmento en una única inyección. Estos métodos 

permiten el análisis dirigido de compuestos conocidos, el barrido de 

compuestos sospechosos a partir de bases de datos e incluso el análisis no 

dirigido de compuestos desconocidos. Muchas de estas capacidades han sido 

utilizadas para detectar e identificar los TPS de los diferentes procesos 

estudiados en esta tesis. 

En el capítulo 3 se ha evaluado el efecto de la luz del sol sobre los fármacos, 

conocido como fotólisis, y que es considerado el principal mecanismo de 

transformación abiótico. De hecho, este puede ser el mecanismo de 

degradación más importante en ecosistemas con un gran impacto de la luz. En 

el capítulo 3 se ha evaluado las reacciones de foto-transformación de los 

inhibidores de la fosfodiesterasa V mediante simulaciones a escala laboratorio. 

Por este motivo se ha evaluado la fotólisis del principio activo más utilizado, el 

sildenafil (SDF). En los últimos años, este principio activo también ha sido muy 

falsificado, a través de análogos para adulterar productos naturales de venta 
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por internet. La evaluación conjunta de las rutas de degradación nos ofrece 

más información sobre el efecto de la luz y las transformaciones producidas en 

su estructura. Mediante estos estudios se ha podido determinar un patrón de 

fragmentación común e identificar los TPS principales por los diferentes 

compuestos. Finalmente, para contrastar estas transformaciones en muestras 

reales, se han analizado muestras ambientales para detectar los TPS 

identificados. Este estudio ha significado la primera detección de dos TPS del 

SDF y / o de sus análogos al medio ambiente. 

En ecosistemas donde el efecto de la luz es menor, el principal destino y 

transformación de los fármacos viene marcado por los procesos de 

biodegradación causados por microorganismos. Para estudiar estos procesos, 

en el capítulo 3 también se muestra un estudio que se realizó a escala 

laboratorio donde se determinan los principales TPs por biodegradación de 

sulfonamidas. En esta ocasión la identificación de los TPs se utilizó para poder 

realizar un estudio cuantitativo de los mecanismos de resistencia bacteriana a 

las sulfonamidas. Los resultados constatan que a altas concentraciones el 

papel de la degradación de las sulfonamidas es más importante, mientras que 

a bajas concentraciones la adaptación de las bacterias mediante la 

propagación de genes resistentes a los antibióticos cobra protagonismo. Los 

TPs identificados muestran rutas diferentes a las observadas por los procesos 

abióticos, demostrando que en las aguas encontramos un cóctel de 

compuestos cuyos efectos son difícil de predecir. 

En la literatura se ha podido constatar que los fármacos han sido detectados 

también en la biota que está constantemente expuesta. En el capítulo 4 se ha 

querido evaluar esta exposición en diferentes organismos acuáticos y como 

estos se transforman a través de reacciones bioquímicas en diferentes TPs, 

generalmente conocidos como metabolitos. Por este motivo se han realizado 

de nuevo estudios a escala laboratorio para determinar los metabolitos 

principales. En primer lugar se han identificado los metabolitos del Ibuprofeno y 

la carbamazepina, dos fármacos habitualmente detectados en las aguas 

superficiales, mediante la inyección intraperitoneal a lenguados. La 

comparación de muestras control y muestras tratadas ha permitido detectar los 

nuevos picos correspondientes metabolitos. Mediante el estudio de los 
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patrones de fragmentación de estos compuestos se han propuesto las 

identidades de los metabolitos. Esta aproximación ha permitido detectar e 

identificar tentativamente 13 metabolitos del ibuprofeno y 11 metabolitos de la 

carbamazepina en la bilis de los peces inyectados. 

A continuación mediante una nueva simulación en el laboratorio, se han 

identificado los metabolitos del ibuprofeno en plantas acuáticas, concretamente 

en lentejas de agua (Lemna gibba). En total se han identificado 11 metabolitos 

del ibuprofeno. Estos estudios han permitido demostrar la variabilidad en el 

metabolismo de un mismo fármaco en diferentes organismos acuáticos y como 

esto hace aún más compleja su evaluación, ya que un compuesto puede 

resultar casi inofensivo para una especie y muy tóxico por otro. 

Finalmente, aprovechando todos los conocimientos adquiridos en el desarrollo 

de esta tesis y las capacidades máximas de la LC-HRMS se ha estudiado el 

metabolismo de los fármacos en muestras salvajes. Para ello se ha realizado 

un muestreo de peces en el río Llobregat y se han analizado mediante un 

sistema Q-TOF. Inicialmente se ha realizado un barrido dirigido de más de 

2000 contaminantes orgánicos. Esta base de datos había sido previamente 

generada mediante la inyección directa de patrones con el mismo método de 

análisis. Esto nos ha permitido detectar multitud de contaminantes, entre ellos 

más de 12 productos farmacéuticos de los 150 que contenía la lista. 

De los fármacos detectados se han seleccionado 6 fármacos que nos han 

despertado más interés, ya sea por su alta detección o para que sólo han sido 

detectados en un punto concreto del muestreo. Estos compuestos han sido el 

Ibuprofeno, el gemfibrozilo, pregabalina, la sertralina y la mepivacaina. A 

continuación, a través de un software de predicción de metabolitos y los 

conocimientos adquiridos en las simulaciones a escala laboratorio, se ha 

generado una base de datos de más de 150 metabolitos correspondientes a las 

transformaciones de estos seis fármacos. Con esta base de datos se ha 

realizado un barrido de sospechosos que ha permitido la detección de un gran 

número de candidatos. Mediante el estudio de los patrones de fragmentación, 

softwares de predicción de fragmentos y bibliotecas de espectros se han 
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propuesto las estructuras de algunos de ellos con un buen grado de confianza 

(grado 2 de la escala propuesta por Shymanski y sus colaboradores). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



RESUMEN 

14 

 

 

 

 



SUMMARY 

15 

SUMMARY 

Nowadays, pharmaceuticals are essential to improve people's quality of life. 

Pharmaceuticals are widely consumed to alleviate ailments and prevent or cure 

diseases in humans and animals. Therefore, the purpose of the compounds 

gives them a biological activity and, consequently, their environmental fate 

causes a growing concern for the plausible effects in the ecosystems. Following 

administration and transport/diffusion to the site of action, they exert the desired 

pharmacological effect. As the organism recognizes drugs as exogenous 

substances, toxification is achieved either by direct excretion of the intact 

molecule or after one or more metabolic reactions ultimately generating 

biotransformation products suitable for urinary or biliary excretion. The major 

elimination pathway varies largely between drugs. Eventually, Excreted drug 

and metabolites become organic pollutants as they arrive with the wastewater 

stream at the wastewater treatment plant (WWTPs). Currently, WWTPs are not 

designed to remove these synthetic compounds and therefore many 

pharmaceuticals persist during the treatment process or are only marginally 

eliminated. As a result of this persistence and their relevant entry into the 

aquatic environment, wildlife is at risk to be chronically exposed to these 

pollutants.  

Once in surface waters, the fate of drugs and their metabolites is not yet fully 

understood despite the fact that in the last decade many studies have 

measured pharmaceuticals in different ecosystems and have evaluated their 

effects. Many studies have concluded that for a complete evaluation, 

environmental transformations of drugs must be taken into account. The 

resulting products are so called transformation products (TPs) and can retain 

biological activity from the parent compound. Sometimes, TPs can be more 

toxic than the parent compound. 

In the development of this thesis, the main transformations of drugs in the 

aquatic environment have been studied, including biotic and abiotic processes. 

These studies have been performed using liquid chromatography coupled to 

high resolution mass spectrometry (LC-HRMS). 
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In the Chapter 1 different approaches by LC-HRMS in environmental samples 

have been reviewed. In the literature, comparisons between low and high 

resolution instrumentation have been reported. The new generation of high 

resolution mass spectrometers have overcome the traditional limitations of this 

technique for quantitative analysis, offering similar linearities and sensitivities of 

the low resolution instruments. Furthermore, multi-residue methods through LC-

HRMS, increasing the number of target compounds, does not impair sensitivity. 

Obviously, the great benefits offered by this technique for the structural 

elucidation of compounds also makes it suitable for these purposes and has 

been demonstrated in the different studies performed by the identification of 

TPs. In addition, new strategies have been developed using hybrid HRMS 

instrumentation, taking advantage of the high resolution offered by these 

instruments, the corresponding mass accuracy and the selective or non-

selective acquisition of fragment ions in a single injection. These methods 

allowed the targeted analysis of known compounds, the scanning of suspect 

compounds from databases and even the untarget analysis of unknown 

compounds. Many of these capabilities have been used to detect and identify 

the TPs of the different processes studied in this thesis. 

In chapter 3, the photodegradiation or photolysis of drugs, considered the main 

mechanism of abiotic environmental transformation, have been evaluated. In 

fact, this may be the most important degradation mechanism in ecosystems 

with a large impact of sunlight. In chapter 3 the phototransformation reactions of 

phosphodiesterase V inhibitors have been studied through laboratory-scale 

simulations. For this reason we have evaluated the photolysis of the most 

commonly used active pharmaceutical ingredient, sildenafil (SDF). Nowadays, 

this drug is frequently falsified through the adulteration of natural products by 

SDF analogues. The comparison of degradation pathways provided more 

information about the transformations produced in its structures by light effects. 

Through these studies, common fragmentation pattern and the major TPs were 

identified. Finally, to contrast these transformations in real samples, 

environmental samples have been analyzed to detect the identified TPs. This 

study reported the first detection of two TPs of SDF and/or its analogues in the 

environment. 
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In the ecosystems where the effect of light is less important, biodegradation by 

microorganisms is more relevant than photodegradation. To study these 

processes, Chapter 3 also shows a study of biodegradation of sulfonamides 

and the identification of main TPs at laboratory scale. This time the identification 

of TPs was used to make a quantitative study of the mechanisms of bacterial 

resistance to sulphonamides. The results show that at high concentrations the 

role of sulphonamide degradation is more important, while at low concentrations 

the adaptation of bacteria through the propagation of antibiotic resistant genes 

is more relevant. The identified TPs show different routes to those observed by 

the abiotic processes, demonstrating that in the waters we find a cocktail of 

compounds whose effects are difficult to predict. 

In the literature pharmaceutical residues have also been detected in the 

exposed biota. In chapter 4, the exposure of different aquatic organisms and 

their different metabolism was evaluated. Metabolism transformed drugs, 

through biochemical reactions, in different TPs, generally known as metabolites. 

For this reason, laboratory-scale studies have been performed to determine the 

major metabolites of IBU in plant and fish. First, the metabolites of Ibuprofen 

and carbamazepine, two drugs commonly detected in surface waters, have 

been identified by intraperitoneal injection of sole. Comparison of control 

samples and treated samples allowed us to detect the new peaks 

corresponding to generated metabolites. Fragmentation patterns allowed the 

tentative identification of phase I and phase II metabolites. With this approach, 

13 metabolites of ibuprofen and 11 metabolites of carbamazepine have been 

tentatively identified in bile of treated fish. 

Subsequently, the metabolites of ibuprofen in aquatic plants (Lemna gibba) 

have been identified by means of new simulation at laboratory scale. In this 

study, 11 metabolites of ibuprofen have been identified. These studies have 

demonstrated the variability of different aquatic organisms for the 

biotransformation of IBU and this makes its evaluation even more complex, 

since one compound can be almost harmless for several species and very toxic 

for anothers. 
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Finally, taking advantage of all the knowledge acquired in the development of 

this thesis and the maximum capacities of LC-HRMS, the metabolism of drugs 

in wild samples has been studied. For this purpose, sampling campaing was 

design along the Llobregat river to collect fish samples. Muscle and bile 

samples were analyzed by  Q-TOF system. Initially, target screeninf of more 

than 2000 organic pollutants was carried out. This database has been 

previously generated by Athens University by direct injection of patterns using 

the same adquisition method. This approach allowed us to detect lot of 

contaminants, including more than 12 pharmaceutical products out of the 150 

contained in this list. 

Six of these drugs have been selected for their environmental relevant, either 

because of their high detection or that they have only been detected at a 

specific point of sampling. These compounds have been Ibuprofen, gemfibrozil, 

pregabalin, sertraline and mepivacaine. Then, a database of more than 150 

metabolites corresponding to the transformations of these six drugs, through a 

metabolite prediction software and the knowledge acquired in the simulations at 

laboratory scale, has been generated. With this database suspect screening 

approach has been carried out for the detection of a large number of metabolite 

candidates. Through the study of fragmentation patterns, fragment prediction 

software and spectral libraries, the structures of some of them have been 

proposed with a good confidence level (level 2 of the scale proposed by 

Shymanski et al.). 
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CAPITOL 1. INTRODUCCIÓ 

1.1 Vies d’entrada i presència dels fàrmacs al medi aquàtic 

Els fàrmacs són un grup de substàncies químiques que tenen propietats 

medicinals i són utilitzades per prevenir, diagnosticar, mitigar o curar malalties 

tant en els éssers humans com en els animals. Així que en primer lloc, és 

important remarcar que els productes farmacèutics són indispensables pel 

manteniment de la salut pública i la qualitat de vida de la societat actual i és per 

aquest motiu que anualment es consumeixen una gran quantitat de fàrmacs 

arreu del món. El 2015, la indústria farmacèutiva va generar aproximadament 

un bilió d'ingressos $ US- a tot el món. Els majors mercats es localitzen a 

Amèrica del Nord, on només als EEUU es consumeixen el 55% dels fàrmacs 

produïts al món, i a Europa, que en consumeix el 24% del global. A Europa 

s’estima un consum per habitant variable d’entre 50-150g/persona/any. Malgrat 

la seva gran utilitat, la seva inherent activitat biològica ha provocat una creixent 

preocupació pel seu destí ambiental i els seus efectes sobre la fauna i la flora 

exposada contínuament a diferents concentracions d’un gran nombre d’aquests 

compostos [1]. Tot i això, fins al 2005 el procés d’autorització per la 

comercialització de fàrmacs no incloïa cap avaluació de l’impacte ambiental. 

Actualment estan subjectes a alguns marcs normatius per la producció i 

comercialització de productes químics a Europa que comencen a incloure una 

avaluació de la possible persistència, bioacumulació i toxicitat. Malgrat tot, no 

existeixen regulacions o controls estrictes sobre els efectes farmacèutics al 

medi ambient, i per tant han comportat multitud d’investigacions científiques i 

projectes d’investigació centrats en determinar la seva presencia i les possibles 

conseqüències sobre els diferents ecosistemes . 

L'aparició de compostos farmacèutics al medi aquàtic és ubiqua [2-5]. Es 

considera que la ruta principal d’introducció d'aquests compostos al medi 

aquàtic és a través de les aigües residuals municipals. Molts productes 

farmacèutics que s’utilitzen tant per humans com per animals no són 

metabolitzats completament i per tant s’excreten, tant les seves formes natives 

com els conjugats, a traves de l'orina i la femta als diferents sistemes d'aigües 

residuals [6, 7]. Com a resultat, diverses classes de fàrmacs i els seus 
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possibles metabòlits arriben a les plantes de tractament d'aigües residuals 

municipals (EDARs). A les EDARs aquests fàrmacs i metabòlits són sotmesos 

a diferents tractaments primaris, secundaris i fins i tot terciaris. Durant aquests 

tractaments alguns d’aquests compostos poden ser eliminats però alguns d’ells 

es mantenen inalterats o produeixen productes de transformació (TPs) que en 

alguns casos poden ser més perillosos que el propi compost. També és 

conegut que alguns metabòlits, durant aquests tractaments, poden retornar al 

fàrmac precursor. Finalment doncs, els fàrmacs, els seus metabòlits i alguns 

TPS poden ser alliberats a través dels efluents a les aigües superficials, aigües 

subterrànies, aigües costaneres, i fins i tot en ocasions, poden arribar fins a 

l'aigua potable [8, 9].  

És per aquest motiu que els efluents de les EDARs es consideren el punt més 

important com a font d'exposició aquàtica i d'entrada en ambients tant d'aigua 

dolça com marina pels contaminants orgànics polars si no són eficientment 

eliminats durant el procés de tractament de les aigües residuals [10, 11]. 

Per agreujar encara més la creixent contaminació, les aigües pluvials i 

d'escorrentia agrícola constitueixen una aportació addicional de contaminants 

orgànics, ja que aquestes aigües reben un tractament inadequat o cap mena de 

tractament abans d’entrar als diferents cursos d'aigua .Tanmateix, hi ha 

algunes altres vies directes d’entrada que inclourien les aigües residuals de 

petites comunitats sense sistema de depuració, el vessament d’aigua residual 

de corrals d'engreix d’animals, les aigües residuals rurals, els hospitals [12] i les 

aigües residuals industrials, l'aqüicultura incontrolada i/o il·legal, que també 

poden ser una font significativa d’aquests contaminants al medi aquàtic [13, 

14].  

Les diferents classes de fàrmacs que es detecten en l'entorn aquàtic inclouen 

evidentment les diferents famílies del mercat i es relacionen directament amb el 

seu consum. Així, habitualment es detecten antiinflamatoris, analgèsics, 

reguladors de lípids en sang, antidepressius, antiepilèptics i antimicrobians [13, 

15-17]. La figura 1 mostra els nivells detectats per les diferents tipologies de 

fàrmacs en aigua superficial del riu Llobregat durant un estudi realitzat al nostre 

grup l’any 2011 [18]. 



CAPÍTOL 1. INTRODUCCIÓ 

24 

 

Figura 1. Concentracions de fàrmacs al riu Llobregat l’any 2011 [18]. 

1.2 Transformacions dels fàrmacs als rius 

Un cop els fàrmacs han arribat als rius, la seva concentració també pot 

disminuir de forma natural o artificial, sent aquesta segona la forma planificada 

per l'home per a la reutilització de l'aigua superficial com aigua potable. Les 

concentracions de fàrmacs al riu es poden atenuar de manera natural per 

diferents processos com els biològics, els físics i els químics. Hi ha processos 

físics de dispersió i dilució els quals no alteren químicament els fàrmacs però si 

les seves concentracions que poden ser d'un ordre de magnitud inferiors a les 

concentracions dels efluents de les depuradores. Aquests processos de dilució 

es produeixen principalment en zones amb grans rius, els quals en rebre 

aigües residuals contaminades amb fàrmacs poden diluir la seva concentració. 

Un clar exemple n’és un estudi realitzat al riu Ebre, que és el que més aigua 

porta de l’estat espanyol, així com als seus efluents pertinents. En aquest 

estudi es van detectar concentracions totals de fàrmacs màximes de 333 ng/Ll  

al pròpi riu i de 890 ng/L als efluents [19] demostrant que l'efecte de la dilució 

sòl ser menor als efluents que als rius cabalosos. Un altre procés d'atenuació 

natural és la volatilització, però encara que pot ser un procés important en 

l'eliminació de compostos orgànics d'un riu, per als fàrmacs és un procés molt 

poc important ja que aquests compostos presenten baixa pressió de vapor, 

habitualment una polaritat alta i pesos moleculars més alts que les molècules 

volàtils. Malgrat que en el particulat de l'aire es podrien detectar fàrmacs, 
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aquestes concentracions són molt baixes i degudes a processos de 

resuspensió de partícules que es troben als sòls i al riu. No obstant això, en un 

altre estudi realitzat al particulat de l'aire, han detectat drogues d'abús a 

concentracions altes ja que pot haver-hi resuspensió d'aquestes substàncies 

també en el seu ús [20]. En aquest estudi, s'han determinat concentracions 

diàries de cocaïna de 204 a 480 pg/m3, de tetrahidrocannabinol de 27 a 44 

pg/m3, de amfetamina d'1.4 a 2.3 pg/m3 i d'heroïna de 9 a 143 pg/m3 [20].  

A més d'existir partícules sòlides a l'aire, al riu també hi ha dos tipus de material 

sòlid, el material particulat en suspensió i els sediments, on podrien tenir lloc 

processos d'adsorció dels fàrmacs. Els sòlids en suspensió transporten els 

fàrmacs pel riu, mentre els sediments són fonts de contaminació més 

estàtiques. Recentment, en un treball científic, s'han detectat 31 fàrmacs al 

particulat del riu Ebre sent les classes de compostos més detectats els 

antiinflamatoris i els analgèsics seguits dels B-antagonistes i els antibiòtics 

[19].Com a exemple, en aquest estudi es van detectar concentracions màximes 

d’acetaminofén en particulat de 657 ng/L, 442 ng/L d’ibuprofè i 95 ng/L de 

l'antibiòtic claritromicina. En canvi, en els sediments les concentracions van ser 

més baixes pels fàrmacs, com al cas de l’acetaminofén que va presentar 

concentracions màximes de 222 ng / L, o l'ibuprofè (concentracions màximes 

de 20.9 ng / L) o la claritromicina de 3.75 ng / L [19]. En aquest estudi també es 

va calcular la distribució dels fàrmacs entre la fase aquosa i el particulat de 

l'aigua, observant-se que el 30% dels 43 fàrmacs mesurats eren a la fase 

particulada. En aquest cas els compostos amb característiques bàsiques (Pka> 

7) com la famotidina, timolol i nadolol van presentar major tendència a unir-se a 

la fase particulada [19].  

Pel que fa a l'eliminació mitjançant la transformació dels fàrmacs als rius, tal i 

com s’ha comentat anteriorment, cal considerar dos processos importants: la 

fotòlisi i la biodegradació. La fotòlisi és la descomposició d'una substància per 

l'efecte de la llum. Per avaluar aquests processos en un riu, generalment es fan 

primer simulacions a nivell laboratori i després es realitzen estudis en el medi 

ambient. Un clar exemple és l’estudi de l'avaluació de la fotòlisi de l'antiviral 

oseltamivir i el seu metabòlit humà principal realitzat en mostres d'aigua del riu 

Ebre [21]. Per a això primer es va avaluar la fotodegradació dels dos 
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compostos en diferents matrius aquoses i a més es va avaluar com es 

transformaven en l'aigua superficial real per l'efecte de la llum solar. En aquest 

experiment es van identificar diversos productes de transformació, i finalment 

dos d'aquests van ser detectats en mostres d'aigües superficials del riu Ebre, 

confirmant així que la fotòlisi és un dels processos més importants d'atenuació 

natural per a aquest tipus de fàrmacs als rius [21]. L’altre procés important per 

a l'atenuació natural dels fàrmacs als rius és la biodegradació, i aquesta inclou 

també processos catabòlics de microorganismes, algues, llevats i fongs els 

quals poden descompondre parcialment o completament els compostos 

orgànics. Fins a l'actualitat, no existeixen estudis de biodegradació al riu Ebre, 

però si s'han realitzat estudis d'avaluació de la biodegradació de fàrmacs en 

altres països com els Estats Units [22]. En aquest estudi, es va poder observar 

la disminució dels nivells del fàrmac quiral metroprolol al llarg del riu i es va 

poder atribuir a la biodegradació (considerant la fotodegradació com a procés 

menys important) ja que es va observar canvi en la fracció enantiomèrica. La 

taula 1 resumeix les principals publicacions amb estudis de biodegradació al 

medi ambient. 

Com s’ha pogut constatar, els últims anys s’han realitzat moltes comunicacions 

científiques que han informat de la presència de fàrmacs i els seus TPs en els 

diferents medis aquàtics, principalment en efluents d'aigües residuals i en rius 

però també podrien acumular-se en la biota.  
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TAULA 1. Resum dels principals estudis de biodegradació ambiental, TPs identificats i principals reaccions de transformació.  

Compost pare 
Proces de biodegradació 

(número de TPs identificats) 
Reaccions 

Instrumentació/ 

Esquema 

d’identificació  

Detecció al 

medi 

ambient 

Referències 

      

3 ICM (Iohexol, 

Imeprol, 

Iopamidol) 

Biodegradation (soil/water 

system) (27) 

Transformations at the side 
chains containing either, 

carboxylic moieties and/or 
primary and secondary amide 
moieties, the triiodoisophthalic 

acid structure remained 
unaltered 

Qq-LIT-MS (4000 Q 

Trap, AbSciex) 

Fragmentation 

pattern, MS
n
 NMR 

Yes, 

several TP 

were 

detected 

[23] 

4 ICM (Iohexol, 

Imeprol, 

Iopamidol, 

Diatrizoate) 

Biodegradation (soil/water 

system) 

(27+7) 

New TPs: oxidation, cleavage 
of the N-C bond and 

decarboxylation 

Qq-LIT-MS (4000 Q 

Trap, AbSciex) 

Fragmentation 

pattern, MS
n
 NMR 

Yes, 

several TP 

were 

detected 

[24] 

Metformin 

Biodegradation (Closed Bottle 

OECD301D and Zahn-Wellens 

OECD302B, Manometric 

Respiratory test (OEDC 301 F) 

(1) 

Amidine hydrolysis to 

guanylurea 

LC-LIT-MS (Bruker 

Daltonic 

Esquire3000) 

Fragmentation 

pattern, MS
n
 

Yes [25] 
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Compost pare 
Proces de biodegradació 

(número de TPs identificats) 
Reaccions 

Instrumentació/ 

Esquema 

d’identificació  

Detecció al 

medi 

ambient 

Referències 

Sulfametoxazol 

Anoxic water/sediment test 

under denitrification 

(2) 

Nitration,  deamination and 

reversible reactions 

LC-MS/MS (Varian) 

Fragmentation 

pattern of the 

standards 

N/A [26] 

Verapamil 

Biodegradation (Closed Bottle 

OECD301D and Zahn-Wellens 

OECD302B 

(3) 

O- and N-demethylation 

LC-LIT-MS (Bruker 

Daltonic 

Esquire3000) 

Fragmentation 

pattern, MS
n
 

N/A [27] 
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1.3 Exposició i metabolisme de fàrmacs en biota 

Els fàrmacs poden ser dispersats a través del medi ambient, des de la seva 

font de producció i primers consumidors, fins als diferents cossos d'aigua. La 

seva persistència a les EDARs i la pertinent entrada continua al medi pot 

produir una exposició crònica d'organismes als contaminants, els quals podrien 

resultar afectats de diferents formes [28-33]. A més, els fàrmacs també poden 

ser bioacumulats en diferents nivells tròfics que afecten a molts tipus de biota. 

Així, els residus de productes farmacèutics als ecosistemes aquàtics preocupen 

tant pels possibles efectes en els organismes exposats com en la salut general 

de l’ecosistema.   

Els fàrmacs estan dissenyats específicament per a les interaccions 

metabòliques principalment en els éssers humans. Els seus possibles efectes 

adversos en la vida salvatge exposada de forma indirecta són en molts casos 

desconeguts. Les activitats biològiques inherents d'aquests contaminants 

suggereixen que poden ser biològicament actius també en aquesta vida 

silvestre. En particular, se sap que els antibiòtics poden produir resistència 

antimicrobiana i causar problemes en els ecosistemes aquàtics que hi són 

exposats contínuament. Fora de l’entorn aquàtic, el 2004, Oaks i col. , va 

correlacionar els residus del fàrmac antiinflamatori diclofenac amb fallades 

renals que van causar una disminució de la població de voltors al Pakistan [34].  

Naturalment, la biota aquàtica està exposada a productes farmacèutics de dues 

maneres, directament i a través de la cadena alimentària, i diversos autors han 

estudiat els possibles efectes del diclofenac als peixos. Aquests estudis van 

mostrar canvis histològics en el fetge, ronyó, i brànquies i efectes en diferents 

processos biològics a concentracions similars a les aigües superficials [35]. El 

2010, Corcoran i col.  [36] va examinar els efectes sobre els peixos dels 

productes farmacèutics més comunament detectats en el medi aquàtic. 

Aquesta revisió va mostrar diversos exemples de diferents efectes dels 

productes farmacèutics, com ara alteracions endocrines i el seu afecte en la 

reproducció i creixement. D'altra banda, alguns efectes poden ser subestimats 

a causa de la complexitat de reproduir els efectes crònics i mixtos de diferents 

fàrmacs en els experiments a escala de laboratori. A més, la manca d'estudis 
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ambientals relevants requereix més investigació sobre els seus efectes 

potencials sobre peixos però també en altres organismes. A part de productes 

farmacèutics, de fet, les noves tendències inclouen també els seus possibles 

TPs. 

Ja el 1997, Nagtegaal i col. [37] va determinar per primera vegada en peixos 

salvatges la presencia d’una família de contaminants orgànics relacionats amb 

la cura personal, els filtres UV. El 2012, Gago i col. van estudiar la determinació 

dels filtres UV orgànics en la biota aquàtica [38]. En general, van observar que 

a la literatura, els compostos més lipofílics es detecten habitualment en 

concentracions que van fins als 7112 ng/glípids en els musclos i fins a 3100 

ng/glípids en el peix. Les majors concentracions determinades en peixos 

corresponen als compostos 4-methylbenzilidenecamphor i octocrilè. Pel que fa 

als productes farmacèutics, Brooks i col. [39] va informar de la primera 

determinació de fàrmacs en peixos salvatges el 2005. En aquest estudi, es van 

analitzar peixos d’un riu amb aportació d’efluents d’EDARs i es van detectar 

antidepressius com la fluoxetina i la sertralina en els teixits del fetge, el cervell i 

filet lateral a nivells que van de 0,1 a 15 ng/g. Ja al 2007, Ramírez i col., va 

desenvolupar un mètode pel cribratge de 23 productes farmacèutics i dos 

metabòlits en diferents teixits permetent la detecció de difenhidramina, 

diltiazem, carbamazepina i norfluoxetina en 11 de les 11 mostres de peixos 

[40]. Dos anys després, els resultats d'un estudi pilot a nivell nacional als Estats 

Units van mostrar la presència dels mateixos compostos i també de gemfibrozil 

en peixos de rius amb l’aportació d'efluents d’EDARs [41]. En aquesta ocasió 

es van detectar altes concentracions de setralina, 19 ng/g al filet lateral del peix 

i 545 ng/g al fetge. En el mateix estudi, es van analitzar diversos compostos 

utilitzats per la cura personal i van revelar l'aparició de galaxolide i tonalide en 

concentracions màximes de 2100 i 290 ng/g respectivament. 

Tornant a Europa, concretament a alemanya, Bikram Subedi i col. [42] va ser el 

primer en reportar l'aparició de fàrmacs en teixits de peixos, als quals van 

detectar difenhidramina i desmetilsertralina. A més, els autors van comparar els 

resultats obtinguts en l'estudi amb els anteriorment esmentats dels Estats Units. 

En aquest cas, les concentracions de galaxolida i tonalida del 2008 van 

disminuir respecte les de 1995 i aquestes van ser 19 i 28 vegades, 
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respectivament, més baixes que als Estats Units. Ja al nostre estat, el 2012, 

Huerta i col. [43] va reportar la presència de productes farmacèutics a la biota 

aquàtica i les seves possibles implicacions mediambientals. Recentment, més 

publicacions han reportat la presència d'altres productes farmacèutics com ara 

diclofenac, naproxè o ibuprofè en diferents teixits de peix de riu de diferents 

països a nivells de concentració que van d'1 a 10 ng/g [25-29].  

Com es pot constatar, en els estudis publicats s’analitzen òrgans diferents del 

peix. Cal tenir en compte que, a més de la variabilitat entre especies, les 

diferents característiques dels teixits poden comportar també una diferent 

acumulació dels fàrmacs. El 2015, Tanoue i col. [44] va estudiar l'absorció i 

distribució dels fàrmacs en els diferents teixits de peixos salvatges que viuen en 

rierols amb impacte d’aigües residuals tractades. En aquest estudi es pretenia 

posar en relleu la importància de la distribució en els diferents teixits i per això 

els autors van comparar els seus factors de bioacumulació en els diferents 

òrgans. A més, també van comparar els factors de bioacumulació mesurats en 

plasma amb els valors pronosticats i com a conseqüència van observar que les 

concentracions màximes mesurades de fàrmacs antiinflamatoris eren fins a 17 

vegades més altes que els valors teòrics. Mentrestant, Liu i col. [45] també va 

investigar l'exposició dels peixos a l’antibiòtic roxitromicina i la seva acumulació 

als diferents teixits. Els resultats d’aquest estudi van mostrar majors 

concentracions de roxitromicina al fetge, seguit per la bilis, les brànquies i els 

teixits musculars. En aquest cas, la concentració a la bilis pot ser probablement 

subestimada pel fet que el fàrmac es metabolitzés.  

Aquests resultats emfatitzen doncs la importància de la distribució en els teixits 

per a l'avaluació dels riscos. Però malgrat que en alguns estudis com aquests 

s’ha reportat l’acumulació dels productes farmacèutics en els diferents òrgans 

dels peixos, actualment encara se sap molt poc sobre la seva disposició en el 

peix. De fet, el mateix procés inicial d’absorció de fàrmacs als peixos no es 

coneix amb exactitud. Es considera que els fàrmacs poden entrar al organisme 

principalment a través de les brànquies, però també ho poden fer a través de la 

pell o el sistema digestiu. A les brànquies els compostos poden ser absorbits a 

través de cèl·lules epitelials i després distribuïts als diferents òrgans a través 

del corrent sanguini. A més, és important considerar que els peixos són 
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coneguts per tenir sistemes de detoxificació hepàtica, cosa que els fa 

probablement capaços de metabolitzar els contaminants orgànics que contenen 

les aigües contaminades. El fetge és considerat l’òrgan principal pel 

metabolisme dels compostos xenobiòtics i els seus metabòlits són excretats a 

la femta o a l’orina a través de la bilis. Aquests metabòlits es divideixen en dos 

grups; metabòlits de fase I i de fase II. En les reaccions de fase I generalment 

s’introdueixen grups reactius (com per exemple –OH o NH2) i en les reaccions 

de fase II aquests grups reaccionen amb diversos conjugats, com poden ser 

glucurònics, taurina o glutations. Malgrat la metabolització es considera un 

procés de detoxificació, en alguns casos el metabòlit pot ser el causant dels 

efectes adversos. Segons Mehinto i col.,  aquest podria ser el cas del acil 

glucurònic del diclofenac, el qual causa alteracions fisiològiques a la truita de 

riu després d’una exposició prolongada [46].  El metabolisme en cada cas 

dependrà del tipus d’organisme i probablement de les condicions ambientals. 

És per aquest motiu que diversos estudis proposen l'anàlisi de la bilis de peix 

per a una ràpida avaluació de l'exposició a residus farmacèutics. De fet s'ha 

observat que les concentracions de fàrmacs o els seus metabòlits en els peixos 

podrien ser aproximadament 1000 vegades més gran que la concentració que 

es troba en les aigües circumdants on viuen i per tant la detecció dels 

productes farmacèutics a la bilis pot resultar menys complexa [47].  

En aquest sentit, Brozinski i col. va estudiar la captació i el metabolisme dels 

diferents productes farmacèutics mitjançant l'exposició de la truita arc de Sant 

Martí a diferents concentracions de fàrmacs en aigua o mitjançant la dosificació 

intraperitoneal [47-49]. En aquests estudis, els autors van informar de la 

identificació dels diferents metabòlits PPCPs en la bilis i els seus factors de 

bioconcentració a la bilis (BCFbilis). Pel diclofenac, naproxè i ibuprofè, els 

BCFbilis en peixos eren d’entre 320 a 950 exposats a 1,8 mg/L, de 900 a 1800 

també exposats a 1,8 mg/L i de 14.000 a 49.000 exposats a diferents nivells de 

concentració. A més, els autors van determinar la presència de diclofenac, 

naproxè i ibuprofè a la bilis dels peixos silvestres per tal d'avaluar i verificar el 

fet que les concentracions de productes farmacèutics o els seus metabòlits en 

la bilis del peix podrien ser molt més altes que les concentracions trobades a 
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les aigües superficials en les quals viuen. En aquests estudis a més s’han 

pogut identificar els principals metabòlits del naproxè, ibuprofè i diclofenac. 

La taula 2 resumeix les principals publicacions d’estudis d’identificació de 

metabòlits en peixos. 
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TAULA 2. Metabòlits dels fàrmacs identificats als peixos 

Compost pare 
Proces de biodegradació 

(número de TPs identificats) 
Reaccions 

Instrumentació/ 

Esquema d’identificació  
Referències 

cisaprida, chlorpromazina, 

verapamil,i dextrometorfan 

Larves de peix zebra (23 Met 

identificats) 

Oxidació, N-dealquilació, O-
de-etilació, sulfatació i 

glucuronització  

LC(1100 agilent)-MS/MS (PE 

Sciex) 
[50] 

Diclofenac 
Bilis (truita arc de sant martí) 

(11 Met) 

Glucuronització, hidroxilació, 
sulfatació and glucuronització 

dels metabòlits hidroxilats 

Qq-ToF-MS (micrOTOF-Q, 
Bruker 
Daltonics) IT (Agilent 1100 
Series 
LC/MSD Trap) Patró de 
fragmentació, MSn, masa 
exacte 

[51] 

Diclofenac, Ibuprofè, naproxè 

Bilis, plasma (truita arc de sant 

martí) 

(16 Met) 

Glucuronització, hidroxilació, 
sulfatació and glucuronització 

dels metabòlits hidroxilats, 
desmetil.lació 

 
Triple quadrupol MS 

(Quattro MicroTM Waters)  
[52] 

Ibuprofé 
Plasma 

(2 Met) 
Hidroxilació 

LC-LTQ (Thermo) 
[53] 

Ibuprofè 

Larves de peix zebra (1Met 

identificat i un altre sense 

identificar) 

Hidroxilació 

Finnigan ,LTQ-orbitrap 
(Thermo 
Electron Corporation, 
Hertfordshire, UK) 
Patró de fragmentació 

[54] 
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Compost pare 
Proces de biodegradació 

(número de TPs identificats) 
Reaccions 

Instrumentació/ 

Esquema d’identificació  
Referències 

Ibuprofè 
Bilis (truita arc de sant martí) 

(13 Met) 

Glucuronització, hidroxilació, 

sulfatació and glucuronització 

dels metabòlits hidroxilats, 

conjugats amb taurina i 

glucuronització del metabòlits 

amb taurina 

Qq-ToF-MS (micrOTOF-Q, 
Bruker 
Daltonics) IT (Agilent 1100 
Series 
LC/MSD Trap) Patró de 
fragmentació, MSn, masa 
exacte 

[49] 

Difenidramina 
Cervell, fetge, brànquies, muscul 

(2 met) 

Desmetil.lació, 2 cops 

desmetil.lació 

 (UPLC; Agilent, Waldbronn, 
Germany) i QqQ-MS (Agilent 
6460 triple cuadrupol-MS) 
Detecció per ions fragment 
 

[55] 

Carbamezapina 

Cervell, fetge, brànquies, 

muscul,intestí 

(2 Met) 

Hidroxilació, epoxidació 
UPLC-QTRAP-MS (5500 
QTRAP Sciex) 
patrons purs 

[56] 

Àcid clofibric 
Embrions 

(17 Met)  

Conjugació amb sulfat, àcid 
glucurònic, carnitina, taurina o 
àcid aminometasulfònic, 
ciclacions 

Synapt G2S LC-QToF-MS 
(waters) 

[57] 
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La majoria d’aquests treballs suggereixen que els peixos que viuen aigües avall 

de les EDARs poden acumular els residus dels fàrmacs, els seus metabòlits, o 

tots dos, sobretot després d’una exposició prolongada o crònica. Però a més, 

no només els peixos d'aigua dolça poden estar exposats als productes 

farmacèutics. A causa de la disminució de les poblacions de peixos salvatges i 

l'increment del consum de peix i marisc, l'aqüicultura és a l’alça.  La cria de 

peixos marins en estuaris és cada vegada més comú i aquestes aigües podrien 

veures afectades també pels efluents d’EDARs.  

A la literatura, actualment es disposa de poques dades sobre la detecció de 

productes farmacèutics en aigües marines. Només uns pocs estudis han 

informat de la presència de productes farmacèutics com ara diclofenac, 

ibuprofè o carbamazepina en diferents estuaris [58-61]. La detecció de 

productes farmacèutics als estuaris ha fet créixer la preocupació pels possibles 

efectes adversos sobre les espècies que hi viuen i l’entrada a la nostra cadena 

tròfica. Malgrat això, avui en dia encara hi ha molts pocs estudis que reportin la 

presència dels productes farmacèutics per consum humà en especies marines. 

Kwon i col. [62] va ser el primer en informar de la detecció de fàrmacs en 

espècies marines salvatges, concretament va reportar la detecció de diazepam 

en peixos marins recollits a prop d’abocaments d’aigües residuals municipals al 

mar [62]. Més recentment, Álvarez-Muñoz i col. va informar de la presència de 

productes farmacèutics i compostos disruptors endocrins en macro-algues, 

bivalves i peixos de les zones costaneres i va proposar una llista de compostos 

candidats per a l'establiment de prioritats en altres estudis [63]. 

A més a més, tant els peixos criats en piscifactories marines com al riu podrien 

estar exposats deliberadament a antibiòtics mitjançant ingredients del pinso. 

Per exemple, medicaments d’ús veterinari, com ara les sulfonamides i 

tetraciclines, són àmpliament utilitzats en l'aqüicultura per tractar infeccions en 

peixos, i també poden ser acumulats en l'organisme de peix. Fa alguns anys, 

els antibiòtics es van utilitzar també de forma massiva en la cria de peixos, ja 

que en milloren el creixement quan s'afegeix a l'alimentació. En l’actualitat, 

aquesta pràctica ha estat prohibida per la Unió Europea (UE) des de 2006 [64]. 
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La detecció de residus d'antibiòtics en animals comestibles va causar una gran 

preocupació tant als organismes reguladors  com als consumidors. No obstant 

això, l'aparició d'aquests fàrmacs en teixits de peixos s'associa a efectes no 

desitjats en els consumidors com ara possibles al·lèrgies, però la ingestió 

incontrolada d’antibiòtics pot causar el desenvolupament de resistències 

bacterianes. Aquest últim efecte ha causat més preocupació en el camp dels 

animals productors d'aliments. En conseqüència, s’han establert diverses 

legislacions que controlen els usos d'antibiòtics en peix i han establert els límits 

màxims dels seus residus en diferents productes d'origen animal [65]. Per tal de 

garantir la seguretat del peix, aquest aliment es pot consumir després d’un 

temps d'espera que correspon al temps post-tractament en el qual el peix es 

considera lliure de drogues. Aquests períodes pot oscil·lar entre 3 i 42 dies, 

depenent de l'antibiòtic, l'espècie i la temperatura de l'aigua [66]. 

Com s’ha pogut constatar la majoria dels estudis s'han centrat en l’acumulació 

dels productes farmacèutics en el peix però en altres organismes com plantes, 

algues o invertebrats aquàtics ha estat molt menys investigat. Tot i això, a la 

literatura hi ha alguns estudis que reporten la presència de fàrmacs a les 

gambes i musclos [67-69] però el seu metabolisme en els diferents organismes 

encara és més desconegut. La detecció de fàrmacs en els diferents organismes 

ha comportat una conseqüent preocupació pel seus efectes en la cadena 

tròfica. Vernouillet et al. van determinar els factors de biomagnificació de 

fàrmacs i productes de cura personal en els diferents nivells tròfics de la 

cadena alimentària exposats a aigua fortificada amb productes farmacèutics 

[70]. En aquest estudi, la carbamazepina es va transferir al llarg de la cadena 

tròfica aquàtica composta per alga verda, crustacis, i els pòlips d'aigua dolça. 

Resumint, es van obtenir factors de bioacumulació de 2.2 i 12.6 a les algues i 

en els crustacis, però no es va observar cap bioacumulació significativa en els 

pòlips d'aigua dolça. 

A la majoria d’estudis centrats en la determinació de fàrmacs en diferents 

matrius ambientals, els anàlisi s’han realitzat principalment per cromatografia 

líquida acoblada a l’espectrometria de masses (LC-MS). Recentment i a causa 

de les recents millores en l'anàlisi instrumental, l’espectrometria de masses 

d’alta resolució (HRMS) acoblada a LC s'ha convertit en l’eina imprescindible 
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vàlida tant per a l'anàlisi qualitatiu com quantitatiu de les diferents mostres 

ambientals. 

1.4 Anàlisi de fàrmacs, els seus productes de transformació i 

els seus metabòlits amb espectrometria de masses al medi 

aquàtic i a la biota 

L'impacte de les activitats humanes sobre el medi ambient i l'entrada associada 

de productes farmacèutics que s’han tractat anteriorment han pogut ser 

documentats al llarg dels anys gràcies a les capacitats de la instrumentació 

ofertes principalment per l’espectrometria de masses. 

L'espectrometria de masses és un mètode instrumental per a la identificació de 

la constitució química d'una substància per mitjà de la separació dels ions 

gasosos d'acord amb la seva diferent relació entre massa i càrrega (m/z). La 

resolució de massa es defineix com la diferència de massa mínima (m2 - m1) 

entre dos pics de l'espectre de masses i mesura la capacitat de distingir dos 

pics de diferent ràtio massa/càrrega [71]. La història de l'espectrometria de 

masses va lligada a la evolució i l’increment de la seva resolució. El primer 

exemple de l’aplicació de l'espectrometria de masses el va dur a terme Joseph 

John Thomson l’any 1913, quan va ser capaç de separar els isòtops de neó per 

la seva massa (Figura 2). Al segle XX es van assolir molts desenvolupaments 

nous (Figura 2), com per exemple l’augment de la resolució de l'espectròmetre 

de masses de 130 a 80.000. Una altre fita important assolida al segle XX va ser 

la capacitat per acoblar un sistema de separació, com la cromatografia de 

gasos (GC), amb un espectròmetre de masses (GC-MS) en la dècada de 1950. 

Els instruments comercials GC-MS però no varen estar disponibles fins a la 

dècada de 1970. No obstant això, l'anàlisi mitjançant GC-MS va resultar útil 

sobretot pels compostos volàtils però mancava una nova tècnica adequada per 

a l’anàlisi de traces de compostos polars. Per aquell temps, la incompatibilitat 

relativa de les fonts de ionització existents amb un flux continu de cromatografia 

líquida, va retardar l'acoblament d’aquestes tècniques. Ja a la meitat del segle 

XX s’havien desenvolupat diverses interfícies per l’acoblament de la 

cromatografia líquida amb un espectròmetre de masses (LC-MS) però no eren 

gaire fiables, i per tant, el seu èxit en el mercat era molt limitat. No obstant això, 
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la situació va canviar amb el desenvolupament de tècniques d'ionització a 

pressió atmosfèrica (API) que van permetre finalment l'acoblament LC-MS. La 

font d'ionització per electrospray (ESI), que actualment és la interfície més 

àmpliament utilitzada, va ser desenvolupada per Fenn a la dècada de 1980 [72, 

73]. Les diferents companyies van desenvolupar ràpidament instruments 

equipats amb fonts ESI ja que proporcionava una interfície simple i robusta, 

permetent que LC/ESI-MS esdevingués una tècnica de rutina en la 

determinació d’analits polars. Malgrat aquest avenç, cal destacar que com a 

principal inconvenient, l'ESI és la interfície més sensibles a possibles efectes de 

la matriu. Avui en dia, els instruments de LC-MS es basen gairebé 

exclusivament en interfícies API com és l’ESI, la ionització química a pressió 

atmosfèrica (APCI), i la ionització per fotoionització a pressió atmosfèrica 

(APPI), desenvolupada més recentment per a la detecció de compostos 

orgànics en pràcticament qualsevol tipus de mostra (extracte) que es pugui 

analitzar mitjançant una columna de LC. Les dues últimes interfícies són 

capaces fins i tot d'ionitzar els compostos de baixa o mitjana polaritat i per tant 

són considerades complementàries a l’ESI. 

 

 

Figura 2. Història de la espectrometria de masses 
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En les dues últimes dècades, diferents analitzadors de baixa resolució (LR) 

s'han acoblat a LC, però, només alguns d'ells ofereixen la sensibilitat i la 

selectivitat requerida per a la quantificació fiable de petits compostos polars en 

diferents tipus de mostres. La LC acoblada amb un espectròmetre de quadrupol 

individual (Q) ofereix una bona sensibilitat, però quan s'investiguen matrius molt 

complexes, com les aigües residuals, la selectivitat és insuficient i sovint 

perjudica la identificació inequívoca dels diferents analits. La MS en tàndem 

(MS/MS), desenvolupada el 1970 [74], ofereix un rendiment superior en termes 

de sensibilitat i selectivitat en comparació amb els instruments d’un simple 

quadrupol i la capacitat d'aïllar, en una primera etapa, l'ió molecular del 

compost d'interès.  

La LC-MS/MS s’aconsegueix mitjançant els instruments de triple quadrupol 

(QqQ) o als espectròmetre de quadrupol amb trampa lineal d'ions (QqLIT). A 

causa de la seva elevada sensibilitat i selectivitat, els analitzadors de QqQ 

esdevenen l’eina principal per a l'anàlisi de traces en tot tipus de matrius. I de 

fet, passen a ser els espectròmetres de masses més utilitzats als laboratoris 

per a la quantificació d'un gran nombre de compostos orgànics.  Aquests 

instruments ofereixen aquesta gran sensibilitat i selectivitat mitjançant 

adquisicions en mode de monitorització selectiva d’ions (SRM), que consisteix 

en monitoritzar transicions del compost precursor al ió fragment. A la literatura 

s’han reportat centenars de determinacions de nombroses classes de 

contaminants emergents utilitzant instruments de QqQ [75-79]. No obstant això, 

una de les limitacions principals del mode de SRM és la incapacitat per detectar 

o avaluar els compostos no inclosos inicialment a la llista de transicions, encara 

que la seva abundància a la mostra sigui molt alta. A més, el requisit d'almenys 

dues transicions SRM per compost restringeix el nombre d'analits en una sola 

injecció, degut a que l’increment de temps que se’n deriva en compromet la 

sensibilitat. Un problema afegit és el fet que alguns compostos de baix pes 

molecular només proporcionen una transició amb suficient intensitat de senyal 

per a la detecció sensible i altres components de la matriu poden tenir les 

mateixes transicions que l'analit d'interès.  
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Molts d’aquest inconvenients es poden evitar mitjançant l'ús de espectròmetres 

de masses d’alta resolució (HR). Durant l'última dècada, aquesta tècnica ha 

sofert una gran transformació ja que l'accés als instruments HR és cada vegada 

més assequible. Les tres plataformes principals que ara s'utilitzen en els 

estudis basats en HRMS són el quadrupol amb temps de vol (QTOF)-MS, 

l’Orbitrap-MS, i de ressonància ciclotrònica d'ions per transformada de Fourier 

(FT-ICR)-MS. Si bé la tecnologia QTOF s'ha implementat en múltiples 

aplicacions, sobretot en els seus inicis patia de baixa transmissió d'ions (cosa 

que afectava a la sensibilitat) i tenia un rang dinàmic limitat [80, 81]. D'altra 

banda, la majoria de QToFs ofereixen una resolució de 30,000- 40,000 en 

amplada total a mitja alçada (FWHM), que és molt més baix que les altres dues 

tecnologies d'alta resolució, i per tant pot no resultar ideal per a la detecció i 

caracterització d'analits en experiments en què una resolució més gran és 

essencial. D'altra banda, FT-ICR-MS ens ofereix la resolució més alta de totes 

les tecnologies actuals (poder de resolució de 1.000.000), i fàcilment s'ha 

implementat en la caracterització de la matèria orgànica i l'anàlisi de petroli [82-

85] No obstant això, aquest analitzador no és tan àmpliament utilitzat a causa 

del seu elevat cost i complicat funcionament [86]. Finalment, la tecnologia 

Orbitrap es va introduir fa poc més d’una dècada i ha guanyat ràpidament 

impuls en els camps del medi ambient i dels anàlisis clínics i forenses, amb 

múltiples estudis reportats fins a la data [87-94]. Per un cost molt més baix que 

un instrument FT-ICR-MS, el Orbitrap ofereix una gran sensibilitat (fg per pg), 

un bon rang dinàmic (> 5.000), exactitud de massa (<2 ppm), i alta resolució 

[80]. Des de la seva introducció al mercat, els avenços en el disseny 

instrumental de l’Orbitrap han permès augmentar significativament aquesta 

resolució. Del LTQ Orbitrap inicial que oferia una resolució de 100.000 FWHM 

fins al últim membre de la família Orbitrap, l'espectròmetre de masses Orbitrap 

Fusion Tribrid, que pot arribar fins a una resolució de 500.000 [95]. 

Gràcies a l’aplicació de HR-MS s’han pogut resoldre multitud de falsos positius i 

falsos negatius. El problema de la detecció esbiaixada o parcial a través de l'ús 

de mètodes amb adquisició completa d’ions que permet la detecció de 

qualsevol espècie ionitzable que surti de la columna de la LC. Alhora, aquests 

mètodes poden complementar-se amb diferents modes d’adquisició MS/MS. 
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Els instruments HRMS són capaços d'analitzar simultàniament un nombre 

virtualment il·limitat de compostos de baixa i alta abundància tant per a la 

caracterització i identificació dels desconeguts, com per a la detecció i 

quantificació dels coneguts. Tot això amb una necessitat mínima d’optimització 

dels mètodes en comparació amb els instruments de baixa resolució [80, 96-

99]. Aquestes capacitats dels instruments HR estan relacionades amb poder 

discriminar en un espectre de masses ions de massa/càrrega molt similars i per 

tant amb la mesura de la massa exacta dels ions [100, 101]. Tot això, ha 

provocat que la HRMS hagi cobrat força en el camp de l’anàlisi ambiental. En 

aquest camp s’han desenvolupat noves estratègies per l’anàlisi dirigit, l’anàlisi 

de sospitosos, la identificació de TPs i/o metabòlits i l’anàlisi no dirigit. A la 

literatura s’han reportat aplicacions d’aquestes estratègies demostrant el 

potencial que a fet tant atractiva aquesta tècnica [99, 102-105]. Per a classificar 

aquestes diferents aplicacions s’han  classificat en dos grups en funció del seu 

objectiu; l’anàlisi quantitatiu i l’anàlisi qualitatiu. 

1.4.1 Anàlisi quantitatiu 

L’anàlisi quantitatiu es refereix a la determinació de la concentració de 

compostos coneguts i en general es realitza utilitzant un conjunt de patrons de 

referència més els seus anàlegs marcats amb el fi de quantificar els primers. A 

la literatura hi ha reportats un gran nombre de mètodes que utilitzen aquest 

enfocament per a una àmplia varietat de compostos [81, 106-109]. 

Tradicionalment pels mètodes quantitatius s’ha utilitzat la LRMS i els 

espectròmetres més utilitzats han estat els de QqQ o els de QqLIT. Se sap que 

els mètodes basats en LRMS requereixen l'optimització dels paràmetres en 

tàndem MS/MS per a cada analit i per tant s’han de tenir en compte qüestions 

com la formació d'adductes i les transicions SRM inespecífiques. Com a 

conseqüència d'això, l’optimització dels mètodes en mode de SRM és essencial 

pel desenvolupament del mètode però és una part complexa i que requereix de 

temps i capacitats de l’analista. D'altra banda, la baixa resolució dels QqQ no 

permet identificar els ions matricials que elueixen amb una finestra molt similar 

de m/z que l'analit diana. Per tant, una possible solució per superar aquest 

inconvenient ha estat treballar amb HRMS [108].  Així doncs, durant l'últim 

parell d'anys, després de resoldre les seves principals carències, l’HRMS s'ha 
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convertit en una tècnica prometedora per als mètodes quantitatius desafiant els 

protocols establerts basats en la LRMS. Per exemple Henry i col. [108] van 

desenvolupar un mètode utilitzant HRMS en mode d'escombratge complet 

d’ions i l'activació de la funció d’adquisició de dades independents (FIA). En 

aquest mode l’instrument s'alterna a una freqüència d'aproximadament 2 Hz 

entre una exploració convencional completa, en el qual els ions moleculars 

(majoritàriament intactes) generats a la font d’ionització s'envien com paquets 

al Orbitrap, i una fragmentació induïda per col·lisió d'alta energia (HCD), on els 

ions que es recullen en l'espectròmetre de masses es dirigeixen primer cap a la 

cel·la de col·lisió per a la fragmentació no selectiva (sense selecció de l’ió 

precursor) seguit d'anàlisi al detector Orbitrap. El primer escaneig produeix 

cromatogrames d'ions totals relativament simples (TICs) a partir dels quals les 

masses d'ions específics es poden extreure amb alta selectivitat mitjançant 

l'establiment de finestres molt estretes de masses. El segon és molt més 

complex ja que requereix desconvolució per identificar tots aquells ions que 

pertanyen al mateix ió precursor. L'aplicació d'aquest enfocament és 

particularment valuós per a l’anàlisi qualitatiu que de forma retrospectiva 

perquè en un sola injecció es recull una gran quantitat d'informació estructural 

dels diferents compostos. Altres configuracions dels  Orbitrap-MS, com ara el 

LTQ-Orbitrap, han demostrat ser una eina adequada per a la quantificació de 

molècules petites i la identificació simultània dels seus metabòlits [109]. 

A la literatura hi ha un nombre creixent d'estudis que es centren en la 

comparació de la LRMS amb la HRMS però només uns quants d'ells ofereixen 

un examen més detallat de la seva selectivitat. Henry i col. [108] van comparar 

les capacitats de HRMS i LRMS utilitzant QqQ en tàndem per l’anàlisi 

quantitatiu de fàrmacs en mostres de plasma [108]. Es varen utilitzar tres 

instruments diferents, un Orbitrap-MS (Exactive) de HRMS i dos instruments 

QqQ, un TSQ Quantum Discovery i un TSQ Quantum Ultra en mode H-SRM. 

Els instruments es van comparar mitjançant l'avaluació de l'anàlisi de 17 

fàrmacs i es van obtenir resultats similars pel que fa selectivitat, precisió, 

repetibilitat, linealitat i sensibilitat per als tres instruments. El 2010, Kaufmann i 

col. va avaluar de nou la selectivitat proporcionada per l’Orbitrap-MS (model 

Exactive) i un instrument LR de QqQ convencional [110]. El resultat va ser 
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també similar. L’Orbitrap-MS va mostrar una alta selectivitat amb una 

sensibilitat similar a la del QqQ, fet que suggeria la probabilitat que la HRMS es 

convertís en una tècnica dominant en el camp de la quantificació de 

contaminants orgànic polars en un futur pròxim. Kaufmann i col. també va 

comparar tres plataformes diferents, incloent dos instruments de HRMS com el 

TOF-MS i l’Orbitrap-MS i un de LRMS de QqQ [111]. Aquest estudi va 

concloure que els anàlisis mitjançant TOF van proporcionar rendiments 

analítics més pobres que els anàlisis realitzats per QqQ i Orbitrap-MS, però cal 

esmentar que l'instrument TOF utilitzat no era d'última generació; ja que estava 

equipat amb detector de temps a digital (TDC) i no amb el detector més nou 

d'analògic a digital (ADC). En les generacions més recents de ToF-MS s’han 

millorat les seves capacitats, especialment en termes de rang dinàmic 

(mitjançant l’esmentat detector ADC o funcions de millora del rang dinàmic 

[112] i de la resolució (de 15.000-40.000 FWHM), solventant d'aquesta manera 

les seves deficiències en sensibilitat i precisió. Avui en dia s'han desenvolupat 

amb èxit diversos mètodes quantitatius d'acord amb els diferents paràmetres de 

qualitat [113, 114]. Per exemple diversos autors han comparat els QqQ enfront 

dels sistemes TOF-MS i/o QTOF HRMS per a la determinació de plaguicides 

en fruites i verdures [115, 116]. Aquests estudis han confirmat que la LR 

mitjançant MS/MS encara és més sensible i robust, però que mitjançant QTOF-

MS s’obté un bon rendiment, una confirmació més fiable i informació addicional 

de les mostres. No obstant això, els models més recents de sistemes QqQ són 

encara més sensibles que els instruments HRMS, particularment quan 

s’analitza un nombre petit de compostos, i per tant un baix nombre de 

transicions SRM. A mesura que el nombre d'analits diana dins d'una sola 

injecció augmenta, s'aconsegueix un punt d'inflexió en el qual el l’adquisició de 

dades no selectiva en mode d’escombrat complet dels HRMS excedeix la 

sensibilitat de la detecció mitjançant LRMS.  

Així doncs, com s’ha comentat anteriorment, l’anàlisi per HRMS resol en gran 

mesura el problema d’interferències de compostos provinents de la matriu i per 

tant resulta de gran ajuda per desemmascarar falsos positius obtinguts per 

MS/MS. A continuació s’esmenten alguns exemples dels beneficis de l'anàlisi 

per HRMS, que implica matrius complexes i la capacitat de separació de les 
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interferències isobàriques dels senyals dels contaminants d'interès. Un és el 

cas de benzofenona, en el qual Gallart-Ayala et al. va demostrar que una 

resolució de 50.000 FWHM permetia distingir benzofenona d'un compost 

d'interferència [117]. Ferrer et al. també va utilitzar aquestes capacitats en un 

QTOF-MS, que treballava a 30.000 FWHM, per desenvolupar un mètode 

quantitatiu per a 100 medicaments i els seus productes de degradació entre els 

quals hi havia un nombre de compostos isobàrics [118]. Per si encara és 

necessari més selectivitat, actualment també s’han implementat instruments 

com el tripleTOF, capaços de treballar en SRM en alta resolució. 

Un benefici addicional que també es descriu en moltes publicacions és la 

possibilitat de realitzar anàlisi quantitativa i qualitativa de forma simultània. 

Aquest avantatge permet el desenvolupament de mètodes per a la quantificació 

dels analits d'interès i la detecció simultània de compostos sospitosos o 

desconeguts. Així doncs, aquesta poderosa eina s'utilitza actualment per 

l’anàlisi ambiental [80, 104, 119] i de suplements alimentaris [120], 

proporcionant tant informació sobre la concentració de compostos coneguts 

usant corbes de calibratge de patrons autèntics, com també la presència 

d'altres compostos. 

En resum, la HRMS ofereix diversos avantatges: la possibilitat 

d'emmagatzemar grans volums de dades i d'informació mitjançant l’exploració 

d’escombratge complet i l’obtenció dependent o independent de dades de 

MS/MS amb masses d'alta precisió que permeten un anàlisi retrospectiu, sense 

oblidar la facilitat de configuració dels mètodes. La robustesa de qualsevol 

enfocament d’anàlisi complet HR depèn en gran mesura de l'estabilitat de 

l'exactitud de massa, la precisió i el poder de resolució com un mitjà per 

distingir entre masses d'ions molt similars. Això fa que avui dia, molts 

laboratoris estan ja considerant la possibilitat de substituir els mètodes basats 

en QqQ per l'ús de l'última generació de HRMS. 
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1.4.2 Anàlisi qualitatiu 

Com hem vist, l’anàlisi quantitatiu es pot realitzar tant als instruments HRMS 

com als LRMS, però això només cobreix la determinació d'una petita fracció de 

contaminants orgànics coneguts. Per contra, l'ús d'instruments HRMS cobreix 

un ampli rang de compostos amb anàlisi qualitatiu, i és de gran utilitat per a la 

caracterització de compostos desconeguts, la identificació i la confirmació de 

contaminants de baixa i alta abundància i els seus possibles productes de 

transformació [104, 121, 122]. Així doncs, sense cap mena de dubte, l’HRMS 

és la instrumentació analítica més utilitzada per a l’anàlisi mediambiental 

qualitatiu i avui en dia noves s’estan desenvolupant aproximacions aprofitant tot 

el seu potencial.  

Tornant a la visió tradicional de la LC-HRMS, aquesta tècnica, s'ha utilitzat, la 

majoria de les vegades,  com una eina poderosa per a la identificació de TPs o 

metabòlits de diferents contaminants generats en estudis a escala de laboratori 

sota condicions controlades. Aquest enfocament consisteix en una comparació 

entre les mostres control i les mostres tractades. L'alineació i comparació dels 

cromatogrames totals d'ions de les mostres tractades i de control permeten 

detectar la formació de nous pics procedents de la transformació dels 

compostos d'assaig. Generalment, s’accepten errors de precisió en la massa 

de fins a 5 ppm sense importar l’analitzador de masses utilitzat (ToF o 

Orbitrap). Aquestes mesures precises de massa i les dades complementàries, 

com el perfil isotòpic dels ions moleculars, la comparació dels patrons de 

fragmentació dels productes originals i els temps de retenció relatiu són 

finalment les que permeten dilucidar de forma temptativa l'estructura del 

compost. Finalment, els compostos identificats poden ser confirmats mitjançant 

patrons de referència i s'inclouen en els protocols per a la vigilància del medi 

ambient. 

En general, els TP formats en experiments de laboratori s’identifiquen 

temptativament seguint  l’esquema de treball que es mostra a la Figura 3. Un 

cop es detecta el TP candidat, la combinació de mesures de massa exactes del 

compost pare i els dels espectres MS/MS són el més important pel procés 

d'identificació dels TPs, tant en els sistemes QTOF com als Orbitrap-MS. 

Malgrat això, sempre és bo posar atenció sobre la forma de generar els TPs 
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per a facilitar-ne la seva detecció i la seva conseqüent identificació. A més, per 

certes estructures és possible predir les possibles reaccions de transformació 

que tenen lloc, gràcies a la literatura o mitjançant la comparació amb altres 

compostos/processos similars. Com exemple, Jelic et al. va detectar quatre 

TPs de carbamazepina en mostres de degradades per Trametes versicolor dels 

quals tres d’ells havien estat predits a un altre procés [123]. Un altre 

enfocament seria també la detecció d'ions específics com en l'exemple de 

Calça et al. on espectres de MS2 i MS3 van mostrar diversos ions que van 

permetre la caracterització dels diferents productes de transformació (TP) i 

distingir fins i tot les espècies isobàriques. La millora de les tècniques de 

separació també són molt importants. En els últims anys, els nous 

desenvolupaments permeten millors resultats cromatogràfics o com s’ha vist, 

millor resolució de massa. En el cas de Zonja et al. , la HRMS i les millores en 

la retenció cromatogràfica van jugar un paper molt important en la detecció de 

TPs de zanamivir.  

 

Figura 3. Esquema de la generació e identificació dels TPs a mostres 

ambientals 

Al marge de l’elucidació estructural de compostos, pel que fa a l'anàlisi 

qualitatiu de mostres ambientals, en l’actualitat s'han proposat dos estratègies 

conceptualment diferents [80]: la detecció de sospitosos i l’anàlisi no dirigit de 

compostos desconeguts (Figura 3). Tots dos mètodes s'utilitzen generalment 

de forma complementària permetent la detecció de contaminants sospitosos i la 

identificació dels desconeguts. Hernández i col. [101] a més també va proposar 
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el terme anàlisi post-dirigit, quan la recerca d’un contaminant sospitós es 

realitza després de l'adquisició i sense informació prèvia. Així doncs, les 

tècniques no dirigides inclouen l'anàlisi de compostos sospitosos i desconeguts 

utilitzant una combinació d’escombratge complet i experiments MS/MS. 

Recentment, també hem pogut trobar a la literatura, la utilització de patrons de 

referència per a crear bases de dades, però sense objectius quantitatius. 

Aquests anàlisi s’anomena escombratge dirigit i pretén només detectar 

compostos coneguts inclosos en una llarga llista, normalment amb un objectiu 

de priorització i/o vigilància. 

De les diferents estratègies, la que està guanyant molta popularitat és 

l'anomenada detecció de sospitosos. Aquesta no requereix utilitzar patrons de 

referència, com a l’escombratge dirigit, ni és tant complexa com l’anàlisi no 

dirigit de compostos desconeguts. Per realitzar aquesta tècnica són 

necessàries bases de dades que es fan servir per detectar també la presència 

d'analits coneguts mitjançant l'exactitud de massa, la predicció del temps de 

retenció, la determinació del perfil isotòpic i finalment la confirmació de 

l'estructura utilitzant informació MS/MS  [80, 103, 104, 124]. El fet de no 

treballar amb patrons de referència implica, evidentment, que no es pugui 

determinar la concentració a la mostra. Per a l’anàlisi de sospitosos en la seva 

forma més simple, les composicions elementals dels contaminants amb 

estructures químiques conegudes s'utilitzen per a calcular les seves masses 

exactes. Aquests valors es converteixen després en les proporcions m/z 

exactes dels seus ions moleculars (protonat o desprotonat depenent del mode 

d’ionització) i de ions relacionats procedents de la formació d'adductes. Un clar 

exemple són els adductes de sodi en el mode d’ionització positiva o adductes 

de formiat en la negativa. La base de dades dels valors de m/z generats per 

aquest procés es poden utilitzar per produir cromatogrames d'ions extrets (XIC) 

dels cromatogrames d'ions totals corresponents a les dades de rastreig 

complet. Depenent de l'exactitud de massa i la precisió de l'instrument utilitzat, 

s'apliquen finestres estretes d'extracció de massa amb un interval típic que va 

de 5 a 20 ppm. L'observació de pics cromatogràfics als XICs és llavors un 

indicador de la possible presència del compost sospitós a la mostra. Sovint, 

aquestes bases de dades cobreixen un gran nombre de contaminants i es 
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poden ampliar mitjançant la inclusió de metabòlits coneguts (per exemple, de 

medicaments humans), productes de transformació coneguts (per exemple, els 

productes de degradació fotoquímica de pesticides), i productes de 

transformació encara no descrits a la literatura científica, però potencialment 

formats durant el cicle de vida dels compostos d'origen (per exemple, la 

formació de derivats de clor en la desinfecció d'aigües residuals). Un cop s'ha 

detectat una coincidència potencial d'un pic en el seu corresponent XIC amb 

una entrada de la base de dades, es recull més informació específica del 

compost per donar suport a la identitat proposada. Això inclou l'anàlisi de 

l'abundància relativa, la separació dels isòtops més pesats i, en particular, 

l'examen dels espectres MS/MS amb la detecció d'ions de fragments 

característics que poden ser o bé obtinguts per estàndards autèntics, en 

biblioteques d’espectres o predits utilitzant mètodes computacionals. Com 

evidència addicional per a la detecció d'un analit sospitós, el temps de retenció 

relatiu es pot utilitzar com a criteri.  

A més, les tècniques de detecció de sospitosos s'han aplicat també per a la 

identificació dels possibles productes de transformació d’analits d'interès en 

mostres ambientals. Per això, s’utilitzen eines d'identificació de metabòlits en 

combinació amb models d'elucidació estructural i la confirmació mitjançant la 

massa exacte dels espectres MS/MS [125, 126]. La possibilitat de trobar falsos 

positius disminueix quan es disposa de més paràmetres específics de cada 

compostos. Schymanski et al. proposa un criteri de cinc nivells de confiança en 

la identificació dels compostos [127]. En aquesta classificació per a la 

identificació total de la identitat d'un compost s'ha d'utilitzar patrons de 

referència. En l’estudi de productes de transformació, en molts casos l’obtenció 

de patrons de referència per a la seva confirmació no és possible i per tant és 

essencial una identificació precisa. Ja que en l’actualitat l’elucidació estructural 

dels TPs encara és complexa, Zonja i els seus col·laboradors proposen enfocar 

els esforços només en l'elucidació dels TPs més rellevants, Amb això, la llista 

completa dels TPs formats, per exemple en un experiment a escala de 

laboratori, es pot reduir a uns TPs clau  de rellevància mediambiental [128]. 

Recentment, Bletsou i col. [125] ha revisat l'estat de la LC-HRMS per a la 

identificació dels TPs al medi ambient aquàtic i de nou, torna a incidir en la 
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necessitat de implementar aquest pas de priorització abans d'iniciar el procés 

d'identificació de compostos que ens consumeixi molt de temps.  

 

Figura 4.  Detecció de TPs a mostres reals aplicant anàlisi de sospitosos  

La Figura 4 resumeix els plantejaments proposats que s'han utilitzat recentment 

per a la detecció i identificació dels TPs amb HR-MS en mostres ambientals, 

incloent aquesta etapa de priorització. A més, les innovacions en programari 

per a la predicció de vies de transformació és clau per a la detecció de 

compostos candidats al escombrat de conjunt de dades, i per a la seva 

elucidació estructural. A tall d'exemple, per a la predicció de productes de 

biotransformació de contaminants emergents, Jeon i col. [129] va utilitzar una 
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combinació d'eines disponibles a Internet, com el sistema de predicció de la 

Universitat de Minnesota (UM-PPS) i el Meteor Environmental Pathway 

Prediction System (Lhasa Limited, Regne Unit), o programaris comercials com 

MetWorks o Sieve per a la detecció dels candidats, Xcalibur per a l'anàlisi de 

dades, el Mass Frontier (HighChem, Ltd, Bratislava, Eslovàquia) i el MetFrag 

per a la predicció de les rutes de fragmentació MS/MS i fins i tot el MOLGEN 

per a la generació de l'estructura molecular. En aquest estudi, els autors 

prediuen 360 possibles metabòlits però només 23 van ser detectats i 

identificats. D’aquests, 19 eren metabòlits oxidatius dels quals set metabòlits 

van ser predits per UM-PPS i 12 van ser identificats com a nous metabòlits. En 

conseqüència, la combinació de diferents programaris i eines és necessària per 

l'èxit en la detecció i identificació d'un nombre relatiu dels metabòlits. Malgrat 

aquests avenços, encara hi ha molt marge de millora en el desenvolupament 

de programaris més sofisticats que facilitin aquesta tasca. 

Un enfocament encara més difícil és l'ús de tècniques de cribratge de 

sospitosos per a la caracterització dels metabòlits o productes de transformació 

en les mostres dels estudis de degradació mitjançant HR-MS i programari 

específic per revelar canvis en la composició elemental de les substàncies 

d'assaig provocat per la degradació bioquímica o els processos físics [83, 121, 

122]. 

Per exemple, Zonja i col. [128] va utilitzar un enfocament basat en LC-

QExactive-Orbitrap-MS per a la detecció i identificació dels productes de 

transformació de sis agents de contrast iodats, de rellevància ambiental (ICM), 

que s'utilitzen en medicina per millorar la visibilitat de les estructures vasculars i 

òrgans durant els procediments de radiografia. Els autors combinen la 

generació de productes de transformació en un simulador de llum solar 

(experiments a escala de laboratori) amb la detecció de sospitosos en mostres 

d'aigua superficial real [128]. L'enfocament va consistir en comparar el control i 

les mostres tractades seguit de la creació d'una llista de possibles productes de 

transformació detectats en aquestes mostres (Figura 4). El programari SIEVE 

es va utilitzar per a l'alineació cromatogràfica dels pics i va permetre la detecció 

de 108 fotoproductes en les mostres irradiades. La novetat d’aquest estudi és 

que enlloc de procedir amb l’elucidació estructural de tots els fotoproductes, es 
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va afegir un nou pas al flux de treball utilitzant la priorització per la detecció 

d’aquests sospitosos en les mostres reals [128]. Així doncs, es va crear una 

base de dades amb les masses precises determinades experimentalment, els 

temps de retenció i les dades de MS / MS per als 108 productes de 

transformació i aquests van ser cercats als extractes de l'aigua superficial real. 

Evidentment, es van haver de fixar criteris com els errors de precisió en massa 

de fins a 5 ppm per a la confirmació [128]. Aquest enfocament va permetre 

donar prioritat a 11 productes de transformació detectats ja que aquests van 

ser considerats de rellevància ambiental per la seva alta freqüència de detecció 

en les mostres reals. La seva elucidació estructural es va realitzar per 

comparació dels patrons de fragmentació característics amb les dels 

compostos parentals respectius. Finalment, per tal de quantificar els productes 

de transformació en les mostres d'aigua superficial, es van obtenir estàndards 

de referència dels productes de transformació per LC semipreparativa de les 

mostres irradiades al laboratori. La mitjana de la concentració dels compostos 

originals va variar de 29 ng/L a 6 g/L (Iomeprol), mentre que els productes de 

transformació van ser trobats en una mitjana de concentració de 30 ng/L, amb 

concentracions màximes de fins a 0,4 g/L d'un producte de transformació del 

Iomeprol [57]. 

Per tal de predir les estructures dels possibles productes de transformació amb 

eines computacionals, Kern i col. [130] aplica un enfocament diferent per a 

detectar productes de transformació de plaguicides i productes farmacèutics 

directament a les aigües naturals mitjançant LC-HRMS (LTQ Orbitrap). En 

primer lloc, els autors van crear una llista de contaminants coneguts en aigua 

superficial i van preveure els seus possibles productes de transformació amb el 

UM-PPS i utilitzant informació de la literatura. A continuació es va aplicar a les 

mostres un mètode de cribratge de sospitosos utilitzant una base de dades que 

contenia la massa exacta de 1794 compostos. Per filtrar els resultats positius 

d'aquesta llista tant llarga va ser imprescindible aplicar la comparació amb 

blancs de mostra, la estimació dels temps de retenció i l'anàlisi dels perfils 

isotòpics. Usant aquest enfocament es van identificar 19 productes de 

transformació, i després aquests van ser confirmats per patrons de referència. 



CAPÍTOL 1. INTRODUCCIÓ 

53 

Com és sabut, l’aigua superficial és en molts casos la principal font d'aigua 

utilitzada per a la producció d'aigua potable. A l'entrar als sistemes de 

potabilització, es realitza el tractament físic (per exemple per floculació, 

sedimentació o filtració), seguit de desinfecció química (per exemple la cloració, 

l'ozó, i / o radiació ultraviolada) per eliminar la matèria en suspensió i agents 

patògens [28, 131]. No obstant això, aquests tipus de tractaments poden no ser 

suficients per eliminar els compostos més persistents. Per exemple, el 2011 

Segura i col. [132] van publicar nivells baixos (ng/L) de l'atrazina i la 

carbamazepina en mostres d'aigua potable de ciutats al Canadà. De la mateixa 

manera, la presència de la sucralosa ha estat prèviament reportada pel nostre 

grup, en el qual les concentracions de l'edulcorant artificial van ser tan altes 

com 465 ng/L en l'aigua potable [133]. Recentment s’ha publicat una revisió de 

les vies de transformació dels productes farmacèutics durant els processos de 

desinfecció en la que es detalla clarament la formació de subproductes de 

desinfecció (DBPs) després del tractaments amb clor, cloramines, ozó, diòxid 

de clor, UV o UV/H2O2 [131]. 

Com es pot observar, la detecció de sospitosos en l'àmbit del medi ambient 

s'aplica habitualment a mostres d'aigua però avui dia molt poques publicacions 

descriuen mètodes de cribratge de sospitosos per a la determinació dels 

productes farmacèutics a la biota. Sense cap dubte, l'alta selectivitat i 

sensibilitat de HRMS fan que aquesta tècnica també sigui de gran utilitat per a 

l'anàlisi de matrius biològiques complexes. Tradicionalment, s'han utilitzat els 

enfocaments de HRMS per a l'elucidació estructural dels metabòlits d'un fàrmac 

original i s'utilitzen amb freqüència en l’àmbit dels perfils metabòlics. En 

experiments de laboratori en condicions controlades, l'eliminació del fons facilita 

la detecció de compostos emergents i la comparació de la informació de 

MS/MS dels productes originals proporcionant identificacions temptatives dels 

productes relacionats. Per aquestes raons, les capacitats de la HRMS 

suggereixen que pot ser utilitzada com una poderosa eina per a la detecció i 

identificació d'una àmplia llista de productes farmacèutics als diferents teixits, i, 

en conseqüència, s'espera que la seva aplicabilitat a d’augmentar encara més 

ràpidament. 
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Com s’ha esmentat, aquesta estratègia s'aplica molt menys a la biota però a la 

literatura ja en podem trobar alguns exemples. Nácher-Mestre i col. [134] van 

utilitzar la HRMS per dur a terme un examen dirigit a certs productes 

farmacèutics i altres contaminants orgànics en mostres de peixos i també a la 

seva alimentació. Després de la detecció de diversos compostos mitjançant 

l’anàlisi dirigit, es va realitzar un anàlisis de sospitosos amb una llista que 

contenia al voltant de 1000 compostos més. Amb aquest nou enfocament es 

van detectar diversos compostos que no s’havien inclòs a l’anàlisi dirigit. En la 

mesura del possible, es van utilitzar patrons autèntics per confirmar les 

identitats d’aquests darrers compostos. I quan els patrons no estaven 

disponibles, les seves identitats van ser proposades provisionalment sobre la 

base de les seves dades de MS i MS/MS. 

En general, els estudis basats en la detecció de sospitosos inclouen més d'una 

família de contaminants. En molts casos, es realitza una gran llista de 

contaminants orgànics conjuntament amb els productes farmacèutics. És el cas 

recent de Plassmann i col. [135], que va examinar mostres d’orina humana amb 

una llarga llista de contaminants ambientals. En aquest estudi es van poder 

identificar temptativament 9 compostos sospitosos i finalment quatre d'ells van 

ser confirmats per estàndards. D'altra banda, la detecció de sospitosos s'aplica 

normalment de forma conjunta amb els anàlisis no dirigits. Aquest és el cas de 

Solliec i col. [136], que va realitzar un cribratge mitjançant una llista de residus 

d'antibiòtics veterinaris sospitosos en una matriu biològica i després va ampliar 

aquest anàlisi amb la identificació d'altres compostos. 

A més dels compostos principals, en mostres biològiques s’ha de tenir en 

compte la possible aparició de metabòlits dels fàrmacs. Per tal de confirmar les 

identitats d’aquests metabòlits, resultaria de gran valor la informació de la seva 

fragmentació però rarament està disponible a les biblioteques d'espectres de 

masses. Per aquesta raó, els programaris de predicció de fragmentació es 

podrien utilitzar per ajudar en l'elucidació de l'estructura i per distingir entre 

metabòlits isobàrics amb fórmules moleculars idèntiques, sense patrons de 

referència. A més, l’aplicació de la predicció dels temps de retenció facilitaria 

també la identificació de metabòlits ja que reduiria el nombre de falses 
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identificacions que d'una altra manera poden aparèixer quan s'utilitza només la 

massa exacta. 

A més a més, els metabòlits es poden classificar en metabòlits comuns i no 

comuns. Els metabòlits comuns es formen mitjançant una reacció de 

biotransformació coneguda i es poden predir fàcilment per diferent programari. 

Per tant, les masses moleculars d’aquests metabòlits podrien ser inclosos en la 

llista de compostos sospitosos i aquests compostos poden ser detectats 

juntament amb els compostos parentals en la detecció de sospitosos. Per això, 

les diferents plataformes ofereixen diferents programaris de predicció i detecció 

de metabòlits de fàrmacs, tant de fase I com de fase II, en les dades de HRMS. 

Com exemple, Jeon i col. [129],  va proposar les vies de biotransformació 

d'alguns productes farmacèutics i productes biocides en els crustacis d'aigua 

dolça a través de la predicció dels seus metabòlits i el seu anàlisi per HRMS. A 

més, després va determinar diferents nivell de confiança per a la identificació 

d’aquests metabòlits. 

Els metabòlits no comuns es formen per mitjà de reaccions de biotransformació 

no convencional o de múltiples passos. En conseqüència, els metabòlits no 

comuns són difícils de predir i incloure en les llistes de sospitosos i per tant es 

requereixen altres enfocaments. Tradicionalment, en els estudis de perfils 

metabòlics, la comparació entre les mostres tractades i de control permet la 

determinació de nous pics i aquests metabòlits poden ser dilucidats en un 

enfocament no dirigit. 

Una nova aproximació és per exemple utilitzar els fragments característics o un 

grup conjugat específic dels metabòlits per detectar metabòlits comuns i no 

comuns. Per buscar aquests ions fragment específics en els espectres de ions 

producte s'utilitza el precursor de ions o el filtrat de pèrdua neutra. L’adquisició 

de dades dependents també són útils per a la detecció de llistes de compostos 

coneguts però, és clar, les dades de MS / MS no s'adquireixin pels compostos 

que no són presents a la llista de sospitosos. Recentment, diversos autors han 

proposat l'adquisició de dades independent per detectar fragments específics. 

Aquest enfocament permet la detecció de compostos sospitosos i dels 

fragments de sospitosos a través d'una anàlisi completa i la generació dels ions 
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de fragmentació de tots els compostos. A més, també es poden definir finestres 

de massa específica per a les exploracions dels ions de fragmentació. Kinyua i 

col. [137]  ha utilitzat recentment aquest mètode per a la detecció qualitativa 

d'una llista de substàncies psicoactives i els seus possibles metabòlits en 

mostres biològiques. Es van buscar els compostos i els seus possibles 

metabòlits a les dades de MS d'escombrat complet i els ions producte 

específics identificats per confirmar les seves estructures. A més, es van 

buscar alguns fragments específics a les dades d'ions producte per a detectar 

altres possibles metabòlits d'aquests fàrmacs. Un dels desafiaments més 

importància d'aquesta estratègia és la dificultat per assignar els ions producte al 

ió precursor. La forma dels pics pot ser de gran ajuda per a realitzar aquesta 

assignació i ajudar a confirmar les identitats de metabòlits no predits a partir de 

fragments específics. En aquest estudi, es van detectar els compostos 

originals, com la ketamina, 25B-25C-NBOMe i NBOMe i diversos metabòlits de 

fase I i fase II. 

D'altra banda, la HRMS permet l'aplicació d’una altre aproximació, la tècnica 

del filtrat per defecte de massa (MDF). Aquesta pot permetre la detecció de 

metabòlits comuns i no comuns a les dades de HRMS. Aquest enfocament es 

basa en defectes de massa similar entre els metabòlits i el seu compost 

original. Avui en dia, MDF s'utilitza habitualment en estudis farmacocinètics 

[109], però es podria estendre a altres camps per completar la detecció i 

identificació de compostos relacionats. Per aquesta raó, els algoritmes de MDF 

s’han incorporat recentment als programaris de processament de dades de MS 

de les diferents companyies. 

En resum, els mètodes de detecció de sospitosos avui dia s'utilitzen amb 

freqüència per determinar una gran quantitat de contaminants, però no 

s'utilitzen per a estudis de metabolisme en mostres biològiques. Aquest fet es 

deu probablement a causa de la falta d'estàndards analítics i biblioteques 

completes d'espectres MS/MS, cosa que dificulta la confirmació de la identitat 

del metabòlit. És probable que els avenços d'aquesta tècnica proporcionin 

noves aplicacions per a la detecció sospitosa en mostres biològiques, així com 

en altres estudis ambientals. 
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La comunicació científica que es troba a continuació descriu acuradament 

l’estat actual en quan a la utilització de la cromatografia de líquids acoblada a 

l’espectrometria de masses d’alta resolució per a l’anàlisi ambiental. En ella 

s’aprofundeix en el diferent enfoc (quantitatiu/qualitatiu) que s’ha desenvolupat 

en el transcurs d’aquesta tesis. 
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CAPITOL 2. OBJECTIUS I ESTRUCTURA 

2.1 OBJECTIUS 

Els objectius generals d’aquesta tesi van ser millorar el coneixement dels 

processos de transformació dels fàrmacs humans en el medi aquàtic. 

En particular es pretenia: 

 Avaluar les rutes de fotodegradació de la droga “livestyle” sildenafil i el 

seu metabòlit humà principal en aigües superficials en un simulador de 

llum solar. A més a mes, comparar la fotòlisis d’estructures químiques 

rel·lacionades diferenciant-se principalment en l’anell de piperazina. 

Aquests compostos que han sorgit recentment per evadir la seva 

detecció en protocols d’anàlisi de drogues il·legals són el 

norneosildenafil, el tiosildenafil, l’homosildenafil i l’hidroxihomosildenafil. 

Utilitzar la espectrometria de masses de mitja/alta resolució per a la 

elucidació estructual dels seus productes de transformació. 

 Detectar i quantificar la presència dels metabòlits que provenen de la 

biodegradació d’uns compostos ampliament detectats a les aigües 

superficials, la sulfametazina i el sulfametoxazol, en mesocosmos. 

Utilitzar la espectrometria de masses d’alta resolució per a l’anàlisi 

qualitatiu i un espectrometre de masses de baixa resolució pel 

quantitatiu. 

 Detectar les principals reaccions metabòliques de la carbamazepina i 

l’ibuprofè en peixos (Solea Senegalensis) tractas amb aquests dos 

compostos a escala laboratori. Identificar els productes de 

biotransformació a les bilis amb espectrometria de masses d’alta 

resolució i les principals reaccions metabòliques. Comparar les diferents 

rutes metabòliques en altres organismes aquàtics com per exemple les 

plantes. Amb aquesta informació, crear una base de dades de productes 

de biotransformació que es podrien formar potencialment en peixos 

exposats a residus farmacèutics. Determinar la exposició de peixo 

salvatges a fàrmacs mitjançant aquesta llsta.  
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2.2 ESTRUCTURA 

La tesi s’ha estructurat en 5 capítols diferents: 

 En el capítol 1 s’ha focalitzat en les principals transformacions que 

pateixen els fàrmacs al medi natural. A més s’ha revisat l’evolució de la 

HRMS per a l’estudi d’aquests procesos. 

 Al capítol 2 es marquen els principals objectius per al desenvolupament 

d’aquesta tesi. 

 Al capítol 3 s’han avaluat els procesos de transformació biòtics i abiòtics 

que afecten als fàrmacs al medi natural. 

 Al capítol 4 s’avalua l’exposició de la biota als residus farmacèutics i el 

seu metabolisme tant  a escala laboratori com al riu.  

 En el capítol 5 es resumeixen les conclusions que es deriven de la 

realització d’aquesta tesi.  

 

 

Figura 5. Esquema del estudi ambiental dels fàrmacs 
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CAPITOL 3. TRANSFORMACIÓ DE FÀRMACS AL MEDI 

AQUÀTIC 

Com s’ha comentat anteriorment, la presència de residus farmacèutics al medi ambient 

pot representar una amenaça potencial pels ecosistemes i fins i tot pels humans. Un 

cop al medi aquàtic, els fàrmacs poden ser transportats i distribuïts en les diferents 

aigües superficials i subterrànies. A més del transport, aquests compostos estan 

subjectes a la degradació per dues vies, els processos biòtics i els abiòtics. Sovint, el 

resultat d’aquests processos són la formació de productes de transformació (TPs) que 

poden ser més mòbils i polars que el compost original i per tant també poden exercir 

efectes adversos en els organismes aquàtics. A més, en el cas dels compostos 

bioactius el seu efecte farmacològic pot ser retingut quan la part activa de la molècula 

roman intacte després de la seva transformació com per exemple l’activitat antibiòtica, 

com s'ha demostrat per alguns productes deshidratats de tetraciclines [138] i productes 

de fotodegradació de l'antibiòtic fluoroquinolona ofloxacina [139]. Per tant, l'elucidació 

de les diferents vies de degradació dels fàrmacs i la identificació dels TPs és de crucial 

importància per avaluar el destí global i per avaluar el risc d’aquests contaminants 

emergents al medi aquàtic 

Al capítol 1 s’han descrit els principals estudis de les diferents transformacions que 

poden patir els fàrmacs un cop arriben al medi aquàtic, i principalment a les aigües 

superficials, fixant com a principals procesos la fotodegradació i la biodegradació. 

Malgrat això, a la literatura científica es disposa encara de poca informació relacionada 

amb els possibles efectes tòxics dels TPs formats. A més, en la majoria d’estudis que 

hi ha, s'avalua la toxicitat de mescles que contenen els fàrmacs d'origen junt amb els 

seus TPs i per a una avaluació concloent de la toxicitat seria essencial poder 

identificar, separar i aïllar cada TP de la mostra.  

Avui en dia, tot i que la identificació estructural de TPs és actualment un dels 

procediments més utilitzats pels investigadors per avaluar el destí dels fàrmacs al medi 

ambient, aquesta tasca és encara complexa i requereix l'aplicació de tècniques 

instrumentals sofisticades com ara ressonància magnètica nuclear (RMN), GC-MS o 

LC-MS. En aquest capítol es pretén aprofitar els avenços en el camp de la LC-HRMS 
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per estudiar aquestes possibles transformacions mitjançant simulacions a escala 

laboratori. 

3.1 Processos de transformació: Fotodegradació 

La fotodegradació és la descomposició d’una substància per l’efecte de la llum i és el 

procés de transformació abiòtic més important, sobretot a les aigües superficials. En 

els sistemes aquàtics als quals hi arriba força irradiació UV, aquest procés pot ser més 

rellevant que els processos biòtics, sobretot pels contaminants que han persistit als 

tractaments biològics de les EDARs.  

Al medi aquàtic, la fotòlisi no sempre degrada completament els fàrmacs i en moltes 

ocasions l’efecte de la llum produeix reaccions complexes. Aquestes reaccions causen 

transformacions en l’estructura del compost, formant compostos estables de propietats 

i toxicitat desconegudes, els anomenats TPs.   

Habitualment aquests processos s’estudien primer a escala laboratori i després al medi 

natural degut a la complexitat del medi i als diferents factors que poden afectar al destí 

dels fàrmacs,. Així doncs, solucions aquoses fortificades amb els fàrmacs són 

irradiadiades, generalment mitjançant un simulador de llum solar, per tal de formar, 

detectar i identificar els seus TPs més importants. 

En l’actualitat al mercat hi coexisteixin més de 3000 productes farmacèutics [140]. Un 

dels grups que s’ha detectat més recentment a les aigües superficials són les drogues 

“life-style”. Dins d’aquestes hi ha un grup que són els inhibidors de la fosfodiesterasa V 

(PDE-V) utilitzats pel tractament de la disfunció erèctil. Actualment, es planteja que la 

disfunció erèctil pot tenir una afectació de fins al 52 % dels homes entre els 40 i 70 

anys [141]. A més, aquesta incidència està augmentant i s’esperen més de 600.000 

nous casos per any [142]. Només als Estats Units existeixen més de 30 milions 

d’homes que presenten algun grau de disfunció que els impedeix tenir relacions 

sexuals satisfactòries [143]. El nombre d’homes que la pateixen arreu del món s’estima 

que arribarà fins a uns 320 milions en els següents 15 anys [144]. El sildenafil (SDF) o 

citrat de SDF, va ser comercialitzat el 1998 pels laboratoris Pfizer com a principi actiu 

de la Viagra®. Un dels seus principals metabòlits humans és el desmetilsildenafil (DM-
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SDF). Diferents publicacions indiquen que la concentració d’aquest metabòlit al 

plasma, després d’una única ingesta de SDF, pot ser d’entre el 30 i el 40% respecte la 

concentració del producte inicial [145].  

Degut a que fins fa poc temps, aquest medicament requeria prescripció mèdica, ha 

aparegut un mercat negre emergent que ha comportat que el SDF es consideri un dels 

fàrmacs més falsificats. A més alguns anàlegs sintètics són utilitzats per adulterar 

herbes i altres productes medicinals, ofertats com a naturals, que es venen a través 

d’internet. En aquest sentit, els consumidors poden estar exposats inconscientment a 

les contraindicacions que presenten aquest conjunt de medicaments. A la literatura es 

poden trobar multitud d’anàlegs utilitzats en l’adulteració d’herbes i pastilles, 

principalment a l’est i sud-est asiàtic [146]. La majoria presenten una estructura molt 

similar amb una petita variació estructural. Tots aquests compostos, no indicats en 

l’etiquetat i/o no testats clínicament, suposen un risc per a la salut humana. 

A més, sumat a la gran producció mundial d’aquests compostos, s’estima que aquests 

poden ser persistents i/o bioacumulables i per tant també representen un risc ambiental 

[140]. Dins d’aquest context, en primer lloc es va estudiar la fototransformació del SDF 

i el seu metabòlit (DM-SDF) a demés de quatre dels anàlegs il·legals més utilitzats, 

concretament del norneosildenafil (NR-SDF), el tiosildenafil (TS-SDF), l’homosildenafil 

(H-SDF) i l’hidroxihomosildenafil (HH-SDF).  

 

Figura 6. Estructures del SDF i els seus anàlegs 

Els resultats d’aquests estudis es resumeixen a les dues publicacions que es troben a 

continuació. 
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Table S1: Physico-chemical characterization of the surface water from the Llobregat river 

(Catalonia, Spain) used in the photodegradation studies. Metals were determined by ICP-MS, 

nitrate by molecular absorbance spectrophotometry (EAM) in the UV-VIS region, and total 

organic carbon (TOC) by a Shimadzu TOC-V CPH analyzer. 

Parameter Sant Joan Despi 

pH 7.6 

Conductivity [S/cm] 1440 

Na+ [mg/L] 182 

K+ [mg/L] 34 

Ca2+ [mg/L] 116 

Mg2+ [mg/L] 32 

Sr2+ [mg/L] 2.0 

Fe3+  [g/L] <20 

NO3
- [mg/L] <5 

Cl- [mg/L] 379 

TOC [mg/L] 7.5 

 



CAPÍTOL 3. TRANSFORMACIÓ DE FÀRMACS AL MEDI AQUÀTIC 

 

 97 

 

Figure S-1. Time course of sildenafil degradation in three different aqueous matrices: ultra-pure 

water (), artificial freshwater (), and natural freshwater (). 
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Figure S-2. UPLC-(+)ESI-QToF chromatograms of the samples collected at 0, 60 and 120 min 

from the irradiated artificial surface water sample spiked with sildenafil at 10 mg/L. 
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Table S1. Accurate mass measurements of phototransformation products of HH-SDF obtained by UPLC–

(+)ESI-Orbitrap-MS in MS or MS/MS mode. 

Compound/ 

Photoproduct 

Measured ion 

mass [m/z] 

Elemental 

composition 

Theoretical ion 

mass [m/z] 

Rel. error 

[ppm] 

TP488 489.1919 C22H29N6O5S 489.1915 1.0 

 461.1967 C21H29N6O4S 461.1966 0.4  

 377.1279 C17H21N4O4S 377.1278 0.3  

 311.1503 C17H19N4O2 311.1503 0.2  

 299.1141 C15H15N4O3 299.1139 0.7  

 283.1191 C15H15N4O2 283.1190 0.5  

 85.0767 C4H9N2 85.0760 8.2  

TP462-B 463.1760 C20H27N6O5S 463.1758 0.5  

 435.1805 C19H27N6O4S 435.1809 -0.9  

 418.1541 C19H24N5O4S 418.1544 -0.5  

 311.1503 C17H19N4O2 311.1503 0.1  

 299.1140 C15H15N4O3 299.1139 0.5  

 283.1189 C15H15N4O2 283.1190 -0.1  

 71.0612 C3H7N2 71.0604 10.9 

TP460 461.1967 C21H29N6O4S 461.1966 0.4  

 377.1279 C17H21N4O4S 377.1278 0.3  

 311.1503 C17H19N4O2 311.1503 0.2  

 283.1191 C15H15N4O2 283.1190 0.5  

 85.0767 C4H9N2 85.0760 8.4  

TP434 435.1812 C19H27N6O4S 435.1809 0.6  

 418.1551 C19H24N5O4S 418.1544 1.8 

 392.1393 C17H22N5O4S 392.1387 1.6  
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 377.1285 C17H21N4O4S 377.1278 2.0  

 311.1506 C17H19N4O2 311.1503 1.1  

 299.1141 C15H15N4O3 299.1139 0.9  

 283.1194 C15H15N4O2 283.1190 1.7  

TP392 393.1223 C17H21N4O5S 393.1227 -1.0  

 365.0915 C15H17N4O5S 365.0914 0.2  

 336.0522 C13H12N4O5S 336.0523 -0.2 

 284.1270 C15H16N4O2 284.1268 0.7  

 256.0955 C13H12N4O2 256.0955 -0.1  

TP391 392.1385 C17H22N5O4S 392.1387 -0.5  

 364.1074 C15H18N5O4S 364.1074 -0.1  

 299.1140 C15H15N4O3 299.1139 0.4  

 283.1191 C15H15N4O2 283.1190 0.6  
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Table S2. Accurate mass measurements of T-SDF and its phototransformation products obtained by 

UPLC–(+)ESI-Orbitrap-MS in MS or MS/MS mode. 

Compound/ 

Photoproduct 

Measured ion 

mass [m/z] 

Elemental 

composition 

Theoretical ion 

mass [m/z] 

Rel. error 

[ppm] 

TP488 489.1918 C22H29N6O5S 489.1915 0.7  

 461.1974 C21H29N6O4S 461.1966 1.8  

 377.1279 C17H21N4O4S 377.1278 0.3  

 311.1505 C17H19N4O2 311.1503 0.8  

 299.1141 C15H15N4O3 299.1139 0.7  

 283.1192 C15H15N4O2 283.1190 0.8  

 85.0768 C4H9N2 85.0760 8.9  

TP462-B 463.1761 C20H27N6O5S 463.1758 0.6  

 435.1814 C19H27N6O4S 435.1809 1.1  

 418.1551 C19H24N5O4S 418.1544 1.7  

 311.1505 C17H19N4O2 311.1503 0.7  

 299.1144 C15H15N4O3 299.1139 1.8  

 283.1192 C15H15N4O2 283.1190 0.8  

 71.0612 C3H7N2 71.0604 11.9  

TP460 461.1967 C21H29N6O4S 461.1966 0.2  

 377.1280 C17H21N4O4S 377.1278 0.5  

 311.1505 C17H19N4O2 311.1503 0.7  

 283.1194 C15H15N4O2 283.1190 1.4  

 85.0768 C4H9N2 85.0760 9.3  

TP434 435.1810 C19H27N6O4S 435.1809 0.3  

 418.1548 C19H24N5O4S 418.1544 1.0  

 392.1391 C17H22N5O4S 392.1387 1.1  
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 377.1288 C17H21N4O4S 377.1278 2.7  

 311.1504 C17H19N4O2 311.1503 0.6  

 299.1140 C15H15N4O3 299.1139 0.4  

 283.1192 C15H15N4O2 283.1190 0.8  

TP392 393.1224 C17H21N4O5S 393.1227 -0.7  

 365.0917 C15H17N4O5S 365.0914 0.7  

 336.0528 C13H12N4O5S 336.0523 1.4  

 284.1276 C15H16N4O2 284.1268 2.9  

 256.0954 C13H12N4O2 256.0955  -0.3  

TP391 392.1386 C17H22N5O4S 392.1387 -0.2  

 364.1071 C15H18N5O4S 364.1074 -0.9  

 299.1139 C15H15N4O3 299.1139 0.2  

 283.1194 C15H15N4O2 283.1190 1.5  
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Table S3. Accurate mass measurements of phototransformation products of NR-SDF obtained by UPLC–

(+)ESI-Orbitrap-MS in MS or MS/MS mode. 

Compound/ 

Photoproduct 

Measured ion 

mass [m/z] 

Elemental 

composition 

Theoretical ion 

mass [m/z] 

Rel. error 

[ppm] 

TP392 393.1226 C17H21N4O5S 393.1227 -0.4  

 365.0905 C15H17N4O5S 365.0914 -2.6  

 336.0518 C13H12N4O5S 336.0523 -1.6  

 284.1260 C15H16N4O2 284.1268 -2.7  

 256.0950 C13H12N4O2 256.0955 -2.0  

TP391 392.1391 C17H22N5O4S 392.1387 1.0 

 364.1080 C15H18N5O4S 364.1074 1.7  

 299.1144 C15H15N4O3 299.1139 1.6  

 283.1192 C15H15N4O2 283.1190 0.9  
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Figure S1: Phototransformation profiles for the experiments at high and low concentration. 
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Figure S2: Extracted Ion Chromatograms of TPs of analogues of SDF formed at 1µg/L. 
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Figure S3: Extracted Ion Chromatograms of H-SDF and TP504 for the comparison of the effect of mobile phase pH (3.2 vs. 6.8) on the retention times. 
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Figure S4: MS2 spectra of A) TP448 and B) TP499 detected in environmental samples. 

 

A) 

 

 



CAPÍTOL 3. TRANSFORMACIÓ DE FÀRMACS AL MEDI AQUÀTIC 

 

 123 

 

B) 
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3.2 Processos de transformació: Biodegradació 

Com s’ha vist, el destí d'un producte farmacèutic al medi aquàtic depèn de 

nombrosos factors, incloent les seves propietats fisicoquímiques, els factors 

ambientals, les condicions climàtiques i/o la presència i activitat de 

microorganismes amb capacitat per biodegradar-lo. Malgrat l’important paper 

que té la fotodegradació, hi ha diferents causes per les quals compostos que 

poden evadir les reaccions fotoquímiques, ja sigui per la pròpia naturalesa del 

compost o simplement perquè no estan exposats a la llum del sol. En aquests 

casos, el factor predominant en l'eliminació d'aquests compostos és la 

biodegradació, realitzada principalment mitjançant transformació microbiana. La 

biodegradació inclou processos catabòlics de microorganismes, algues, llevats i 

fongs els quals poden descompondre parcial o completament els compostos 

orgànics. Així doncs, els microorganismes ambientals juguen un paper clau i 

indispensable pel manteniment de la qualitat del medi aquàtic. 

Molts contaminants orgànics es biodegraden per organismes que utilitzen els 

compostos com a font d'energia. Tanmateix cal tenir en compte un altre procés 

de biodegradació important, el co-metabolisme. El co-metabolisme consisteix 

també en la transformació d’un compost orgànic per part de microorganismes 

però sense ser una font d’energia ni finalitats nutritives [69]. El poder de 

degradació microbiana per a la eliminació de contaminants és de sobres 

conegut. Conseqüentment, la presència d'una comunitat microbiana natural és 

un prerequisit necessari per a una resposta eficaç als diversos contaminants i 

TPs que s’alliberen als ecosistemes. Malgrat això, l’eliminació d’aquesta 

contaminació només és possible si la toxicitat no obstaculitza dita activitat 

microbiana. Recentment, Anna Barra i col. [147] han revisat els diferents 

estudis de biodegradació de les diferents famílies de fàrmacs que hi ha a la 

literatura. En aquesta revisió es conclou que en general els fàrmacs no són 

persistents per si mateixos i que el ràtio de la seva biodegradació depèn de 

factors com la temperatura i el contingut de matèria orgànica al riu. No obstant 

això, l’entrada contínua de fàrmacs al medi aquàtic provoca que alguns 

d'aquests compostos siguin considerats com a contaminants orgànics pseudo-

persistents, a causa del seu gran volum de producció i consum, malgrat la seva 
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curta vida mitjana al medi ambient. L’exposició continua a residus farmacèutics 

pot comprometre l'estructura de les comunitats microbianes i per tant alterar 

l’activitat de degradació de contaminants.  A més, la presència de residus 

d’antibiòtics al medi ambient també pot provocar el desenvolupament i 

expansió d'organismes patògens resistents als agents antimicrobians.  Fet que 

ha comportat una preocupació creixent per a la salut pública amb l’anomenada 

resistència als antibiòtics.  

En aquest camp doncs, són necessaris més estudis per tal de determinar les 

vies completes de degradació, els diferents processos i els efectes sobre els 

ecosistemes, però sobretot controlar i disminuir l’entrada i eliminació dels 

antibiòtics al medi, ja que podent repercutir fins i tot sobre la salut humana. En 

aquest context, en aquest capítol ens hem proposat estudiar la biodegradació 

d’antibiòtics al riu tot estudiant els principals mecanismes de resistència 

bacteriana. P 

Dels diferents antibiòtics que podem trobar al medi ambient, ens hem centrat 

en la família de les sulfonamides ja que la seva presència als efluents de les 

EDARs i als rius ha estat àmpliament documentada. Les sulfonamides van ser 

els primers fàrmacs utilitzats de forma eficaç per a tractar infeccions 

bacterianes a humans. Actualment, el desenvolupament d’algunes alternatives 

n’esta limitant el seu ús però encara s’utilitzen tan en tractaments humans com 

en veterinària. El 2010 Gutierrez i col. i col [148] va estudiar la influència de les 

sulfonamides sobre comunitats bacterianes i va observar que a llarg termini, 

malgrat siguin en baixes concentracions, poden afectar al funcionament i a la 

diversitat estructural de les mateixes. Per tal de tenir un una visió més acurada 

del mecanisme de residència i dels processos de biodegradació, és essensial 

l’estudi dels seus TPs principals. Per aquest motiu s’han estudiat els 

mecanismes de resistència a sulfametoxazole, utilitzat principalment pel 

tractament d’infeccions urinàries en humans, i a sulfametazina, utilitzat 

freqüentment en veterinària. 

La següent publicació mostra els resultats principals d’aquest estudi i les 

conclusions que s’en deriven.     
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Table S1. Quantitative PCR conditions for the targeted sul genes. Reactions were carried out on 96-well white plates with adhesive seals (Bio-

Rad) in a DNA Engine thermal cycler (Bio-Rad, Hercules) equipped with a Chromo 4 Real-Time Detector (Bio-Rad). Reactions were performed 

in a final volume of 20 µL of reaction mixture containing a 10-µL solution of SsoFast EvaGreen supermix (BioRad), 5 ng of template genomic 

DNA, 10 µM (each) primer, 1.33 µL of bovine serum albumin (BSA, 6mg/ml) and molecular biology-grade water (Sigma). The temperature 

program consisted of initial denaturation at 95ºC, followed by 45 cycles of 15s at 95ºC, 30s at the annealing temperature (65.4ºC for sul1, 62.2ºC 

for sul2), 30s at 72ºC and a final extension step for 1 min at 95ºC and 1 min at 65ºC to ensure stringent coupled DNA fragments (modified form 

Pei et al. 2006). Fluorescence signal was read after each elongation step. All reactions were finished with a melting curve starting at 60ºC and 

increasing by 0.5 ºC until 95 ºC to verify amplicon specificity. Each assay was run in triplicate including no template controls and standard 

curves spanning from 10
2
 to 10

8
 copies of DNA genes (r

2
 > 0.99 for standard curves). 

 

Target gene Primer set Sequence (5’-3’) Amplicon  Annealing 

   Length (bp)  tempertaure (ºC) 

sul1 sul1-F  CGCACCGGAAACATCGCTGCAC 163   65.4 

 sul1-R  TGAAGTTCCGCCGCAAGGCTCG 

sul2 sul2-F  TCCGGTGGAGGCCGGTATCTGG 191   62.2 

 sul2-R  CGGGAATGCCATCTGCCTTGAG 
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Table S2. Concentrations of sulfamethazine (SMZ), sulfamethoxazole(SMX) and their degradation products. 

        [SMZ] [SMX] HYDROXY DESAMINO ACETYL 
ACETYL-

SMZ 
NITRO_SM

X 

EXP 
SULF 

ADDITION TIME POINT LABEL ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L 

Polluted Before addition T0 EXP1-T0 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted Before addition T0 EXP1-T0 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted Before addition T0 EXP1-T0 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted Before addition T0 EXP1-T0 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted Before addition T0 EXP1-T0 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted Before addition T0 EXP1-T0 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted HIGH T0 EXP1-T0-HIGH 8777 4550 7 BDL 45 20 BDL 

Polluted HIGH T0 EXP1-T0-HIGH 6723 4119 8 BDL 70 23 BDL 

Polluted HIGH T0 EXP1-T0-HIGH 4935 1745 NA NA NA NA NA 

Polluted LOW T0 EXP1-T0-LOW 321 152 7 BDL 13 5 BDL 

Polluted LOW T0 EXP1-T0-LOW 2586 1247 BDL BDL 19 5 BDL 

Polluted LOW T0 EXP1-T0-LOW 1197 624 NA NA NA NA NA 

Polluted HIGH T1 EXP1-T1-HIGH 3490 223 17 2 312 112 BDL 

Polluted HIGH T1 EXP1-T1-HIGH 4703 2992 21 2 376 111 BDL 

Polluted HIGH T1 EXP1-T1-HIGH 4443 2688 NA NA NA NA NA 

Polluted LOW T1 EXP1-T1-LOW 1227 556 7 1 59 8 BDL 

Polluted LOW T1 EXP1-T1-LOW 113 74 7 1 84 17 BDL 

Polluted LOW T1 EXP1-T1-LOW 229 109 NA NA NA NA NA 

Polluted control t1                 

Polluted HIGH T2 EXP1-T2-HIGH 149 119 21 2 376 111 BDL 

Polluted HIGH T2 EXP1-T2-HIGH 195 125 17 4 291 150 BDL 

Polluted HIGH T2 EXP1-T2-HIGH 3573 1620 NA NA NA NA NA 

Polluted LOW T2 EXP1-T2-LOW 149 119 8 1 26 4 BDL 
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Polluted LOW T2 EXP1-T2-LOW NA NA 13 1 42 10 BDL 

Polluted LOW T2 EXP1-T2-LOW 342 163 NA NA NA NA NA 

Polluted control t2  NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted HIGH T3 EXP1-T3-HIGH 1046 829 17 4 291 150 BDL 

Polluted HIGH T3 EXP1-T3-HIGH 1575 1158 32 6 108 245 BDL 

Polluted HIGH T3 EXP1-T3-HIGH NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted HIGH T3 EXP1-T3-HIGH NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted HIGH T3 EXP1-T3-HIGH NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted HIGH T3 EXP1-T3-HIGH NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted LOW T3 EXP1-T3-LOW 536 220 11 2 7 BDL BDL 

Polluted LOW T3 EXP1-T3-LOW 610 236 16 2 20 9 BDL 

Polluted LOW T3 EXP1-T3-LOW NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted LOW T3 EXP1-T3-LOW NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted LOW T3 EXP1-T3-LOW NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted LOW T3 EXP1-T3-LOW NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted CONTROL T3 EXP1-T3-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted CONTROL T3 EXP1-T3-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted CONTROL T3 EXP1-T3-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted CONTROL T3 EXP1-T3-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted CONTROL T3 EXP1-T3-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted CONTROL T3 EXP1-T3-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted HIGH T4 EXP1-T4-HIGH 526 391 32 6 108 245 BDL 

Polluted HIGH T4 EXP1-T4-HIGH 155 93 61 27 32 314 BDL 

Polluted HIGH T4 EXP1-T4-HIGH 362 160 NA NA NA NA NA 

Polluted LOW T4 EXP1-T4-LOW 236 103 14 2 1 BDL BDL 

Polluted LOW T4 EXP1-T4-LOW 68 36 13 2 6 BDL BDL 

Polluted LOW T4 EXP1-T4-LOW 675 632 NA NA NA NA NA 
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Polluted control t4   NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted HIGH CHEM-T5 EXP1-CHEM-T5-HIGH1 586 217 61 27 32 314 BDL 

Polluted HIGH CHEM-T5 EXP1-CHEM-T5-HIGH1 1274 440 14 5 2 BDL BDL 

Polluted HIGH CHEM-T5 EXP1-CHEM-T5-HIGH1 757 237 NA NA NA NA NA 

Polluted HIGH CHEM-T5 EXP1-CHEM-T5-HIGH2 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted HIGH CHEM-T5 EXP1-CHEM-T5-HIGH2 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted HIGH CHEM-T5 EXP1-CHEM-T5-HIGH2 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted LOW CHEM-T5 EXP1-CHEM-T5-LOW1 286 118 11 2 2 BDL BDL 

Polluted LOW CHEM-T5 EXP1-CHEM-T5-LOW1 350 151 10 3 4 2 BDL 

Polluted LOW CHEM-T5 EXP1-CHEM-T5-LOW1 75 36 NA NA NA NA NA 

Polluted LOW CHEM-T5 EXP1-CHEM-T5-LOW2 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted LOW CHEM-T5 EXP1-CHEM-T5-LOW2 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted LOW CHEM-T5 EXP1-CHEM-T5-LOW2 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted CONTROL CHEM-T5 EXP1-CHEM-T5-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted CONTROL CHEM-T5 EXP1-CHEM-T5-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted CONTROL CHEM-T5 EXP1-CHEM-T5-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted CONTROL CHEM-T5 EXP1-CHEM-T5-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted CONTROL CHEM-T5 EXP1-CHEM-T5-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted CONTROL CHEM-T5 EXP1-CHEM-T5-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted CONTROL BIO-T5 EXP1-BIO-T5-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted CONTROL BIO-T5 EXP1-BIO-T5-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted CONTROL BIO-T5 EXP1-BIO-T5-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted CONTROL BIO-T5 EXP1-BIO-T5-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted CONTROL BIO-T5 EXP1-BIO-T5-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted CONTROL BIO-T5 EXP1-BIO-T5-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted LOW BIO-T5 EXP1-BIO-T5-LOW NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted LOW BIO-T5 EXP1-BIO-T5-LOW NA NA NA NA NA NA NA 
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Polluted LOW BIO-T5 EXP1-BIO-T5-LOW NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted LOW BIO-T5 EXP1-BIO-T5-LOW NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted LOW BIO-T5 EXP1-BIO-T5-LOW NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted LOW BIO-T5 EXP1-BIO-T5-LOW NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted HIGH BIO-T5 EXP1-BIO-T5-HIGH NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted HIGH BIO-T5 EXP1-BIO-T5-HIGH NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted HIGH BIO-T5 EXP1-BIO-T5-HIGH NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted milliQ-HIGH T1 Polluted_T1HIGH 6772 4914 NA NA NA NA NA 

Polluted milliQ-HIGH T3 Polluted_T3 7884 4856 NA NA NA NA NA 

Polluted milliQ-HIGH T4 Polluted_T4 7265 4380 NA NA NA NA NA 

Polluted milliQ-HIGH T5 Polluted_T5 7274 5532 NA NA NA NA NA 

TRANSECT Martorell S1-T0-Martorell S1-T0-Martorell NA NA NA NA NA NA NA 

TRANSECT Martorell S1-T0-Martorell S1-T0-Martorell NA NA NA NA NA NA NA 

TRANSECT Martorell S1-T0-Martorell S1-T0-Martorell NA NA NA NA NA NA NA 

TRANSECT Castellbell 
S2-T0-

Castellbell S2-T0-Castellbell NA NA NA NA NA NA NA 

TRANSECT Castellbell 
S2-T0-

Castellbell S2-T0-Castellbell NA NA NA NA NA NA NA 

TRANSECT Castellbell 
S2-T0-

Castellbell S2-T0-Castellbell NA NA NA NA NA NA NA 

TRANSECT Navarcles S3-T0-Navarcles S3-T0-Navarcles NA NA NA NA NA NA NA 

TRANSECT Navarcles S3-T0-Navarcles S3-T0-Navarcles NA NA NA NA NA NA NA 

TRANSECT Navarcles S3-T0-Navarcles S3-T0-Navarcles NA NA NA NA NA NA NA 

TRANSECT Navarcles S3-T0-Navarcles S3-T0-Navarcles NA NA NA NA NA NA NA 

TRANSECT Navarcles S3-T0-Navarcles S3-T0-Navarcles NA NA NA NA NA NA NA 

TRANSECT Navarcles S3-T0-Navarcles S3-T0-Navarcles NA NA NA NA NA NA NA 

TRANSECT Gironella S4-T0-Gironella S4-T0-Gironella NA NA NA NA NA NA NA 

TRANSECT Gironella S4-T0-Gironella S4-T0-Gironella NA NA NA NA NA NA NA 

TRANSECT Gironella S4-T0-Gironella S4-T0-Gironella NA NA NA NA NA NA NA 
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Pristine T0 T0 EXP2-T0 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine T0 T0 EXP2-T0 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine T0 T0 EXP2-T0 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine T0 T0 EXP2-T0 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine T0 T0 EXP2-T0 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine T0 T0 EXP2-T0 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine HIGH T0 EXP2-T0-HIGH 6245 4084 16 BDL 31 10 BDL 

Pristine HIGH T0 EXP2-T0-HIGH 5377 4195 20 1 26 18 BDL 

Pristine HIGH T0 EXP2-T0-HIGH 2243 1516 NA NA NA NA NA 

Pristine LOW T0 EXP2-T0-LOW 176 61 10 BDL 22 6 3 

Pristine LOW T0 EXP2-T0-LOW 2576 949 8 BDL 23 6 BDL 

Pristine LOW T0 EXP2-T0-LOW 707 389 NA NA NA NA NA 

Pristine control t0 NA NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine HIGH T1 EXP2-T1-HIGH 6861 2607 74 5 193 106 5 

Pristine HIGH T1 EXP2-T1-HIGH 4985 166 51 4 168 117 BDL 

Pristine HIGH T1 EXP2-T1-HIGH 2763 1444 NA NA NA NA NA 

Pristine LOW T1 EXP2-T1-LOW 4197 1000 12 2 40 21 2 

Pristine LOW T1 EXP2-T1-LOW 400 1250 11 2 70 26 BDL 

Pristine LOW T1 EXP2-T1-LOW 8675 1750 NA NA NA NA NA 

Pristine control t1 NA NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine HIGH T2 EXP2-T2-HIGH 1896 178 31 15 171 108 5 

Pristine HIGH T2 EXP2-T2-HIGH 2085 179 43 16 183 121 4 

Pristine HIGH T2 EXP2-T2-HIGH 1229 255 NA NA NA NA NA 

Pristine LOW T2 EXP2-T2-LOW 172 133 12 3 17 7 BDL 

Pristine LOW T2 EXP2-T2-LOW 81 159 16 5 19 8 BDL 

Pristine LOW T2 EXP2-T2-LOW 181 213 NA NA NA NA NA 

Pristine control t2 NA NA NA NA NA NA NA NA 
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Pristine HIGH T3 EXP2-T3-HIGH 1837 1333 26 51 153 93 BDL 

Pristine HIGH T3 EXP2-T3-HIGH 214 146 26 26 133 62 2 

Pristine HIGH T3 EXP2-T3-HIGH 948 870 NA NA NA NA NA 

Pristine HIGH T3 EXP2-T3-HIGH NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine HIGH T3 EXP2-T3-HIGH NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine HIGH T3 EXP2-T3-HIGH NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine LOW T3 EXP2-T3-LOW 368 209 7 7 14 3 BDL 

Pristine LOW T3 EXP2-T3-LOW 175 153 7 9 11 5 BDL 

Pristine LOW T3 EXP2-T3-LOW 299 149 NA NA NA NA NA 

Pristine Low T3 EXP2-T3-Low NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine Low T3 EXP2-T3-Low NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine Low T3 EXP2-T3-Low NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine CONTROL T3 EXP2-T3-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine CONTROL T3 EXP2-T3-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine CONTROL T3 EXP2-T3-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine CONTROL T3 EXP2-T3-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine CONTROL T3 EXP2-T3-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine CONTROL T3 EXP2-T3-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine HIGH T4 EXP2-T4-HIGH 711 588 27 67 139 43 BDL 

Pristine HIGH T4 EXP2-T4-HIGH 173 238 46 87 141 66 BDL 

Pristine HIGH T4 EXP2-T4-HIGH 2488 300 NA NA NA NA NA 

Pristine LOW T4 EXP2-T4-LOW 89 367 9 7 10 BDL BDL 

Pristine LOW T4 EXP2-T4-LOW 52 250 8 12 5 2 BDL 

Pristine LOW T4 EXP2-T4-LOW 183 399 NA NA NA NA NA 

Pristine control t4   NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine HIGH CHEM-T5 EXP2-CHEM-T5-HIGH1 972 376 14 34 39 5 BDL 

Pristine HIGH CHEM-T5 EXP2-CHEM-T5-HIGH1 139 266 22 73 37 24 BDL 
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Pristine HIGH CHEM-T5 EXP2-CHEM-T5-HIGH1 1386 519 NA NA NA NA NA 

Pristine HIGH CHEM-T5 EXP2-CHEM-T5-HIGH2 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine HIGH CHEM-T5 EXP2-CHEM-T5-HIGH2 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine HIGH CHEM-T5 EXP2-CHEM-T5-HIGH2 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine LOW CHEM-T5 EXP2-CHEM-T5-LOW1 268 168 8 7 3 BDL BDL 

Pristine LOW CHEM-T5 EXP2-CHEM-T5-LOW1 106 294 9 8 0 BDL BDL 

Pristine LOW CHEM-T5 EXP2-CHEM-T5-LOW1 160 237 NA NA NA NA NA 

Pristine LOW CHEM-T5 EXP2-CHEM-T5-LOW2 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine LOW CHEM-T5 EXP2-CHEM-T5-LOW2 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine LOW CHEM-T5 EXP2-CHEM-T5-LOW2 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine CONTROL CHEM-T5 EXP2-CHEM-T5-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine CONTROL CHEM-T5 EXP2-CHEM-T5-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine CONTROL CHEM-T5 EXP2-CHEM-T5-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine CONTROL BIO-T5 EXP2-BIO-T5-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine CONTROL BIO-T5 EXP2-BIO-T5-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine CONTROL BIO-T5 EXP2-BIO-T5-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine CONTROL BIO-T5 EXP2-BIO-T5-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine CONTROL BIO-T5 EXP2-BIO-T5-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine CONTROL BIO-T5 EXP2-BIO-T5-CONTROL NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine LOW BIO-T5 EXP2-BIO-T5-LOW NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine LOW BIO-T5 EXP2-BIO-T5-LOW NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine LOW BIO-T5 EXP2-BIO-T5-LOW NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine LOW BIO-T5 EXP2-BIO-T5-LOW NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine LOW BIO-T5 EXP2-BIO-T5-LOW NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine LOW BIO-T5 EXP2-BIO-T5-LOW NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine HIGH BIO-T5 EXP2-BIO-T5-HIGH NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine HIGH BIO-T5 EXP2-BIO-T5-HIGH NA NA NA NA NA NA NA 
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Pristine HIGH BIO-T5 EXP2-BIO-T5-HIGH NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine HIGH BIO-T5 EXP2-BIO-T5-HIGH NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine HIGH BIO-T5 EXP2-BIO-T5-HIGH NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine HIGH BIO-T5 EXP2-BIO-T5-HIGH NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine milliQ-HIGH T0 Pristine_T0HIGH 6280 4930 15 0 0 0 0 

Pristine milliQ-HIGH T1 Pristine_T1HIGH 6738 5599 28 0 3 2 0 

Pristine milliQ-HIGH T2 Pristine_T2 7842 4930 46 0 5 3 0 

Pristine milliQ-HIGH T3 Pristine_T3 7917 4731 119 0 11 5 0 

Pristine milliQ-HIGH T4 Pristine_T4 8065 5025 403 0 20 4 0 

Pristine milliQ-LOW T5 Pristine_T5 13816 4935 508 0 40 8 0 
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Table S3. Genes abundance of sul1 and sul2, AFDM, Chla, Nutrients.  

   pPCR Sul 1 qPCR Sulf2 pPCR Sul 1 qPCR Sul 2 AFDM Chla 
Margalef’s 

index 430/410 [PO4] [NH4] 
[NO3]+[N

O2] 

EXP 
SULF 

ADDITION 
TIME 

POINT copies/cm2 copies/cm2 copies/AFDM copies/AFDM 
mg/cm

2 ug/cm2   µmols/L µmols/L µmols/L 

Polluted 
Before 

addition T0 6.53E+08 1.51E+07 4.51E+08 1.05E+07 1.45 9.44 1.80 1.25 11 239 252 

Polluted 
Before 

addition T0 6.81E+08 1.54E+07 4.71E+08 1.06E+07 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted 
Before 

addition T0 6.75E+08 1.44E+07 4.67E+08 9.97E+06 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted 
Before 

addition T0 6.35E+08 2.26E+07 4.39E+08 8.04E+07 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted 
Before 

addition T0 6.51E+08 2.41E+07 4.50E+08 8.98E+07 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted 
Before 

addition T0 6.32E+08 1.90E+07 4.37E+08 8.08E+07 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted HIGH T0 NA NA NA NA NA NA NA NA 8 236 212 

Polluted HIGH T0 NA NA NA NA NA NA NA NA 9 255 247 

Polluted HIGH T0 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted LOW T0 NA NA NA NA NA NA NA NA 9 260 244 

Polluted LOW T0 NA NA NA NA NA NA NA NA 10 258 237 

Polluted LOW T0 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted HIGH T1 9.91E+07 7.62E+06 9.27E+07 7.13E+06 1.05 13.71 1.81 1.22 40 11 541 

Polluted HIGH T1 1.02E+08 6.75E+06 9.54E+07 6.32E+06 1.09 NA NA NA 31 11 624 

Polluted HIGH T1 7.57E+07 5.95E+06 7.09E+07 5.57E+06 NA NA NA NA 29 9 429 

Polluted LOW T1 2.83E+09 1.74E+08 2.68E+09 1.64E+08 0.99 10.40 1.92 1.22 28 11 765 

Polluted LOW T1 3.58E+09 2.31E+08 3.39E+09 2.18E+08 0.98 4.51 1.90 1.21 39 11 584 

Polluted LOW T1 3.55E+09 2.18E+08 3.36E+09 2.06E+08 1.20 4.88 1.86 1.18 32 11 568 

Polluted control t1 NA NA NA NA NA NA NA NA 37 11 669 

Polluted HIGH T2 3.05E+08 3.35E+07 2.66E+08 2.91E+07 1.53 4.68 1.85 1.21 107 12 1841 

Polluted HIGH T2 2.95E+08 3.29E+07 2.56E+08 2.87E+07 1.42 1.50 1.82 1.22 80 12 1443 
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Polluted HIGH T2 2.75E+08 3.31E+07 2.40E+08 2.88E+07 0.50 7.80 1.78 1.21 NA NA NA 

Polluted LOW T2 3.66E+09 1.18E+08 3.06E+09 9.83E+07 0.84 5.41 1.87 1.21 81 12 2029 

Polluted LOW T2 4.17E+09 1.32E+08 3.48E+09 1.10E+08 1.21 2.51 1.89 1.19 107 11 1819 

Polluted LOW T2 4.16E+09 1.25E+08 3.48E+09 1.04E+08 1.54 7.62 1.85 1.18 NA NA NA 

Polluted control t2 NA NA NA NA NA NA NA NA 87 12 1668 

Polluted HIGH T3 8.96E+08 2.35E+08 1.25E+09 3.28E+08 0.67 1.75 1.76 1.17 93 9 2154 

Polluted HIGH T3 8.95E+08 2.22E+08 1.25E+09 3.10E+08 0.94 0.56 1.75 1.16 106 9 1805 

Polluted HIGH T3 6.66E+08 1.93E+08 9.29E+08 2.70E+08 0.54 4.43 1.78 1.15 NA NA NA 

Polluted HIGH T3 6.43E+08 2.71E+08 8.98E+08 2.23E+08 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted HIGH T3 7.53E+08 2.51E+08 1.05E+09 2.54E+08 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted HIGH T3 7.41E+08 2.46E+08 1.04E+09 2.55E+08 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted LOW T3 9.05E+08 6.14E+07 2.18E+09 1.48E+08 0.38 0.23 2.08 1.23 76 8 2659 

Polluted LOW T3 1.10E+09 8.73E+07 2.65E+09 2.10E+08 0.55 1.21 1.92 1.13 98 7 2587 

Polluted LOW T3 1.08E+09 8.92E+07 2.59E+09 2.15E+08 0.32 2.66 1.89 1.08 NA NA NA 

Polluted LOW T3 1.37E+09 1.63E+07 3.30E+09 6.74E+08 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted LOW T3 1.38E+09 1.71E+07 3.31E+09 6.55E+08 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted LOW T3 1.39E+09 1.77E+07 3.34E+09 6.43E+08 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted CONTROL T3 2.03E+09 3.27E+08 3.28E+09 5.27E+08 0.53 5.45 1.79 1.10 111 8 2684 

Polluted CONTROL T3 2.17E+09 3.59E+08 3.50E+09 5.80E+08 0.87 4.12 1.79 1.11 NA NA NA 

Polluted CONTROL T3 2.02E+09 3.00E+08 3.25E+09 4.84E+08 0.46 2.59 1.70 1.13 NA NA NA 

Polluted CONTROL T3 2.00E+09 5.51E+08 3.22E+09 6.00E+08 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted CONTROL T3 2.04E+09 5.81E+08 3.29E+09 6.34E+08 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted CONTROL T3 2.02E+09 5.68E+08 3.25E+09 6.57E+08 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted HIGH T4 1.38E+10 3.47E+08 4.73E+10 1.19E+09 0.28 0.34 1.53 1.14 109 7 2489 

Polluted HIGH T4 1.38E+10 3.51E+08 4.73E+10 1.21E+09 0.36 1.05 1.78 1.15 98 7 2360 

Polluted HIGH T4 1.30E+10 3.54E+08 4.47E+10 1.22E+09 0.23 1.26 1.72 1.14 92 10 2710 

Polluted LOW T4 1.81E+10 1.38E+09 3.86E+10 2.94E+09 0.42 1.10 1.79 1.07 77 7 2939 
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Polluted LOW T4 1.77E+10 1.28E+09 3.77E+10 2.72E+09 0.57 0.66 1.88 1.11 114 7 2514 

Polluted LOW T4 1.42E+10 9.38E+08 3.04E+10 2.00E+09 0.42 1.82 1.90 1.09 102 6 1876 

Polluted control t4 NA NA NA NA NA NA NA NA 122 6 3197 

Polluted HIGH 
CHEM-

T5 2.13E+09 3.44E+08 1.12E+10 1.81E+09 0.18 0.23 1.67 1.15 147 6 3075 

Polluted HIGH 
CHEM-

T5 2.27E+09 4.20E+08 1.20E+10 2.22E+09 0.27 1.43 1.78 1.13 NA NA NA 

Polluted HIGH 
CHEM-

T5 2.18E+09 3.87E+08 1.15E+10 2.04E+09 0.12 1.32 1.75 1.14 NA NA NA 

Polluted HIGH 
CHEM-

T5 7.25E+09 7.17E+08 3.28E+10 3.24E+09 0.13 1.18 1.83 1.19 NA NA NA 

Polluted HIGH 
CHEM-

T5 7.35E+09 7.67E+08 3.32E+10 3.47E+09 NA 1.14 1.83 1.18 NA NA NA 

Polluted HIGH 
CHEM-

T5 7.15E+09 6.83E+08 3.23E+10 3.09E+09 0.32 1.26 1.79 1.17 NA NA NA 

Polluted LOW 
CHEM-

T5 7.10E+09 2.01E+08 3.80E+10 1.08E+09 0.13 0.90 1.81 1.14 76 6 2542 

Polluted LOW 
CHEM-

T5 4.54E+09 2.20E+08 2.43E+10 1.18E+09 0.19 0.90 1.86 1.16 NA NA NA 

Polluted LOW 
CHEM-

T5 4.37E+09 2.14E+08 2.34E+10 1.15E+09 0.24 1.22 1.83 1.15 NA NA NA 

Polluted LOW 
CHEM-

T5 1.04E+10 2.42E+08 3.72E+10 8.64E+08 0.31 0.30 1.69 1.11 NA NA NA 

Polluted LOW 
CHEM-

T5 9.23E+09 2.46E+08 3.30E+10 8.79E+08 0.15 1.01 1.86 1.12 NA NA NA 

Polluted LOW 
CHEM-

T5 7.33E+09 2.02E+08 2.62E+10 7.22E+08 0.38 1.75 1.83 1.11 NA NA NA 

Polluted CONTROL 
CHEM-

T5 3.64E+09 1.36E+08 1.33E+10 4.95E+08 0.23 1.34 1.92 1.06 114 6 3610 

Polluted CONTROL 
CHEM-

T5 3.96E+09 1.95E+08 1.45E+10 7.13E+08 0.33 0.94 1.81 1.06 NA NA NA 

Polluted CONTROL 
CHEM-

T5 3.89E+09 1.89E+08 1.42E+10 6.91E+08 0.26 1.22 1.89 1.07 NA NA NA 

Polluted CONTROL 
CHEM-

T5 3.24E+09 1.41E+08 1.18E+10 2.93E+09 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted CONTROL 
CHEM-

T5 3.18E+09 1.28E+08 1.16E+10 2.93E+09 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted CONTROL 
CHEM-

T5 3.28E+09 1.23E+08 1.20E+10 2.95E+09 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted CONTROL BIO-T5 9.59E+09 1.52E+08 3.17E+10 4.66E+08 0.26 1.81 1.86 1.08 NA NA NA 
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Polluted CONTROL BIO-T5 9.57E+09 1.48E+08 3.16E+10 4.22E+08 0.31 1.14 1.79 1.09 NA NA NA 

Polluted CONTROL BIO-T5 9.31E+09 1.42E+08 3.07E+10 4.05E+08 0.34 2.15 1.90 1.08 NA NA NA 

Polluted CONTROL BIO-T5 7.71E+09 8.45E+08 2.54E+10 5.95E+09 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted CONTROL BIO-T5 7.90E+09 9.10E+08 2.61E+10 6.23E+09 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted CONTROL BIO-T5 7.63E+09 8.12E+08 2.52E+10 5.80E+09 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted LOW BIO-T5 1.10E+10 1.57E+07 2.41E+10 1.85E+09 0.48 2.43 1.79 1.16 NA NA NA 

Polluted LOW BIO-T5 7.80E+09 1.56E+07 1.71E+10 1.99E+09 0.44 2.23 1.78 1.18 NA NA NA 

Polluted LOW BIO-T5 7.76E+09 1.49E+07 1.70E+10 1.77E+09 NA 3.14 1.83 1.19 NA NA NA 

Polluted LOW BIO-T5 1.85E+10 1.98E+08 4.05E+10 4.17E+09 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted LOW BIO-T5 6.81E+09 1.98E+08 1.49E+10 4.20E+09 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted LOW BIO-T5 6.50E+09 2.03E+08 1.42E+10 3.59E+09 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted HIGH BIO-T5 1.07E+10 1.96E+07 1.41E+10 7.52E+09 0.91 2.45 1.69 1.12 NA NA NA 

Polluted HIGH BIO-T5 8.77E+09 2.41E+07 1.16E+10 6.32E+09 0.71 4.12 1.77 1.15 NA NA NA 

Polluted HIGH BIO-T5 6.76E+09 2.27E+07 8.91E+09 5.98E+09 0.66 6.05 1.82 1.18 NA NA NA 

Polluted milliQ-HIGH T1 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted milliQ-HIGH T3 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted milliQ-HIGH T4 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted milliQ-HIGH T5 NA NA NA NA NA NA NA NA 12 12 473 

TRANSEC
T Martorell 

S1-T0-
Martore

ll 1.96E+08 1.51E+07 1.35E+08 2.14E+07 1.45 9.04 1.97 1.27 4 7 111 

TRANSEC
T Martorell 

S1-T0-
Martore

ll 2.36E+08 1.54E+07 1.63E+08 5.61E+07 NA 9.04 1.97 1.27 NA NA NA 

TRANSEC
T Martorell 

S1-T0-
Martore

ll 2.32E+08 1.44E+07 1.60E+08 5.97E+07 NA 9.04 1.97 1.27 NA NA NA 

TRANSEC
T Castellbell 

S2-T0-
Castellb

ell 5.83E+07 1.16E+08 1.52E+08 7.20E+07 0.36 2.63 1.91 1.17 2 4 63 

TRANSEC
T Castellbell 

S2-T0-
Castellb

ell 5.86E+07 1.30E+08 1.53E+08 7.10E+07 0.40 2.63 1.91 1.17 NA NA NA 
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TRANSEC
T Castellbell 

S2-T0-
Castellb

ell 5.78E+07 1.17E+08 1.51E+08 6.67E+07 NA 2.63 1.91 1.17 NA NA NA 

TRANSEC
T Navarcles 

S3-T0-
Navarcle

s 3.36E+07 7.62E+06 2.58E+07 1.66E+07 1.31 2.63 1.91 1.17 2 4 63 

TRANSEC
T Navarcles 

S3-T0-
Navarcle

s 3.32E+07 6.75E+06 2.54E+07 1.61E+07 NA 2.63 1.91 1.17 NA NA NA 

TRANSEC
T Navarcles 

S3-T0-
Navarcle

s 3.28E+07 5.95E+06 2.52E+07 1.75E+07 NA 2.63 1.91 1.17 NA NA NA 

TRANSEC
T Navarcles 

S3-T0-
Navarcle

s 6.18E+07 1.74E+08 4.73E+07 5.96E+07 NA 2.63 1.91 1.17 NA NA NA 

TRANSEC
T Navarcles 

S3-T0-
Navarcle

s 6.37E+07 2.31E+08 4.88E+07 4.59E+07 NA 2.63 1.91 1.17 NA NA NA 

TRANSEC
T Navarcles 

S3-T0-
Navarcle

s 5.44E+07 2.18E+08 4.17E+07 0.00E+00 NA 2.63 1.91 1.17 NA NA NA 

TRANSEC
T Gironella 

S4-T0-
Gironell

a 9.67E+06 3.35E+07 2.79E+07 2.06E+07 0.35 2.50 2.06 1.29 1 2 42 

TRANSEC
T Gironella 

S4-T0-
Gironell

a 1.12E+07 3.29E+07 3.24E+07 1.96E+07 0.35 2.50 2.06 1.29 NA NA NA 

TRANSEC
T Gironella 

S4-T0-
Gironell

a 1.03E+07 3.31E+07 2.97E+07 1.89E+07 NA 2.50 2.06 1.29 NA NA NA 

Pristine T0 T0 1.51E+07 1.18E+08 4.32E+07 1.13E+07 0.35 34.08 1.83 1.21 1 2 44 

Pristine T0 T0 1.54E+07 1.32E+08 4.40E+07 7.85E+06 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine T0 T0 1.44E+07 1.25E+08 4.12E+07 7.78E+06 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine T0 T0 2.26E+07 2.35E+08 6.45E+07 2.12E+07 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine T0 T0 2.41E+07 2.22E+08 6.88E+07 2.52E+07 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine T0 T0 1.90E+07 1.93E+08 5.42E+07 2.00E+07 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine HIGH T0 NA NA NA NA NA NA NA NA 2 9 18 

Pristine HIGH T0 NA NA NA NA NA NA NA NA 1 10 17 
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Pristine HIGH T0 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine LOW T0 NA NA NA NA NA NA NA NA 1 20 14 

Pristine LOW T0 NA NA NA NA NA NA NA NA 2 20 16 

Pristine LOW T0 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine control t0 NA NA NA NA NA NA NA NA 1 7 20 

Pristine HIGH T1 7.62E+06 1.59E+08 1.28E+07 1.46E+06 0.69 2.27 2.23 1.22 1 65 31 

Pristine HIGH T1 6.75E+06 1.82E+08 1.13E+07 1.50E+06 0.41 1.13 2.34 1.24 1 66 25 

Pristine HIGH T1 5.95E+06 1.83E+08 9.95E+06 1.30E+06 0.69 1.97 2.10 1.22 1 72 40 

Pristine LOW T1 1.74E+08 6.14E+07 1.89E+08 7.28E+07 0.77 1.02 2.14 1.15 1 127 27 

Pristine LOW T1 2.31E+08 8.73E+07 2.50E+08 9.15E+07 0.98 3.20 2.17 1.17 1 126 31 

Pristine LOW T1 2.18E+08 8.92E+07 2.37E+08 8.33E+07 1.02 2.36 2.11 1.19 1 121 39 

Pristine control t1 NA NA NA NA NA NA NA NA 1 75 45 

Pristine HIGH T2 3.35E+07 2.80E+08 6.30E+07 3.31E+06 0.82 0.32 1.82 1.41 1 60 317 

Pristine HIGH T2 3.29E+07 2.72E+08 6.20E+07 2.85E+06 0.28 0.38 2.04 1.20 1 83 513 

Pristine HIGH T2 3.31E+07 2.67E+08 6.22E+07 3.04E+06 0.49 1.28 1.96 1.28 NA NA NA 

Pristine LOW T2 1.18E+08 3.27E+08 3.74E+08 2.30E+07 0.09 1.05 2.16 1.21 1 80 432 

Pristine LOW T2 1.32E+08 3.59E+08 4.19E+08 2.66E+07 0.46 0.15 1.87 1.27 1 38 404 

Pristine LOW T2 1.25E+08 3.00E+08 3.97E+08 2.49E+07 0.39 0.60 1.97 1.24 NA NA NA 

Pristine control t2 NA NA NA NA NA NA NA NA 1 36 553 

Pristine HIGH T3 2.35E+08 3.72E+08 3.92E+08 3.69E+07 0.45 1.16 1.84 1.19 1 3 813 

Pristine HIGH T3 2.22E+08 3.93E+08 3.71E+08 3.82E+07 0.93 0.77 1.98 1.21 NA NA NA 

Pristine HIGH T3 1.93E+08 4.07E+08 3.22E+08 3.33E+07 0.41 1.04 1.89 1.24 1 3 1480 

Pristine HIGH T3 2.71E+08 3.47E+08 4.51E+08 1.41E+08 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine HIGH T3 2.51E+08 3.51E+08 4.19E+08 1.42E+08 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine HIGH T3 2.46E+08 3.54E+08 4.10E+08 1.35E+08 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine LOW T3 6.14E+07 1.38E+09 7.06E+07 8.75E+06 0.75 1.47 1.89 1.13 1 3 1212 

Pristine LOW T3 8.73E+07 1.28E+09 1.00E+08 9.98E+06 0.95 1.81 2.05 1.14 1 3 2093 
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Pristine LOW T3 8.92E+07 9.38E+08 1.02E+08 1.02E+07 0.91 3.59 1.76 1.16 NA NA NA 

Pristine Low T3 1.63E+07 3.44E+08 1.87E+07 5.40E+06 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine Low T3 1.71E+07 4.20E+08 1.96E+07 6.00E+06 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine Low T3 1.77E+07 3.87E+08 2.04E+07 5.86E+06 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine CONTROL T3 3.27E+08 7.17E+08 6.12E+08 8.68E+07 0.56 1.10 1.61 1.07 1 3 1561 

Pristine CONTROL T3 3.59E+08 7.67E+08 6.73E+08 9.18E+07 0.60 0.90 2.06 1.23 NA NA NA 

Pristine CONTROL T3 3.00E+08 6.83E+08 5.62E+08 8.80E+07 0.44 0.82 1.82 1.17 NA NA NA 

Pristine CONTROL T3 5.51E+08 2.01E+08 1.03E+09 5.04E+08 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine CONTROL T3 5.81E+08 2.20E+08 1.09E+09 5.31E+08 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine CONTROL T3 5.68E+08 2.14E+08 1.06E+09 5.10E+08 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine HIGH T4 3.47E+08 2.42E+08 6.01E+08 1.48E+08 0.36 0.95 1.90 1.24 1 3 1700 

Pristine HIGH T4 3.51E+08 2.46E+08 6.07E+08 1.48E+08 0.70 0.45 2.10 1.31 1 3 1784 

Pristine HIGH T4 3.54E+08 2.02E+08 6.12E+08 1.48E+08 0.67 0.88 2.06 1.26 1 3 1624 

Pristine LOW T4 1.38E+09 1.36E+08 2.60E+09 2.16E+08 0.40 0.27 1.58 1.18 1 2 1503 

Pristine LOW T4 1.28E+09 1.95E+08 2.40E+09 2.13E+08 0.64 0.54 2.14 1.23 1 3 2469 

Pristine LOW T4 9.38E+08 1.89E+08 1.76E+09 1.96E+08 0.55 1.20 2.21 1.19 1 3 1976 

Pristine control t4 NA NA NA NA NA NA NA NA 1 2 2137 

Pristine HIGH 
CHEM-

T5 3.44E+08 8.03E+08 4.69E+08 3.09E+07 0.81 2.44 2.00 1.21 1 3 2674 

Pristine HIGH 
CHEM-

T5 4.20E+08 8.03E+08 5.73E+08 3.70E+07 0.79 3.02 2.10 1.23 1 3 3014 

Pristine HIGH 
CHEM-

T5 3.87E+08 8.09E+08 5.27E+08 3.59E+07 0.60 1.47 2.09 1.24 NA NA NA 

Pristine HIGH 
CHEM-

T5 7.17E+08 1.41E+08 1.59E+09 9.40E+07 0.50 0.95 2.02 1.20 NA NA NA 

Pristine HIGH 
CHEM-

T5 7.67E+08 1.28E+08 1.70E+09 8.97E+07 0.42 0.64 2.13 1.24 NA NA NA 

Pristine HIGH 
CHEM-

T5 6.83E+08 1.23E+08 1.51E+09 8.44E+07 0.44 0.88 2.12 1.24 NA NA NA 

Pristine LOW 
CHEM-

T5 2.01E+08 1.80E+09 2.02E+08 1.67E+07 0.96 1.63 2.13 1.20 1 2 2490 

Pristine LOW 
CHEM-

T5 2.20E+08 1.89E+09 2.20E+08 1.62E+07 1.16 1.25 2.20 1.18 1 3 3679 
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Pristine LOW 
CHEM-

T5 2.14E+08 1.76E+09 2.15E+08 1.88E+07 0.88 0.45 2.10 1.15 NA NA NA 

Pristine LOW 
CHEM-

T5 2.42E+08 8.45E+08 9.29E+08 1.38E+08 0.32 0.27 2.00 1.22 NA NA NA 

Pristine LOW 
CHEM-

T5 2.46E+08 9.10E+08 9.44E+08 1.37E+08 0.35 0.70 2.16 1.14 NA NA NA 

Pristine LOW 
CHEM-

T5 2.02E+08 8.12E+08 7.76E+08 1.26E+08 0.11 NA NA NA NA NA NA 

Pristine CONTROL 
CHEM-

T5 1.36E+08 1.91E+09 1.77E+08 4.45E+07 0.42 0.11 1.23 1.27 1 2 2820 

Pristine CONTROL 
CHEM-

T5 1.95E+08 1.92E+09 2.55E+08 5.34E+07 1.07 0.25 2.14 1.22 1 3 3241 

Pristine CONTROL 
CHEM-

T5 1.89E+08 1.64E+09 2.47E+08 5.34E+07 0.81 0.59 2.13 1.16 NA NA NA 

Pristine CONTROL BIO-T5 1.41E+08 5.70E+09 2.91E+08 1.06E+08 0.63 0.63 1.93 1.18 NA NA NA 

Pristine CONTROL BIO-T5 1.28E+08 4.80E+09 2.63E+08 8.01E+07 0.31 1.62 2.14 1.19 NA NA NA 

Pristine CONTROL BIO-T5 1.23E+08 4.54E+09 2.53E+08 1.09E+08 0.51 1.81 2.24 1.21 NA NA NA 

Pristine CONTROL BIO-T5 1.52E+08 3.10E+07 3.12E+08 9.18E+07 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine CONTROL BIO-T5 1.48E+08 8.15E+07 3.05E+08 9.59E+07 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine CONTROL BIO-T5 1.42E+08 8.66E+07 2.91E+08 9.15E+07 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine LOW BIO-T5 8.45E+08 2.76E+07 3.15E+10 2.87E+09 0.03 0.07 1.56 1.30 1 2 2537 

Pristine LOW BIO-T5 9.10E+08 2.72E+07 3.40E+10 3.24E+09 NA 0.28 2.20 1.28 NA NA NA 

Pristine LOW BIO-T5 8.12E+08 2.55E+07 3.03E+10 3.38E+09 NA 0.27 2.19 1.27 NA NA NA 

Pristine LOW BIO-T5 1.57E+07 2.16E+07 5.86E+08 5.70E+08 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine LOW BIO-T5 1.56E+07 2.11E+07 5.84E+08 7.66E+08 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine LOW BIO-T5 1.49E+07 2.28E+07 5.55E+08 0.00E+00 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine HIGH BIO-T5 1.98E+08 7.78E+07 1.54E+09 8.18E+07 0.14 0.13 1.54 1.16 1 2 2079 

Pristine HIGH BIO-T5 1.98E+08 5.99E+07 1.53E+09 9.02E+07 0.14 0.24 2.14 1.35 NA NA NA 

Pristine HIGH BIO-T5 2.03E+08 NA 1.57E+09 1.35E+08 0.11 0.31 2.18 1.28 NA NA NA 

Pristine HIGH BIO-T5 1.96E+07 7.14E+06 1.52E+08 1.95E+07 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine HIGH BIO-T5 2.41E+07 6.80E+06 1.87E+08 2.19E+07 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine HIGH BIO-T5 2.27E+07 6.53E+06 1.76E+08 2.24E+07 NA NA NA NA NA NA NA 
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Pristine milliQ-HIGH T0 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine milliQ-HIGH T1 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine milliQ-HIGH T2 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine milliQ-HIGH T3 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine milliQ-HIGH T4 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine milliQ-LOW T5 NA NA NA NA NA NA NA NA 1 15 91 
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Table S4. Average and standard deviation of concentration of SMZ, SMX and their degradation products.  

 

 Average Standard deviation 

    [SMZ] [SMX] HYDROXY DESAMINO ACETYL 
ACETYL-

SMZ NITRO_SMX [SMZ]  [SMX] HYDROXY DESAMINO ACETYL 
 ACETYL-

SMZ NITRO_SMX 

EXP 
SULF 

ADDITION 
TIME 

POINT days ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L 

Polluted - T0 0               

Polluted HIGH T0 0 6812 3471 8 BDL 57 21 BDL 1923 1510 0.4 BDL 18 2 BDL 

Polluted LOW T0 0 1368 674 7 BDL 16 5 BDL 1142 549  BDL 4 0 BDL 

Polluted HIGH T1 4 4212 1968 19 2 344 111 BDL 639 1519 2.5 0.0 45 1 BDL 

Polluted LOW T1 4 523 246 7 1 71 12 BDL 613 269 0.4 0.0 18 6 BDL 

Polluted CONTROL T1 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted HIGH T2 15 1306 621 19 3 333 130 BDL 1964 865 2.6 1.5 60 28 BDL 

Polluted LOW T2 15 246 141 11 1 34 7 BDL 137 32 3.6 0.1 12 4 BDL 

Polluted CONTROL T2 15 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted HIGH T3 29 1311 994 25 5 199 198 BDL 374 233 10.5 1.3 129 68 BDL 

Polluted LOW T3 29 573 228 13 2 13 9 BDL 53 11 3.8 0.1 9 BDL BDL 

Polluted CONTROL T3 29 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted HIGH T4 43 348 215 47 16 70 280 BDL 186 157 20.6 15.0 54 49 BDL 

Polluted LOW T4 43 327 257 13 2 4 BDL BDL 313 326 0.4 0.1 4 BDL BDL 

Polluted CONTROL T4 43 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted HIGH T5 56 872 298 38 16 17 314 BDL 358 124 33.4 15.6 21 BDL BDL 

Polluted LOW1 T5 56 237 101 11 2 3 2 BDL 144 59 0.4 0.4 2 BDL BDL 

Polluted CONTROL T5 56 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 
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Pristine HIGH T0 0 4869 1406 63 5 181 111 5 2051.3 1221.2 16.4 0.8 18.1 7.6 BDL 

Pristine LOW T0 0 4424 1333 11 2 55 23 2 4142.2 381.9 0.4 0.0 21.3 3.2 BDL 

Pristine CONTROL T0 0 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine HIGH T1 4 4869 1406 63 5 181 111 5 2051.3 1221.2 16.4 0.8 18.1 7.6 BDL 

Pristine LOW T1 4 145 168 14 4 18 8  55.0 40.7 3.2 1.5 1.5 0.6 BDL 

Pristine CONTROL T1 4 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine HIGH T2 13 1000 783 26 38 143 77 2 813.1 598.5 0.3 17.4 14.2 21.7 BDL 

Pristine LOW T2 13 280 170 7 8 12 4 BDL 97.8 33.7 0.3 1.1 2.2 1.2 BDL 

Pristine CONTROL T2 13 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine HIGH T3 28 1124 375 37 77 140 54 BDL 1211.7 186.7 13.7 13.6 1.7 16.6 BDL 

Pristine LOW T3 28 280 170 7 8 12 4 BDL 97.8 33.7 0.3 1.1 2.2 1.2 BDL 

Pristine CONTROL T3 28 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine HIGH T4 42 1124 375 37 77 140 54 BDL 1211.7 186.7 13.7 13.6 1.7 16.6 BDL 

Pristine LOW T4 42 108 339 9 9 8 2 BDL 67.6 78.5 1.2 3.5 3.1 BDL BDL 

Pristine CONTROL T4 42 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine HIGH1 T5 55 832 387 18 53 38 15 BDL 635.0 126.7 6.2 27.4 1.4 13.5 BDL 

Pristine LOW1 T5 55 178 233 8 7 1 BDL BDL 82.5 63.0 0.8 0.2 1.9 BDL BDL 

Pristine CONTROL T5 55 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 
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Table S5. Average and standard deviation of genes abundance of sul1 and sul2, AFDM, Chla, Nutrients 

 

 Average stdev 

    

pPCR 
Sul1 

qPCR 
Sul2 pPCR Sul1 qPCR Sul2 AFDM Chla 

Margale
f’s index 

430/41
0 [PO4] [NH4] 

[NO3]+[N
O2] 

pPCR 
Sul1 

qPCR 
Sul2 pPCR Sul1 qPCR Sul2 AFDM Chla 

Margale
f’s index 

430/4
10 [PO4] [NH4] 

[NO3]+[N
O2] 

EXP 

SULF 
ADDITI

ON 
TIME 

POINT 
day

s 
copies/c

m2 
copies/c

m2 
copies/AF

DM 
copies/AF

DM 
mg/cm

2 
ug/cm

2   

µmols
/L 

µmols
/L µmols/L 

copies/c
m2 

copies/c
m2 

copies/AF
DM 

copies/AF
DM 

mg/c
m2 

ug/c
m2   

µmols
/L 

µmols
/L µmols/L 

Polluted - T0 0 6.55E+08 1.84E+07 4.52E+08 4.70E+07 
1.45E+

00 
9.44E+

00 
1.80E+0

0 
1.25E+

00 10.6 239.2 252.1 2.02E+07 4.14E+06 1.40E+07 4.03E+07 NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted HIGH T0 0 NA NA NA NA NA NA NA NA 8.6 245.6 229.7 NA NA NA NA NA NA NA NA 0.36 12.90 24.58 

Polluted LOW T0 0 NA NA NA NA NA NA NA NA 9.5 258.7 240.4 NA NA NA NA NA NA NA NA 0.61 1.20 5.24 

Polluted HIGH T1 4 9.22E+07 6.77E+06 8.63E+07 6.34E+06 
1.07E+

00 
1.37E+

01 
1.81E+0

0 
1.22E+

00 33.1 10.5 531.4 1.44E+07 8.38E+05 1.35E+07 7.85E+05 0.02 NA NA NA 6.14 1.13 97.77 

Polluted LOW T1 4 3.32E+09 2.07E+08 3.15E+09 1.96E+08 
1.06E+

00 
6.60E+

00 
1.89E+0

0 
1.20E+

00 33.0 10.9 638.9 4.23E+08 2.99E+07 4.01E+08 2.83E+07 0.12 3.30 0.03 0.02 5.93 0.22 109.15 

Polluted 
CONTR

OL T1 4 NA NA NA NA NA NA NA NA 37.4 10.7 669.4 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted HIGH T2 15 2.92E+08 3.32E+07 2.54E+08 2.88E+07 
1.15E+

00 
4.66E+

00 
1.82E+0

0 
1.21E+

00 93.5 12.1 1641.8 1.52E+07 2.82E+05 1.32E+07 2.45E+05 0.56 3.15 0.03 0.01 18.86 0.34 281.85 

Polluted LOW T2 15 4.00E+09 1.25E+08 3.34E+09 1.04E+08 
1.20E+

00 
5.18E+

00 
1.87E+0

0 
1.19E+

00 93.7 11.3 1924.3 2.94E+08 7.13E+06 2.45E+08 5.95E+06 0.35 2.57 0.02 0.02 18.63 0.60 148.41 

Polluted 
CONTR

OL T2 15 NA NA NA NA NA NA NA NA 86.6 11.5 1668.4 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted HIGH T3 29 7.66E+08 2.36E+08 1.07E+09 2.73E+08 
7.16E-

01 
2.25E+

00 
1.76E+0

0 
1.16E+

00 99.9 9.0 1979.6 1.09E+08 2.67E+07 1.52E+08 3.91E+07 0.21 1.98 0.01 0.01 9.16 0.40 246.91 

Polluted LOW T3 29 1.20E+09 4.82E+07 2.90E+09 4.24E+08 
4.15E-

01 
1.37E+

00 
1.96E+0

0 
1.15E+

00 87.2 7.5 2622.9 2.04E+08 3.55E+07 4.91E+08 2.57E+08 0.12 1.22 0.10 0.08 15.49 0.20 50.39 

Polluted 
CONTR

OL T3 29 2.05E+09 4.48E+08 3.30E+09 5.80E+08 
6.20E-

01 
4.05E+

00 
1.76E+0

0 
1.12E+

00 110.9 8.4 2683.8 6.27E+07 1.32E+08 1.01E+08 6.51E+07 0.22 1.43 0.05 0.02 NA NA NA 

Polluted HIGH T4 43 1.35E+10 3.51E+08 4.64E+10 1.21E+09 
2.91E-

01 
8.83E-

01 
1.68E+0

0 
1.14E+

00 99.5 7.8 2519.6 4.31E+08 3.40E+06 1.48E+09 1.17E+07 0.07 0.48 0.13 0.00 8.70 1.55 176.72 

Polluted LOW T4 43 1.67E+10 1.20E+09 3.55E+10 2.55E+09 
4.69E-

01 
1.19E+

00 
1.85E+0

0 
1.09E+

00 97.6 6.5 2442.9 2.12E+09 2.31E+08 4.52E+09 4.93E+08 0.09 0.58 0.06 0.02 18.70 0.29 534.87 

Polluted 
CONTR

OL T4 43 NA NA NA NA NA NA NA NA 121.6 6.4 3197.5 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted HIGH T5 56 6.06E+09 3.76E+08 1.86E+10 3.97E+09 
4.11E-

01 
2.13E+

00 
1.77E+0

0 
1.16E+

00 147.4 6.0 3075.4 3.13E+09 3.04E+08 1.07E+10 2.10E+09 0.30 1.83 0.06 0.02 NA NA NA 

Polluted LOW1 T5 56 8.45E+09 1.64E+08 2.58E+10 1.95E+09 
2.89E-

01 
1.54E+

00 
1.81E+0

0 
1.15E+

00 76.1 5.8 2542.0 3.75E+09 9.11E+07 9.37E+09 1.30E+09 0.13 0.91 0.05 0.03 NA NA NA 
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Polluted 
CONTR

OL T5 56 6.08E+09 3.27E+08 2.07E+10 2.50E+09 
2.89E-

01 
1.43E+

00 
1.86E+0

0 
1.07E+

00 113.8 6.2 3609.6 2.74E+09 3.20E+08 8.44E+09 2.35E+09 0.04 0.46 0.05 0.01 NA NA NA 

Polluted 
milliQ-
HIGH T1  NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted 
milliQ-
HIGH T3  NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted 
milliQ-
HIGH T4  NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Polluted 
milliQ-
HIGH T5   0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 

0.00E+
00 

0.00E+
00 

0.00E+0
0 

0.00E+
00 12.0 12.1 472.6 NA NA NA NA NA NA NA NA 12.04 12.10 472.64 

TRANSE
CT 

Martore
ll 

S1-T0-
Martor

ell  2.22E+08 1.50E+07 1.53E+08 4.57E+07 
1.45E+

00 
9.04E+

00 
1.97E+0

0 
1.27E+

00 4.2 6.6 110.9 2.19E+07 5.06E+05 1.51E+07 2.12E+07 NA NA 0.00 NA NA NA NA 

TRANSE
CT 

Castellb
ell 

S2-T0-
Castellb

ell  5.82E+07 1.21E+08 1.52E+08 6.99E+07 
3.83E-

01 
2.63E+

00 
1.91E+0

0 
1.17E+

00 2.2 4.1 62.9 4.31E+05 7.69E+06 1.13E+06 2.84E+06 0.03 NA 0.00 NA NA NA NA 

TRANSE
CT 

Navarcl
es 

S3-T0-
Navarcl

es  4.66E+07 1.07E+08 3.57E+07 2.60E+07 
1.31E+

00 
2.63E+

00 
1.91E+0

0 
1.17E+

00 1.7 3.6 63.3 1.50E+07 1.12E+08 1.15E+07 2.22E+07 NA 0.00 0.00 NA NA NA NA 

TRANSE
CT 

Gironell
a 

S4-T0-
Gironell

a   1.04E+07 3.32E+07 3.00E+07 1.97E+07 
3.46E-

01 
2.50E+

00 
2.06E+0

0 
1.29E+

00 1.3 2.3 42.5 7.79E+05 2.82E+05 2.25E+06 8.76E+05 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine T0 T0 0 1.84E+07 1.71E+08 5.27E+07 1.55E+07 
3.50E-

01 
3.41E+

01 
1.83E+0

0 
1.21E+

00 1.2 2.2 44.0 4.14E+06 5.24E+07 1.18E+07 7.52E+06 NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine HIGH T0 0 NA NA NA NA NA NA NA NA 1.6 9.6 17.5 NA NA NA NA NA NA NA NA 0.21 0.48 1.18 

Pristine LOW T0 0 NA NA NA NA NA NA NA NA 1.4 20.0 15.2 NA NA NA NA NA NA NA NA 0.12 0.59 1.59 

Pristine 
CONTR

OL T0 0 NA NA NA NA NA NA NA NA 1.3 7.0 20.4 NA NA NA NA NA NA NA NA 1.28 7.00 20.43 

Pristine HIGH T1 4 6.77E+06 1.75E+08 1.13E+07 1.42E+06 
5.98E-

01 
1.79E+

00 
2.23E+0

0 
1.23E+

00 1.2 67.5 31.9 8.38E+05 1.33E+07 1.40E+06 1.06E+05 0.16 0.59 0.12 0.01 0.08 3.80 7.17 

Pristine LOW T1 4 2.07E+08 7.93E+07 2.25E+08 8.25E+07 
9.21E-

01 
2.19E+

00 
2.14E+0

0 
1.17E+

00 1.2 124.7 32.2 2.99E+07 1.55E+07 3.25E+07 9.38E+06 0.14 1.10 0.03 0.02 0.12 2.94 6.48 

Pristine 
CONTR

OL T1 4 NA NA NA NA NA NA NA NA 1.0 74.7 44.9 NA NA NA NA NA NA NA NA 1.04 74.72 44.91 

Pristine HIGH T2 13 3.32E+07 2.73E+08 6.24E+07 3.06E+06 
5.31E-

01 
6.57E-

01 
1.94E+0

0 
1.30E+

00 0.9 71.7 414.9 2.82E+05 6.57E+06 5.31E+05 2.30E+05 0.27 0.54 0.11 0.11 0.12 16.71 138.96 

Pristine LOW T2 13 1.25E+08 3.29E+08 3.97E+08 2.48E+07 
3.15E-

01 
6.00E-

01 
2.00E+0

0 
1.24E+

00 1.1 59.1 417.9 7.13E+06 2.97E+07 2.26E+07 1.79E+06 0.20 0.45 0.15 0.03 0.07 29.44 19.88 

Pristine 
CONTR

OL T2 13 NA NA NA NA NA NA NA NA 1.0 35.8 553.1 NA NA NA NA NA NA NA NA 1.04 35.78 553.12 

Pristine HIGH T3 28 2.36E+08 3.71E+08 3.94E+08 8.76E+07 
5.99E-

01 
9.90E-

01 
1.90E+0

0 
1.21E+

00 1.1 3.1 1146.6 2.67E+07 2.47E+07 4.45E+07 5.65E+07 0.29 0.20 0.07 0.03 0.05 0.07 471.36 

Pristine LOW T3 28 4.82E+07 7.91E+08 5.53E+07 7.69E+06 
8.70E-

01 
2.29E+

00 
1.90E+0

0 
1.14E+

00 1.2 3.0 1652.7 3.55E+07 4.70E+08 4.08E+07 2.19E+06 0.10 1.14 0.15 0.02 0.05 0.11 622.99 

Pristine 
CONTR

OL T3 28 4.48E+08 4.67E+08 8.38E+08 3.02E+08 
5.34E-

01 
9.41E-

01 
1.83E+0

0 
1.16E+

00 1.0 2.6 1561.3 1.32E+08 2.81E+08 2.47E+08 2.33E+08 0.09 0.14 0.23 0.08 NA NA NA 
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Pristine HIGH T4 42 3.51E+08 2.30E+08 6.07E+08 1.48E+08 
5.78E-

01 
7.61E-

01 
2.02E+0

0 
1.27E+

00 1.1 2.7 1702.8 3.40E+06 2.42E+07 5.88E+06 3.99E+05 0.19 0.27 0.11 0.04 0.06 0.20 79.95 

Pristine LOW T4 42 1.20E+09 1.73E+08 2.25E+09 2.08E+08 
5.32E-

01 
6.70E-

01 
1.97E+0

0 
1.20E+

00 1.2 2.5 1982.3 2.31E+08 3.29E+07 4.35E+08 1.09E+07 0.12 0.48 0.34 0.03 0.11 0.09 483.28 

Pristine 
CONTR

OL T4 42 NA NA NA NA NA NA NA NA 1.1 2.5 2136.5 NA NA NA NA NA NA NA NA 1.11 2.45 2136.52 

Pristine HIGH1 T5 55 3.32E+08 2.70E+08 9.60E+08 6.19E+07 
4.38E-

01 
1.12E+

00 
2.04E+0

0 
1.24E+

00 1.1 2.5 2589.2 2.72E+08 3.47E+08 6.55E+08 3.82E+07 0.27 1.01 0.19 0.05 0.01 0.15 473.25 

Pristine LOW1 T5 55 3.28E+08 6.80E+08 8.40E+09 9.39E+08 
5.43E-

01 
6.16E-

01 
2.07E+0

0 
1.22E+

00 1.2 2.4 2901.9 3.31E+08 7.72E+08 1.42E+10 1.36E+09 0.45 0.55 0.22 0.06 0.11 0.12 673.38 

Pristine 
CONTR

OL T5 55 1.50E+08 2.30E+09 2.66E+08 8.05E+07 
6.26E-

01 
8.35E-

01 
1.97E+0

0 
1.20E+

00 1.2 2.5 3030.1 2.55E+07 2.19E+09 4.10E+07 2.41E+07 0.28 0.71 0.38 0.04 0.01 0.17 297.68 

Pristine 
milliQ-
HIGH T0  NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine 
milliQ-
HIGH T1  NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine 
milliQ-
HIGH T2  NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine 
milliQ-
HIGH T3  NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine 
milliQ-
HIGH T4  NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Pristine 
milliQ-
LOW T5   NA NA NA NA NA NA NA NA 1.2 14.5 91.2 NA NA NA NA NA NA NA NA 1.238 14.521 91.211 
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3.3 Discussió de resultats 

3.3.1 Aproximacions analítiques 

En aquest capítol s’han estudiat els processos de transformació mitjançant la 

seva simulació a escala laboratori. En aquesta estratègia les mostres control 

cobren gran importància ja que s’han de comparar amb les mostres 

degradades. Així doncs, aquests controls a poder ser han de ser en les 

mateixes matrius i tenen que ser sotmesos als mateixos agents externs i 

condicions ambientals a excepció del paràmetre objectiu de l’estudi. Aquests fet 

pot incrementar de gran manera la complexitat de la simulació i per tant sempre 

queden sotmesos a la seva pertinent viabilitat. Un cop s’ha simulat el procés i 

per tant, s’han generat els diferents TPs, hi ha diferents estratègies analítiques 

per a detectar i identificar aquests TPs. En aquest capítol s’han utilitzat dues 

aproximacions diferents, l’alineació cromatogràfica i l’escombratge de 

sospitosos. 

Als estudis de fototransformació en aigües superficials, on l’efecte de la matriu 

pot simplificarr-se fent una comparació cromatogràfica entre mostres irradiades 

i mostres control. En aquesta aproximació la detecció del TP queda subjecta a 

la capacitat de distingir els nous pics generats en les mostres irradiades. Els 

diferents estudis d’identificació de TPs que hem fet durant aquesta tesi ens han 

permès també constatar l’evolució de la LC-HRMS a través dels diferents 

analitzadors que s’han pogut utilitzar. En l’estudi d’identificació dels TPs del 

SDF es va utilitzar UPLC acoblada a un espectròmetre QToF (micromass) 

equipat amb ESI. Amb aquest equip, de l’any 1999, es va poder treballar a una 

resolució de 5000 (FWHM). A la següent publicació, per identificar els TPs dels 

seus anàlegs, també es va treballar amb UPLC-ESI però en aquest cas es va 

disposar d’un Orbitrap Q Exactive, fabricat l’any 2011. Amb aquest instrument, 

considerat de nova generació, es va poder treballar a una resolució de 70000 

(FWHM) a l’escombratge total d’ions i de 17500 en l’obtenció dependent dels 

ions producte. Això va permetre treballar al laboratori a concentracions similars 

a les que trobem als rius, evitant la necessitat de pre-concentrar les mostres 

per obtenir una bona fragmentació. A més, programari que s’ha desenvolupat 

recentment com pot ser el cas del SIEVE, permet de manera força senzilla la 
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detecció dels TPs generats mitjançant l’alineació i comparació cromatogràfica 

de les mostres tractades i les mostres control. Això també ens facilita poder 

treballar en concentracions on manualment ens resultaria molt complicat 

identificar TPs que no mostren un pic a l’escompratge total d’ions.  

En el cas de l’estudi de biodegradació de les sulfonamides, previ als anàlisis 

quantitatius reportats en la publicació 4, es va realitzar un mètode 

d’escombratge de sospitosos mitjançant UPLC-HRMS. Per aquest treball es va 

realitzar una llista de masses dels TPs del SMX i de la SMZ identificats a la 

literatura (llistat de sospitosos). Les mostres es van injectar en mode 

d’escombratge complet amb obtenció dependent de fragments. Aquest mode 

realitza la fragmentació d’un nombre determinat de compostos detectats en 

cada escombratge, donant prioritat als ions de m/z inclosos a la llista. 

Aquest escombratge es va realitzar per a veure quins TPs eren presents a les 

mostres i poder obtenir patrons de referència comercials per a la seva posterior 

quantificació. Així doncs, es va realitzar una base de dades amb els TPs de les 

sulfonamides identificats a la literatura i d’altres que es podien esperar per 

analogia amb reaccions de transformació conegudes. La base de dades 

contenia simplement el nom del compost, la seva composició elemental i la 

massa exacte del ió generat en mode positiu i en mode negatiu. Les mostres es 

van injectar mitjançant escombratge complet d’ions amb adquisició dependent 

d’espectres MS2, donant prioritat als compostos inclosos en aquesta llista. 

Posteriorment les masses es van extreure a l’escombratge total d’ions de les 

mostres amb activitat microbiana i es van comparar amb les mostres control, 

per tal de veure la formació de nous pics corresponents als TPs generats. La 

taula 3 mostra els compostos sospitosos detectats a les mostres irradiades. 

Finalment es va tractar de confirmar la identitat d’aquests sospitosos (veure 

apartat 3.3.2) i comprar els patrons de referència per a realitzar l’esmentat 

estudi quantitatiu. Mitjançant aquesta quantificació es va constatar que  a altes 

concentracions el paper de la degradació de les sulfonamides és més 

important, mentre que a baixes concentracions la adaptació dels bacteris 

mitjançant la propagació de gens resistents als antibiòtics cobra protagonisme. 
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TAULA 3. Compostos sospitosos detectats als estudis de biodegradació de les sulfamides. 

(M+H)  + DESAMINO HIDROXILACIÓ CARBOXILACIÓ ACETIL
HIDROXILACIÓ 

+ ACETIL
SULFAT GLUCURÒNIC

HIDROXILACIÓ 

+ GLUCURÒNIC

HIDROXILACIÓ 

+ SULFAT

DIHIDROXILACIÓ 

+ GLUCURÒNIC

Massa exacte 

(m/z)
254.0594 239.0485 270.0544 284.0336 296.0700 312.0649 N.D. 430.0915 N.D. 350.0111 N.D.

TR (min) 3.69 4.48 3.43 4.84 3.73 1.88/3.62 N.D. 3.42 N.D. 4.27 N.D.

Massa exacte 

(m/z)
279.0910 N.D. 295.0860 309.0652 321.1016 337.0965 359.0478 455.1231 471.1180 N.D. 487.1129

TR (min) 2.9 N.D. 2.34 2.71 2.85 3.03 1.36 2.89 2.52 N.D. 8.3
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3.3.2 Identificació de TPs 

En l’elucidació estructural mitjançant els espectres obtinguts amb LC-HRMS, 

conèixer la fragmentació dels compostos inicials és clau per poder proposar 

una estructura plausible pels diferents TPs generats. Per aquest motiu, en tots 

els experiments s’ha elucidat el patró de fragmentació dels compostos pare.  

En les publicacions centrades en la identificació de TPs dels inhibidors de la 

fosfodiesterasa V, el patró de fragmentació està clarament detallat. El fet de 

treballar amb compostos relacionats, va permetre observar fragments comuns 

de la part aromàtica de l’estructura del SDF (ions m/z 377, 311, 299 i 283) i les 

diferències en els ions de baix m/z rati degudes a les diferències en l’anell de 

piperazina. Les similituds i diferencies entre espectres facilita la identificació 

dels TPs per analogia.  

De fet, estudiar compostos relacionats aporta informació útil pel coneixement 

del seu procés de degradació, ja que les seves diferències estructurals ens 

permeten veure el comportament d’aquella par de l’estructura. És el cas del 

NR-SDF, que no tenia l’anell de piperazina, ja que presenta un carboni en el 

lloc del nitrogen de l’amina terciària, i això va ser utilitzat per veure els efectes 

en la fototransformació que suposa no tenir aquest anell heterociclic. Per altre 

banda, l’estudi del TS-SDF, va permetre veure com es comporten els anàlegs 

obtinguts mitjançant la substitució de l’oxigen pel sofre, una altre estratègia, 

cada cop més comú, per a l’obtenció d’anàlegs.  

Malgrat la informació que ens aporten els espectres de masses obtinguts pels 

diferents TPs, la seva comparació amb els patrons de fragmentació dels 

compostos pare i la informació de compostos relacionats, en alguns casos és 

necessari l’ús d’estratègies complementaries. En aquests estudis, la 

degradació de compostos deuterats ha aportat una informació addicional de 

gran valor per tal de postular la identitat d’alguns TPs. 

Finalment, tota aquesta informació ens ha permès elucidar els diferents TPs 

però sobretot ens han permès veure un patró de fragmentació comú per a tots 

els compostos relacionats amb el SDF. Aquest es basa en transformacions 
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centrades en l’esmentada anella de piperazina. Els TPs generats poden ser 

comuns entre els diferents compostos, si es perd el diferent substituent de 

l’anell, o diferents, quan la transformació es produeix mantenint aquesta part  

En quant al NR-SDF, el qual no té aquest anell, només s’observa la formació 

del TP de m/z 393, precisament el TP que ja no conte l’anell a l’estructura. Pel 

que fa al TS-SDF, s’observa que en els primers minuts d’irradiar la mostra es 

forma ràpidament un TP de m/z 475. L’estructura d’aquest TP es va comprovar 

amb un patró comercial que es tracta de SDF, és a dir, el TS-SDF en ser 

irradiat s’oxida invertint la substitució del sofre de l’anàleg per l’oxigen del 

compost original. Ja que aquesta conversió es produeix gairebé de forma 

immediata, la resta de TPs observats coincideixen amb els del SDF. 

En l’estudi de biodegradació de SMX i SMZ en un mesocosm també es va 

començar per identificar la fragmentació dels compostos pare Figura 7.  

. 

Figura 7. Espectres MS/MS amb els fragments proposats pels compostos 

pares 

Aquests espectres s’utilitzaven per tal de confirmar la identitat dels compostos 

sospitosos mitjançant la comparativa amb els espectres dels TPs. El temps de 

retenció relatiu al compost pare, així com el perfil isotòpic, també ens dóna 

informació sobre els grups funcionals que s’han pogut transformar. Però 

l’avantatge d’aquest cas és que coneixíem la identitat del compost proposat i 

alguns han estat estudiats en altres processos. Així doncs, es va poder utilitzar 
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una llibreria d’espectres (massbank.eu) per tal de confirmar l’estructura dels 

TPs. Aquesta llibreria conté espectres en alta i baixa resolució introduïts per 

usuaris d’arreu del món i obtinguts mitjançant diferents instruments. Malgrat ser 

compostos força estudiats, tan sols es van poder trobar els espectres del 

Acetyl-sulfametoxazol i l’ Acetyl-sulfametazina. Aquests espectres es van 

comparar amb els obtinguts i es va poder confirmar la seva identitat en un nivell 

2 segons l’escala proposada per Schymanski [127]. La resta de TPs van ser 

confirmats mitjançant espectres o fragments publicats en altres estudis o 

proposats via elucidació estructural pròpia.  

Aquests resultats, identificant principalment les mateixes reaccions en ambdós 

casos, ens mostren també una via de degradació comú per les sulfonamides 

estudiades. Finalment, es van escollir els TPs a quantificar basant-nos en un 

dels principals obstacles per a la quantificació dels mateixos, la viabilitat 

d’obtenir patrons comercials de referència. 

3.3.3 Detecció de TPs en mostres ambientals 

El darrer pas en els estudis basats en simulacions de degradació de fàrmacs a 

escala laboratori sòl ser freqüentment la constatació de la presencia d’aquests 

compostos al medi ambient. En l’article 3, després de la identificació dels 

diferents fotoTPs, s’han analitzat diferents mostres ambientals per tal de 

determinar-ne la seva presència. Per això es va realitzar un mètode quantitatiu 

amb un instrument de LC-QqQ-MS per analitzar diferents mostres i poder 

detectar-lo a baixes concentracions. Aquest fet, va comportar la primera 

detecció de dos TPs de SDF o d’un dels seus anàlegs en mostres reals. En 

aquestes mostres no es va detectar SDF ni cap dels compostos anàlegs 

estudiats, ressaltant la importància d’incloure els TPs en els estudis ambientals. 

A més, el TP488 detectat podria provenir del SDF, però també del H-SDF, del 

HH-SDF o del T-SDF. I per altre banda, el TP448 també podria provenir del 

SFD o del T-SDF. Això ens ha servit per corroborar que l’avaluació del destí 

ambiental del SDF és força complexa degut a que els anàlegs presenten rutes 

de degradació convergents. Malgrat tot, ser compostos tant semblants també 

pot resultar una avantatge i ser utilitzat com una estratègia per avaluar la 
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presència global d’aquests compostos.  En aquest sentit, els patrons de 

fragmentació de compostos i TPs ens mostren fragments comuns, fet que es 

pot utilitzar per a realitzar un anàlisi de sospitosos a través de la cerca 

d’aquests fragments en mostres ambientals. És a dir, buscar aquests fragments 

mitjançant l’adquisició de dades independent i després tractar d’identificar el 

compost pare. Aquesta estratègia ja s’està utilitzant en la detecció d’anàlegs en 

mostres adulterades [146], ja que és més senzill degut a l’elevada concentració 

que presenta a la mostra. En mostres ambientals requereix d’estratègies per a 

l’assignació de l’ió parental amb l’ió producte.   
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CAPITOL 4. ACUMULACIÓ I METABOLISME DE FÀRMACS A LA 

BIOTA 

Al capítol 3 s’ha demostrat que els residus farmacèutics presents als ecosistemes aquàtics es 

degraden per fotòlisis i biodegradació. No obstant això degut a l’elevat consum i la seva pertinent 

entrada continua al medi, la fauna i la flora d’aquests ecosistemes hi estan constantment 

exposats.  A la literatura hi ha diversos estudis que han reportat la seva presència en diferents 

organismes, principalment en peixos, i els possibles efectes adversos sobre la seva salut, 

creixement i reproducció. A més, a la literatura també s’han analitzat els diferents teixits i s’ha 

comprovat que els fàrmacs més liposolubles poden acumular-se al teixit adipós, amb el risc de 

passar a la cadena alimentaria.  

Els productes farmacèutics s'han desenvolupat per produir un efecte biològic, i per tant diversos 

estudis s’han centrat en estudiar la seva toxicitat aguda sobre la biota. Weeb i col. [149] va 

estudiar-la per les diferents classes de fàrmacs i va reportar que els antidepressius, antibacterians 

i antipsicòtics van resultar ser els més tòxics. Cleuvers i col. [150, 151] també van avaluar la 

toxicitat aguda a curt termini de fàrmacs antiinflamatoris no esteroides (AINE), utilitzant algues i 

invertebrats. En general, aquests estudis conclouen que a concentracions ambientals no es 

preveuen efectes aguts sobre els organismes, ja que haurien de ser d’unes com 100 a 1000 

vegades més altes. No obstant això, aquests estudis es realitzen de forma individual i aquests 

compostos es troben en mescles complexes que poden provocar efectes diferents, ja que es 

poden produir efectes sinèrgics o antagònics. A més a més, s’han de tenir en compte els efectes 

crònics ja que moltes espècies aquàtiques estan exposades de manera contínua a residus 

farmacèutics durant llargs períodes, fins i tot tot el seu cicle de vida.  

En l’actualitat encara se sap molt poc sobre els processos d’absorció, metabolisme, acumulació o 

eliminació dels residus farmacèutics a peixos i plantes. El metabolisme dels fàrmacs consisteix en 

la modificació bioquímica del compost farmacèutic generalment a través d’enzims especialitzats. 

És sabut, que els fàrmacs com a tals estan dissenyats per ser ingerits per humans o animals, 

actuar segons el seu propòsit i ser excretats (Figura 8).  

https://www.greenfacts.org/es/glosario/pqrs/red-trofica.htm
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Figura 8. Etapes del metabolisme dels fàrmacs 

Malgrat això, el seu disseny està dirigit i estudiat per a un tipus d’organisme concret i per tant la 

exposició d’altres éssers vius pot tenir diferent resultat. Se sap que els vegetals i els animals 

poden detoxificar i eliminar els contaminants després de l'absorció, però l'acumulació en el seu 

teixit adipós o l'absència dels sistemes d'enzims apropiats per al seu metabolisme poden 

dificultar-ne la seva excreció. 

És per aquest motiu que en aquest capítol s’ha pretès estudiar el metabolisme de fàrmacs en 

diferents tipus d’organismes aquàtics, concretament en peixos i plantes, començant per entendre 

les seves reaccions principals mitjançant experiments dissenyats al laboratori i finalment acabant 

per avaluar la exposició i el metabolisme en la biota salvatge.  

4.1 Estudi del metabolisme de fàrmacs en biota a escala laboratori 

Degut a les baixes concentracions de fàrmacs ambientals, per tal d’estudiar en profunditat les 

rutes metabòliques de diferents organismes aquàtics, s’ha optat per realitzar experiments a escala 

laboratori en condicions controlades i amb l’exposició a un fàrmac determinat. En aquests estudis, 

són encara més necessàries les mostres control, que pels experiments de fotodegradació i 

biodegradació, ja que la detecció de metabòlits en matrius biològiques és encara mes complexa. 

En aquest apartat també s’ha volgut estudiar les diferencies metabòliques entre els diferents 

organismes aquàtics. Per aquest motiu s’ha realitzat l’estudi d’un mateix fàrmac en plantes, 

utilitzant llenties d’aigua, i en peixos, concretament en llenguados. El fàrmac escollit a estat un 

dels AINE més coneguts; l’ibuprofè (IBU).  



CAPÍTOL 4. ACUMULACIÓ I METABOLISME DE FÀRMACS A LA BIOTA 

 

172 

 

Per tal de realitzar els experiments a escala laboratori, es va realitzar una col·laboració amb 

l’Institut de Ciències del Mar de Barcelona, el qual disposava d’aquests peixos marins per a 

realitzar l’experiment. Els llenguados varen ser injectats amb IBU i CBZ i es van estudiar els 

metabòlits a la bilis. Per tal de identificar els metabòlits de l’IBU en plantes es va realitzar una 

col·laboració amb el consell d’investigacions d’Italia, concretament amb el Institut agro-ambiental i 

de biologia forestal de Roma, el qual realitza diferents estudis en Lemna Gibba. Les plantes van 

ser exposades a l’IBU a través de l’aigua on vivien. L’anàlisi es va realitzar mitjançant un sistema 

LC-HRMS, concretament utilitzant un Orbitrap Q-Exactive. 

L’IBU es detecta freqüentment al medi ambient ja que, segons l’informe anual del sistema 

nacional de salut espanyol de l’any 2015, és el setè principi actiu més venut a l’estat en nombre 

d’envasos, amb 17.3 milions d’envasos que corresponen a uns 43.3 milions d’euros. Alguns 

estudis d’altres AINEs com l’àcid acetilsalicílic van demostrar que tenen efectes sobre la 

reproducció de la daphnia magna a concentracions al voltant de 1,8 mg/L. També estudis de 

toxicitat crònica del diclofenac van mostrar efectes histopatològics en la truita arc de Sant Martí 

després de 28 dies d'exposició, produint lesions renals a concentracions de 5 mg/L i efectes sub-

cel·lulars a 1 mg/L [35]. 

Finalment, en l’estudi del metabolisme dels llenguados també es va optar per estudiar la 

carbamazepina (CBZ), un antiepilèptic bastant persistent a les EDARs, ja que com s’ha 

documentat a la literatura, els fàrmacs d’ús psiquiàtric són freqüentment detectats en peixos degut 

a la seva relativa lipo-solubilitat (pKa: 13.94 / log P:2.77). La CBZ presenta generalment un rati 

baix de degradació a les EDARs i el seu lleuger caràcter bàsic ens ajudarà al estudi de les vies 

metabòliques en contraposició al IBU, lleugerament àcid.  

El resultat d’aquests estudis amb la detecció i identificació dels diferents metabòlits es troba a les 

dues publicacions següents. 
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ABSTRACT 

The widespread occurrence of pharmaceuticals in the aquatic environment has raised concerns about potential 

adverse effects on exposed wildlife. Very little is currently known on exposure levels and clearance mechanisms of 

drugs in marine fish. Within this context, our research was focused on the identification of main metabolic 

reactions, generated metabolites and caused effects after exposure of fish to carbamazepine (CBZ) and 

ibuprofen (IBU). To this end, juveniles of Solea senegalensis acclimated to two temperature regimes of 

15ºC and 20ºC for 60 days received a single intraperitoneal dose of these drugs. A control group was 

administered the vehicle (sunflower oil). Bile samples were analyzed by ultra-high performance liquid 

chromatography - high-resolution mass spectrometry. on a Q Exactive (Orbitrap) system allowing to 

propose plausible identities for eleven metabolites of CBZ and thirteen metabolites of IBU in fish bile. In 

case of CBZ metabolites originated from aromatic and benzylic hydroxylation, epoxidation and ensuing O-

gucuronidation; O-methylation of a catechol-like metabolite was also postulated. Ibuprofen in turn formed 

multiple hydroxyl metabolites, O-glucuronides and (hydroxyl) acyl glucuronides, in addition to several 

taurine conjugates. Enzymatic responses after drug exposures revealed a water temperature-dependent 

induction of microsomal carboxylesterases. The metabolite profiling in fish bile provides an important tool 

for pharmaceutical exposure assessment.  

 

Keywords: Ibuprofen, Carbamazepine, Fish metabolites, Carboxylesterases, Bile, High resolution mass 

spectrometry 
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1. INTRODUCTION 

During the last few years the presence of pharmaceuticals in riverine fish has been reported demonstrating 

that long-term exposure of aquatic organisms to pharmaceutical residues emitted from wastewater 

treatment plants may result in bioaccumulation [152-154]. Besides, marine species in coastal areas may 

also be exposed to pharmaceuticals through effluent discharges, waste disposal, and the use of drugs in 

aquaculture. The impact of this exposure, however, has received very little attention and studies reporting 

the detection of human drug residues in wild marine fish species is very scarce [63, 155, 156]. This is 

surprising because the occurrence of pharmaceuticals in estuaries and potential contaminated areas has 

raised concerns about potential adverse effects on the species living on them. The first report on the 

detection of pharmaceuticals in wild marine species dates back to 2009 [157]. In this study, diazepam was 

measured in marine flatfish collected near ocean discharges of municipal wastewater effluent. More 

recently, Alvarez-Muñoz reported the presence of several pharmaceuticals, including metoprolol, 

azithromycin and venlafaxine, in the different trophic levels of the food chain from coastal areas [63]. Other 

authors reported the presence of carbamazepine (CBZ) [158, 159] in different marine species being this 

compound one of the pharmaceutical compounds more frequently reported in marine species. 

Through the gills, as one of the major ports of entry, drugs are taken up from the water reaching the 

blood stream. Upon passage through the liver hepatic detoxification systems recognize these xenobiotics 

and may bring about their transformation by phase I and II metabolizing steps into more readily excretable 

metabolites [160]. In fact, over 60% of clinically used drugs are metabolised by CYP-mediated (mostly 

CYP3A4) phase I metabolism [161]. Another phase I enzymes carboxylesterases (CbEs) are involved in 

the hydrolysis of many administered drugs and pro-drugs as well as endogenous compounds [162]. As yet 

only the metabolism in rainbow trout, representing a model freshwater species frequently used in 

environmental studies, has been investigated using the three non-steroidal anti-inflammatory drugs 

naproxen [48], diclofenac [51], ibuprofen (IBU) [49] as substrates. In all instances the metabolic pathways 

were studied under controlled laboratory conditions with exposure through either spiked tank water or 

intraperitoneal administration of the test compounds. In case of naproxen the analysis of the bile proved the 

acylglucuronides of the parent compound and its demethylated metabolite to be the major 

biotransformation products [48]. Detailed profiling of bile samples from the diclofenac experiments revealed 

a substantial overlap with the metabolic reactions observed in humans, including 4´- and 5-hydroxylations, 

acyl glucuronidation, sulfation and glucuronidation of hydroxyl metabolites, and hydroxyl-

acylglucuronidation [51]. Rainbow trout dosed with ibuprofen in turn yielded apart from the hydroxylated 

metabolites, (hydroxylated) acylglucuronides, and ether glucuronides of hydroxyl-IBU also a number of 

taurine conjugates [49] although these were deemed of minor relevance. 

In contrast to metabolism studies carried out with juvenile or adult fish, alternative test systems have 

been described exploring the use of zebra fish at larval or embryonic stage for elucidating the 

biotransformation of human drugs. Following exposure of larvae to 14C-radiolabeled IBU, HRMS allowed to 

identify hydroxyl-IBU as a major metabolite while additional drug-related material accounting for a relatively 

low fraction of radioactivity could not be identified [54]. In contrast, a comprehensive characterization of the 

metabolites of clofibric acid was accomplished in extracts of zebrafish embryos [163]. Besides common 

reactions including oxygenation, glucuronidation, sulfation and combinations thereof, a series of less 

frequently observed conjugative reactions was reported involving the enzymes acyl-CoA synthetase, N-

acetyl transferase, carnitine acyl transferase, and catechol O-methyltransferase (COMT) [15]. 
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Taken together, the findings from laboratory exposure studies provide strong evidence for fish 

having an inherent capability for metabolizing pharmaceuticals using enzymatic pathways very similar to 

those involved in the hepatic clearance of drugs in the human body. Nonetheless, the rate of metabolic 

conversion in fish may vary largely between substrates as suggested by the quantitative results from in 

vitro studies obtained with trout liver S9 fractions [164] and trout liver spheroids [165]. Comparison of 

intrinsic clearance values and depletion rate constants, respectively, for sets of environmentally relevant 

drugs demonstrated extensive biotransformation in some cases while under the assay conditions other 

drugs were resistant to metabolic conversion. In both these model systems the anticonvulsant 

carbamazepine, representing one of the most frequently monitored drugs in the aquatic environment, 

proved to be metabolically stable. Conversely, recent data published on the occurrence of CBZ and two of 

its human oxidative metabolites, 2-hydroxy-CBZ and CBZ-epoxide, in Gambusia affinis and Jenynsia 

multidentata, having been captured in a wastewater-impacted Argentinian river, suggested 

biotransformation in these species [166]. Subsequent exposure experiments with J. multidentata at 

laboratory scale provided further support for this hypothesis by identifying both metabolites in various 

organs. 

Given the still fragmentary information on the metabolic pathways of CBZ in fish, we set out to 

conduct a comprehensive characterization of its biotransformation by analyzing bile from the flatfish 

Senegalese sole (Solea senegalensis) as a species of great economic importance in fisheries and 

aquaculture. In addition to the dosing experiments of this marine species with CBZ, bile was harvested and 

profiled for drug metabolites after administration of IBU. The findings obtained for the marine fish were 

contrasted with those reported for rainbow trout inhabiting freshwater environments [49, 167]. The work 

presented here was carried out as part of a broader study on the biological interactions of human drugs 

with hepatic enzymes in fish [168]. 

2. EXPERIMENTAL 

2.1 Chemical Reagents 

IBU (≥98 %), 2-hydroxy-IBU (99.2%), IBU acyl glucuronide (98%), CBZ (≥99 %), , IBU-d3 (99.4%), and 

CBZ-d10 (99.2%) were purchased from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain) and 2-hydroxy-CBZ (99.3 %), 3-

hydroxy-CBZ (99.4 %) from Toronto Research Chemicals (Toronto, Canada). All organic solvents used in 

LC analysis were Chromasol LC grade or equivalent. Ultra-pure water and LC/MS grade formic acid were 

purchased from Sigma-Aldrich (Munich, Germany). LC-grade acetonitrile was purchased from Riedel de 

Häen (Steinheim, Germany). KCl (99%), dithiothreitol (99%), ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA; 

99.5%), 4-nitrophenyl acetate (99%), and phenatroline (Reagent grade) were purchased from Sigma-

Aldrich (Madrid, Spain). 

2.2 Lab scale experiments 

Solea senegalesis were obtained and maintained as in Solé et al. 2015 [169]. Juveniles were acclimated in 

tanks for a period of two months at water temperatures of 15 ºC and 20ºC in order to assess the influence 

of temperature on the formation of the metabolites. After the adaption phase the fish received a single 

intraperitoneal injection of IBU at a dose of 10 mg/kg (n=12) or CBZ at 1 mg/kg (n=12). Control animals 

(n=12) were administered the carrier (sunflower oil at 1 µl/g b.w.). After injection the fish were fasted and 

sacrificed 48 hours later. Their organs dissected and liver and bile immediately frozen in liquid nitrogen and 

stored at -80ºC until analysis. Livers were also weighed to calculate gross morphometric indexes (Table S-
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3). Handling and sacrifice of the fish was done according to national and institutional regulations of the 

Spanish Council for Scientific Research (CSIC) and Directive 2010/63/EU.  

2.3 Bile sample analysis 

Ten microliter aliquots of the bile samples were diluted with 150 µl of acetonitrile/0.1 N HCl (1:3) to ensure 

the solubility of the metabolites and to inhibit their pH-dependent degradation. The latter was important as 

at elevated pH acylglucuronides (expected for IBU) are susceptible to chemical hydrolysis and to acyl 

migration. The diluted samples were centrifuged and the supernatants analyzed by ultra-high performance 

liquid chromatography–high resolution mass spectrometry (UPLC-HRMS) for comprehensive drug 

metabolite profiling.  

2.4 UPLC/ESI-MS/MS analysis 

Chromatographic separation was performed on a Waters ACQUITY BEH C18 column (50 × 2.1 mm, 1.7 

µm particle size) equipped with a guard column (5 × 2.1 mm) of the same packing material and connected 

to a Waters Acquity liquid chromatograph. The mobile phases for IBU in negative mode were (A) 20 mM of 

ammonium acetate and (B) acetonitrile. The chromatographic run in these neutral conditions (pH 6.8) was 

started at 95% A. After 0.5 min isocratic elution at 95 % A, the proportion of A was linearly decreased to 5 

% within 15 min. The percentage of A was then maintained at 5 % for 2 min and the initial mobile phase 

composition was reestablished within 1.0 min followed by a 2.0 min equilibration step at 95 % A.  

For acid conditions the mobile phase A was 0.1 % formic acid and the chromatographic run for CBZ in the 

positive ion mode started at 90%A. After 0.5 min isocratic elution at 90 % A, the proportion of A was linearly 

decreased to 10 % within 6.5 min. The percentage of A was then maintained at 10 % for 1.0 min and the 

initial mobile phase composition was reestablished within 1.0 min followed by a 2.0 min equilibration step at 

90 % A. The flow rate was 300 μL/min and the injection volume was 10 μL. Exact mass measurements of 

IBU, CBZ and their metabolites were carried out in full-scan and product ion scan mode on a Q Exactive 

mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA) equipped with a heated electrospray ion 

source (HESI). Negative and positive ion modes were used for the analysis of the IBU and CBZ samples, 

respectively. The source parameters were as follows: spray voltage: +/-3000 V; sheath gas flow: 40 L/h; 

auxiliary gas flow: 10 L/h; capillary temperature: 350 °C; heater temperature: 300 °C. The Orbitrap mass 

analyzer was operated at a resolving power of 70,000 (FWHM) in full-scan mode and of 17,500 (FWHM) in 

the MS2 mode. External mass calibration for positive and negative ESI mode was conducted weekly for the 

mass range of m/z 50-2000 by infusing a Pierce LTQ Velos ESI Positive and Negative Ion calibration 

solution from Thermo Fisher Scientific. MS data acquisition and processing was done using the software 

package XCalibur 2.2. The differential analysis software Sieve 2.1 was used to aid in the detection of 

metabolites. The chromatographic alignment allows the determination of relatively intensive peaks formed 

through higher injections of drugs. Detected peaks were elucidated through MS/MS accurate 

measurements obtained in data dependent mode. This approach is helpful to overcome the lack of 

authentic standards to propose metabolite identities. 

2.5 Hepatic biochemical determinations 

Liver samples (≈1g) were homogenized in ice-cold buffer phosphate (100 mM, pH 7.4), containing 150 mM 

KCl, 1 mM dithiothreitol (DTT), 0.1 mM phenatroline, 0.1mg/mL trypsin inhibitor and 1 mM EDTA in a 1:4 

(w/v) ratio ratio between sample weight/volume using a Polytron blender. The obtained homogenate was 

centrifuged at consecutive steps of 10,000 g x 30 min and 100,000 g x 60 min at 4ºC to obtain the 

microsomal pellet which was resuspended in the homogenization buffer containing 20% glycerol in a 2:1 



CAPÍTOL 4. ACUMULACIÓ I METABOLISME DE FÀRMACS A LA BIOTA 

 

182 

 

(w/v) ratio. Microsomal protein content was determined by the Bradford’s method [170] adapted to 

microplate format and using the Bradford Bio-Rad Protein Assay reagent and bovine serum albumin as the 

standard (0.05–0.5 mg/ml). The absorbance was read at 595 nm. All protein determinations were 

performed in triplicate. 

Carboxylesterase activity was measured in microsomes using a kinetic mode in  96-well microplates 

[171]. Twenty-five microliters of appropriately diluted microsomes were incubated with 200 µl 4-nitrophenyl 

acetate as substrate (1 mM of 4-NPA final concentration) in phosphate buffer (50 mM, pH 7.4) for 5 min at 

25ºC. Formation of 4-nitrophenol was read at 405 nm in a TECAN Infinite 200 microplate reader. 

Carboxylesterase activity was measured in triplicate and results were expressed as nmol/min/mg protein.  

2.6 Statistics 

Student’s t-test was applied to detect differences between metabolites formed at the two temperatures and 

between enzyme activities at a given temperature with respect to the carrier control. 

3. RESULTS AND DISCUSSION 

3.1. Detection and identification of drug metabolites 

In order to facilitate a thorough and automated search for drug-related metabolites in a complex matrix 

such as the bile samples, differential analysis Sieve 2.1 software was used. By comparing the aligned total 

ion chromatograms of the samples from vehicle-treated animals with those collected from fish treated with 

CBZ or IBU (Figures 1 and 2), the presence of compounds unique to the drug-exposed group was 

indicated. After the chromatographic alignment, the software provided a list of candidates with accurate 

mass, retention time and several ratios of differences between treated and control samples. Finally, the 

most intensive and relevant peaks were checked manually to obtain all the available information, including 

their MS/MS spectra. This comparative approach allowed us to filter the most relevant metabolites in this 

complex biological matrix. In the resulting list of potential drug metabolites each hit was characterized by 

exact mass, chromatographic retention time and peak intensity. Based on the knowledge about common 

phase I and phase II metabolic reactions and combinations thereof, appropriate filters for the minimum and 

maximum number of the atoms (H, C, N, O, and S) were defined and applied to the aforementioned drug 

metabolite list. This produced elemental formulae alongside the relative mass errors between the 

experimentally measured values and the ones calculated for the respective elemental composition. This 

procedure allowed to propose the type of enzymatic reactions involved in the biotransformation of CBZ and 

IBU. The subsequent examination of the product ion spectra of the metabolites provided further support for 

the proposed metabolites. The identification of characteristic fragment ions helped determine the site of 

metabolism in the case of positional isomers originating from regioselective conversions. 
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Figure 1: Extracted ion chromatograms (XIC) of CBZ metabolites detected by HR-MS analysis of diluted 

bile of Solea senegalensis.  
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Figure 2. Extracted ion chromatograms (XIC) of detected IBU metabolites by direct analysis of treated bile 
sample.  
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The proposed metabolites of CBZ and IBU are listed in Tables S-1 and S-2, respectively, in the 

order of increasing mass, and the postulated pathways leading to their formation are depicted in Figure 3 

and 4. Since in this work only a few metabolites were available as authentic standards for ultimate 

confirmation of the metabolite identities, in most instances the exact positions of the hydroxyl groups – and 

any subsequent phase II reaction at those sites - could not be pinpointed. While this is a well-known 

limitation in the interpretation of ESI-MS/MS data in drug metabolism studies, it does not constitute an 

obstacle for elucidating the metabolic pathways and their respective enzymes. For the identification of the 

metabolites, the product ion spectra of the parent compounds CBZ and IBU, as well as those of their 

metabolites were recorded to determine plausible elemental compositions and structures of the fragment 

ions (Figure 5). 

In case of CBZ (see Table S-1) three monooxygenated metabolites were detected (M252-A, M252-

B, and M252-C) of which the first one was assigned as corresponding to the epoxidation of the double bond 

in the seven-membered central ring. That the other two metabolites were the product of aromatic 

hydroxylations occurring at adjacent positions in one of the phenyl rings is discussed further on (Figure 3). 

The structures of the two hydroxy metabolites were confirmed with authentic standards (Table S-1). Two 

further phase I metabolites were the doubly hydroxylated CBZ-M268 and the  metabolite CBZ-M270 

(Figure 3). Once oxidative reactions introduced suitable handles for ensuing conjugative reactions, 

hydroxylated metabolites yielded the corresponding glucuronides. By this route, CBZ-M428-A and its 

isomer CBZ-M428-B were formed whereas the two metabolites CBZ-M444-A and B were the products of 

glucuronidations of dihydroxylated metabolites (Table S-1). The identification of M-444 based on its mass 

spectrum is depicted in Figure 5C. The two metabolites with ion mass 445.1245 break easily in the ESI 

source to yield their precursor drug (m/z 269.0923). This neutral loss of 176 Da is diagonistic of 

glucuronides. Upon collision-induced dissociation of the protonated dihydroxylated CBZ molecule, fragment 

ions were detected at m/z 226 corresponding to the neutral loss of NH3 and HNCO (43 Da) (Figure 5C). A 

third hydroxy-glucuronide (CBZ-M446) was proposed to arise from UGT-mediated conjugation of CBZ-

M270 (Figure 3) which was in line with the order of elution from the LC column: M446 displayed weaker 

retention than the two M444 isomers just as M268 eluted before M270. 

Besides the hydroxylations and epoxidation, belonging to the category of phase I reaction, and the 

subsequent conjugations with glucuronic acid as a phase II-type reaction (Figure 3), the elemental formula 

of the heaviest detected metabolite, M458, clearly indicated a gain of CH2 with respect to M444. This 

methylation, likewise falling into the class of conjugations, was most likely the product of catechol-O-

methyltransferase (COMT)-mediated conversion, thus requiring a substrate with two hydroxyl groups on 

adjacent carbon atoms within an aromatic ring, namely M268 (Figure 3). Unlike the various hydroxylation 

and glucuronidation reactions with their inherent introduction of polar groups and thus an overall increase in 

hydrophilicity, the generation of an O-methyl metabolite from a phenol generally produces a more lipophilic 

entity. Taking into account that the secretion of hepatic metabolites into bile occurs against a concentration 

gradient, suitable transporter proteins at the membrane separating the hepatocyte from the bile canaliculus 

are required. With specific transporters in place to recognize glucuronized species and thus to promote 

their secretion, the methylation was likely to precede the conjugation with glucuronic acid in M458. 

Consequently. it was produced from M268 with subsequent glucuronidation. In fact the importance of 

glucuronides in the elimination of CBZ from fish was reflected in the relative abundances of the oxidative 

vs. conjugated metabolites (Table 1): the biotransformation product with the highest relative abundance by 

far was M428-B, likely corresponding to the 3-hydroxy-glucuronide (Figure 3). 
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Table 1. Biological, hepatosomatic index [(liver weight/total weight)x100)] and microsomal activities of 

juvenile Solea senegalensis injected with vehicle (sun flower oil) and the drugs ibuprofen and 

carbamazepine Data are expressed as mean ± SEM (n=6). 

Group Vehicle control Carbamazepine-treated Ibuprofen-treated 

Temperature (ºC) 15 20 15 20 15 20  

N (male:female) 6 (1:5) 6 (4:2) 6 (2:4) 6 (5:1) 6 (2:4) 6 (4:2)  

Length (cm) 25.3 ± 1.21 24.9 ± 1.24 26.2 ± 1.47 27.2 ± 1.72 26.3 ± 0.52 26.0 ± 1.87  

Weight (g) 252.7 ± 36.1 254.8 ± 34.5 286.3 ± 37.2 264.8 ± 36.9 273.7 ± 31.8 253.0 ± 26.4  

HSI 0.97 ± 0.08 0.81 ± 0.07 0.90 ± 0.08 0.62 ± 0.11 0.89 ± 0.06 0.77 ± 0.15  

CbE (pNPA) 39.1 ± 1.4 17.1 ± 2.2 68.6 ± 7.8** 17.7 ± 2.1 55.8 ± 5.7* 18.1 ± 2.2  

t-test Contrasts were made between each treatment and its temperature control * denotes p<0.05  

HSI as (liver weight/total weight) x 100  
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Figure 3. Proposed metabolic pathway of carbamazepine in Solea senegalensis based on the HR-MS 

analysis of bile. Annotations on arrows indicate enzyme likely involved in metabolic reaction: catechol-O-

methyltransferase (COMT), cytochrome P450 (CYP), epoxide hydrolase (EH) uridine-diphospho-

glucuronosyltransferase (UGT). Positions of glucuronide in M444-A and M444-B are inferred from 

chromatographic retention times (see Table S-1). 
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With respect of the functional groups in the chemical structure of IBU, the presence of a carboxyl 
group in this acidic compound made it directly amenable to phase II reactions, in particular to UGT-
catalyzed glucuronidation (Figure 4). In addition, IBU features a series of chemically diverse C-H bonds 
(aromatic and benzylic; primary and secondary alkyl) rendering it attractive for CYP-mediated 
oxygenations. As compiled in Table S-2, one mono- and one dihydroxylated metabolite (M222 and M238) 
were detected. In contrast to CBZ where the glucuronidation of the (di)hydroxylated metabolites involved 
the formation of an ether bond, transfer of glucuronic acid to the carboxyl group IBU molecule produced the 
acylglucuronide (M382), i.e. an ester bond. The observation of a partially resolved peak cluster of M382 in 
the extracted ion chromatogram (m/z 381.1558) instead of a single peak with a defined retention time (see 
Table S-1) is typical of acylglucuronides because they are subject to acyl migration yielding positional 
isomers [172]. Taking advantage of this characteristic behaviour, the visual inspection of the peak profiles 
allowed to easily discriminate between the hydroxy-glucuronides bearing the glucuronic acid on the OH-
group and the isobaric acylglucuronides. A second useful trait for telling apart O-glucuronides from 
acylglucuronides was the large difference in retention times: owing to the presence of two COOH groups 
the former were more polar, and thus exhibit faster elution as compared to the acylglucuronides in which 
the carboxy group is masked by the glucuronic acid (Figure 4). Applying these principles, two hydroxylated 
O-glucuronides (M398-A and M398-B) were proposed while M398-C corresponded to the hydroxyl 
acylglucuronides. Similarly, M414-A (1.92 min) is assigned to be the O-glucuronide of a dihydroxylated IBU 
whereas the isomeric acylglucuronides of dihydroxy IBU (M414-B) eluted at 3.29-3.38 min. Apart from 
substrate oxygenation and (subsequent) glucuronidation, a third category of metabolites could be 
unequivocally identified as originating from conjugation of the carboxyl group with taurine (NH2CH2CH2SO3

-

). This comprised the series of M313 as the direct conjugate, its hydroxyl derivative M329, and its 
dihydroxylated form (M345) (Figure 4). Given the decrease in chromatographic retention times due to the 
presence of additional hydroxyl group in the metabolite structures, it appeared plausible to postulate that 
M329 (4.28 min) and M345 (3.28 min) were formed by taurine conjugation of M222 (3.81 min) and M238 
(2.81 min), respectively. In the ESI-MS/MS spectrum of IBU-M345, the deprotonated taurine is detected at 
m/z 124.0062 (Figure 5D) Two further isomeric metabolites of minor intensity (M505-A and M505-B) were 
detected in the bile samples as a pair of unusual diconjugates bearing a taurine group at the carboxyl group 
as well as an O-glucuronide (Figure 4). 
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Figure 4. Proposed metabolic pathway of ibuprofen in Solea senegalensis based on the HR-MS analysis of 

bile. Annotations on arrows indicate enzyme likely involved in metabolic reaction: cytochrome P450 (CYP) 

and uridine-diphospho-glucuronosyltransferase (UGT).  
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3.2. Qualitative analysis 

Based on the qualitative analysis, eleven and 13 metabolites were detected for CBZ and IBU, respectively 

in bile samples from Solea senegalensis. The CBZ and IBU metabolites were identified as a combination of 

accurate mass measurements of the molecular ions and fragment ions detected in MS/MS experiments 

(Tables S-1 and S-2 as well as in Table S-4 and S5). Since authentic standards of most of the CBZ and 

IBU metabolites were not available, relative metabolite abundances were calculated as the ratio of the 

analyte MS peak area to the total peak areas of all metabolites and intact parent compound. Taking into 

account relative areas, the fraction of unmetabolized CBZ was much higher than that of IBU indicating 

limited capacity of hepatic enzymes in S. senegalensis to biotransform CBZ. This is in stark contrast to the 

hepatic disposition in humans where more than 95 % of the absorbed dose is transformed to a large 

number of metabolites [173]. Nonetheless, the overlap in metabolite identities of CBZ between human and 

the studied fish is surprisingly large. Although one of the principal metabolic reactions for CBZ and IBU was 

glucuronidation of the hydroxylated compound, IBU formed also taurine conjugates of hydroxylated IBU. In 

comparison to the findings in rainbow trout [49], previously not reported metabolites of IBU include an ether 

glucuronide and a taurine conjugate of the dihydroxylated substrate (M414-A and M345, respectively), as 

well as an acyl glucuronide of dihydroxy-IBU (M414-B). 

The relative peak intensities of IBU, CBZ and their detected metabolites in fish bile were measured 

at two water temperatures. Although no pronounced differences were observed in the relative intensities of 

the metabolites (Tables S-1 and S-2), the effect of water temperature on hepatic enzyme activity is 

discussed in the next section. 
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Figure 5. ESI-MS/MS spectra of CBZ (A) and IBU (B) and their metabolites CBZ-M444 (C) and IBU-M345 

(D).  
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3.3. Biological effects on detoxification enzymes 

There is proved evidence of metabolism of CBZ and IBU in fish at both temperatures 

by the action of phase I CYP and phase II UDPGT enzymes as revealed by the identity 

of the metabolites formed. The total amount of metabolites detected in bile after 48 h 

injection was not clearly seen as temperature dependent as only one metabolite of IBU 

and 3 of CBZ were significantly higher at 15ºC (Tables S-1 and S-2). By contrast, the 

enzymatic responses on CYP-dependent activities and CbEs were only traceable at 

15ºC but not 20ºC (Table 1) [168]. An effect of rising temperature alone over these and 

other hepatic enzymes has been recently published for these same fish species with 

higher activities displayed at lower temperatures as a result of acclimation [174]. More 

recently, the combined effect of temperature and these same drug exposures on some 

of these enzymes and other metabolic and oxidative stress parameters has also been 

published [168]. In addition to former observations, both injections IBU (p<0.05) and 

CBZ (p<0.01) increased microsomal CbE activity. As an elevation of CYP3A4-

mediated BFCOD activity also occurred with IBU (p<0.05) and CBZ (albeit not 

significant), while CYP1A-mediated EROD activity was not affected  [168] it is plausible 

that induction of CYP3A4 and CbE may occur by the same mechanism such as via the 

nuclear receptor PXR as revealed in fish as well as in mammals [161] [175]. It could 

also be hypothesized that the lower response after IBU injection, despite the dose 

assayed was higher, could be due to the inhibition of CbEs by NSAID glucuronides 

formed as revealed in humans [176]. To the best of our knowledge this is the first 

report on CbE induction by these two pharmaceutical drugs in fish although an 

induction by other drugs such as gemfibrozil, nonylphenol and ethinylestradiol was 

formerly reported in vivo in the same fish species [177]. IBU and CBZ have also 

revealed to inhibit in vitro microsomal CbE activity in several marine species [174] and 

the lipid regulators simvastatin and fenofibrate interfere in vitro with microsomal CbE of 

either adults or juveniles of a related species Solea solea [174] [178]. Due to the 

importance of this enzyme family in drug and prodrug metabolism as well as  its 

endogenous role in lipid homeostasis, we recommended its potential use as marker of 

drug exposures. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



CAPÍTOL 4. ACUMULACIÓ I METABOLISME DE FÀRMACS A LA BIOTA 

193 

 

4. CONCLUSION 

In the present study, we have identified thirteen metabolites of IBU and eleven 

metabolites of CBZ in fish bile. The structures of metabolites have been proposed 

using HRMS and HRMS/MS data. In particular, the combination of mass accuracy and 

the fragmentation patterns of metabolites and parent compounds allowed proposing 

plausible structures for each metabolite. The set of generated IBU metabolites was 

similar to those reported in a previous work on the metabolism of IBU in rainbow trout 

under similar experimental conditions [49].Three new IBU metabolites were identified 

formed as ether glucuronide and a taurine conjugate of the dihydroxylated substrate 

(M414-A and M345, respectively), as well as an acyl glucuronide of dihydroxy-IBU 

(M414-B). Regarding CBZ, the current work constitutes the first study on the 

identification of fish metabolites of CBZ (thirteen metabolites). We evaluated also the 

relative peak areas of CBZ, IBU and their metabolites in the fish exposed to two water 

temperatures. No quantitative/qualitative differences in metabolism of CBZ and IBU 

were observed at the two temperature regimes in terms of metabolite formation, 

however enzyme activities differed significantly at the two acclimation temperatures. 

This reveals that after 48 h drug injections, the hepatic response to the drugs was only 

traceable at the lowest temperature despite similar metabolism was achieved under 

both rearing conditions as revealed by biliary the metabolites formed. In sum, the 

findings of the present study enabled us to gain further insight into the metabolism of 

two pharmaceuticals (CBZ and IBU) in the marine fish and by extension to other 

pharmaceuticals detected in the aquatic environment.  
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4.2 Avaluació del metabolisme a peixos de riu 

Per tal d’avaluar el metabolisme de fàrmacs en peixos salvatges, es va realitzar 

un mostreig mitjanant pesca elèctrica a cinc punts diferents al llarg del riu 

Llobregat. En total es van recol·lectar més de 80 individus de dues espècies 

diferents, la carpa comú (Cyprinus carpio) i el barb de l’Ebre (Barbus graellsi).  

Amb aquest mostreig es pretenia determinar els fàrmacs que  es detectaven als 

peixos de riu per poder detectar i identificar els seus principals metabòlits.  

 

Figura 9. Imatges dels punts de mostreig al riu Llobregat i les dues espècies 

seleccionades  

Amb aquest motiu, els peixos varen ser disseccionats per tal de poder analitzar 

els diferents teixits. En l’article 5 s’ha observat que la bilis pot ser analitzada de 

forma ràpida i senzilla però allà hi trobarem principalment els fàrmacs 

metabolitzats i per tant la seva detecció resulta més complexa. Així doncs, es 

va optar per analitzar primer el múscul amb un mètode d’anàlisi dirigit de més 

de 2000 contaminants orgànics polars. Per extreure el múscul es va utilitzar un 

mètode prèviament publicat a la literatura [40]. Aquest consistia amb una 

extracció amb 8 mL d’una solució de metanol i àcid acètic 0.1M (1:1) mitjançant 

ultrasons. Els extractes es van centrifugar a 2ºC per tal de fer precipitar els 

greixos I el sobrenedant es va evaporar i reconstituir per ser analitzat 

mitjançant un sistema LC-HRMS. 
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L’anàlisi de les mostres de múscul es va realitzar en col·laboració amb la 

universitat d’Atenes mitjançant LC-QTOF amb l’esmentat mètode 

d’escombratge, amb més de 2000 contaminant orgànics polars, entre ells més 

de 150 productes farmacèutics [179]. Aquest mètode l’havien desenvolupat 

prèviament, creant la base de dades a partir de la injecció dels compostos 

incloent el temps de retenció, la massa exacte, el perfil isotòpic i diversos 

fragments de confirmació.  L’anàlisi es va realitzar mitjançant un sistema 

UHPLC (3000 DionexUltiMate RSLC, Thermo FisherScientific, Alemanya) 

acoblat a un espectròmetre de masses QTOF (MaxisImpact, Bruker Daltonics, 

Bremen, Alemanya) equipat amb una font d’ionització ESI. La columna 

cromatogràfica utilitzada va ser una AcclaimTM RSLC 120C18 (2,1 mm de 

diàmetre intern × 100 mm de longitud i 2,2 mµ de mida de partícula) de Thermo 

Fisher Scientific (Dreieich, Alemanya) amb una pre-columna del mateix 

material.  

Les mostres es van analitzar a l’espectrometre de masses tant en mode 

d’ionització positiu com en negatiu. Les fases mòbils per la cromatografia en 

mode d'ionització positiu  van ser (A) metanol amb 5 mM de formiat d'amoni i 

0,01% (v/v) d’àcid fòrmic i (B) solució aquosa amb formiat d'amoni 5 mM, 10% 

de metanol i 0,01% d’àcid fòrmic. Pel mode d’ionització negativa, les fases 

mòbils van ser (A) MeOH amb acetat d'amoni 5 mM i (B) una solució aquosa 

amb acetat d'amoni 5 mM i 10% de metanol .  

Mitjançant el software de Bruker “TargetAnalysis”, es van rastrejar els 

compostos de la base de dades a les mostres de forma automatitzada. Per això 

es van fixar criteris d’error tolerable de ± 5 ppm per exactitud de massa, <200 

mSigma pel perfil isotòpic i ± 0,2 minuts per al temps de retenció. Finalment per 

a determinar correctament la seva identitat es van comprovar de forma manual 

els fragments de confirmació.  

Un cop es van determinar els fàrmacs acumulats al peixos de riu, es va optar 

per a desenvolupar un mètode per a la detecció del seus metabòlits. Per aquest 

motiu, es va utilitzat un mètode d’anàlisis de sospitosos. Per tal de generar la 

llista de compostos es van seleccionar cinc fàrmacs; l’IBU, la sertralina, la 

mepivacaina, la pregabalna i el gemfibrozil i es va  utilitzar el software 
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Metabolite predict de Bruker. Per aquesta predicció es van incorporar també les 

reaccions observades en els peixos a escala laboratori.  

 

Figura 10. Exemple de predicció de metabòlits de l’IBU a través dels 

software MetabolitePredict 

Aquesta aproximació, es va aplicar inicialment per a l’anàlisi de la bilis, 

mitjançant el mateix tractament que en l’article 5 però injectat mitjançant el 

mètode de la Universitat d’Atenes. Com hem vist l’anàlisi de la bilis evita els 

problemes d’extracció i recuperació que tenen els anàlisis d’altres teixits i a 

més, el metabòlits poden estar presents a altes concentracions.  En segon lloc, 

per tal d’avaluar l’acumulació de metabòlits, l’escombratge de sospitosos també 

es va realitzar a les dades de les mostres de múscul. El següent esquema 

resumeix l’estratègia utilitzada al capítol 4. 
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Figura 11. Estratègia analítica utilitzada per a la detecció i identificació de 

metabòlits en peixos salvatges. 
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4.3 Discussió de resultats 

4.3.1 Identificació de les reaccions metabòliques a escala 
laboratori 

Mitjançant la comparació de les mostres de bilis de llenguado tractades i les 

mostres control, s’han pogut determinar els pics corresponents als possibles 

metabòlits. Degut a la complexitat de les matrius aquesta s’ha realitzat de 

forma automatitzada mitjançant el software SIEVE. La figura 12 mostra un 

exemple de compost detectat a través de la comparació de les mostres control 

amb les mostres de bilis de peixos tractades amb carbamazepina i ibuprofè. 

 

Figura 12. Metabòlit de l’Ibuprofè (IBU-MET222) detectat a la bilis del peix 

mitjançant el software SIEVE 

Amb aquesta aproximació s’han pogut detectar els metabòlits més importants a 

la bilis, ja que el software proveeix un llistat amb un rati de diferència entre 

mostres control i mostres tractades. Aquest rati permet prioritzar en la 

identificació temptativa dels metabòlits, que continua sent la etapa més 

complexa de l’estudi. Per tal de identificar aquests metabòlits, s’ha tingut en 

compte la massa exacte, la possible composició elemental proposada per 

aquesta massa, el temps de retenció i el perfil isotòpic. Amb aquesta 

informació, s’ha procedit a l’estudi del patró de fragmentació de cada compost. 

Per a proposar la seva estructura s’ha comparat aquest amb el patró del 

principi actiu i s’han tingut en compte fragments específics de metabòlits 

reportats a la literatura. La figura 13 mostra un exemple de identificació 

mitjançant la observació de l’espectre. En ella hi podem veure fragments del 

IBU-MET398 determinants per a la seva temptativa identificació com a 
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l’hidròxid de l’acil glucurònic ibuprofè. Ràpidament podem observar que es 

tracta d’un glucurònic mitjançant els fragments de m/z 113 i 175, característics 

d’aquests compostos. A més, podem observar que el compost pateix 

inicialment la pèrdua de 176 unitats de massa, corresponents a la pèrdua de 

l’àcid glucurònic, fet que ens indica que es tracte de l’acil glucurònic ja que els 

èters glucurònics inicialment sofreixen la pèrdua del CO2 de l’àcid carboxílic 

(figura 14).   

 

Figura 13. Espectre de fragmentació proposat per l’hidròxid de l’acil 

glucurònic iburpofè (IBU-MET398- C). 
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Figura 14. Espectre de fragmentació proposat per l’èter glucurònic d’ibuprofè 

(IBU-MET398- A i B). 

 

De forma anàloga, s’han proposat estructures pels 13 metabòlits de la CBZ i els 

11 metabòlits de l’IBU que es poden trobar a l’anterior publicació. En ella s’han 

reportat per primera vegada els metabòlits de la CBZ en peix i s’ha ampliat la 

llista de metabòlits de l’IBU. Concretament s’han identificat per primera vegada 

tres metabòlits provinents de la doble oxidació del IBU, el IBU-MET238, el IBU-

MET345 i el IBU-MET414. Els seus espectres es troben a continuació (figura 

15). Com es pot veure, pel metabòlit conjugat de taurina també es pot observar 

un fragment de m/z 124 molt característic d’aquesta classe de compostos.  

.  
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Figura 15. Espectre de fragmentació dels metabòlits di-hidroxilats de l’IBU 

detectats per primera vegada a l’article 3. 
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Precisament la conjugació amb taurina ha estat una de les principals 

diferències observades entre el metabolisme de CBZ i IBU. Aquesta es deu 

pròpiament a la naturalesa del compost amb la presència del grup carboxílic en 

la estructura del IBU. En l’estudi dels metabòlits de CBZ també s’han pogut 

observar algunes particularitats com és el cas de l’oxidació en forma d’epòxid. 

El que crida més l’atenció entre el comportament dels dos fàrmacs és el 

diferent grau de metabolització. Mentre que s’estima que l’IBU es metabolitza 

completament, més de dos terços de la CBZ roman inalterada.  

 

Figura 16. Ruta metabòlica de la CBZ i l’IBU en SOLEA SENEGALENSIS.  

Finalment, l’estudi del metabolisme en les plantes aquàtiques, en ha permès 

veure com les capacitats i reaccions metabòliques són diferents en els diversos 

organismes aquàtics que poden ser exposats a residus farmacèutics. En els 

peixos, les reaccions principals es porten a terme al fetge i per tant l’anàlisi de 

la bilis ens ha permès estudiar-les. Les plantes no tenen un òrgan tant 

diferenciat on es porten a terme aquests processos i s’ha analitzat el conjunt de 

l’organisme. Malgrat això és sabut que les plantes tenen capacitat de 

detoxificar-se mitjançant la formació de metabòlits que els resultin més senzills 

d’excretar. Així s’ha pogut observar que els enzims de les reaccions en peixos 

són principalment el citocrom P450 (CYP), les uridinadifosfat 

glucuronosiltransferasa (UGTs) i les sulfotransferases (SULTs), amb reaccions 

similars a la majoria de vertebrats. A les plantes s’han observat metabòlits 
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comuns als peixos, com els hidroxilats i els glucurònics però també d’altres més 

característics de les plantes com la formació d’acetils, malonils i hexoses, 

alguns d’ells més similars als formats pels fongs. La següent taula resumeix les 

similituds i les diferències entre els dos organisme estudiats.  

TAULA 4. Metabòlits del IBU identificats en peixos i en plantes. 

Metabòlit 
Fórmula Massa 

exacte (M-
H)- 

Detectat en: 

(M-H) Peixos Plantes 

Hidroxi-IBU C13H17O3
- 221.1183 x x 

Dihidroxi-IBU C13H17O4
- 237.1132 x x 

Acetil IBU C15H19O3
- 247.1340 n.d. x 

IBU taurina C15H22NO4S
- 312.1275 x n.d. 

Hidroxi-IBU taurina C15H22NO5S
- 328.1224 x n.d. 

Dihidroxi-IBU taurina C15H22NO6S
- 344.1173 x n.d. 

IBU hexosa C19H27O7
- 367.1762 n.d. x 

IBU acil glucurònic C19H25O8
- 381.1555 x n.d. 

Hidroxi-IBU glucurònic (acil) C19H25O9
- 397.1504 x n.d. 

Hidroxi-IBU glucurònic (éter) C19H25O9
- 397.1504 x x 

IBU acetil hexosa C21H29O8
- 409.1868 n.d. x 

Dihidroxi-IBU glucurònic 
(acil) 

C19H25O10
- 413.1453 x n.d. 

Dihidroxi-IBU glucurònic 
(éter) 

C19H25O10
- 413.1453 x n.d. 

Hidroxi-IBU acetil hexosa C21H29O9
- 425.1817 n.d. x 

IBU malonil hexosa C22H29O10
- 453.1766 n.d. x 

IBU desoxihexosa hexosa C25H37O11
- 513.2341 n.d. x 

IBU hexosil hexosa C25H37O12
- 529.2291 n.d. x 

IBU acetil desoxihexosil 
hexosa 

C27H39O12
2- 555.2452 n.d. x 

Hidroxi-IBU glucurònic 
taurina 

C21H30NO11S
- 504.1545 

x n.d. 
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4.3.2 Detecció de metabòlits de fàrmacs en peixos de riu 

Amb el primer escombratge dirigit a les mostres de múscul, es van detectar 

més de 50 contaminants orgànics polars a cada punt de mostreig. Aquesta 

detecció automàtica proveïa d’indicadors de confidencialitat, tenint en compte el 

nombre de criteris d’error marcats anteriorment que satisfeia cada compost 

sospitós. A continuació es mostra una taula a mode d’exemple amb la detecció 

automatitzada de compostos sospitosos mitjançant el software TargetAnalysis. 

 

Figura 17. Exemple de taula de resultats per al escombratge dirigit de més 

de 2000 compostos en múscul de peix.  

 

D’entre els diferents contaminant orgànics detectats es va focalitzar en els 

productes farmacèutics presents al múscul dels peixos. Aquests resultats es 

resumeixen a la taula 5. La seva detecció al múscul demostra l’absorció dels 

residus farmacèutics per la biota salvatge que habita els rius, ja que la majoria 

d’aquests compostos ja havien estat detectats anteriorment a les aigües del riu 

Llobregat. 
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TAULA 5. Fàrmacs detectats en múscul de peixos del riu Llobregat 

Fàrmac Fórmula 
Massa exacte 

(M±H)± 

Amantadina C 10H 17N                 152.1434 

Citalopram C20H21N2OF 325.1716 

Carbamazepina C15H12N2O 237.1024 

Gabapentina C9H17NO2               172.1332 

Gemfibrozil C15H22O3 249.1489 

Ibuprofè C13H18O2                  205.1225 

Lamotrigina C9H7Cl2N5               256.0151 

Mepivacaina C15H22N2O        247.1805 

Pravastatina C23H36O7                  423.2388 

Pregabalina C8H17NO2               158.1187 

Prolinamida C5H10N2O               115.0866 

Sertralina C17H17NCl2 306.0811 

Venlafaxina C17H27NO2 278.2117 

D’aquests compostos es van escollir cinc fàrmacs per a l’estudi del 

metabolisme als peixos; l’Ibuprofè, el gemfibrozil, la pregabalina, la sertralina i 

la mepivacaina. Tots ells van ser freqüentment detectats en les mostres dels 

diferents punts excepte la sertralina i la mepivacaina. Aquestes només van ser 

detectades al darrer punt de mostreig però en un percentatge molt alt de les 

mostres (figura 18).  

 

Figura 18. Percentatge de detecció de la sertralina i mepivacaina als 

diferents punts de mostreig. 
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Mitjançant el software de predicció es van preveure més de 150 metabòlits 

diferents. Després de l’escombratge d’aquesta llista de sospitosos es van 

detectar multitud de pics corresponents a possibles metabòlits, tant al múscul 

com a la bilis (Figura 19).  

 

Figura 19. Exemple de taula de resultats per al escombratge de metabòlits 

sospitosos en bilis de peix.  

Com es pot veure, el fet de no disposar de patrons de referència i per tant no 

disposar dels seus temps de retenció comporta disposar de menys criteris de 

confirmació i per tant va comportar l’obtenció de més falsos positius. A més, la 

manca d’espectres MS/MS de metabòlits en les poques biblioteques 

disponibles també en va dificultar la identificació dels mateixos.  

Malgrat la complexitat s’han proposat identitats en grau de nivell 2 per a 

metabòlits de la majoria dels fàrmacs estudiats. Amb el mètode d’escombratge 

utilitzat en moltes ocasions no s’havia adquirit la informació MS/MS i per tant 

les mostres van ser reinjectades a Barcelona mitjançant un sistema Orbitrap Q-

Exactive. Aquest fet també va facilitar la detecció dels metabòlits del IBU 

prèviament estudiats a escala laboratori i analitzats amb aquests mateix 

instrument (figura 20).  
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Figura 20. Metabòlits del IBU detectats a les mostres de peixos del Llobregat 

En altres ocasions no es disposava ni tant sols del patró de fragmentació del 

compost pare ja que no disposàvem de patró. Per això s’han comparat els 

espectres obtinguts amb els disponibles a la biblioteca d’espectres NORMAN.  

Per exemple, d’aquesta manera es va constatar que el patró de fragmentació 

de la sertralina era el mateix que el de la biblioteca. A més es va detectar un 

metabòlit corresponent a una possible desmetilació. L’espectre d’aquest, amb 

informació complementaria en va permetre una identificació temptativa. A la 

figura 21 es pot observar com el temps de retenció del possible metabòlit és 

lleugerament inferior al del compost pare, fet que correspondria a la identitat 

proposada.  

Les reaccions identificades als experiments a escala laboratori, introduïdes al 

software de predicció ens han permès detectar possibles metabòlits per 

reaccions anàlogues. Aquest és el cas del gemfibrozil, que presenta una 

estructura amb un àcid carboxílic similar al IBU i que podria metabolitzar-se de 

manera similar. A la figura 22 es mostra la identificació temptativa del conjugat 

de taurina corresponent. 
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.

 

Figura 21. Detecció de sertralina i metabòlit proposat com a 

desmetilsertralina  

 

Figura 22. Metabòlit proposat com a hidroxi-taurina de gemfibrozil  
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Malgrat els esforços per a identificar els diferents metabòlits, molts d’ells encara 

no han pogut ser identificats. Tot i que cada dia els diferents softwares que 

subministren les diferents plataformes faciliten la seva identificació, aquesta 

encara requereix molt de temps i molts coneixements. La manca de bases de 

dades d’espectres en alta resolució per a metabòlits i la dificultat per obtenir 

patrons comercials d’aquests compostos fan que totes aquestes identitats no 

puguin ser confirmades amb un grau de confidència més elevat. 
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CAPITOL 5. CONCLUSIONS 

Mitjançant aquesta tesis s’han pogut estudiar les diferents transformacions 

que pateixen els fàrmacs al medi aquàtic, incloent els processos biòtics més 

rellevant, la biodegradació per microorganismes i la detoxificació de la biota, i el 

principal procés abiòtic, la fotòlisi.  

En el primer capítol s’han pogut revisar a fons els estudis més recents del destí 

ambiental dels fàrmacs i s’han pogut revisar les capacitats i limitacions més 

actuals que ens ofereix la LC-HRMS. A més, s’ha pogut constatar que els 

instruments de nova generació han superat certes limitacions en alguns factors, 

com la sensibilitat i la linealitat, que els converteixen en instruments realment 

poderosos tant per l’anàlisi qualitatiu com quantitatiu.  

Mitjançant els estudis a escala laboratori s’han identificat les principals 

transformacions i finalment al medi natural s’han pogut constatar, assolint els 

objectius marcats al capítol 2. 

En el capítol 3 s’ha estudiat el procés principal de transformació abiòtica, la 

fotodegradació de sildenafil i els seus anàlegs corresponents, i el procés 

principal de transformació biòtica en rius, la biodegradació bacteriana 

d’antibiòtics, concretament de dos sulfonamides (sulfametazina i 

sulfametoxazol) a l’aigua superficial. Aquests estudis s’han realitzat 

mitjançant incubacions a escala laboratori amb un simulador de llum solar pel 

sildenafil i els seus compostos estructuralment relacionats i un mesocosoms 

que contenia aigua superficial i pedres perquè es formés biofilm per degradar 

les sulfonamides. En el cas del sildenafil i els seus compostos estructuralment 

relacionats els fotoproductes es van formar de l’atac de l’anell de la piperazina 

arribant a deixar el àcid sulfònic lliure i els que tenien modificacions o no tenien 

aquest anell van formar primer el sildenafil (p.e. tiosildenafil que en comptes 

d’un oxigen presenta un sofre a l’anell de piperazina o directament el producte 

de transformació que contenia el àcid sulfònic lliure (p.e Norsildenafil). En 

canvi, els productes de biotransformació de les sulfonamides ja havien estat 

identificats abans com a metabòlits humans o productes de biotransformació en 

mostres ambientals (hidroxisulfametoxazol, desaminosulfametoxazol, acetil-
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sulfametoxazol, nitro-sulfametoxazol i l’acetilsulfametazina). La novetat 

d’aquest treball és la manera de detectar aquests composostos, ja que es va 

fer una llista de sospitosos i es va crear un mètode al HRMS per detectar-los 

només amb la seva massa exacta. 

Amb la identificació de TPs formats a incubacions amb aigua superficial a 

escala laboratori i la seva posterior detecció a mostres reals s’ha comprovat 

doncs que al medi ambient, els residus farmacèutics són susceptibles de patir 

transformacions abiòtiques i/o biòtiques. 

Al capítol 4, mitjançant l’estudi a escala laboratori s’han pogut constatar els 

metabòlits formats per dos fàrmacs la carbamazepina i el ibuprofè, establint 

les reaccions principals produïdes pels sistemes enzimàtics dels organismes 

aquàtics estudiats. La capacitat de les plantes aquàtiques (Lemma gibba) 

per absorbir compostos de l’aigua en aquest cas ibuprofè i transformar-lo es 

va avaluar a l’article 6 i pels peixos (Solea senegalensis) a l’article 7. Els 

enzims característics de cada espècie han comportat la detecció de diferents 

conjugats. En el cas dels Solea senegalensis els 12 metabòlits conjugats de 

fase II que han estat temptativament identificats del ibuprofè són els 

glucurònics i taurines, mentre que per les Lemma gibba s’han proposat 

glucurònics, hexoses i malonils i també set metabòlits hidroxilats i glucurònics, 

demostrant que les plantes i els peixos presenten mecanismes de detoxificació 

pels compostos farmacèutics. En el cas dels peixos injectats amb 

carbamazepina, es van detectar 11 metabòlits nous de la hidroxilació tant 

aromàtica com benzílica, epoxidació, glucuronització, o-metilació i un metabòlit 

que es forma com un catecol. 

Finalment, s’han aprofitar les capacitats de la LC-HRMS i els coneixements 

obtinguts mitjançant els experiments a escala laboratori per a estudiar el destí 

dels fàrmacs en peixos salvatges del riu Llobregat. Actualment, com s’ha 

demostrat en capítols anteriors, els espectròmetres de masses d'alta resolució, 

com l’Orbitrap i el TOF, són molt útils per a la identificació i elucidació de TP i/o 

metabòlits, gràcies a les mesures de massa exacta que ens proporcionem 

aquests analitzadors, però, mitjançant combinacions híbrides com l’Orbitrap, 
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el Q Exactive, el LTQ Orbitrap o el QTOF MS, ens han proporcionat una 

adquisició de dades MS/MS en diferents modes i en una única injecció. Això, 

com també s’ha vist, pot resultar de gran utilitat per a realitzar escombratge 

dirigit, de sospitosos i fins i tot de compostos desconeguts.  

L’anàlisi dirigit ha permès la detecció de més de 12 fàrmacs amb 

l’escombratge de més de 2000 compostos que comprenia més de 150 

fàrmacs. Pel nostre coneixement, és la primera detecció d’amantadina, 

gabapentina, lamotrigina, mepivacaina, pravastatina, pregabalina i 

prolinamida en peixos salvatges. 

D’entre els fàrmacs detectats l’estudi s’ha centrat en l’Ibuprofè, el gemfibrozil, 

la pregabalina, la sertralina i la mepivacaina. La gran informació 

enregistrada també ha permès un anàlisi de sospitosos de forma 

retrospectiva en les mostres on s’havia realitzat l’anàlisi dirigit. Mitjançant 

software de predicció s’ha creat una base de dades de possibles metabòlits 

dels fàrmacs escollits. Mitjançant l’anàlisi de sospitosos s’han detectat multitud 

de pics que podrien correspondre als metabòlits predits. Mitjançant la massa 

exacta, el temps de retenció, perfil isotòpic i l’espectre de fragmentació, s’ha 

tractat d’identificar els diferents metabòlits. S’han identificat metabòlits de 

l’Ibuprofè identificats prèviament al laboratori. S’han proposat metabòlits del 

gemfibrozil, detectats per primera vegada en peixos salvatges, i de la 

sertralina. Molts metabòlits encara estan sent identificats. L’absència de 

patrons de referència impedeix la confirmació final de les identitats proposades.  

Aquest darrer estudi demostra que si es disposes de l’espectre MS/MS dels 

metabòlits i dels seus temps de retenció, l’anàlisi directe de la bilis podria 

resultar un mètode ràpid i de grans prestacions per avaluar l’exposició dels 

peixos a fàrmacs. Els mètodes que no requereixen una extracció de la mostra 

ens permeten avaluar la presència dels diferents compostos sense el risc de no 

ser extrets. En aquest sentit, softwares de predicció MS/MS o de temps de 

retenció poden ser de gran utilitat, però sobretot biblioteques d’espectres 

obertes on s’incorpori la informació de TPs i metabòlits identificats. 

Malauradament, mentre aquesta informació encara no estigui disponible, la 
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identificació dels metabòlits fa que aquesta aproximació resulti encara molt 

complexa.   

El fet de treballar directament en mostres ambientals, concretament en peixos 

salvatges, també facilita la priorització en l’elucidació dels metabòlits o TPs 

que realment tenen rellevància ambiental. En moltes ocasions a les simulacions 

a escala laboratori s’obtenen multitud de compostos que elucidar i molts d’ells 

no són detectats en les mostres reals. 

En les diverses publicacions, centrades en l’estudi de les transformacions en 

diferents fàrmacs de rellevància ambiental, s’ha pogut constatar que la 

reproducció de les condicions ambientals i la comparació amb mostres control 

són una estratègia exitosa per a l’elucidació dels possibles TPs al medi, ja que 

alguns d’aquests TPs han estat finalment detectats en mostres reals.  

També degut a l’evolució dels espectròmetres disponibles al laboratori, s’ha 

pogut demostrar com el creixement de la LC-HRMS, amb instruments cada dia 

més sofisticats, ens ofereix cada cop més poder de resolució i exactitud de 

massa, permetent tenir més informació per proposar de forma més acurada 

l’estructura de compostos desconeguts.  

Després del desenvolupament d’aquests tesis es conclou que la presència dels 

fàrmacs al medi aquàtic és atenuada mitjançant diferents processos naturals. El 

fet de conèixer els possibles destins ambientals, les seves transformacions, 

degradacions i/o entrada a la cadena tròfica, pot facilitar poder predir els 

efectes ambientals associats i estimar-ne el seu risc. Per tal de realitzar una 

avaluació toxicològica dels fàrmacs als ecosistemes, és imprescindible 

considerar l’aportació dels seus TPs i metabòlits.  
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LLISTAT D’ACRÒNIMS 

 

 ADC: Detector d'analògic a digital. 

 AINE: Antiinflamatoris No Esteroides. 

 APCI: Ionització Química a Pressió Atmosfèrica, del anglès 

“Atmospheric Pressure Chemical Ionization”. 

 API: Ionització a Pressió Atmosfèrica, del anglès “Atmospheric Pressure 

Chemical Ionization”. 

 APPI: FotoIonització a Pressió Atmosfèrica, del anglès “Atmospheric 

Pressure PhotoIonization”. 

 BCF: Factors de Bioconcentració, del anglès “Bioconcentration Factors”. 

 CBZ: Carbamazepina. 

 CYP: Citocrom P450. 

 DBPs: Subproductes de Desinfecció, de l’anglès “Desinfection 

ByProducts”. 

 DM-SDF: Desmetilsildenafil. 

 EDAR: Estació Depuradora d’Aigües Residuals. 

 ESI: Ionització per Electrospray, de l’anglès “Electrospray Ionization”.  

 FWHM: Amplada total a mitja alçada, de l’anglès “Full Width at Half 

Maximum”. 

 FT-ICR: Ressonància ciclotrònica d'ions per transformada de Fourier, de 

l’anglès “Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance”. 

 GC: Cromatografia de gasos, de l’anglès “Gas Chromatography”. 

 HR: Alta Resolució, de l’anglès “High resolution”. 

 HH-SDF: Hidroxihomosildenafil. 

 H-SDF: Homosildenafil. 

 IBU: Ibuprofè. 

 ICM: Mitjans de Contrast Iodats de l’anglès “Iodinated Contrast Media”. 

 LC: Cromatografia de Líquids, de l’anglès “Liquid Chromatography”. 

 LR: Baixa resolució, de l’anglès “Low resolution”. 

 MDF: Filtrat per Defecte de Massa, de l’anglès “Mass Defect Filtering”. 

 MS: Espectrometria de Masses, de l’anglès “Mass Spectrometry”. 
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 MS/MS: Espectrometria de Masses en tandem.  

 NR-SDF: Norneosildenafil. 

 QqLIT: Quadrupol - Trampa lineal d’Ions, de l’anglès “Quadrupole-Linear 

Ion Trap”. 

 QqQ: Analitzador d’espectrometria de masses en tàndem de triple 

quadrupol, de l’anglès “ Triple Quadrupole”. 

 QqTOF: Quadrupol-Temps de Vol, de l’anglès “Quadrupole-Time-of-

flight”. 

 RMN: Ressonància Magnètica Nuclear. 

 SDF: Sildenafil. 

 SULTs: sulfotransferases 

 SMX: Sulfametoxazol. 

 SMZ: Sulfametazina. 

 SRM: “Selected Reaction Monitoring”. 

 TDC: Detector de temps a digital.  

 TIC: Total Ion Chromatogram.  

 TP: Producte de transformació, del anglès “Transformation product”. 

 TS-SDF: Tiosildenafil. 

 UGTs: uridinadifosfat glucuronosiltransferasa 

 UM-PPS: Sistema de Predicció de la Universitat de Minnesota, de 

l’anglès “University of Minesota - Pathway Prediction System”. 

 UPLC: Cromatografia de Líquids d’Ultra-Eficiència de l’anglès, 

“Ultraperformance Liquid Chromatography”. 

 XIC: Cromatograma d’ions extrets. 
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