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SUMMARY

The use of drugs and psychoactive pharmaceuticals has continuously increased
throughout the years. According to the last World Drug Report of the United Nations Office on
Drugs and Crime, the number of drug users in the last year increased by 28% compared to data
from 10 years ago, although in Spain consumption surveys show a stable (cannabis,
hallucinogens) or lower (cocaine, amphetamine-type stimulants, heroin) consumption of illicit
drugs than 20 years ago. As for psychoactive pharmaceuticals, data show that their consumption
has increased in Spain since 2000, being nowadays 3 times higher in the case of antidepressants,
2 times higher in the case of analgesics, hypnotics and sedatives, and 25% greater in the case of
anxiolytics. The extensive consumption of drugs and psychoactive pharmaceuticals, together
with their incomplete removal in the wastewater treatment plants (WWTPs), has led to their
continuous release into the environment. Therefore, these compounds and their metabolites

are recognized as environmental contaminants of emerging concern.

Most studies conducted to date have shown that the levels at which these compounds
are usually present in the environment are low (the lowest values in the order of ng/L in water
and ng/g in solid samples). Thus, their environmental monitoring requires high-sensitivity,
robust, and reliable analytical methodologies. Sample preparation is one of the critical steps in
their analysis due to the complexity of the environmental matrices. Advanced extraction and
purification techniques have to be applied to extract the maximum number of target compounds
and minimize, at the same time, the co-extraction of other matrix components that may
interfere in the analysis. Moreover, this should be done as environmentally-friendly as possible.
In this context, this thesis presents three analytical methodologies for the analysis of illicit drugs,
psychoactive pharmaceuticals, and their metabolites in three environmental compartments,
i.e., wastewater, sediments, and biota, that are characterized by their simplicity and high-
throughput (due to the use of automated systems for the extraction of the target analytes) and

environmental sustainability (due to the use of small solvent amounts in the extraction process).

The methodology developed for the analysis of the target compounds in wastewater is
based on on-line solid phase extraction coupled in series to liquid chromatography-and tandem
mass spectrometry detection (on-line SPE-LC-MS/MS), the methodology for the analysis of
sediments is based on pressurized liquid extraction (PLE) followed by solid phase extraction (SPE)
purification and LC-MS/MS analysis, and the one developed for the analysis of mussels is based

on “Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe” (QUEChERS) extraction and determination
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by LC-MS/MS. All of them were validated in terms of linearity, accuracy (recovery), precision
(repeatability), matrix effects, and sensitivity. Quantification in all instances based on the
isotopic dilution method allowed to correct variable matrix effects and low absolute recoveries
obtained for some compounds (relative recoveries obtained in the three matrices were in most
cases between 78% and 120%). The quantification limits obtained (lower or equal to 16 ng/L in
wastewater, 2.1 ng/g dry weight in sediments, and 6.7 ng/g fresh weight in mussels, for most of
the investigated compounds) prove the suitability of the methods developed for the
environmental monitoring of the substances under study. Also, method repeatability figures

were satisfactory, with relative standard deviation values lower than 20%.

The analytical methodologies developed were applied to the analysis of different
environmental samples. In the case of wastewater, the methodology was applied to the analysis
of 7 samples collected during one week in a WWTP that serves part of Barcelona city and its
metropolitan area to obtain a (first in some cases) picture of the occurrence of a total of 37 illicit
drugs and psychoactive pharmaceuticals in raw wastewater of this area. Most of the
investigated compounds were detected in all the samples analyzed; the exceptions were
zolpidem (present in 71% of the samples), a-hydroxy-midazolam (86%), temazepam (86%), and
6-monoacetilmorphine, heroin, lysergic acid diethylamide (LSD), midazolam, a-hydroxy-
alprazolam,  11-hydroxy-A°-tetrahydrocannabinol,  chlorpromazine,  3,4-dichloro-N-[[1-
(dimethylamino) cyclohexyl]lmethyl]benzamide (AH-7921), methoxetamine,
methylenedioxypyrovalerone (MDPV) and mephedrone, which were not detected in any
sample. The concentrations found ranged from 7 ng/L (zolpidem) to 53.8 pg/L (caffeine), being
the most abundant compounds, after caffeine, the antidepressants fluoxetine, sertraline,
citalopram and venlafaxine (concentrations between 184 and 838 ng/L), followed by cannabis
consumption indicator 11-nor-9-carboxy-A°-tetrahydrocannabinol (THC-COOH, median
concentration of 1.2 ug/L), cocaine (1.3 pg/L), its metabolite benzoylecgonine (2.2 ug/L), and
ephedrine (2.3 pg/L).

In the case of sediments, the methodology was applied to the analysis of 20 drugs and
metabolites in 144 samples collected from four river basins (Llobregat, Ebro, Jucar and
Guadalquivir) in two sampling campaigns conducted in 2010 and 2011, being the most extensive
study conducted so far on the occurrence of illicit drugs in this matrix. Significant differences on
the occurrence of drugs at both spatial and temporal level were found and explained by factors
such as meteorological and hydrological conditions, different WWTP removal efficiencies or
consumption patterns. In general, frequency of detection (lower than 13% for all compounds

except cocaine, methadone and its metabolite EDDP, that showed frequencies of detection
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higher than 36%) and measured concentrations were low (median concentrations below 1.6
ng/g d.w., except for A°-tetrahydrocannabinol (THC), cannabidiol and cannabinol that were
measured at median values of 6.1, 15 and 25 ng/g d.w.). The most abundant drugs in sediments
were those that due to their physical-chemical properties (log Kow or log Ko > 3) have a greater
capacity to be adsorbed onto solid particles (i.e., THC, cannabidiol, cannabinol, methadone and
EDDP). The sediment-water distribution coefficient (log Kp) of methadone (2.79), EDDP (2.68),
3,4-methylenedioxymethamphetamine (MDMA) (1.95) and diazepam (1.79) could be estimated
from experimental data for the first time showing their tendency to accumulate in sediments.
Finally, according to the Hazard Quotient (HQ) approach, it could be concluded that the presence
of illicit drugs and their metabolites in sediments may pose a toxicological risk for sediment-
dwelling organisms in 38% of the locations investigated, being EDDP, THC and methadone, the

compounds that most contributed to the overall sample toxicity.

The study of 35 psychoactive drugs and metabolites in mussels collected from the
Catalan coast and in different types of commercial products revealed the absence of all the
target analytes in the commercial samples and in most of the wild mussels. Only caffeine and
sertraline were detected in one of the wild mussel samples collected at concentrations that,

according to the HQ approach, may pose a toxicological risk to the organism.

The analysis of illicit drugs and psychoactive pharmaceuticals in wastewater, besides
contributing to elucidate the environmental fate of these compounds, is used to estimate their
consumption by the population through the so-called wastewater-based epidemiology (WBE)
approach. The last work included in this thesis presents a nation-wide study carried out to
estimate alcohol consumption in Spain. For this, the levels of ethyl sulfate, an ethanol
consumption indicator, were measured throughout seven consecutive days in the raw
wastewater of 17 WWTPs, covering 12.8% of the Spanish population. Ethyl sulfate was detected
in all samples analyzed at concentrations between 1.4 and 74 pug/L. Ethyl sulfate concentrations
were equivalent to alcohol consumption rates between 4.5 and 46 mL/day/inhabitant.
Statistically significant differences in alcohol consumption were found among some of the
investigated cities and their corresponding regions, and between weekdays and weekends. In
56% of the investigated populations, the alcohol consumption estimated by the WBE approach
was comparable to the alcohol consumption data reported for their corresponding regions in
the National Health Survey of Spain. At national level, alcohol consumption estimation was
similar to that reported in the above mentioned Spanish survey as well as that reported by the
Ministry of Agriculture, Fisheries and Food, although, as in many other studies carried out

worldwide, WBE-derived data were lower than consumption data reported by the World Health
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Organization. The results obtained showed that, despite the uncertainty associated with both
WBE and the official classical consumption indicators, all approaches can be used together to
improve consumption estimates of alcohol (or any other substance of abuse). Particularly, WBE
is a useful tool to establish spatial and temporal patterns of consumption in a fast, objective,

and economical way, as demonstrated in this work.
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ESTRUCTURA

La presente memoria estd estructurada en 5 capitulos. En el primer capitulo se realiza
una introduccién general a la temdtica de esta tesis doctoral: la presencia de drogas,
psicofarmacos y sus metabolitos en el medio ambiente. En este capitulo se presentan los
compuestos objeto de estudio, se describe brevemente su consumo y produccién a nivel
mundial, europeo y espaiol, se revisan los niveles medioambientales encontrados en diferentes
compartimentos medioambientales, se evalla su eliminacidn en las estaciones depuradoras de
aguas residuales (EDARs), se explora su toxicidad ambiental tanto en estudios realizados in vivo
como basados en modelos matematicos, y por ultimo, se muestran las metodologias analiticas
utilizadas para su determinacién en diferentes matrices ambientales. También se ha incluido
una seccion en la que se explican los fundamentos del analisis de aguas residuales con fines

epidemioldgicos.
En el segundo capitulo se describen los objetivos de esta tesis.

El tercer capitulo incluye tres articulos en los que se describen las metodologias
analiticas desarrolladas y validadas para el andlisis de drogas, psicofarmacos y metabolitos en
tres matrices (agua residual, sedimentos y biota), y su aplicacién a diferentes muestras
medioambientales, y un cuarto articulo en el que se ha aplicado el analisis de aguas residuales
con fines epidemioldgicos para la estimacion del consumo de alcohol en Espaiia, todos ellos
publicados en revistas cientificas de alto impacto incluidas en el indice SCI (del inglés Science

Citation Index).

En el cuarto capitulo se discuten los resultados obtenidos en los trabajos presentados
en el capitulo 3. Esta discusion incluye la evaluacidn de los resultados obtenidos en la validacion
de las tres metodologias analiticas presentadas, y la comparacidn de dichas metodologias con
otras publicadas en la literatura. También se evaluan los niveles de drogas, psicofarmacos y
metabolitos encontrados en las diferentes matrices ambientales investigadas, intentando
justificar la presencia de los compuestos en cada una de las ellas, asi como el riesgo
medioambiental que su presencia puede suponer para los organismos acudticos. Por ultimo, se
discuten los resultados de consumo de alcohol obtenidos aplicando el enfoque del analisis de
aguas residuales con fines epidemioldgicos y los reportados por organismos oficiales, asi como
la utilidad de esta metodologia para determinar el consumo de alcohol y otras drogas por la

poblacion.
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En el quinto capitulo se recogen las conclusiones generales obtenidas en esta tesis

doctoral.

Al final de la memoria se incluye la bibliografia utilizada, asi como varios anexos en los
gue se encuentran el indice de abreviaturas y acronimos, el indice de tablas, el indice de figuras,
una revisién de las concentraciones de drogas, psicofarmacos y metabolitos en aguas. La

distribucién de las publicaciones incluidas en esta memoria es la siguiente:

- Capitulo 1:

e Publicacion cientifica #1: The value of wastewater-based epidemiology in the

estimation of alcohol consumption. Ester Lépez-Garcia, Cristina Postigo, Damia

Barceld, Miren Lépez de Alda (2019) Current Opinion in Environmental Science
& Health, 9: 19-25.

e Publicacién cientifica #2: Analysis of Psychoactive Pharmaceuticals in

Wastewater and Surface Water Using LC-MS. Ester Lopez-Garcia, Cristina

Postigo, Bozo Zonja, Damia Barceld, Miren Lopez de Alda (2018) En: Achille
Cappiello, Pierangela Palma (editores) Advances in the Use of Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS): Instrumentation Developments
and Applications. Comprehensive Analytical Chemistry series, volume 79: 29-

52. Elsevier B.V.
- Capitulo 3:

e Publicaciéon cientifica #3: A fully automated approach for the analysis of 37

psychoactive substances in raw wastewater based on on-line solid phase

extraction-liquid _chromatography-tandem mass spectrometry. Ester Lopez-

Garcia, Nicola Mastroianni, Cristina Postigo, Damia Barceld, Miren Lépez de Alda

(2018) Journal of Chromatography A, 1576: 80-89.

e Publicacién cientifica #4: Drugs of abuse and their metabolites in river

sediments: Analysis, occurrence in four Spanish river basins and environmental

risk_ assessment. Ester Lépez-Garcia, Nicola Mastroianni, Nuria Ponsa-Borau,
Damia Barceld, Cristina Postigo, Miren Lépez de Alda (2021) Journal of
Hazardous Materials 401: 123312.

e Publicacién cientifica #5: Psychoactive substances in _mussels: Analysis and

occurrence _assessment. Ester Lopez-Garcia, Cristina Postigo, Miren Ldopez de

Alda (2019) Marine Pollution Bulletin 146: 985-992.
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Lépez, Cristina Postigo, Vicente Andreu, Lubertus Bijlsma, Iria Gonzalez-Marifio,
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Capitulo 1. Introduccion

1.1. Drogas y psicofarmacos

Las sustancias psicotrépicas también denominadas sustancias psicoactivas, son
sustancias quimicas, naturales o sintéticas, que afectan a la mente o a los procesos mentales
produciendo una estimulacién o depresién del sistema nervioso central, y cuyo uso puede
producir dependencia (UNODC, 2018). En el ambito de fiscalizacidén de sustancias, una sustancia
psicotrépica es cualquier sustancia incluida en la Lista I, II, lll o IV de la “Convencién de 1971
sobre Sustancias Psicotrdpicas” elaborada por las Naciones Unidas y que complementa a la
“Convencién Unica de 1961 sobre Estupefacientes” (UNODC, 1971, 1961). La inclusién de una
sustancia en cada una de las listas se realiza en funcion de su utilidad terapéutica y su riesgo

para la salud publica:

- Lista I: sustancias que presentan un alto riesgo de uso, constituyen una amenaza

particularmente grave para la salud publica y no tienen un valor terapéutico.

- Lista Il: sustancias que presentan un riesgo de uso indebido, constituyen una amenaza

grave para la salud publica y tienen un valor terapéutico bajo o moderado.

- Lista lll: sustancias que presentan un riesgo de uso indebido, constituyen una amenaza

grave para la salud publica y su valor terapéutico es moderado o alto.

- Lista IV: sustancias que presentan un riesgo de uso indebido, constituyen una amenaza

menor para la salud publica y su valor terapéutico es alto.

En general, las sustancias incluidas en las Listas | y Il de la “Convencién Unica de 1961
sobre Estupefacientes” o en la Lista | de la “Convencién de 1971 sobre Sustancias Psicotrépicas”,
engloban las sustancias coloquialmente denominadas drogas, o mas concretamente drogas
ilegales, es decir, aquellas sustancias utilizadas de manera ilegal que alteran el sistema nervioso
central dando lugar a alucinaciones o trastornos de la funcién motora, del juicio, del
comportamiento, de la percepcién o del estado de dnimo. Las listas lll y IV de la “Convencidn de
1971 sobre Sustancias Psicotrdpicas” englobarian a los psicofarmacos, es decir, medicamentos
de comercio legal utilizados para aliviar el dolor, ayudar al suefio o a la lucidez y aliviar los
desérdenes del estado de animo, entre otros, mientras que la Lista Il, incluiria tanto drogas

ilegales como psicofarmacos.

Las drogas y psicofarmacos pueden clasificarse en diferentes grupos en funcion de su origen

y mecanismo de accién (UNODC, 2018):



Compuestos cocainicos: la cocaina es el principal alcaloide psicoactivo que se extrae de
las hojas del arbusto de coca (Erythroxilon). Suele consumirse en forma de clorhidrato
de cocaina, que se inhala (esnifa) o se inyecta, y en forma de cocaina base, que se fuma
principalmente. Sus propiedades estimulantes se deben a la accién que ejerce en los
sistemas neurotransmisores de la dopamina, la noradrenalina (norepinefrina) y la
serotonina. La cocaina y derivados figuran en la Lista | de la “Convencién Unica de 1961
sobre Estupefacientes”.

Estimulantes de tipo anfetaminico (ETAs): el término ETAs se utiliza para designar las
sustancias sintéticas del grupo de las anfetaminas (anfetamina, metanfetamina,
metcatinona y sustancias andlogas) y del grupo del éxtasis (3,4-
metilendioximetanfetamina (MDMA) o éxtasis y sustancias analogas, como 3,4-
metilendioxianfetamina (MDA) y 3,4-metilendioxo-N-etilanfetamina (MDEA)). Al igual
qgue en el caso de la cocaina, las propiedades estimulantes de los ETAs se deben a la
accion que ejercen en los sistemas neurotransmisores de la dopamina, la noradrenalina
y la serotonina, siendo el diferente grado en que se estimulen estos neurotransmisores
el que determine los diferentes grupos de ETAs al que pertenecen. Asi, los efectos de
metanfetamina y anfetamina se deben a su influencia en los niveles de dopamina y
noradrenalina, y los efectos del MDMA se deben a su influencia en los niveles de
dopamina. A diferencia del MDMA cuyo uso no tiene ningun fin médico, la anfetamina
y la metanfetamina se encuentran en la Lista Il de la “Convenciéon de 1971 sobre
Sustancias Psicotrdpicas”, ya que existen productos a base de estos dos ETAs con fines
terapéuticos como tratar el trastorno por déficit de atencidn e hiperactividad (TDAH) o
tratar la narcolepsia.

Opiaceos y opioides: los opidaceos son alcaloides naturales que se extraen de la planta
adormidera (Papaver somniferum). El término opidceos se utiliza para definir a los
opiaceos naturales, como morfina y codeina, mientras que el término opioide se utiliza
para denominar a los compuestos semi sintéticos (heroina), o completamente sintéticos
(metadona y fentanilo). Los efectos tanto de los opidceos como de los opioides se deben
a su interaccidon con los neurotransmisores inhibidores y los receptores opioides.
Muchos de ellos se utilizan en medicina como analgésicos, siendo los opioides sintéticos
mas potentes que los naturales. La morfina se utiliza para tratar el dolor crénico y para
el postoperatorio, la metadona se utiliza con fines terapéuticos en la desintoxicacion o
tratamiento de la dependencia de los opioides, y el fentanilo es un analgésico narcético
de accidn corta y con propiedades muy potentes, del que sélo 4 derivados (alfentanilo,

fentanilo, remifentanilo y sufentanilo) se pueden utilizar con fines médicos. Otros 13
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derivados del fentanilo, al igual que la morfina y la heroina estdn incluidos en la Lista |
de la “Convencién Unica de 1961 sobre Estupefacientes”.

e Cannabinoides: son las sustancias psicoactivas extraidas de la planta del cannabis
(Cannabis Sativa L.). El A%-tetrahidrocannabinol (THC) es la sustancia mas predominante
y la que posee mayor actividad psicoactiva, aunque también se puede extraer
cannabinol (CBN) y cannabidiol (CBD). Los efectos psicoactivos de los cannabinoides se
deben a la activacion de los receptores cannabinoides del tipo 1 (CB;). El cannabis se
encuentra en la Lista | y IV de la “Convencién Unica de 1961 sobre Estupefacientes”.
Aunque el uso recreativo de esta sustancia es ilegal en la mayoria de paises (s6lo en
Canad3d, Uruguay y 11 estados de EEUU se permite la fabricacién y venta de productos
de cannabis con fines no médicos (UNODC, 2020)), existen algunos productos
autorizados para su utilizaciéon con fines terapéuticos para tratar el dolor y la
espasticidad® de la esclerosis mdltiple, y para tratar la pérdida de apetito de los
enfermos de sida, asi como las nduseas y los vomitos asociados a la quimioterapia.

e Alucindgenos o psicodélicos: Son un grupo de drogas naturales extraidas de diversas
plantas, hongos o animales, o bien sintetizadas quimicamente, que provocan una
distorsién de la realidad dando lugar a alucinaciones visuales y auditivas. Existen varios
grupos relacionados quimicamente, las triptaminas, como la (+)-lisérgida (LSD), y las
fenetilaminas, como la mescalina (alucinégeno de origen vegetal extraido del peyote,
Lophophora williamsii). Los efectos alucindgenos producidos por estos compuestos se
deben a su afinidad por los receptores de la serotonina. En la actualidad los
alucindgenos no estan autorizados con fines médicos por lo que estan presentes en la
Lista | y Il de la “Convencién de 1971 sobre Sustancias Psicotropicas”.

o Depresores del sistema nervioso central: Son medicamentos utilizados para suprimir,
inhibir o disminuir la actividad del cerebro. Los principales grupos son:

(i) Benzodiazepinas: Son un grupo de depresores del sistema nervioso central
gue poseen estructuras quimicas similares y que se utilizan en medicina como
anticonvulsivos (antiepilépticos), ansioliticos, hipndticos, sedantes, relajantes
musculares y tranquilizantes, por lo que se encuentran en las Listas lll y IV del “Convenio
de 1971 sobre Sustancias Psicotrdpicas”. Algunas de ellas también se han encontrado
en el mercado ilegal, por lo que también aparecen en la Lista Il. Las propiedades

depresoras de las benzodiazepinas se deben a los efectos que producen en diversos

1 Espasticidad: Trastorno del sistema nervioso central por el que algunos musculos se mantienen
permanentemente contraidos.



receptores del complejo de receptores GABAa del cerebro, siendo sus efectos
consecuencia de la ampliacién de la acciéon del neurotransmisor acido gamma-
aminobutirico?®.

(ii) Barbituricos: Se utilizan en medicina como anticonvulsivos o como
coadyuvantes de la anestesia en procedimientos quirdrgicos y en menor medida como
farmacos para la ansiedad. Actualmente se encuentran en las Lista Ill y IV de la
“Convencién de 1971 sobre Sustancias Psicotrdpicas”. Este tipo de compuestos estan
siendo sustituidos por las benzodiazepinas porque sus indices terapéuticos (relacién
entre la cantidad de sustancia que produce efecto terapéutico y la que produce
toxicidad) son muy bajos y las sobredosis pueden ser mortales. Sus propiedades
depresoras van desde la sedacidn leve a la anestesia general, y su mecanismo de accidn
es similar al de las benzodiazepinas.

(iii) Otros depresores del sistema nervioso central son la metacualona, que se
utiliza como hipnético, sedante, anticonvulsivo, antiespasmddico y anestésico local, o el
acido gamma (y)-hidroxibutirico (GHB), que produce sedacion y anestesia y se utiliza
para tratar el sindrome de abstinencia del alcohol y de los opidceos y para tratar el
insomnio y la depresién clinica. Actualmente ambos se encuentran en la Lista Il de la
“Convencién de 1971 sobre Sustancias Psicotrdpicas”.

Antidepresivos: Medicamentos del grupo de agentes psicoactivos utilizados
principalmente para tratar la depresién, aunque también se pueden utilizar para el
tratamiento de los trastornos del panico, ansiedad, o el dolor. Su mecanismo de accién
esta centrado en aumentar los niveles de serotonina, noradrenalina y/o dopamina en el
cerebro. Los antidepresivos mdas comunes son los antidepresivos triciclicos
(antidepresivos heterociclicos cuya estructura presenta una cadena con 3 anillos y que
impiden la recaptacion de serotonina y noradrenalina), y los inhibidores selectivos de |a
recaptacién de serotonina (ISRS) (fluoxetina, sertralina, citalopram), de la dopamina
(ISRD), de la noradrenalina (ISRN) y de la serotonina y la noradrenalina (IRSN)
(venlafaxina) (Benediy cols., 2005). A pesar de su amplio uso y propiedades psicoactivas,
ninguno de los antidepresivos de uso comun estd sometido a fiscalizacién internacional,

por lo que no figuran en ninguna de las listas de las convenciones.

2 El 4&cido gamma-aminobutirico es un neurotransmisor inhibidor que ayuda a regular |a actividad cerebral
reduciendo la neurotransmision, lo que produce que se ralenticen las funciones corporales normales y se
provoquen efectos depresores.

6
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e Analgésicos: Sustancias que reducen el dolor, con o sin propiedades psicoactivas.
Actualmente se encuentran en la Lista Ill de la “Convencién de 1971 sobre Sustancias
Psicotrdpicas”.

e Estimulantes: Cualquier sustancia que activa, potencia o incrementa la actividad
neuronal. Ademas de las anfetaminas, hay otros estimulantes en las Listas II, lll y IV de
la “Convencion de 1971 sobre Estupefacientes”.

e Nuevas Sustancias Psicoactivas (NSPs): Son sustancias de abuso recientemente
disponibles en el mercado, bien en forma pura o en preparado, que tienen propiedades
farmacoldgicas y/o quimicas similares a las sustancias controladas internacionalmente,
pero que no se encuentran bajo control internacional, por lo que constituyen un peligro
para la salud. En los ultimos afios la junta de fiscalizacidn de las Naciones Unidas estd
introduciendo en las listas de fiscalizacion aquellas sustancias que son altamente
nocivas, siendo en el afio 2019 el nimero de NSPs fiscalizadas de 282 (UNODC, 2020).
Atendiendo a sus efectos, se dividen en varios grupos, siendo los mas comunes los
cannabinoides sintéticos, catinonas, fenetilaminas, triptaminas, piperazinas,

aminoindanos y sustancias de tipo fenciclidina.

Las drogas, psicofarmacos y metabolitos incluidos en la presente tesis pertenecen a estos
grupos de compuestos. La Tabla 1 muestra los analitos investigados junto con sus propiedades

fisico-quimicas.



Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas®de las drogas, psicofarmacos y metabolitos investigados.

Presion Solubilidad
devapor (mg/L)
(mmHg) (25°C)

Numero Masa Log Log BCF

Analito cAs  molecular P Kow Ko  (L/kg)

Compuestos cocainicos

(o]
/
~u Q
#OYQ 50-36-2 30335 86 23 3,3 12 1,9x107 1298
(o]

Cocaina (COC)

\ﬁOH
Q.
1 519-09-5 289,33 34 -13 25 3,2 3,8x10™ 1605

Benzoilecgonina*
(BE)

Q O/—
\N
ﬁo\"/@ 529-38-4 317,38 2,7 35 22 6,7x10° 528

Cocaetileno* (CE)

Estimulantes de tipo anfetaminico (ETAs)

NH,
m 300-62-9 135,21 99 1,8 3,0 4,5 0,3 28.000

Anfetamina (AM)

NH\
OA‘/ 537-46-2 149,23 99 21 3,2 7,8 5,4x107 13290

Metanfetamina (MA)

o] H\
<m 42542-

3 4-metilendioxi- 10-9 193,25 9,9 2,3 2,7 11 2,3x107 5413
metanfetamina
(MDMA)
Alucinégenos
1867-
< 66.9 237,73 7,5 2,2

o

Ketamina (KET)

50-37-3 323,43 7,8 3,0 54 37 2,0x10 2,1

Dietilamida de acido
lisérgico (LSD)

HN— "
]

H® i i ]
111295-
||/|

' | 355,43 0,4 2,7 3,2 1,4x104 2692
b i 09-1

Hidroxi-LSD* (OH-LSD)

8
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Tabla 1 (cont). Propiedades fisico-quimicasa de las drogas, psicofarmacos y metabolitos
investigados.

Presion Solubilidad
devapor (mg/L)
(mmHg) (25°C)

Numero Masa Log Log BCF

Anali K
nalito cAs  molecular P Kow Koc (L/kg)

Opiaceos/opioides

561-27-3 369,41 80 16 39 3,3 6,2x10°® 2152

2784-73-

3 327,38 1,6 4,4 3,1 8,8x10” 4093

57-27-2 28534 82 09 35 3,2 1,9x10° 26420

\

O 76-99-3 309,45 9,2 39 49 212 1,1x10° 49

9,

Metadona (MET)

/
333253 277,4 49 57 1266 33x10° 10,2

2-etilideno-1,5-
dimetil-3,3-difenil-
pirrolidina* (EDDP)

Cannabinoides

10987—323_ 314,46 106 7,0 58 4,6x10° 4,6x10°® 0,04

A°-Tetrahidro-
cannabinol (THC)

56354-

-10
06-4 344,45 6,4 45 56 1,9x10 0,2

11-nor-9-carboxi-

A°THC* (THC-COOH)




Tabla 1 (cont). Propiedades fisico-quimicasa de las drogas, psicofarmacos y metabolitos

investigados.
. Numero Masa Log Log BCF Presion Solubilidad
Analito CAS molecular K K (L/kg) de vapor  (mg/L)
ow. e g (mmHg) (25°C)
Cannabinoides
O 36557-05-8 330,46 53 4,6 568 1,1x101° 2,8
11-hidroxi-A°THC*
(OH-THC)
‘ O 74219-29-7 314,46 8,0 6,4 3,1x10* 2,8x10® 5,5x103
Cannabidiol (CBD)
521-35-7 310,43 72 58 2,6x10* 7,2x10® 2,1x10°3
Cannabinol (CBN)
Estimulantes
\N)if
O)\N ‘~/> 58-08-2 275,35 13' -0,1 1,0 3,2 7,3x10° 2632
\
Cafeina (CAF)
10, 9
A 299-42-3 165,24 3 1,1 1,9 0,3 1,1x10 71480
~
Efedrina (EPH)
Alcohol
P O\\SJ?O
H,¢™ 07 "OH 540-82-9 126,13 25 14 32  14x10% 1,0x10°
Sulfato de etilo*
(EtS)
Nuevas Sustancias Psicoactivas (NSPs)
68676623_ 194,19 40 2,9 33 2,4x10°® 70
3,4-metilendioxi- :
pirovalerona
(MDPV)
1189805- 4
TH 16-6 177,25 2,4 5,4x10 5211
Mefedrona
(MEPH)

10
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Tabla 1 (cont). Propiedades fisico-quimicasa de las drogas, psicofarmacos y metabolitos
investigados.

Presion Solubilidad
devapor (mg/L)
(mm Hg) (25 °C)

Numero Masa Log Log BCF

Anali K
nalito CAS molecular P'% Kow Ko (L/kg)

Nuevas Sustancias Psicoactivas (NSP)

1239943-
X 6o 24734 3,0

Metoxetamina (MXE)

: H
:O)L:i@ 55154-30-8 329,27 44 3,5 507 1,2x10°% 1,4

AH-7921
Antidepresivos
\ ,
T
O . 59729-33-8 3244 9,8 3,7 44 152 1,1x107 31

N

Citalopram (CTLP)

/n 0. :
% “  54910-89-3 309,33 41 53 262 2,5x10” 38

Fluoxetina (FLX)

79617-96-2 306,23 9,2 53 55 2347 1,2x10° 3,5

Sertralm (STR

%\ 93413-69-5 277,41 10,1 3,3 3,2 67  2,5x107 267

Venlafaxma (VFX)

Benzodiazepinas

Ty
B

AIprazo LPZ)

% 37115-43-8 324,77 24 51 3,2 6,4x10%2 6,0

a-hidroxi-alprazolam*
(OH-ALPZ)

28981-97-7 308,77 21 63 86 1,7x10% 13

11



Tabla 1 (cont). Propiedades fisico-quimicasa de las drogas, psicofarmacos y metabolitos
investigados.

Presion Solubilidad
devapor (mg/L)
(mmHg) (25°C)

Numero Masa Log Log BCF

Anali K
nalito CAS  molecular P Kow Koc (L/kg)

Benzodiazepinas

\ o

Jo o
O

Diazepam (DIAZ)

439-14-5 284,74 3,4 28 4,1 30 1,0x10”7 59

846-49-1 321,16 13 4,0 3,3 232 13x102 3,7

Lorazepam (LORZ)
| Vi

X
J

Lormetazepam (LRMZ)
YN\N
/

\S 59467-

848-75-9 335,18 2,2 3,0 11 4,8x10™ 94

326,76 55 4,3 56 432 51x10° 0,1

70-8
Midazolam (MIDZ)
Ho' 2N
0
r 533658 342,76 29 44 7,2  4,3x101 1,9

a-hidroxi-midazolam*
(OH-MIDZ)

H
N
O \§an
cl N

Oxazepam (OXA)
\ e

N
O Ki -
=]

—=N

O

Temazepam (TEMZ)

604-75-1 286,05 15 33 3.1 74 6,0x10™"2 21

846-50-4 300,74 2,2 27 9,7 1,7x10™% 164

12
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Tabla 1 (cont). Propiedades fisico-quimicasa de las drogas, psicofarmacos y metabolitos

investigados.

. Numero Masa Log Log BCF Presion Solubilidad
Analito CAS molecular " K K (L/kg) de vapor  (mg/L)
ow e J (mmHg) (25°C)
Depresores del sistema nerviosos central no benzodiazepinicos
R
P
° 82626- 307,4 57 38 4,4 184 2,3x10%° 5,7
\ 48-0
/\
Zolpidem (ZOLP)
Antipsicoticos
\/ 50-53-3 318,86 9,3 43 44 421 2,6x107 20
|
Clorpromacina
(CHLOR)
Antihistaminico
~ 68-88-2 37491 24 24 39 29 1,2x10" 428
O e S

Hidroxicina (HXZ)

2Datos extraidos de la base de datos ChemSpider
*Metabolito

Ki: constante de disociacidn acida; Kow: coeficiente de reparto octanol-agua; Koc: coeficiente de reparto

carbono organico-agua; BCF: factor de bioconcentracion (del inglés, Bioconcentration Factor).
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1.2. Drogas y psicofarmacos a nivel mundial: evolucion y situacidn actual

Segun el ultimo Informe Mundial sobre las Drogas elaborado por la Oficina de las
Naciones Unidas contra la Droga y el Delito (UNODC, 2020), en 2018, en torno a 269 millones de
personas (5,4% de la poblacion mundial entre 15 y 64 afios de edad) consumid drogas en el
ultimo afio, aunque solo 35 millones (0,7% de la poblacion mundial entre 15 y 64 afios) fueron
consumidores problematicos o personas con drogodependencia que requirieron tratamiento. El
numero de muertes por consumo de drogas fue de 167.000 personas, siendo el consumo de

opioides el que provocd la mayor cantidad de estas muertes.

El nimero de consumidores de drogas en el ultimo afio ha aumentado en torno al 28%
con respecto al afio 2009. Este aumento se debe en parte al crecimiento de la poblacion (10%
en la franja de edad de 15 a 64 afios), pero también a un aumento del consumo de drogas en
algunas regiones del mundo. El consumo de cannabis ha permanecido estable en Europa Central
y Occidental, sin embargo, ha aumentado en América, Africa y Asia. El consumo de cocaina ha
aumentado en América del Sur, en Europa Occidental y Central y en Oceania. El consumo de
opiaceos ha sido el que ha experimentado un mayor aumento. Comparado con datos de 2016,
su consumo global ha aumentado un 56%, siendo Africa, Asia, Europa y América del Norte, las
zonas en las que mds ha aumentado la prevalencia de consumo. El consumo de anfetaminas se
ha mantenido estable en los Ultimos afios en Europa Central y Occidental, mientras que se ha
observado un aumento del consumo de metanfetamina en América del Norte y Asia (UNODC,

2019).

En términos de prevalencia de consumo, el cannabis fue la droga mds consumida en
todo el mundo en 2018 (3,9% de la poblacion mundial entre 15-64 afios la consumié en el ltimo
afo), seguida de los opidceos (1,2% de la poblacién mundial), de los estimulantes de tipo
anfetaminico (0,5% de la poblacién mundial) y de la cocaina (0,4% de la poblacién mundial)

(UNODC, 2020).

En términos de produccién de drogas, la de cocaina se encuentra en niveles maximos.
En 2018 se fabricaron, mayoritariamente en Colombia, 1.723 toneladas de cocaina, lo que
supone un incremento del 50% con respecto a datos de 2013. Sin embargo, también ha
aumentado el nimero de incautaciones, siendo en 2018 de 1.311 toneladas (71% mas que hace
10 afos). La produccién de opio disminuyd un 26% con respecto a afios anteriores siendo de
7.610toneladas en 2018, y también disminuyeron las incautaciones de opidceos en torno al 19%

con respecto a afios anteriores debido, principalmente, a que las incautaciones de morfina se

14



Capitulo 1. Introduccion

redujeron a la mitad en el afio 2018 (morfina: 43 toneladas; heroina: 96 toneladas; opio: 704
toneladas). Estimar la produccién de cannabis es dificil ya que su cultivo esta extendido por todo
el mundo. En este caso se utilizan tanto indicadores directos (plantas de cannabis cultivadas o
erradicadas), como indirectos (niumero de incautaciones) para estimar su produccién. En el
periodo 2010-2017 se estima que se ha producido un incremento del cultivo de cannabis,
mientras que el nimero de incautaciones ha disminuido en torno al 23% desde el afio 2008,
siendo en 2018 las toneladas incautadas de 5.642. Al igual que ocurre con cannabis, la
produccidn de ETAs resulta dificil de estimar ya que la mayoria se realiza en laboratorios
clandestinos, por lo que se utiliza el nUmero de incautaciones para estimar su produccion. En el
periodo de 2014 a 2018 se desmantelaron en torno a 30.000 laboratorios clandestinos
destinados a la producciéon de ETAs, de los cuales el 95% estaba destinado a la produccién de
metanfetamina, el 2% a la de anfetamina, el 1% a la de éxtasis y el porcentaje restante a “otros
estimulantes”. La cantidad de ETAs incautadas en 2018 fue de 279 toneladas, destacando el
aumento de incautaciones de metanfetamina (7 veces superior) y de “otros estimulantes” (18

veces superior) con respecto a datos de 2009 (se usan en la sintesis de NSPs).

Respecto al consumo de psicofarmacos, los que se encuentran en mayor proporcién en
el mercado legal son las benzodiazepinas, constituyendo el 63% de los psicofarmacos
comercializados, seguidas de barbituricos (9,3%), anfetaminas (7%), analgésicos (4,7%) y otros
psicofarmacos (16,3%) (INCB, 2019). Las benzodiazepinas presentaron una mayor tasa de
consumo en Europa, los barbituricos en Europa y en América y los estimulantes de tipo

anfetaminico destinados al comercio legal y los analgésicos en EEUU.

En lo que respecta a la produccién, la fabricaciéon de benzodiazepinas aumenté un 24%
en 2018 con respecto a afios anteriores, siendo la cantidad de benzodiazepinas fabricadas para
fines médicos o cientificos de 199 toneladas. La fabricacién de barbituiricos se situé en 410
toneladas. Los estimulantes de tipo anfetaminico destinados al comercio legal se fabricaron
principalmente en EEUU y Francia, alcanzandose en 2018 las 61 toneladas, lo que supuso un
incremento del 61% con respecto a aios anteriores. La fabricacidon de estimulantes de tipo no
anfetaminico como metilfenidato y fentermina disminuyé en 2018 con respecto a afios
anteriores, situdandose en 63 y 32 toneladas, respectivamente, mientras que la fabricacién de
analgésicos psicotréopicos como la buprenorfina y la pentazocina ha ido aumentando

gradualmente en la Ultima década, situdndose en 2018 en las 22 toneladas.

Respecto a las nuevas sustancias psicoactivas, en 2018, el sistema de alerta temprana

de la UNODC estaba vigilando 950 sustancias para incluirlas como NSPs debido a su aparicion en
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el mercado, aunque Unicamente 541 fueron catalogadas como tal, dato que estd bastante
estabilizado desde el afio 2015. La mayoria de NSPs son sustancias con efecto estimulante, a las
gue siguen los cannabinoides sintéticos y NSPs con efectos alucinégenos. Mientras que en los
ultimos afos se ha visto una disminucién del numero de cannabinoides sintéticos que llegan al
mercado, el nimero de NSPs con efectos estimulantes y sobre todo el nimero de opidceos
sintéticos ha aumentado notablemente. El consumo de fentanilo y sus derivados se encuentra
extendido principalmente en zonas de América del Norte, donde su consumo se ha relacionado
con el 67% de las muertes causadas por sobredosis de opidceos. En Europa su uso es mas
limitado, aunque en los ultimos afos se ha observado que se estd extendiendo. También
preocupa el uso no médico del opioide sintético tramadol, sobre todo en Africa, donde las
incautaciones se han multiplicado por 14 desde 2013 a 2017, aunque en 2018 disminuyeron
entre el 77-84%. En cuanto al uso no médico de benzodiazepinas, en 2017, 40 paises informaron
gue las benzodiazepinas sin receta médica fueron una de las tres sustancias mds consumidas en

el pais (UNODC, 2019).

La situacion en Europa

En concordancia con la tendencia observada a nivel mundial, en Europa el cannabis es
la droga ilegal mds consumida. Segun el ultimo Informe Europeo sobre Drogas (EMCDDA,
2020a), en 2019 se estima que 25,2 millones de personas adultas (7,6% de la poblacién europea
entre 15-64 afos) y 18 millones de personas adultas jovenes (15% de la poblacién europea entre
15-34 afios) consumid cannabis en el Ultimo afio. En general, el consumo de cannabis estd mas
extendido en Europa Occidental y Central, siendo los paises en los que hubo mayor prevalencia
de consumo entre la poblacidn adulta joven Francia, seguido de Italia, Espaiia, Paises Bajos,
Alemania, Republica Checa, Estonia y Croacia, con prevalencias de consumo superiores a la
media europea (Figura 1). La forma mds comuin en que se consume el cannabis en Europa es en
forma de hierba (marihuana) y en forma de resina (hachis), siendo el contenido de THC en resina
el doble que en hierba. Mientras que la hierba de cannabis se cultiva y se consume en Europa,

la resina de cannabis consumida en Europa se cultiva principalmente en Marruecos.

Tras cannabis, la segunda droga mds consumida en términos de prevalencia es la
cocaina. En torno a 4,3 millones de personas adultas (1,3% de la poblacién europea entre 15-64
afios) y 2,9 millones de personas adultas jovenes (2,4% de la poblacidn europea entre 15-34
afios) la consumid el dltimo ano. El consumo de cocaina esta mas extendido en los paises de

Europa Occidental y Central, siendo las prevalencias de consumo en algunos de ellos (Reino
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Unido, Paises Bajos, Dinamarca, Francia, Irlanda, Bélgica, Espafia, Estonia, y Suecia) superiores a
la media europea (Figura 1). En general, el consumo de cocaina ha aumentado en los Ultimos
afios en Europa. La forma mas comun de consumo de cocaina en Europa es la inhalacién de

cocaina en polvo, o bien, por via parenteral o fumada en forma de crack.

En cuanto a los estimulantes de tipo anfetaminico, su consumo también se encuentra
mas extendido en Europa Occidental y Central. La MDMA fue consumida por 2,7 millones de
personas adultas (0,8% de la poblacion europea entre 15-64 afios) y por 2,3 millones de personas
adultas jovenes (1,9% poblacidon europea entre 15-34 afos), siendo los paises con mayor
prevalencia de consumo entre la poblacidn adulta joven Paises Bajos seguido de Irlanda, Reino
Unido, Bulgaria, Alemania y Finlandia (prevalencias superiores al 2,5%) (Figura 1). La tendencia
de consumo de MDMA en los ultimos afios es muy diversa, habiendo paises que muestran un
incremento del consumo (Bulgaria), otros una tendencia estable (Reino Unido) y otros una
disminucion (Espafia). La forma mdas comin de consumo de MDMA es en forma de comprimidos,
bien en forma de cristal o en polvo, tanto por via oral como nasal. Ademas, es frecuente su
consumo junto con otras drogas, principalmente, alcohol. En el caso de anfetamina y
metanfetamina, el consumo de anfetamina es muy superior al consumo de metanfetaminay en
ocasiones es dificil distinguir entre una o la otra, por lo que se utiliza el término genérico de
anfetaminas. En Europa en el afio 2019, se estimd que 2,0 millones de personas adultas (0,6%
de la poblacion europea entre 15-64 afios) y 1,4 millones de personas adultas jévenes (1,2% de
la poblacidn entre 15-34 afios) consumieron anfetaminas en el Ultimo afio. Los paises con mayor
prevalencia de consumo de anfetaminas entre poblacién adulta joven en el ultimo afio fueron
Finlandia, Alemania, Paises Bajos, Croacia, Estonia, y Bulgaria con prevalencias superiores al
1,5% (Figura 1). El consumo de anfetamina se ha mantenido relativamente estable en la mayoria
de paises europeos. En el caso de la metanfetamina, su consumo siempre ha estado limitado a
Eslovaquia y Republica Checa. Sin embargo, parece que su consumo se esta extendiendo a mas

paises debido a que se emplea para sintetizar NSPs.

En el caso de los opioides, en 2019 se estimd que 1,3 millones de personas adultas (0,4%
de la poblacion europea entre 15-64 afios) son consumidores de opioides de alto riesgo, siendo
los paises con mayor prevalencia de consumo de opioides de alto riesgo Reino Unido, seguido
Finlandia, Italia, Austria e Irlanda, con prevalencias superiores a 6 por cada 1000 habitantes. Al
igual que a nivel mundial, los opioides estan presentes en la mayoria de muertes provocadas
por sobredosis en Europa, concretamente en el 82%. El opioide ilegal mas consumido sigue

siendo la heroina, aunque su consumo ha disminuido en la mayoria de los paises europeos.
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(poblacidn entre 15-64 afios) y la poblacién adulta joven (entre 15-34 afios) en diferentes paises
europeos. Prevalencia de consumo en Espafia resaltado en verde. Fuente: (EMCDDA, 2020a).

Figura 1. Prevalencia del consumo de drogas durante el Ultimo afio entre la poblacion adulta
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Ademas de las drogas ilegales tradicionales, en Europa se consumen otras sustancias
como LSD, ketamina, hongos alucinégenos y GHB, pero su prevalencia de consumo es baja y su

consumo se ha mantenido estable en los ultimos afios.

Respecto a las NSPs, en 2019 se notificaron al Sistema de Alerta Temprana (SAT) 53 NSPs
detectadas por primera vez en el mercado, numero similar al de afos anteriores, aunque inferior
a los mdaximos notificados en 2014 y 2015, sobre 100 NSPs. En total, el nimero de NSPs
notificadas al SAT desde el afio 1997 es de 790 NSPs. Aunque la prevalencia de uso es mucho
menor que la de las drogas tradicionales, se estima que, entre la poblacién adulta joven, la
prevalencia de consumo se encuentra entre el 0% (Noruega) y el 1,9% (Polonia). Las que se
encuentran en mayor proporcién son cannabinoides sintéticos y catinonas, y al igual que ocurria
a escala global, preocupa la aparicidon tanto de opioides sintéticos (derivados de fentanilo,
principalmente), como de benzodiazepinas sintéticas (sustitutivas de alprazolam y diazepam,
principalmente). Destaca el uso no médico de hipndticos y sedativos entre los estudiantes
europeos entre 15-16 afios, siendo la prevalencia de uso alguna vez en la vida del 6%,
alcanzandose en paises como Polonia y Republica Checa prevalencia del 17 y 16%,

respectivamente (UNODC, 2019).

En cuanto al resto de psicofdrmacos, en Europa los mas consumidos son los
antidepresivos con un consumo medio estimado en 2017 de 60 DDD,n, (dosis diarias definidas
por cada 1000 habitantes), seguidos de los analgésicos (30 DDDym), y de los ansioliticos, y los
hipndticos y sedantes, que presentaron, en ambos casos, un consumo en torno a 20 DDDynm
(Figura 2). El consumo de antidepresivos ha aumentado progresivamente desde el afio 2000 en
Europa (Figura 2), siendo su consumo en 2017 el doble del estimado en el afio 2000. Por su
parte, el consumo de analgésicos se ha mantenido bastante constante a lo largo de los ultimos
17 afios, mientras que el consumo tanto de ansioliticos como de hipnédticos y sedantes ha
disminuido ligeramente de 30 DDDpma 20 DDDpm. El consumo de estos psicofdrmacos estd mas
extendido en el norte de Europa donde paises como Islandia, Suecia, o Finlandia presentan
consumos superiores a la media europea. Algunos paises de Europa Meridional como Espafia 'y

Portugal, también presentan consumos superiores a la media europea.
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Figura 2. Evolucion del consumo de psicofarmacos en Europa y Espafia desde el afio 2000 y
consumo de psicofarmacos en diferentes paises europeos expresado en dosis diarias definidas
por cada mil habitantes (DDDgnm). (La linea horizontal indica el consumo medio de antidepresivos,
ansioliticos, hipndticos y sedantes, y analgésicos, respectivamente, en Europa. Consumo en
Espafia resaltado en verde). Fuente: (OCDE, 2018).
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La situacion en Espaia

Los ultimos datos disponibles acerca del consumo de sustancias psicoactivas en Espafia
con respecto a otros paises Europeos se muestran en las Figuras 1y 2. En Espaiia, de acuerdo
con el ultimo informe publicado por el Observatorio Espafiol de las Drogas y las Adicciones
(OEDA), las sustancias psicoactivas con mayor prevalencia de consumo en el Ultimo afio son el
alcohol, seguido del tabaco, los hipnosedantes (con o sin receta), el cannabis y la cocaina (Figura

3) (OEDA, 2019).

Al igual que la tendencia observada mundialmente y en Europa, el cannabis fue la droga
ilegal con mayor prevalencia de consumo. En 2017, la prevalencia de consumo entre la poblaciéon
adulta (15-64 anos) fue del 11%, siendo el consumo en forma de marihuana mas frecuente que
el consumo en forma de hachis. El consumo de cannabis se encuentra bastante estable desde el
afio 2003 (Figura 3), aunque su consumo ha aumentado si se compara con datos de principios
del afio 2000. El cannabis es la droga ilegal que empieza a consumirse a una edad mas temprana,

de media a los 18 afios.

Tras cannabis, la droga ilegal mas consumida es la cocaina. En 2017, la prevalencia de
consumo fue de 2,2%, siendo el consumo de cocaina en polvo mayor que el de cocaina en forma
base. Su consumo ha disminuido ligeramente desde el afio 2007, aunque en 2017, fue la droga
gue causé un mayor nimero de admisiones a tratamiento (43,1% del total), seguida del cannabis
(27,6%) y los opioides (24,9%). Espafia es considerado como el principal pais de transito de la

cocaina procedente de América del Sur hacia el resto de paises europeos (UNODC, 2019).

Los ETAs constituyen la tercera sustancia psicoactiva ilegal mas consumida entre los
espanoles, aunque presenta una prevalencia de uso residual situdndose por debajo del 1%. La
prevalencia de consumo varia segun el grupo. Los ETAs del grupo del éxtasis o MDMA son los
que presentan mayor prevalencia de consumo en el dltimo afio (0,6%), seguido del grupo de las
anfetaminas (0,5%) y, por ultimo, el grupo de la metanfetamina (0,2%). En cuanto a la evolucién
del consumo (Figura 3), aunque desde el afio 2009 la prevalencia de consumo estd bastante
estabilizada, la prevalencia de consumo tanto de MDMA como de anfetaminas se ha reducido a

la mitad si se compara con datos de principios de los afios 2000.

Los alucindgenos presentaron una prevalencia de consumo en el Ultimo afio similar a los
ETAs del grupo de éxtasis y anfetamina, situdndose en torno al 0,4% entre la poblacién de 15-
64 anos. La prevalencia de consumo de alucindgenos (Figura 3) se ha mantenido estable en los
ultimos 10 afios, a excepcion del afio 2015 en que hubo un pequefio repunte. Sin embargo,

comparado con datos de principios de los 2000, su consumo se ha reducido a la mitad.
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Figura 3. Prevalencia de consumo de sustancias psicoactivas en Espafia durante el Ultimo afio
entre la poblacién adulta (15-64 afios) (imagen superior) y la poblacién adulta joven (15-34
afios) (imagen inferior). Fuente: (OEDA, 2019).

Por ultimo, la heroina, es la droga ilegal que presenta menor prevalencia de consumo
en el Ultimo afio situdndose en torno al 0,1%, valor que se ha mantenido constante desde el afio
2000 (Figura 3). Aunque histdricamente ha sido la droga ilegal que mas problemas ha causado
en Espaia, desde mediados de los afios 90, tanto su consumo, como los problemas asociados a
su consumo y las admisiones a tratamiento, han disminuido, siendo éstas 3 veces inferiores a las
registradas a principios de los 90. A raiz del aumento del consumo de opioides sintéticos en
Europa y en el mundo en general, el OEDA incluyé en sus cuestionarios, informacion sobre el
consumo de opioides con efectos analgésicos. En Espafia, la prevalencia de consumo de estas
sustancias es del 6,7%, siendo el rango de edad en que mas se consumen entre 35-64 afios. La

codeina es el analgésico opioide mds consumido (4,2% de prevalencia de consumo durante el
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ultimo afio), seguido del tramadol (2,3%) y la morfina (0,7%). Los consumidores de analgésicos
opioides manifiestan haber tomado también otras drogas ilegales como el cannabis, la cocaina,

el éxtasis y las anfetaminas.

En cuanto a las sustancias psicoactivas legales, el alcohol es la que tiene mayor
prevalencia de consumo en el Ultimo ano, siendo en 2017 del 75,2% entre la poblacion adulta,
dato que desde principios de los afios 2000 se encuentra bastante estable (Figura 3). Aunque la
prevalencia de intoxicaciones etilicas sigue una tendencia descendiente desde el ano 2009, en
Espafia es especialmente preocupante el consumo de alcohol en atracén o Binge drinking
(consumo de 4 6 5 bebidas alcohdlicas seguidas en un intervalo de dos horas, para mujeres y
hombres, respectivamente). Este tipo de consumo de alcohol se da principalmente entre la
poblacidon entre 20 y 29 afios, y desde el aiio 2005, su prevalencia se ha triplicado, situandose
en 2017 en el 15,1%. El alcohol es el responsable del 35,5% admisiones a tratamiento, se
encuentra en gran parte de los patrones de policonsumoy en la actualidad se estima que el 5,1%

de la poblacion son consumidores de riesgo.

Tras alcohol, el tabaco es la sustancia psicoactiva legal que presenta una prevalencia de
consumo mayor, siendo en 2017 entre la poblacién adulta de 40,9%, valor que se ha mantenido

bastante estable desde el afio 2005.

La tercera sustancia psicoactiva legal con mayor prevalencia de consumo son los
hipnosedantes (tranquilizantes, sedantes y somniferos) siendo la prevalencia de consumo en el
ultimo afio entre la poblacidn entre 15-64 afios del 11,1%, aunque si atendemos a datos de
consumo (Figura 2), los antidepresivos serian los psicofdrmacos mas consumidos (62 DDDym),
seguidos de los ansioliticos (31 DDDpm), analgésicos (20 DDDpm), € hipndticos y sedantes (19
DDDpm). El consumo de psicofarmacos ha aumentado desde el 2000, triplicdAndose el consumo
de antidepresivos, duplicdndose el de analgésicos, hipnéticos y sedantes y aumentando en un
25% el de ansioliticos (Figura 2). De acuerdo con el informe de OEDA, los hipnosedantes son
consumidos por mayor nimero de mujeres que de hombres y empiezan a consumirse a una
edad media mas alta (34 afios). A pesar de que su uso debe estar autorizado por un médico,
muchas veces son consumidos sin receta. La prevalencia de uso de hipnosedantes sin receta se
sitla en torno a 1,3%, dato que se ha mantenido estable desde el afio 2005, a excepcién de dos
repuntes que se produjeron en 2009 y 2015. Los hipnosedantes sin receta estan asociados al
policonsumo, y muchos de los consumidores de hipnosedantes sin receta los han consumido
junto con alcohol y drogas ilegales con el objetivo de aumentar o disminuir los efectos

psicoactivos de estos.
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En general, la prevalencia de consumo de drogas y psicofarmacos en Espafia es mayor
en hombres que en mujeres y el rango de edad en el que su consumo es mayor es de 15-34 afios
(Figura 3), excepto en el caso de alcohol y tabaco, que presentan prevalencias de consumo
similares, independientemente del rango de edad, y de los hipnosedantes y la heroina, cuyo uso

estda mas extendido entre la poblaciéon de mayor edad (34-65 afios).

En cuanto a las NSPs en Espafia, su uso no estd muy extendido y sélo el 1,1% de la
poblacién entre 15-64 aiflos manifiesta haberlas consumido alguna vez en la vida. Su consumo
esta mas restringido a poblacidn comprendida entre 25-34 afios, y el perfil del consumidor de
NSPs es una persona que ha consumido alguna vez en la vida otras sustancias psicoactivas,

principalmente cannabis, pero también cocaina, alucindgenos, anfetaminas, éxtasis y alcohol.

1.3. Drogas y psicofirmacos como contaminantes emergentes
ambientales

Los contaminantes emergentes son contaminantes previamente desconocidos o no
reconocidos como tal, cuya presencia en el medio ambiente no es necesariamente nueva, pero
si la preocupacion por las posibles consecuencias tanto para los ecosistemas como para la salud

(Richardson, 2012).

Las drogas y psicofarmacos, junto con sus metabolitos, constituyen uno de los grupos
reconocidos como contaminantes emergentes, ya que su elevada produccién y consumo y su
continua introduccién en el medio ambiente han dado lugar a que tengan un caracter pseudo-

persistente en él.

El desarrollo en las ultimas décadas de metodologias analiticas mas selectivas vy
sensibles, basadas en cromatografia de liquidos o de gases acoplada a espectrometria de masas,
ha permitido identificar y cuantificar la presencia tanto de drogas como de psicofarmacos en el
medio ambiente. Debido a su cardacter, en general, polar o medianamente polar, la mayoria de
estudios se han centrado en investigar su presencia en matrices acuosas, y menor atencion se
ha puesto en matrices sdlidas, como pueden ser sedimentos, lodos o biota. En las siguientes
secciones se muestran los trabajos en los que estos compuestos han sido estudiados tanto en
matrices acuosas como sélidas, asi como los efectos toxicolégicos que la presencia de estos

compuestos, ya sea a corto o largo plazo, puede tener sobre los ecosistemas acuaticos.
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1.3.1. Presencia de drogas y psicofarmacos en diferentes matrices ambientales

1.3.1.1. Drogas y psicofarmacos en el medio ambiente acuatico

La principal via de introduccién de las drogas y psicofarmacos en el medio ambiente
acuatico es a través de las aguas residuales, tras su consumo y posterior excrecion. Las drogas y
psicofarmacos, una vez consumidos, se metabolizan total o parcialmente en el cuerpo humano
y se excretan a través de la orina y las heces, bien en forma del compuesto padre o en forma de
metabolito. Estos productos de excrecién son transportados junto con las aguas residuales
urbanas a través de los sistemas de alcantarillado hasta las estaciones depuradoras de aguas
residuales (EDARs), donde estos compuestos sélo son eliminados parcialmente (Devault y cols.,
2017), y como resultado son liberados continuamente al medio ambiente acuatico a través de

los efluentes de las EDARs.
Niveles de drogas y psicofdrmacos en agua residual

La presencia de drogas y psicofarmacos en agua residual ha sido estudiada globalmente,
tal y como se refleja en las revisiones bibliograficas realizadas por Asimakopoulos y cols. (2016)
y Yadav y cols. (2017). Su presencia en agua residual ha sido ampliamente investigada en
numerosos paises de Europa como Espafa (Arbeldez y cols., 2014, 2015; Bijlsma y cols., 2009;
Gonzalez-Marifo y cols., 2010, 2012a, 2018; Huerta-Fontela y cols., 2007, 2008a; Mastroianni y
cols., 2017; Postigo y cols., 2008, 2010; Racamonde y cols., 2014, 2015), Italia (Castiglioni y cols.,
2006; Mari y cols., 2009; Zuccato y cols., 2008b), Bélgica (Gheorghe y cols., 2008; van der Ven y
cols., 2004; van Nuijs y cols., 2011, 2009a), Croacia (Senta y cols., 2013), Francia (Karolak y cols.,
2010; Nefau y cols., 2013), Alemania (Hummel y cols., 2006; Ternes, 1998), Paises Bajos (Bijlsma
y cols., 2012; van der Aay cols., 2013), Suiza (Berset y cols., 2010), Eslovaquia (Mackul’ak y cols.,
2016, 2014), Reino Unido (Baker y cols., 2014, 2013, 2011a; Bones y cols., 2007; Kasprzyk-
Hordern y cols., 2009), Republica Checa (Baker y cols., 2012) y Portugal (Sousa y cols., 2011), asi
como en paises de Oceania (Duy cols., 2020; Irvine y cols., 2011; Kumary cols., 2019; Lai y cols.,
2013a; Yadav y cols., 2019), América (Asimakopoulos y cols., 2017; Bartelt-Hunt y cols., 2009;
Chiaia y cols., 2008; Foppe y cols., 2018; Jones-Lepp y cols., 2004; Skees y cols., 2018; Snyder y
cols., 2001), Asia (Deng y cols., 2020; Kim y cols., 2020; Nguyen y cols., 2018; Subedi y cols.,
2015a; Xiaohan Zhang y cols., 2019) y Africa (Moslah y cols., 2018).

La Figura 4 muestra los rangos de concentraciones en los que estos compuestos han sido
identificados en el agua residual y la Tabla AIV-1 en el Anexo IV muestra los rangos de

concentraciones medidos de cada compuesto en diferentes paises.
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Las concentraciones de drogas y psicofdrmacos encontradas en agua residual suelen ir
desde unos pocos nanogramos por litro (ng/L) hasta varios microgramos por litro (ug/L). En
general los niveles maximos encontrados en agua residual no suelen sobrepasar los 20 pg/L, a
excepcion de los niveles del metabolito del alcohol, el sulfato de etilo, y del estimulante cafeina
que han llegado a medirse a concentraciones maximas de 71 pg/L en Alemania (Ryu y cols.,
2016) y 209 pg/L en Espafia (Huerta-Fontela y cols., 2008a), respectivamente. También en
algunas ocasiones, como es el caso de los niveles encontrados de MDMA en Castelldn (Espafia)
tanto en el agua residual de entrada (27,5 pg/L) como de salida (21,2 ug/L), y de citalopram en
India en agua residual de salida (820 pg/L), los niveles medidos superaron los 20 pg/L. Sin
embargo, estos niveles tan elevados se debieron a la celebracién de un festival de musica
(Bijlsma y cols., 2009) y a que la EDAR recibia las aguas residuales de varias fabricas dedicadas a

la fabricacion de medicamentos (Larsson y cols., 2007), respectivamente.

En general, en las aguas residuales de entrada, las drogas y psicofdrmacos que suelen
encontrarse a mayor concentracion son la cocaina y su metabolito la benzoilecgonina, los ETAs
anfetamina, metanfetamina y MDMA, los opidceos codeina, metadona y EDDP, los estimulantes
cafeina y efedrina, el metabolito del alcohol, los antidepresivos citalopram, fluoxetina y su
metabolito nor-fluoxetina, y las benzodiazepinas bromazepam, lorazepam y oxazepam, todos

ellos encontrados a concentraciones maximas superiores a 3 pg/L.

Por su parte en las aguas residuales de salida, en general, las drogas no suelen
encontrarse a niveles superiores a 1 pug/L, a excepcion de los niveles de cafeina, que suelen ser
mayores (desde 60 ng/L (Nguyen y cols., 2018) hasta 35 ug/L (Moslah y cols., 2018)) debido a
gue es un estimulante ampliamente consumido, ya sea en forma de café, de té o de bebidas de
soda, y su elevada polaridad, lo cual resulta en una eliminacién en planta poco eficaz. En el caso
de los psicofarmacos, si que es comun encontrarlos a concentraciones por encima de 1 pg/L,
aungue en algunos casos, como en el de nor-fluoxetina (9810 ng/L) en Arabia Saudi (Shraim y
cols., 2017), bromazepam (15542 ng/L) en Espafia (Huerta-Fontela y cols., 2010), diazepam
(4000 ng/L) en Estados Unidos (Phillips y cols., 2010), oxazepam (7434 ng/L) en Francia
(Bebianno y cols., 2016), y los ya citados niveles de citalopram (820 pg/L) en India, las altas
concentraciones encontradas en agua residual de salida se deben a que las aguas analizadas
proceden de EDARs donde, ademds de agua residual doméstica, se trata agua residual

procedente de industrias y/u hospitales.
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Eficacia de eliminacion de drogas, psicofdrmacos y sus metabolitos en las EDARs

La presencia de drogas, psicofdrmacos y sus metabolitos en agua residual de salida,
indica que estos compuestos no se eliminan en su totalidad en las EDARs, ya que éstas fueron
inicialmente disefiadas para la eliminaciéon de contaminantes presentes a concentraciones mas
altas, del orden de mg/L. La eficacia de eliminacion de estos compuestos depende de varios
factores, como las propiedades fisico-quimicas de los compuestos y su biodegradabilidad, los
tratamientos aplicados en las EDARs, la composicion de las aguas residuales, e incluso las
condiciones meteoroldgicas, como lluvias o altas temperaturas, que podrian afectar a la dilucidn
de los efluentes o a la degradacidn de los compuestos, respectivamente (Devault y cols., 2017).
Los tratamientos aplicados en las EDARs incluyen, segun los casos, un tratamiento primario, con
el que se eliminan los componentes mds grandes mediante el empleo de barras, rejas o
mediante decantacién; un tratamiento secundario, tratamiento bioldgico basado en lodos
activados o filtros bioldgicos, disefiado principalmente para reducir la demanda bioldgica de
oxigeno, sélidos suspendidos o el exceso de nutrientes, y también reducir la concentracion de
contaminantes organicos; y en las mas avanzadas un tratamiento terciario basado, tanto en
tratamientos convencionales (filtracion, clarificacion, filtracién con arena o ultra/micro
filtracidn), como en métodos avanzados (procesos de desinfeccion con hipoclorito de sodio, luz
UV u ozonacidn, adsorcidn con carbono activo granular y otros procesos como osmosis inversa,
ultrafiltracion, y reactores de membranas bioldgicas entre otros), que se utilizan para mejorar

la eliminacién de los contaminantes organicos (Asimakopoulos y cols., 2016).

La eficacia de eliminacién de las drogas fue revisada por Devault y cols. (2017), definiendo

tres grupos en funcién de su eliminacion:

e Un primer grupo en el que se incluirian cocaina y sus metabolitos, morfina, anfetamina,
THC y su metabolito OH-THC, que en la mayoria de trabajos realizados presentan
porcentajes de eliminacion entre el 70 y el 100%, siendo el tratamiento secundario con
lodos activados mas eficaz que el de los filtros biolégicos (Baker y cols., 2013; Bijlsma y
cols., 2012; Boleda y cols., 2009; Castiglioni y cols., 2006; Gerrity y cols., 2011; Karolak y
cols., 2010; Nefau y cols., 2013; Postigo y cols., 2010; Subedi y cols., 2014).

e Un segundo grupo de compuestos que incluiria metadona y EDDP, que presentan
porcentajes de eliminacion mediante el empleo de lodos activados inferiores al 50% e
incluso negativos (mayores concentraciones en agua residual de salida que de entrada),
indicando que estos compuestos se eliminan rara vez en las EDARs (Baker y cols., 2013;

Bijlsma y cols., 2012; Castiglioni y cols., 2006; Nefau y cols., 2013; Subedi y cols., 2014).
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e Por ultimo, un tercer grupo que incluiria 6-monoacetilmorfina, metanfetamina, MDMA
y sus analogos (MDA y MDEA), y THC-COOH, que se caracterizarian por presentar unos
porcentajes de eliminacién muy variables que van desde valores negativos hasta 100%
de eliminacion (Andrés-Costa y cols., 2014; Baker y cols., 2013; Bartelt-Hunt y cols.,
2009; Bijlsmay cols., 2012; Boleda y cols., 2009; C. Metcalfe y cols., 2010; Postigo y cols.,
2010; Subediy cols., 2014).

En lo que respecta a los psicofarmacos, la eficacia de eliminacién de varios antidepresivos
(amitriptilina, citalopram, bupropian, sertralina y venlafaxina) se estudié en Estados Unidos en
7 EDARs equipadas con diferentes tratamientos secundarios y terciarios (Angeles y cols., 2020).
Las EDARs que poseian tratamientos secundarios y terciarios convencionales (lodos activados,
reactores aerobios/anaerobios) eran incapaces de eliminar los antidepresivos de las aguas
residuales, variando los porcentajes de eliminacién desde valores negativos hasta un maximo
del 35%. Sin embargo, el uso de tratamientos terciarios avanzados, como carbdn activo
granulado u ozonizacién, permitid su eliminacién completa. Similares resultados fueron
encontrados en EDARs en China, donde el empleo de sistemas convencionales como lodos
activados o tratamientos anaerobio-anéxico-aerobio (A20), mostré una eliminacion ineficaz de
antidepresivos, desde -4% hasta 6,5% en el caso de la venlafaxina, y del 23-69% en el caso de
otros antidepresivos (paroxetina, citalopram, fluvoxamina, fluoxetina, amitriptilina, sertralina)
(Cao y cols., 2020). También se han reportado porcentajes de eliminaciéon negativos para la
venlafaxina en otras EDARs equipadas con tratamientos secundarios basados en lodos activados
o filtros biolégicos (Kasprzyk-Hordern y cols., 2010, 2012) y tratamientos A%0 seguidos de

tratamientos terciarios basados en sedimentacién u ozonizacién (Duany cols., 2018).

Al igual que ocurre con los antidepresivos, la eliminacidon de las benzodiazepinas en las
plantas depuradoras varia en funcion de los tratamientos empleados. Asi, con el empleo de
métodos tradicionales, sélo se consigue una eliminacidn parcial (entre el 30 y el 70%), mientras
gue el empleo de métodos avanzados, principalmente filtracién con carbdn activo, permite la
eliminacidn de la totalidad de la benzodiazepinas que llegan a las EDARs (Martin Ruel y cols.,

2011).

Aunque el empleo de tratamientos convencionales y avanzados de agua residual permite
reducir, al menos en parte, la presencia de contaminantes emergentes en las aguas residuales,
un inconveniente de estos métodos es que durante los mismos se pueden generar subproductos
o productos de transformacion, de los cuales se sabe incluso menos que de los compuestos

originales. En este sentido, Bijlsma y cols. (2013) identificaron 16 productos de transformacion
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de la cocaina y 10 productos de transformacién de la benzoilecgonina después de experimentos
de degradacion realizados a escala de laboratorio basados en hidrdlisis, cloracion y
fotodegradacion mediante luz UV. Postigo y cols. demostraron la formacion de diferentes
productos de transformacion de la cocaina (Postigo y cols., 2011b) y de la metadona (Postigo y
cols., 2011c) durante procesos naturales (hidrdlisis y fotodegradacién con luz solar) y tras el
tratamiento del agua con métodos avanzados (fotocatalisis heterogénea con didxido de titanio
(TiO,) y fotocatalisis homogénea con foto-Fentdn). Russo y cols. (2016) también demostraron la
formacidn de productos de transformacidn de la cocaina tras aplicar un tratamiento basado en
fotdlisis con radiacién UV en combinacidn con peréxido de hidrégeno. Gonzdlez-Marifio y cols.
(2013) identificaron 7 productos de transformacién del THC-COOH (Gonzalez-Marifio y cols.,
2013), 4 productos de transformacién de cocaina (Gonzalez-Marifio y cols., 2012b) y 8 productos
de transformacion de metadona y 3 de EDDP (Gonzalez-Marifio y cols., 2015) tras el tratamiento
de agua con cloro, mientras que Boix y cols. (2014) detectaron 19 productos de transformacion
también del THC-COOH tras la aplicacién de diferentes procesos de tratamiento como hidrdlisis,

cloracion, y fotodegradacion con radiacidon UV y con radiacién solar.

Niveles de drogas y psicofdrmacos en agua superficial, subterrdnea y agua potable

La eliminacidon incompleta de drogas y psicofdrmacos tras el tratamiento del agua
residual ha dado lugar a que estos compuestos lleguen a las aguas superficiales a través de los
efluentes de las EDARs. Numerosos estudios llevados a cabo en Espafia (Acuiia y cols., 2015; Boix
y cols., 2015; Boleda y cols., 2009, 2007; Catald y cols., 2015; Esteban y cols., 2012; Gonzalez-
Marifio y cols., 2019; Gonzalez Alonso y cols., 2010; Gros y cols., 2012; Huerta-Fontela y cols.,
2008a, 2007, 2011; Lépez-Serna y cols., 2010; Martinez Bueno y cols., 2011; Mastroianniy cols.,
2016; Mendoza y cols., 2014; Moreno-Gonzalez y cols., 2014; Postigo y cols., 2010; Proia y cols.,
2013; Racamonde y cols., 2012; Rodriguez-Gil y cols., 2010; Silva y cols., 2011; Valcarcel y cols.,
2012; Vazquez-Roig y cols., 2010a), Reino Unido (Baker y cols., 2013; Jones-Lepp y cols., 2004;
Kasprzyk-Hordern y cols., 2008a; Zuccato y cols., 2008a), Italia (Calamariy cols., 2003; Zuccato y
cols., 2008a), Francia (Camilleri y cols., 2015; Coetsier y cols., 2009; Piel y cols., 2013), Bélgica
(Gheorghe y cols., 2008; van Nuijs y cols., 2009b), Alemania (Hass y cols., 2012; Hummel y cols.,
2006; Schlisener y cols., 2015), Suiza (Berset y cols., 2010), Paises Bajos (van der Aa y cols.,
2013), Eslovenia (Kosjek y cols., 2012), Estados Unidos (Ferrer y cols., 2012; Schultz y cols., 2008;
Skees y cols., 2018), Costa Rica (Causanilles y cols., 2017c), Canada (Lajeunesse y cols., 2008; C.
D. Metcalfe y cols., 2010), Brasil (de Almeida y cols., 2015), China (Heeb y cols., 2012; Shao y
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cols., 2009) e India (Fick y cols., 2009) han mostrado la presencia de drogas, psicofarmacos y
metabolitos en aguas superficiales, incluyendo rios, lagos, agua marina o arroyos. La Figura 4
muestra el rango de concentraciones entre las que se han detectado las drogas y psicofarmacos
en agua superficial, y la Tabla AIV-1 del Anexo IV el rango de concentraciones encontrado en
funcidn del pais investigado. Estas concentraciones son mas bajas que las encontradas en aguas
residuales de entrada y de salida y, por lo general, no superan los 500 ng/L, a excepcién de
algunos compuestos como benzoilecgonina y lorazepam, encontrados en el rio Llobregat
(Espafia) a 1350 ng/L (Huerta-Fontela y cols., 2008b) y 705 ng/L (Proia y cols., 2013),
respectivamente, cafeina, encontrada a 1715 ng/L en un rio a 1 km de la descarga de una EDAR
en Inglaterra (Baker y cols., 2013), citalopram, encontrado a 76 ug/L en el arroyo Isakavagu
(India) donde se descargan los efluentes de una EDAR que recibia el agua de varias industrias
farmacéuticas (Fick y cols., 2009), alprazolam, encontrado en el rio Cascavel (Brasil) a una
concentracion de 5900 ng/L (Nunes y cols., 2015), diazepam, encontrado a 625 ng/L en aguas
superficiales que recibian el efluente de un hospital en Brasil, y oxazepam, encontrado a 1400

ng/L en el rio Vilaine (Francia).

Las aguas superficiales contaminadas y las aguas residuales no tratadas pueden
contribuir a la contaminacién del agua subterrdnea, que en muchos paises es utilizada, junto
con el agua superficial, para la produccion de agua potable. Jurado y cols. (2012) detectaron
cocaina (maxima concentracién 60 ng/L), benzoilecgonina (20 ng/L), cocaetileno (1,8 ng/L),
morfina (27 ng/L), metadona (68 ng/L), EDDP (8,2 ng/L), MDMA (37 ng/L), efedrina (7,3 ng/L),
diazepam (19 ng/L), alprazolam (6,4 ng/L) y lorazepam (38 ng/L) en el agua subterranea que
fluye por debajo de la ciudad de Barcelona. En otros estudios se demostrd la presencia de
citalopram en agua subterranea a concentraciones entre 13 ng/L (Valhondoy cols., 2014) y 1400
ng/L (Fick y cols., 2009), de diazepam entre 3,9 ng/L (Cabeza y cols., 2012) y 35 ng/L (Lépez-
Sernay cols., 2013), de lorazepam entre 4 ng/L (Kovacevic y cols., 2017) y 54 ng/L (Lépez-Serna
y cols., 2013) y de oxazepam entre 10 ng/L (Manamsa y cols., 2016) y 210 ng/L (Bekele y cols.,
2011).

La presencia de drogas también se ha demostrado en agua potable, donde se ha
detectado cocaina (méaxima concentracidon 60 ng/L), benzoilecgonina (150 ng/L), cocaetileno (0,2
ng/L), anfetamina (50 ng/L), metanfetamina (2 ng/L), MDMA (40 ng/L), MDA (20 ng/L), morfina
(12 ng/L), codeina (76 ng/L), THC-COOH (4,8 ng/L), EDDP (31 ng/L) y metadona (9 ng/L), aunque
segln los autores estas concentraciones no suponen un riesgo para la salud humana e incluso
se podrian eliminar casi en su totalidad con tratamientos de potabilizacién avanzados como

ultrafiltracion u dsmosis inversa (Huerta-Fontela y cols., 2008b; Mendoza y cols., 2014; Rosa
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Boleday cols., 2011; Valcarcel y cols., 2012). Dado que la cloracion es el método de desinfeccion
mas extendido en la produccién de agua potable, la formacién de productos de desinfeccién al
reaccionar el cloro con las drogas y psicofarmacos que han sobrevivido al tren de tratamientos
de potabilizacion también es digna de estudio. En este sentido, numerosos autores han
investigado los subproductos de desinfeccion que se forman durante la cloracién de la cocaina
(Gonzalez-Marifio y cols., 2012b), de diferentes ETAs (Huerta-Fontela y cols., 2012), de
metadona (Gonzalez-Marifio y cols., 2015), de citalopram (Osawa y cols., 2019) y de diferentes
benzodiazepinas como oxazepam y diazepam (Carpinteiro y cols., 2017; Yang y cols., 2018; Xin

Zhangy cols., 2019).

1.3.1.2. Drogas y psicofarmacos en matrices ambientales sélidas

La mayoria de los estudios ambientales de drogas, psicofarmacos y sus metabolitos se
han centrado en estudiar su presencia en aguas. Su estudio en matrices ambientales sélidas ha
sido mucho mas escaso. La Tabla 2 muestra las concentraciones de drogas y psicofarmacos
medidas en tres tipos de matrices solidas (sedimentos, lodos de depuradoras y material
particulado) en estudios llevados a cabo en Espafia (Alvarez-Ruiz y cols., 2015; Arbeldez y cols.,
2014; Mastroianni y cols., 2013), Estados Unidos (Jones-Lepp y cols., 2007; Klosterhaus y cols.,
2013; Subedi y cols., 2015b), Reino Unido (Baker y cols., 2011b; Evans y cols., 2015; Langford y
cols., 2011; Wilkinson y cols., 2018), Croacia (Senta y cols., 2013), Grecia (Gago-Ferrero y cols.,
2015), China (Hu y cols., 2019), Austria (Kaleta y cols., 2006), Brasil (Beretta y cols., 2014) y
Arabia Saudi (Picd y cols., 2020).

Los compuestos que se encontraron a mayor concentracion fueron opioides/opiaceos,
cannabinoides y antidepresivos. Codeina y metadona se encontraron a concentraciones
maximas de 685 y 602 ng/g, respectivamente, en el material particulado de una EDAR en
Valencia, Espafia (Alvarez-Ruiz y cols., 2015) mientras que EDDP se encontrd a concentraciones
maximas de 232y 279 ng/g en lodos de depuradoras situadas en Valencia (Arbeldezy cols., 2014)
y Barcelona (Mastroianni y cols., 2013), respectivamente. El THC se encontrd a 664 ng/g en
sedimentos recogidos en el Rio Turia (Valencia, Espafia) (Carmona y cols., 2014) y a 579 ng/g en
lodos de depuradora en Barcelona (Mastroianni y cols., 2013), mientras que el cannabidiol se
encontrd a 479 ng/g en lodos de depuradora en Barcelona. En cuanto a los antidepresivos, el
citalopram se encontréa 317y 283 ng/g en lodos de EDARs situadas en Escocia (Langford y cols.,

2011) y Estados Unidos (Subedi y cols., 2015b), respectivamente, mientras que la sertralina se
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encontrd a una concentracidon de hasta 1490 ng/g en lodos de una EDAR situada en Estados
Unidos (Subedi y cols., 2015b). La presencia de estos compuestos en matrices ambientales
sélidas no es de extrafiar ya que presentan un caracter marcadamente hidrofébico (log Kow > 3)
(Tabla 1), que les hacen mas propensos a adsorberse en matrices sélidas. El resto de compuestos
presentaron concentraciones inferiores a 200 ng/g, siendo las concentraciones mas habituales

del orden de unos pocos ng/g.
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Tabla 2. Niveles de drogas y psicofarmacos en matrices ambientales sélidas.

Pais Sedimentos Lodos Ma.terlal Ref.
depuradora particulado
Cocaina China n.d.-10 [1]
Croacia <0,1-37 <1,2-10 [2]
Espafia (Catalufia) 3,8-4,7 [3]
Espafia (Catalufia) 0,7-23 [4]
Estados Unidos n.d.-2,2 [5]
Espafia (C. Valenciana) <LOD-1,0 4,0-58 14-127 (6]
Grecia <4,5 [7]
Reino Unido 1,8-2,7 [8]
Benzoilecgonina China n.d.-3,1 [1]
Croacia <0,5-11 <0,5-7,4 [2]
Espafia (Cataluiia) 3,5-19 [3]
Espafia (Catalufia) 0,8-32 [4]
Espafia (C. Valenciana) n.d.-1,0 n.d.-4,0 3,0-258 [6]
Grecia <2,3 [7]
Inglaterra <1,0-1,3 n.d. [9]
Reino Unido 0,1-1,1 [8]
Cocaetileno Espafia (Cataluiia) n.d. [4]
Espafia (C. Valenciana) n.d. n.d.-1,0 6,0-51 [6]
Reino Unido n.d.-0,2 [8]
Anfetamina Austria 5,0-300 [10]
China n.d.-6,9 [1]
Croacia <3,5 <0,8 [2]
Escocia n.d. n.d. [11]
Espafia (Catalufia) 2,1-13,9 [4]
Estados Unidos <LOD-3,3 [5]
Grecia <1,5 [7]
Inglaterra <1,09-3,6 n.d. [9]
Reino Unido n.d.-17 [8]
Reino Unido 7,9 [12]
Metanfetamina China n.d.-9,1 [1]
Estados Unidos n.d.-4,0 [13]
Reino Unido 3,2 [12]
MDMA Croacia <1,2-8,9 <0,5-5,0 [2]
Espafia (Catalufia) 0,4-2,7 (4]
Grecia <2,5 (7]
Reino Unido n.d.-0,7 [8]
Reino Unido 16,3 [12]

n.d.: no detectado; <LOD: niveles por debajo del limite de deteccidn; <LOQ: niveles por debajo

del limite de cuantificacion.

[1] (Hu y cols., 2019); [2] (Senta y cols., 2013); [3] (Arbeldez y cols., 2014); [4] (Mastroianni y
cols., 2013); [5] (Klosterhaus y cols., 2013); [6] (Alvarez-Ruiz y cols., 2015); [7] (Gago-Ferrero y
cols., 2015); [8] (Baker y cols., 2011b); [9] (Wilkinson y cols., 2018); [10] (Kaleta y cols., 2006);
[11] (Langford y cols., 2011); [12] (Evans y cols., 2015); [13] (Jones-Lepp y cols., 2007).
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Tabla 2 (cont). Niveles de drogas y psicofarmacos en matrices ambientales sélidas.

Pais Sedimentos Lodos Ma.terial Ref.
depuradora  particulado
Ketamina China n.d.-3,6 [1]
Espafia (C. Valenciana) n.d. 2,0-3,0 n.d.-46 [6]
Reino Unido 1,0-7,2 [8]
LSD Espafia (Catalufia) n.d. (4]
OH-LSD Espafia (Cataluiia) n.d. [4]
Codeina China n.d. [1]
Croacia 3,3-109 20-51 [2]
Espafia (C. Valenciana) n.d. 8,0-78 53-685 [6]
Espafia (C. Valenciana) n.d.-3,6 [14]
Grecia <L0Q-21 [7]
Reino Unido 59-240 [8]
Heroina China n.d. [1]
Espafia (Cataluiia) n.d. [4]
Grecia <0,6 [7]
6ACM Croacia <0,5 <0,5-2 [2]
Espafia (Cataluiia) n.d. [4]
Grecia <4,6 [7]
Reino Unido n.d. [8]
Morfina China n.d.-4,9 [1]
Croacia <2,6 6,4-24 [2]
Espafia (C. Valenciana) n.d. 24-171 n.d. [6]
Espafia (Cataluia) 2,2-19 [4]
Grecia <2,5 [7]
Reino Unido 19-116 [8]
Metadona China n.d. [1]
Croacia 6,1-54 6,7-32 [2]
Espafia (C. Valenciana) n.d.-1 24-171 21-602 [6]
Espafia(Cataluiia) 7,7-32 [3]
Espafia (Catalufia) 6,7-111 [4]
Reino Unido 19-58 [8]
EDDP Croacia 10-125 46-190 [2]
Espafia (Catalufia) 9,7-232 [3]
Espafia (Catalufia) 8,7-279 [4]
Reino Unido 30-194 [8]
THC Espafia (C. Valenciana) n.d.-664 [15]
Espafia (Catalufia) 29-579 (4]
THC-COOH Croacia n.d.-8,5 n.d.-32 [2]
Espafia (C. Valenciana) n.d.-93 [15]
OH-THC Croacia n.d.-10 n.d.-185 [2]
Espafia (Catalufia) 103-160 (4]
Cannabinol Espafa (Cataluiia) 27-188 (4]
Cannabidiol Espafia (Catalufia) 32-479 (4]
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Tabla 2 (cont). Niveles de drogas y psicofarmacos en matrices ambientales sélidas.

Pais Sedimentos Lodos Ma.terlal Ref.
depuradora particulado
Cafeina Arabia Saudi 7,1-76 [16]
Brasil 0,3-23 [17]
Estados Unidos <LOD-30 [5]
Grecia <LOQ-15 [7]
Efedrina China n.d.-8,4 [1]
Espafia (Catalufia) 0,6-44 [4]
Grecia <LOQ-75 [7]
Reino Unido n.d. [8]
Reino Unido <LOD [12]
Citalopram Escocia <2 <50-317 [11]
Estados Unidos 11-283 [18]
Grecia 110-168 [7]
Fluoxetina Grecia <LOQ-37 [7]
Reino Unido 72-199 [8]
Reino Unido 86 [12]
Sertralina Estados Unidos 11-1490 [18]
Grecia 20-108 [7]
Venlafaxina Estados Unidos 1,0-129 [18]
Grecia <LOQ-36 [7]
Reino Unido 2,9-15 [8]
Reino Unido 83 [12]
Alprazolam Arabia Saudi n.d.-87 [16]
Espafia (Catalufia) 0,5-1,9 [4]
Estados Unidos n.d.-12 [18]
Diazepam Brasil <0,1-0,7 [17]
Espafia (Catalufia) 0,6-2,5 (4]
Espafia (C. Valenciana) n.d.-1,2 [14]
Estados Unidos n.d.-3,3 [18]
Reino Unido n.d. [8]
Grecia <5,5 [7]
Lorazepam Arabia Saudi n.d.-126 [16]
Estados Unidos n.d.-12 [18]
Oxazepam Estados Unidos 0,9-7,7 [18]
Reino Unido n.d.-5,2 [8]
Temazepam Reino Unido n.d.-5,9 [8]

n.d.: no detectado; <LOD: por debajo del limite de deteccion; <LOQ: por debajo del limite de
cuantificacion.

[1] (Hu y cols., 2019); [2] (Senta y cols., 2013); [3] (Arbeldez y cols., 2014); [4] (Mastroianni y
cols., 2013); [5] (Klosterhaus y cols., 2013); [6] (Alvarez-Ruiz y cols., 2015); [7] (Gago-Ferrero y
cols., 2015); [8] (Baker y cols., 2011b); [9] (Wilkinson y cols., 2018); [10] (Kaleta y cols., 2006);
[11] (Langford y cols., 2011); [12] (Evans y cols., 2015); [13] (Jones-Lepp y cols., 2007); [14]
(Vazquez-Roig y cols., 2012); [15] (Carmona y cols., 2014); [16] (Picé y cols., 2020); [17] (Beretta
y cols., 2014); [18] (Subediy cols., 2015b).
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La presencia de estos compuestos en matrices sélidas, incluso a concentraciones bajas,
indica que, por un lado, los lodos de depuradora constituyen otra ruta de entrada de este tipo
de contaminantes al medio ambiente, ya que normalmente son utilizados en agricultura como
fertilizantes (Mastroianni y cols., 2013), y por otro, que los sedimentos pueden actuar como
reservorios de este tipo de contaminantes en el medio ambiente acuatico, pudiendo ser

bioacumulados por los organismos que viven o se alimentan en ellos.

La bioacumulacion de drogas y psicofdrmacos en organismos acudticos depende de
varios factores como la tendencia del propio compuesto a bioacumularse (Log Kow > 3), las tasas
de metabolizacién de los compuestos en cada organismo, o las cinéticas de adsorcion vy
eliminacidn que dependen tanto del compuesto como del organismo investigado (Huertay cols.,

2012).

Los peces constituyen uno de los organismos en los que la bioacumulacion de drogas y
psicofdarmacos ha sido mds investigada, ya que estos organismos se pueden encontrar
practicamente en todas partes del medio ambiente acudtico (Huerta y cols., 2012). Otro tipo de
organismos ampliamente estudiado son los bivalvos, concretamente los mejillones, ya que son
organismos bentdnicos que se alimentan por filtracién y pueden acumular los contaminantes
presentes tanto en la fase acuosa como adsorbidos en las matrices sélidas (Fabbriy cols., 2016),
y de hecho se utilizan como bioindicadores para la monitorizacién de la contaminacién del agua
costera (Beyer y cols., 2017). La Tabla 3 muestra las concentraciones de drogas, psicofarmacos
y metabolitos en estos tipos de organismos. Mientras que la bioacumulacién de drogas en
organismos acudticos ha estado limitada al estudio de muy pocas drogas o metabolitos (cocaina,
benzoilecgonina y anfetamina), la bioacumulacidn de psicofarmacos, y mas concretamente la de
antidepresivos, ha sido mas ampliamente investigada. La concentracién de estos compuestos
en organismos acuaticos va desde valores por debajo del limite de deteccién del método
correspondiente, hasta valores del orden de centenas de ng/g. La mayoria de estudios
publicados se han desarrollado en Estados Unidos, como el realizado en la Bahia de San
Francisco (Maruya y cols., 2014), en diferentes arroyos de Colorado, lowa, Carolina del Norte o
Texas (Bringolfy cols., 2010; Schultz y cols., 2008), y en Canada, concretamente en el Rio Grande
(de Solla y cols., 2016; C. D. Metcalfe y cols., 2010) o en la costa de Victoria, cerca de la
desembocadura de efluentes de aguas residuales no tratadas (Krogh y cols., 2017). En Europa,
diferentes estudios se han llevado a cabo en Espafia, concretamente en el Delta del Ebro
(Alvarez-Mufioz y cols., 2015) y en el Mar Menor (Moreno-Gonzélez y cols., 2016), asi como en
Portugal (estuario del Rio Tajo), Italia (Rio Po) (Alvarez-Mufioz y cols., 2015), y Francia (Martinez

Bueno vy cols., 2014).
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Por ultimo, dado que las drogas y psicofdrmacos son sustancias disefadas para actuar
sobre una parte concreta del organismo, los estudios de bioacumulacién deberian considerar
los mecanismos de accion de estos compuestos en humanos o animales, ya que podrian indicar
la parte del organismo acuatico en que es mads probable que se produzca su bioacumulacién.
Hay estudios que han investigado la bioacumulacion de estos compuestos utilizando el
organismo completo (C. D. Metcalfe y cols., 2010). Sin embargo, otros han demostrado que la
bioacumulacién de drogas y psicofarmacos varia en funcién de la parte del organismo estudiada.
Ondarza y cols. (2019) determinaron que la bioacumulacién de benzoilecgonina era mayor en
branquias que en musculo. En el mismo estudio los niveles encontrados de cafeina fueron
mayores en branquias que en higado y en musculo, y Brooks y cols. (2005) y Lajeunnesse y cols.
(2011) determinaron que los niveles de algunos antidepresivos y sus metabolitos eran mayores

en higado y en cerebro con respecto a los medidos en el musculo.
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Tabla 3. Niveles (ng/g) de drogas y psicofarmacos en organismos acuaticos.

i Pez Mejillon
Compuesto Pais - - Ref.
Media Rango Media Rango
Cocaina Canada 04-1,1 [1]
Estados Unidos 0,3 n.d.-1,7 [2]
Estados Unidos n.d.-0,3 [3]
Benzoilecgonina Argentina n.d.-1,6 (4]
Estados Unidos n.d. [3]
Anfetamina Canada 1,6-8,3 [1]
Estados Unidos 2,3 n.d.-20 [2]
Estados Unidos n.d.-4,1 [3]
Codeina Canada n.d.-15 [1]
Uruguay <LOD-1,1 [5]
Cafeina Argentina n.d.-13 [4]
Estados Unidos n.d. [3]
Estados Unidos n.d.-140 [2]
Singapur <0,1-0,8 [6]
Citalopram Canada <L0Q-2,9 [7]
Espafia n.d. [8]
Estados Unidos n.d.-0,2 [9]
Italia 21 [8]
Portugal 0,3-38 [10]
Portugal <LOQ 7,7 [8]
Desmetil citalopram Canada n.d.-2,8 [7]
Portugal n.d.-50 [10]
Fluoxetina Canada n.d.-1,0 [11]
Canada 2,6-9,0 [1]
Canada <LOQ [7]
Estados Unidos 0,3-79,1 [12]
Estados Unidos 0,1-1,6 [13]
Estados Unidos n.d.-1,6 [9]
Portugal 0,5-63 [10]
Nor-fluoxetina Argentina (4]
Canada n.d.-9,1 n.d.-2,0 [1]
Canada <LOD-1,2 [7]
Canada n.d.-1,1 [11]
Estados Unidos n.d.-3,5 [9]
Estados Unidos 1,1-10,3 [13]
Estados Unidos n.d.-5 [14]
Portugal n.d.-63 [10]
Sertralina Canada 16-77 [1]
Canada n.d.-84 [15]
Canada n.d.-3,8 [7]
Estados Unidos 1,4 n.d.-5,5 [2]
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Tabla 3 (cont). Niveles (ng/g) de drogas y psicofarmacos en organismos acuaticos.

3 Pez Mejillon
Compuesto Pais - - Ref.
Media Rango Media Rango
Sertralina Estados Unidos 0,1-1,4 [3]
Estados Unidos 0,3-4,3 [13]
Estados Unidos n.d.-4,2 [9]
Estados Unidos n.d.-19 [14]
Desmetil sertralina  Canada <LOD-1,5 [7]
Estados Unidos 0,7-16 [13]
Nor-sertralina Estados Unidos n.d.-4,2 [9]
Portugal n.d.-13 [10]
Venlafaxina Canada n.d.-25 [1]
Canada n.d-1,2 [7]
Espafa 2,7 [8]
Espafia n.d.-3,1 [16]
Estados Unidos n.d.-1,1 [9]
Francia n.d.-2,7 [17]
Italia 36 [8]
Portugal <LOQ 7,7 [8]
Uruguay <LOD-1,6 [5]
Desmetil venlafaxina Canada n.d-1,2 [7]
Espafia <LOQ [8]
Francia n.d.-3,7 [17]
Italia 4,3 [8]
Portugal 4,8 [8]
Alprazolam Espafia <L0Q [8]
Italia <LoQ [8]
Portugal <LOQ [8]
Diazepam Espafia n.d.-15 [16]
Estados Unidos n.d. [3]
Portugal n.d. [8]
Uruguay <LOD-0,2 [5]
Lorazepam Portugal n.d. [8]
Uruguay <LOD-0,7 [5]

n.d.: no detectado; <LOD: por debajo del limite de deteccidn; <LOQ: por debajo del limite de

cuantificacion

[1] (de Sollay cols., 2016); [2] (Maruya y cols., 2014); [3] (Klosterhaus y cols., 2013); [4] (Ondarza
y cols., 2019); [5] (Rojo y cols., 2019); [6] (Bayen y cols., 2016); [7] (C. D. Metcalfe y cols., 2010);
[8] (Alvarez-Mufioz y cols., 2015); [9] (Schultz y cols., 2010); [10] (Silva y cols., 2017); [11] (Chu y
cols., 2007); [12] (Bringolf y cols., 2010); [13] (Brooks y cols., 2005); [14] (Ramirez y cols., 2009);
[15] (Krogh y cols., 2017); [16] (Moreno-Gonzalez y cols., 2016); [17] (Martinez Bueno vy cols.,

2014).
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1.3.2. Toxicidad ambiental de drogas y psicofarmacos y sus metabolitos.

La presencia de drogas y psicofarmacos en el agua superficial y su bioacumulacién en
organismos acuaticos ha provocado que en los ultimos afios se hayan llevado a cabo numerosos
estudios para evaluar la toxicidad ocasionada por la exposicion de estos compuestos

biolégicamente activos sobre los organismos acuaticos.

El efecto toxicoldgico producido por psicofarmacos en organismos acuaticos se ha
investigado ampliamente, siendo los antidepresivos del tipo ISRS uno de los grupos mas
estudiados. Trabajos recientes han demostrado que incluso a concentraciones ambientales
normales, los antidepresivos tienen capacidad para afectar numerosos procesos bioldgicos
como reproduccion, crecimiento, metabolismo, inmunidad, alimentacién, locomocién, aspecto
fisico y comportamiento (Fong y cols., 2014). Por ejemplo, la exposicién de pececillos machos
(Pimephales promelas) a 1000 ng/L de fluoxetina alterd el comportamiento de apareamiento de
estos organismos (Weinberger y cols., 2014). La exposicion del mejillén cebra (D. polymorpha) a
500 ng/L de fluoxetina, citalopram y la mezcla de estos dos antidepresivos causo, en los tres
casos, alteraciones significativas del estado oxidativo de los bivalvos, mientras que la exposicidn
Unicamente a fluoxetina, indujo un ligero, pero significativo, aumento en las frecuencias
celulares apoptéticas y necrdticas (Magni y cols., 2017). En este sentido, la fluoxetina es
considerada el antidepresivo del tipo ISRS con mayor toxicidad aguda (Silva y cols., 2015). La
exposicion a 300 ng/L de fluoxetina durante 96 horas y a 30 ng/L durante 48 horas provocé
dafios en el ADN de las branquias y de las glandulas digestivas del mejillon cebra,
respectivamente (Cortez y cols., 2019). La exposicion a concentraciones de fluoxetina de 1 ng/L
y 100 ng/L afecto a la capacidad de camuflaje de la sepia (Sepia officinalis) y a su capacidad de
aprendizaje y memoria (Di Poi y cols., 2014, 2013), y la exposicidn a 75 ng/L de fluoxetina
durante dos semanas provoco la alteracion de la capacidad reproductiva del mejillén cebra (M.
galloprovincialis) (Gonzalez-Rey y cols., 2013). Ademas de la fluoxetina, otros estudios han
demostrado los efectos toxicoldgicos provocados por otros antidepresivos, como la venlafaxina,
que a concentraciones de 313 pg/Ly 31,3 ng/L provocé el desprendimiento del sustrato de los
caracoles de agua dulce Leptoxis carinata y Stagnicola elodes (Fong y cols., 2014),
respectivamente, y la fluvoxamina, que produjo el desove del mejilldn cebra cuando éste se

expuso a una concentracion de 318 ng/L (D. polymorpha) (Fong, 1998).

En lo que respecta a drogas, los estudios han sido mas escasos y la mayoria de ellos han
investigado los efectos toxicoldgicos provocados por la cocaina y sus metabolitos. Un estudio

llevado a cabo en Italia, demostré que la cocaina es capaz de actuar como disruptor endocrino
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modificando los niveles de dopamina cerebral y catecolaminas plasmaticas (dopamina,
adrenalina y noradrenalina), asi como la actividad del eje hipotalamico-hipofisario-adrenal® en
la anguila A. Anguilla, tras la exposicidn a una concentracion de 20 ng/L durante 30 dias (Gay y
cols., 2013). Otro trabajo estudio los efectos cito-genotdxicos producidos por la exposicion a
cocaina en el mejilldn cebra (Dreissena polymorpha) a tres niveles de concentracién (40, 220 y
10.000 ng/L). El estudio demostrd que la exposicion a corto plazo (96 horas) producia dafios
primarios en el ADN, y el aumento de células micro-nucleadasy la apoptosis, incluso a los niveles
mas bajos investigados (Binelli y cols., 2012). En otros estudios en los que también se evalud los
efectos producidos por la exposicidn a cocaina en el mejilléon Perna Perna se demostré que, tras
96h de exposicion a una concentracion de cocaina de 2000 ng/L, se producia tanto estrés
oxidativo como dafios en el ADN (Dos Santos Barbosa Ortega y cols., 2018), y que la exposicion
del mejillon Perna Perna a concentraciones de 20 mg/Ly 1,25 mg/L durante Unicamente una
hora, reducia a la mitad la tasa de fertilizacién y el crecimiento larval, respectivamente (Maranho
y cols., 2017). En cuanto a sus metabolitos, un estudio demostré que la exposicién a largo plazo
(14 dias) a benzoilecgonina a concentraciones de 500 y 1000 ng/L de mejillén cebra (Dreissena
polymorpha) producia a ambos niveles estrés oxidativo (disminucién de la estabilidad de la
membrana lisosdmica y desequilibrios de las actividades de las enzimas de defensa), y dafios
primarios en el ADN al nivel mas alto de exposicion (Parolini y cols., 2013b). Otro trabajo evalué
los efectos en el mejillon cebra (Dreissena polymorpha) de la exposicion a 500 ng/L de ecgonina
metil éster, observando también estrés oxidativo y fragmentacién en el ADN primario aunque
sin variaciones en el dafo genético (aumento de células apoptdticas) (Parolini y cols., 2013a).
Parolini y cols. demostraron que la exposicién a THC (Parolini y cols., 2014) y a THC-COOH
(Parolini y cols., 2017) a concentraciones ambientales (50 ng/L en el caso del THC y 100 ng/L en
el de THC-COOH) no causaba efectos en el mejilléon cebra (Dreissena polymorph). Sin embargo,
la exposicidn a 500 ng/L durante 14 dias, producia alteraciones notables en el estado oxidativo
de D. polymorpha, dando lugar a un aumento significativo de la peroxidacion lipidica y la
carbonilacion de proteinas, asi como dafio en el ADN. Los efectos producidos por la exposicion
a morfina (50 y 500 ng/L) en el mejillén cebra también se han evaluado, demostrandose que
aungue a concentraciones ambientales (50 ng/L) no se producian dafios, el nivel mas alto de

exposicion inducia estrés oxidativo en los organismos, y al final del periodo, una ligera

3 Eje hipotaldmico-hipofisario-adrenal: Complejo de influencias directas e interacciones retroalimentadas
entre el hipotalamo, la glandula pituitaria y la glandula suprarrenal que controla las reacciones al estrés y
regula varios procesos del organismo como la digestidn, el sistema inmune, las emociones, la conducta
sexual y el metabolismo energético.
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fragmentacion de ADN primario, aunque no se observaron dafios genéticos fijos ni aumento de

las células apoptodticas (Magni y cols., 2016).

Ademas de la toxicidad provocada por las drogas individuales, Parolini y cols. evaluaron
los efectos toxicoldgicos producidos en el mejillon cebra (Dreissena polymorph) por la exposicion
durante 14 dias a una mezcla de drogas a concentraciones ambientales relevantes (cocaina (50
ng/L), benzoilecgonina (300 ng/L), morfina (100 ng/L), anfetamina (300 ng/L) y MDMA (50
ng/L)). El estudio demostrd que la mezcla de drogas provocaba estrés oxidativo en el mejillon
cebra, desequilibrando la actividad de las enzimas de defensa (Parolini y cols., 2015), asi como
un aumento significativo de la fragmentacién del ADN desencadenando el proceso apoptético y
la formacion de micronucleos en los hemaocitos, lo cual mostraba la potencial genotoxicidad de
la mezcla hacia esta especie bivalva (Parolini y cols., 2016). Este estudié demostré que los
efectos producidos por las drogas de forma individual se pueden acumular y, por tanto, se

deberian tener en cuenta a la hora de evaluar la toxicidad en los organismos acuaticos.

En el caso de no disponer de datos experimentales sobre la toxicidad de una sustancia,
la toxicidad se puede evaluar mediante la aplicacién de modelos matematicos. Estas
herramientas predicen de forma rapida y econdmica la actividad bioldgica o quimica de una
sustancia en base a sus propiedades fisico-quimicas aplicando enfoques de relacién estructura-
actividad (QSAR), aunque no pueden sustituir por completo a los ensayos de toxicidad in vivo o

in vitro.

Uno de las herramientas utilizadas para la evaluacién de los riesgos ambientales (ERA)
que suponen la presencia de estos compuestos en el medio ambiente es el indice de riesgo o
HQ (del inglés, Hazard Quotient). EIl HQ se define como la ratio entre la concentracién
medioambiental medida (MEC, del inglés Measured Environmental Concentration) de un
determinado compuesto y su toxicidad, normalmente expresada como la concentracion a la que
no se observan efectos toxicoldgicos (NOEC, del inglés No Observed Effect Concentration) o la
concentracién a la que no se esperan efectos toxicoldgicos (PNEC, del inglés Predicted No-effect
Concentration) (Ginebreda y cols., 2010). Estos valores de PNEC, que se pueden extraer, por
ejemplo, de la base de datos NORMAN, provienen del valor de toxicidad mas bajo de entre los
obtenidos para tres grupos de organismos modelo (algas, invertebrados y peces), dividido por
un factor de correccién o de incertidumbre AF (de sus siglas en inglés Assessment Factor) que
puede ir de 1 a 1000 dependiendo de la calidad y el tipo de datos toxicoldgicos disponibles
(NORMAN, 2020). Para drogas los valores de AF suelen ser de 1000, ya que los datos

toxicolégicos se obtienen a través de modelos QSAR o de un limitado numero de
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concentraciones letales o efectivas medias a corto plazo (L(E)Cso), mientras que en el caso de
psicofarmacos los valores de AF pueden variar entre 10 (fluoxetina, diazepam), 100 (citalopram,
temazepam, venlafaxina) y hasta 1000. En la base de datos NORMAN, los valores de PNEC
calculados en agua, son posteriormente convertidos en PNEC correspondientes a sedimentos
(mediante la aplicacidn de una aproximacion que tiene en cuenta el coeficiente de reparto entre
el carbono organico y el agua (K.) de la sustancia cuando el sistema estd equilibrio:
PNECseq=PNEC.,2*2.6*%(0.615 + 0.019*K,)) y a biota (mediante la aplicacién del factor de
bioconcentracion (BCF): PNEChiota/pez=PNECagua*BCF y PNEChiota/invertebrados= PNEChiota/pez/4). La
Tabla 4 muestras los valores de PNEC tanto en agua, como en sedimentos y biota para los
compuestos incluidos en la presente tesis, calculados a partir de las ecuaciones anteriores y

aplicando los valores de Ko y BCF que aparecen en la Tabla 1.

Por otro lado, debido a que los contaminantes se encuentran en el medio ambiente
como mezclas, el riesgo toxicoldgico se suele calcular como la suma de los HQ individuales de
cada compuesto identificado positivamente en una muestra (Mendoza y cols., 2014), mediante

la aplicacién de un modelo de adiccion de concentraciones (Ginebreda y cols., 2014).

En general, los valores de HQ inferiores a 1 no son considerados peligros para los
organismos acuaticos, valores entre 1-10 son considerados potencialmente peligrosos y valores
mayores de 10 son considerados los altamente peligrosos para los organismos acuaticos

(NORMAN, 2020).
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Tabla 4. Valores de PNEC en agua, sedimento y biota de las drogas y psicofarmacos estudiados
en esta tesis.

Compuesto PN Ecaguaa PN ECSedb PN ECbiota/pezc PN Ecbio'(a/invertebradosd
(ng/L) (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)

Cocaina 2,46 233 29 7,2
Benzoilecgonina 2,33 44 7,4 1,8
Cocaetileno 1,55 269 35 8,6
Anfetamina 24,8 1.399 112 28
Metanfetamina 9,74 791 76 19
MDMA 47,6 1.255 544 136
Ketamina 5,71 9,0 - -

LSD 0,39 4.590 15 3,6
OH-LSD - - - -

Heroina 0,53 189 1,7 0,4
6ACM 5,19 6.814 16 4,0
Morfina 5,38 798 17 4,3
Metadona 0,84 3.021 178 44
EDDP 0,14 3.258 177 44
THC 0,07 2.118 3.251 813
THC-COOH 0,73 1195 41 10
OH-THC 0,28 495 159 40
Cannabinol 0,08 10.835 2.488 622
Cannabidiol 0,17 5.143 449 112
AH-7921 - - - -

MDPV 3,28 141 108 27
Mefedrona 30 48 - -

Metoxetamina - - - -

Citalopram 16 20.063 2.430 608
Fluoxetina 0,1 1.025 26 6,6
Sertralina 0,09 1.521 211 53
Venlafaxina 0,038 3 2,5 0,6
Alprazolam 0,08 8.508 0,7 0,2
OH-alprazolam 0,31 1.924 1,0 0,2
Diazepam 0,29 161 8,6 2,1
Lorazepam 0,096 10 22 5,6
Lormetazepam 0,17 8 1,8 0,4
Midazolam 0,12 2.666 60 15
OH-midazolam 0,15 167 1,1 0,3
Oxazepam 0,37 23 27 6,9
Temazepam 0,071 2 0,7 0,2
Cafeina 1,2 2,5 3,8 0,9
Efedrina 69,9 396 23 5,8
Clorpromacina 0,066 83 28 6,9
Hidroxicina 0,26 99 0,8 0,2
Zolpidem 0,18 235 33 8,3
Sulfato de etilo 92.4 250 292 73

#Valores de PNEC,gua extraidos de la base de datos NORMAN.

®Valores calculados utilizando la formula PNECseq=PNECagu2*2.6%(0.615 + 0.019*Ko) y los valores de Ko
indicados en Tabla 1.

¢ Valores calculados utilizando la férmula: PNECpiota/pez=PNECagua*BCF y los valores de BCF indicados en
Tabla 1. ¢ Valores calculados tras aplicar la formula: PNEChiota/invertebrados= PNECiota/pez/4
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1.4. Drogas y psicofarmacos en aguas residuales como indicadores de
consumo poblacional

Los métodos establecidos para estimar el consumo de drogas consisten en encuestas
poblacionales, incautaciones de drogas, muertes relacionadas con el uso de drogas, ingresos
hospitalarios, demandas de tratamiento, estadisticas de delitos relacionados con las drogas vy,
en el caso de drogas legales destinadas al comercio, estadisticas de ventas (Subediy cols., 2019).
Estos métodos permiten obtener informacién sobre la produccidn y el trafico de drogas, las
enfermedades asociadas al consumo de drogas, y la frecuencia, modo o patrones de consumo
de drogas, pudiendo segregar el consumo en funcién del género y la edad. Sin embargo,
presentan ciertas limitaciones, ya que cada indicador tiene sus propios desafios metodoldgicos,
vulnerabilidades o sesgos que alteran relativamente los resultados reales. Por ejemplo, en el
caso de las encuestas los datos obtenidos no son objetivos, bien por la falta de sinceridad a la
hora de responderlas por parte de la poblacidn, o por el propio desconocimiento sobre la
naturaleza o pureza de las sustancias consumidas. Ademas, son muy costosas y requieren largos

periodos de tiempo para llevarlas a cabo (Mercan y cols., 2019).

En 2001, Daughton sefialéd que la monitorizacidon de los productos de excrecién que
Ilegan a una EDAR a través de los sistemas de alcantarillado podria utilizarse para estimar o
recalcular la cantidad de drogas ilegales consumidas por parte de la poblaciéon a la que da
servicio dicha EDAR (Daughton, 2001). Cuatro afios mas tarde, esta metodologia conocida como
analisis de aguas residuales con fines epidemioldgicos (a partir de ahora referida como WBE,
siglas de su nombre en inglés Wastewater-Based Epidemiology), se aplicé por primera vez en
Italia para estimar el consumo de cocaina a partir de los niveles encontrados de su metabolito,
la benzoilecgonina, en agua residual sin tratar (Zuccato y cols., 2005). Actualmente, constituye
una herramienta muy util y complementaria a los métodos establecidos para estimar el

consumo de drogas a nivel poblacional (EMCDDA, 2020b).

A diferencia de los métodos establecidos, la estimacidon del consumo de drogas
mediante WBE proporciona resultados objetivos y andnimos, que se basan en evidencias y se
obtienen casi a tiempo real, factor clave para identificar las tendencias de consumo de
sustancias antes de que éstas cambien. Ademds, permite obtener patrones de consumo
temporales (dias, semanas, meses o afios) y geograficos, asi como cambios de consumo debido
a eventos especiales como festivales de musica (Mackul’ak y cols., 2019) o festividades (Andrés-

Costa y cols., 2016b).
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La estimacion del consumo de drogas y en general de cualquier compuesto consumido

por parte de la poblacién mediante la aplicacién de WBE, se realiza con las siguientes

ecuaciones:

{ i = ¢ ("e -6 (M8 m? LYy, 2
mg/dia/habitante= C (2£) « 10 (ng) +Q(2) « 1000 (=) + 2+ FC (1)
FC = PMcompuesto % 100 (2)

PMindicador de consumo % excrecion

donde C es la concentracién del indicador de consumo medido en el agua residual recogida a la
entrada de la EDAR, Q es el caudal de agua tratado en la EDAR durante el periodo de muestreo,
P es la poblacidn a la que da servicio la EDAR y FC es un factor de correccidn que tiene en cuenta
el porcentaje de excrecion del indicador de consumo vy la relacidén entre el peso molecular del

compuesto del que se quiere determinar su consumo y su indicador de consumo.

El indicador de consumo puede ser tanto el propio compuesto del que se calcula el
consumo, como un metabolito formado en el cuerpo humano tras el consumo de dicha
sustancia. En general, un indicador de consumo ideal es aquel que se puede medir en el agua
residual sin tratar, es liberado en los sistemas de alcantarillado Unicamente como resultado de
su excrecion humana, tiene un perfil de excrecion bien definido, no se forma por factores
exogenos, tiene una adsorcidn limitada al material particulado y es estable tanto en las aguas
residuales y en los sistemas de alcantarillado, como durante el muestreo y el almacenamiento
de la muestra (Gracia-Lor y cols., 2016). En cuanto al porcentaje de excrecidn, se suele
seleccionar el porcentaje de excrecidon promedio de la ruta de administracidn de la sustancia
mas frecuente (oral, intravenosa, inhalacién, etc.), ya que dependiendo de ésta el porcentaje de
excrecion para un mismo compuesto puede variar y con ello el factor de correccidn aplicado
(Mercan y cols., 2019). La Tabla 5 muestra los indicadores de consumo utilizados para estimar
el consumo de las drogas y psicofarmacos investigados en la presente tesis (de los que se
dispone de datos farmaco-cinéticos), asi como el porcentaje de excrecién y el factor de

correccion aplicado.

Al igual que los métodos establecidos, WBE también presenta ciertas limitaciones.
Castiglioniy cols. (2013) evaluaron laincertidumbre asociada a cada una de las etapas implicadas
en la estimacion del consumo de drogas ilegales mediante la aplicacién de WBE y establecieron
qgue la incertidumbre asociada al muestreo contribuia un 5-10% a la incertidumbre total, la
asociada al analisis un 1-34%, la producida por la inestabilidad de los indicadores de consumo
menos del 10%, la debida a la estimacion del porcentaje de excrecion del indicador de consumo

seleccionado un 26% (para el caso concreto de la cocaina teniendo en cuenta todas las rutas de
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administracién) y la asociada a la estimacion del tamafio de la poblacidn del 7-55%. Sin embargo,
todas estas incertidumbres se pueden reducir si se aplican las mejores practicas, como por
ejemplo, la recogida de muestras compuestas de 24-h con muestreadores automaticos que
trabajen en modo proporcional de tiempo o flujo, preservacion de la muestra a 4 °C durante su
recogida y a -20 °C (la muestra o el extracto obtenido tras pretratamiento y extraccién de la
muestra) hasta su andlisis, el empleo de patrones internos para cada compuesto para corregir
pérdidas durante la preparacion de la muestra, y durante su analisis, la seleccion de los
indicadores de consumo mdas adecuados, y la seleccién del mejor indicador para estimar el

tamanio poblacional (EMCDDA, 2016).

El andlisis de aguas residuales con fines epidemiolégicos ha sido principalmente utilizado
para estimar el consumo de drogas ilegales (. Gonzdlez-Marifio y cols., 2020) y también el de
psicofarmacos como benzodiazepinas o antidepresivos (Baker y cols., 2014), cafeina (Gracia-Lor
y cols., 2017), nicotina (Montes y cols., 2020), nuevas sustancias psicoactivas (Bijlsma y cols.,

2019) y alcohol (publicacién cientifica #1).

La publicacion cientifica #1 es una revisidn en la que se discute la utilidad de WBE para
estimar el consumo de alcohol. En ella se discute la seleccidon del sulfato de etilo como indicador
de consumo del alcohol en base a su excrecién y a su estabilidad en agua residual. Se muestran
los diferentes estudios realizados hasta la fecha en que se ha estimado el consumo de alcohol,
tanto a nivel local como a nivel nacional, en diferentes partes del mundo mediante el empleo
de WBE, y se comparan los resultados obtenidos con WBE con aquellos obtenidos con los
indicadores establecidos de consumo. Por ultimo, se especifican las ventajas y limitaciones que
presenta la estimacidon del consumo de alcohol mediante WBE, asi como aspectos de la

metodologia que necesitan ser investigados o mejorados.
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Tabla 5. Parametros utilizados en la estimacién del consumo de drogas y psicofarmacos:
indicador de consumo, porcentaje de excrecion y factor de correccion.

Indicador Excrecion Ratiomasa Factor de
Compuesto . ‘s Ref.
de consumo media (%) molecular correccion
Cocaina Benzoilecgonina 29 1,05 3,59 [1]
Anfetamina Anfetamina 36,3 1,0 2,77 [2]
Metanfetamina Metanfetamina® 22,7 1,0 4,40 [2]
Metanfetamina® 40,9 1,0 2,44 [2]
MDMA MDMA 22,5 1,0 4,40 2]
Ketamina Ketamina 30 1,0 3,33 [3]
Nor-ketamina 1,6 1,1 65 (4]
LSD LSD <1 1,0 >100 [5]
Heroina 6ACM 1,3 1,1 87 [5]
Metadona EDDP 55 1,1 3,6 [6]
THC (cannabis) THC-COOH 0,5 0,9 182 [2]
Cafeina acido 1,7-dimetilurico 6,7 0,99 14,8 [7]
Efedrina Efedrina 75 1,0 1,33 [5]
Etanol (Alcohol) Sulfato de etilo 0,012 0,4 3047 [8]
MDPV© - - - - -
Mefedrona Mefedrona 5-15 1,0 6-20 [9]
Metoxetamina*© - - - - -
AH-7921°¢ - - - - -
Citalopram Citalopram 12-20 1,0 5-8,3 [10]
Citalopram 10,4 1,0 9,60 [11]
Fluoxetina Fluoxetina 11 1,0 9,09 [12]
Sertralina Sertralina <0,2 1,0 [10]
Venlafaxina Venlafaxina 5,0 1,0 20 [12]
Alprazolam a-hidroxi-alprazolam 57,5 0,9 1,65 [13]
Diazepam Diazepam 10 1,0 10 [14]
Lorazepam Lorazepam 1,0 1,0 100 [10]
Lormetazepam® - - - - -
Midazolam a -hidroxi-midazolam 75 0,9 1,27 [15]
Oxazepam Oxazepam 75 1,0 1,3 [14]
Temazepam Temazepam 74,5 1,0 1,34 [12]
Zolpidem Zolpidem 0,1-2,3 1,0 1000-43,5 [16]
Clorpromacina Clorpromacina 0,37 1,0 270 [17]

Hidroxicina®

2Administracion oral

bAdministracién intravenosa

‘Para MDPV, metoxetamina, AH-7921, lormetazepam e hidroxicina no se han encontrado datos de
porcentaje de excrecion en orina

[1] (Castiglioni y cols., 2013); [2] (Gracia-Lor y cols., 2016); [3] (Yargeau y cols., 2014); [4] (Lai y cols.,
2013b); [5] (Postigo y cols., 2011a); [6] (Thai y cols., 2016); [7] (Gracia-Lor y cols., 2017); [8] (Rodriguez-
Alvarez y cols., 2015); [9] (Olesti y cols., 2019); [10] (Calisto y cols., 2009); [11] (Jose Antonio Baz-Lomba y
cols., 2016); [12] (Baker y cols., 2014); [13] (Fraser y cols., 1991); [14] (Carballa y cols., 2008); [15]
(Heizmann y cols., 1983); [16] (Reidy y cols., 2011); [17] (Muralidharan y cols., 1996).
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Publicacidn cientifica #1

“The value of wastewater-based epidemiology in the estimation of
alcohol consumption”

por:

Ester Lopez-Garcia, Cristina Postigo, Damia Barcelé y Miren Lopez de

Alda
en Current Opinion in Environmental Science & Health 2019, 9: 19-25

https://doi.org/10.1016/j.coesh.2019.03.003
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Introduction

Alcohol is one of the most used recreational substances
in the world. According to the World Health Organiza-
ton (WHO), almost half of the worldwide population
(43%) consumed alcohol in 2016. Alcohol consumption
increased globally bertween 2005 and 2010 from 5.5 L to
6.4 L. per capita (older than 15 years) and has remained
stable thereafter until 2016 |1]. Excessive alcohol con-
sumption has been linked to diverse social problems
(suicides, homicides, robberies, violence, traffic

accidents, etc.) and health problems (digestive, infec-
tious and cardiovascular diseases, cancer, etc.). Harmful
use of alcohol was the cause of 5.3% of all deaths
worldwide in 2016 | | |. Thus, the availability of tools to
track alcohol consumption in time and evaluate the
reliable effectiveness of adopred measures to reduce its
CXCESSIVE USE 18 IMportant.

The prevalence of alcohol use is commonly estimared
through population surveys | 2,3] and sales statistics | 4].
However, these methods are time-consuming and
expensive. Moreover, they do not always provide reliable
data because of widespread underreporting in surveys
[3] or unaccounted smuggled, stored, and disposed
alcohol in total sales volumes. Alternatively, a novel
approach known as wastewater-based epidemiology
(WBE) has been applied in recent years to assess alcohol
use in a given population. WBE back-calculates alcohol
consumption from the concentration of an alcohol con-
sumprtion indicator, most commonly ethyl sulfate (EcS),
found in wastewarer. Thus, WBE provides anonymous
and objective information in a fast and relatively eco-
nomic way. However, this approach is also subject to
different sources of uncertainty. This review aims at (i)
presenting the WBE approach ro estimate alcohol use by
a specific population, (ii) discussing its utility based on
the peer-reviewed studies published so far on this topic,
and (iii) highlighting its advantages and limitations.

Basis for estimation of alcohol use using
WBE

WBE relies on the fact that wastewater is a diluted
pooled urine sample of a specific population that pro-
vides valuable information if appropriate biomarkers are
monitored. After consumption of any alcoholic beverage,
most of its ethanol content (~95%) is metabolized in
the liver via oxidation to acetaldehyde and aceric acid.
However, a very small fraction (<0.1%) is converted to
ethyl glucuronide (EtG) and EtS after conjugation with
glucuronic acid and sulfate, respectively. These merab-
olites are excreted together with unaltered ethanol
(~5%). EtG and EtS are both good indicators of recent
alcohol consumption because they are excreted within a
few hours after ingestion and are detectable in urine for
1 or 2 days, depending on the subject and alcohol dose
[6]. However, only EtS has been used as a biomarker of
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20 Environmental chemistry: sewage epidemiology

alecohol consumprtion because it is more stable in
wastewater than [tG. Laboratory-scale experiments
showed that EtS concentration in wastewater remained
stable for at least 1 week at room temperature and for
more than | month at —20 °C |7]. On the contrary, EtG
concentration decreased up to 50% after 18 h at room
temperature [8]. In addition, EtS is not formed in
wastewater through metabolization of unaltered ethanol
by endogenous bacteria, and hence, its presence in
wastewater can be only attributed to alcohol consump-
tion |5]. This makes EtS an exclusive and unequivocal
biomarker to be used in WBE for back-calculation of
alcohol consumprion according to Eq. (1),

wml. of E1OH g ol g w’ i L
MEQ L, v IR 2 |iun|Z 3L
('“S[L] =19 ng 0 day il ud
1 1
* * F %
Plpersons) priom )

day = person

(1)

Myon { Miss

- [% excrection rate IS @)

* l()()]

where Cpg is the concentration of EtS in wastewarter at the
entrance of a wastewater treatment plant (WWTP), Q is
the water flow entering the WWTP during the sampling
cvent, P is the population connected to the WWTP, Fis a
correcrion factor that rakes into account the molar mass
ratio between ethanol and EtS (0.365) and the excretion
rate of ExS (Tuble 1)(Eq. (2)), and pgop is the ethanol
density (0.789 g/mlL).

Two approaches have been used to estimate alcohol
consumption, providing fully comparable results |5].
One is the classical average mass flow method that is
ideal for substances that have a long excretion half-life
in urine or are consumed at a constant rate throughout
the day and night by many people in the studied area.
The other one is based on the EtS excretion profile.
This approach may provide more accurate consumption
figures for substances with short urinary excretion half-
life, as it is the case for EtS (3 h).

Applicability and value of WBE to estimate
alcohol consumption

The first study that applied WBE to estimate alcohol
use dates from 2011 [&]. Since then, various studies,
summarized in ‘Table 1, have been conducted in this line
to explore (i) the value of WBE to estimate alcohol
consumption and (ii) the comparability of the dara
generated with this approach and traditional methods,
that is, official estimates provided by the WHO and cach
country institutions. To date, WBE alcohol consumption
figures have been derived from EtS loads entering 55
WWTPs spread in 13 different countries all over the
world |8-19]. As shown in "luble 1, most of the studies

were conducted in major cities

countries.

from European

Oslo was the first city where WBE was applied to esti-
marte alcohol consumption. For cthis, samples were
collected daily for 25 consecutive days at the entrance of
one WWTP In this study, two calculation methods to
estimate alcohol use were evaluated and compared: the
classical average mass flow method and a novel method
based on the EtS excretion profile. Equal alcohol con-
sumption figures were obtained with both approaches
(4900 ro 7800 Kg/day). These data were in very good
agrecement with Norway sales sratistics (6750 Kg/day),
which are among the most accurate in the world because
of the strict control of import and sale of alcoholic
beverages by the government |[5]. In areas such as the
one investigated in this study, where alcohol is mostly
consumed over a short period (usually during the eve-
ning), a limited number of samples can be used to derive
alcohol use figures through the excretion profile inte-
gration method (morning peak of Et-S in wastewarter
associated with morning urination) |8].

Following this study, the average mass How method was
applied to esrimare alcohol use in Milan [17], the
Spanish cities Santiago de Compostela |7] and Barce-
lona | 14], and in multicity studies conducted at inter-
national [18] and European level [10]. In all these
studies, annual consumptions were derived from one-
week sampling at one WWTP, except in the case of
Milan where samples were collected for two weeks. The
highest consumption rates (above 25 mL/day/inhabi-
tant) were obtained for cities in Canada (Granby and
Montreal), Denmark (Copenhagen), and Germany
(Munich and Dresden). City-based WBE values were in
good agreement (<15%) with country-based WHO data
only in a few cases, thar is, Dresden, Munich, Castellén,
Amsterdam, and Eindhoven. Mastroianni et al. | 14] also
reported a good agreement between wine consumption
data derived from WBE and figures reported by the
Spanish Ministry of Agriculture.

Overall, the low comparability of figures provided by the
WHO and WBE could be attributed to (i) the small
geographic coverage of the WBE method (based on only
one city or part of it) as compared with WHO data
(based on nation-wide surveys and sales data) and to the
fact thar the area monitored by means of WBE may not
be representative of country trends in alcohol con-
sumption; (ii) the short sampling periods used to derive
WBE data (usually one ‘normal’ week is selected to
generate annual consumption data); (iii) the uncer-
tainty associated to the WBE methodology (sce further
discussion in Section Limitations of WBE for estimating
alcohol consumption), and (iv) imprecise estimates
derived from surveys due to underreporting and sales
dara in areas where purchased alcohol may not be
immediately consumed.
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A couple of studies used EtS loads entering various
WWT'Ps to derive narional alcohol consumption figures.
This was earricd out by Boogaerts et al. [1 1] in Belgium
and by Lai et al. | 13] in Australia, who covered 12% and
45% of the country’s total population, respecrively. In
the case of Belgium, the WBE-derived figure was below
the one reported by the WHO. However, it was in
agreement with alcohol consumption figures provided
by the Belgian Scientific Insatute of Public Health. In
the Australian study, average alcohol consumption fig-
ures obrained were very similar to those reported by the
Nartional Drug Strategy Household Survey. However,
contrary to Narional Drug  Srrategy  Houschold
Survey data, WBE figures revealed large differences in
alcohol  consumption  berween rural and  urban
communities.

The comparability berween alcohol consumption esti-
mates produced by WBE and surveys in a medium-sized
Belgian city was investigated by van Well et al. | 19]. The
study showed no correlation berween WBE and survey
data. However, authors atwributed this to the small
survey sample size (only 1% of survey response was
obtained each study week) [19].

Besides the comparison of WBE data with survey data
and official estimates, one of the main abjectives of
multicity studies was to investigate spatial differences
in alcohol consumption. In addition to this, the collec-
tion of samples for seven consecutive davs and the
iteration of this exercise in consecutive vears allowed
investigating consumption patterns in time in each of
the investigated cities cthroughour the week or
throughour the vears. As observed in the first study on
this topic, conducred by Reid er al. 5], and several
studies published afterward, recreational use of alcohol
resulted in higher EtS loads during the weekend than
during weekdays [9.11,14.15.17—19]. In contrast, such
profile was not observed in Lesvos Island (Greece),
which could be attributed to the fact that alcohol
drinking is a cultural aspect in Southern European
countries [12].

The WBE approach also allows quantifying changes in
aleohol consumprion associared with special events, for
example, local festvities or festivals, when heaw
drinking may take place, This was proved by Andrés-
Costaetal. [9] during the “Fallas’ festivity in Valencia. In
this study, they found almost five and three times higher
aleohol consumption during this festiviry than during a
normal week and weekend, respectively.

Recently, Chen et al, |20] evaluated the WBE approach
to estimate alcohol consumption in three different
communities of the United States. This study has been
the longest conducted to date because samples were
collecred one weekday every month for 11 months. The
average aleohol consumprion obtained using the WBE

approach was similar to those reported by the WHO and
by the Nartional Instirute of Aleohol Abuse and Alco-
holism. However, consumption figures were derived
from samples collected on weekdays. To rake into ac-
count weekend use, when alcohol use is presumably
higher than in weekdays, they applied a correction factor
(1.18) based on previously published studies. After
correction, only one of the three investigated commu-
nities showed good agreement between the WHO and

WRBE dara.

Advantages of WBE for estimating alcohol
consumption

The main advantage that WBE presents over traditional
methods to estimate alcohol use is its capability to
generate information on consumption habits in a fast,
economic, objective, and anonymous way.

Contrary to traditional methods, the WBE approach
allows obraining parterns of alcohol consumption ar a
high sparial resolution. The coverage area of WBE-
derived data is defined by the wastewater catchment
(Le. population connected to the sewage nevwork)
where the sample is collected. Thus, consumption
patterns in different size populations can be well
defined (see studies carried out in Australia [13],
Belgium [11], and Greece [ 12]). For instance, alcohol
use in rural areas of Australia was three to four times
higher than in urban zones. On the contrary, alcohol
consumption estimates for large cities in Belgium and
Greece were higher than in small cities, although, in the
case of Greece, differences were not significant.

Owing to the high-throughput character of the WBE
approach, consumption trends in time can be rapidly
defined and changes in consumption patterns during
special events can be derected. For the same reason, it
could be used to evaluate the effectiveness of preven-
tive measures (educational and sensibilization cam-
paigns in schools or specific subpopulations) or the
efficacy of certain regulations.

Limitations of WBE for estimating alcohol
consumption

The WBE approach to estimare alcohaol use
presents some limitations also, and therefore, it has to
be considered as a wol that complements traditional
methods, The main limitation is the uncertainty asso-
ciated with this method that has to be considered when
interpreting WBE results. The sources of uncertainty of
the WBE approach are well described [21]. They are
related to the sampling protocol, analytical measure-
ment, stability of the selected biomarker (EtS) in
wastewarer and in the sewer system, metabolism of
aleohol, and estimation of the population contributing to
the EtS loads measured. The amount of uncerrainry
associated with the WBE method is specific to each
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case study. This aspect has been poorly addressed in
most of the studies conducted so far and needs derailed
characterization and deeper understanding in future
studies.

Uncertainty associated to wastewater sampling and EtS
analysis can be minimized and controlled if best practice
protocols are followed (collection of 24-h flow or time-
proportional integrated samples, sample preservation
during collection and transport in cool conditions, use of
deuterated surrogate standards for analysis, etc.) [71].

Regarding srability, EtS showed little or no significant
degradation in wastewater at room temperature for
18 h |#] and even one week |7] (in-sample stability).
However, two recent studies conducted in both real
sewer |22] and laboratory-scale sewer reactors (rising
main and gravity reactors) that mimic in-sewer condi-
tions [23] have shown that EtS is degraded to some
extent in sewer systems (in-sewer stability). The study
conducted in real sewer systems demonstrated that the
degradation rate of EtS is approximately 8% per hour,
and this could vary from catchment t catchment |22].
The experiments carried out using laborarory-scale
sewer reactors showed rhar degradarion of EtS in rising
main sewer reactors is higher than in gravity reactors and
that 20% of EtS could degrade after 3 and 9 h. These
aspects have to be taken into consideration when esti-
mating alcohol consumption by means of WBE and also
when comparing WBE-derived alcohol consumption
data among populations because they could lead to
underestimating the real alcohol consumption.

Alcohol merabolism has been scarcely explored and
needs furrher investigation to reduce the uncerrainty
associated. One of the studies conducted in this line
showed that on a molar basis, a median of 0.011% (range:
0.010—0.016) of the alcohol consumed was excreted as
EtS | 241, while another study reported an EtS excretion
rate of 0.022% | 25|. Both studies were conducted using
very few individuals (10 individuals in the first one and
one individual in the second one), and consequently,
they may not be representative of the general
population because age, gender, race, and health con-
ditions could also affect alcohol metabolism. WBE
alcohol consumption figures reported to date are based
on different [XtS excretion rate values. As shown in
‘Table 1, the median 0.011%, range 0.011—0.016%, or
people-weighted mean of the aforementioned studies
0.012% has been used for this purpose. Based on this,
ethanol metabolism needs to be further studied to
define a single and representative excretion rate of EtS.

The size of the population that contributes to the Et-S
loads measured in wastewater is an important source of
uncertainty. The method selected to estimate the
; ’ sl ) 2
population size (census data, WWTP design capacity,

biomarkers, or water quality parameters) was shown in a
multicity study to affect illicit drug consumption rates
to a different extent. Variations as low as 7% or up to 55%
were found in the different cities investigated [21].
Different water quality paramerters, such as biological
oxygen demand, chemical oxygen demand, total nitro-
gen and total phosphorus, and several human metabo-
lites and pharmaccuticals and personal care products,
have been proposed and investigated as potential
markers that can contribute to reduce uncertainty
associated with the estimation of population size
[21.26.27]. Ammonium (NHJ), an indirect marker of
urine thar can be measured online in wastewarer, was
reported to be an extremely useful marker to monitor
fluctuations in population size in WBE studies | 2#]. The
use of mobile device data has been recently proposed as
a reliable tool to bertter estimate dynamic population
size in a wastewater catchment [29]. However, because
this type of data may be not easily accessible or may be
costly, the most reliable estimation of population size
has to be made in each case, after consulting WWTP
experts (origin of wastewater, municipalities connected
to the WWTP, and census data) and considering the
population dynamics of each investigated area (presence
of rourists, commurers, holiday periods, etc.). The latter
also has to be taken into consideration when interpret-
ing WBE results. For instance, the high alcohol con-
sumption figures obtained by Chen etal. [20] in one of
the communities investigated in the US between June
and September reflected the impact of tourist influx
rather than increased consumption of alcohol by resi-
dents living in the area. One major limitation of WBE is
that, contrary to traditional methods, it does not provide
alcohol consumprion estimates for specific population
groups, and thus, consumption patterns by age or by
gender cannot be segregated.

Conclusions

The WBE approach is a very useful tool, complementary
to traditional methods, to estimate the consumption of
alcohol in a popularion. It allows obraining timely esti-
mates, in a fast, inexpensive, objective, and anonymous
way. The uncertainty of this methodology can be
reduced by selecting the best method to estimate
population size and increasing the knowledge on EtS
stability in the catchment and alcohol metaholism. Darta
comparability with WHO annual estimates for the
different countries could be also improved by using
longer sampling periods and covering larger populations
50 that estimates obtained are representative of a whole
country and a year period.

With no doubr, the WBE approach is an already
consolidatred and valid tool to evaluate changes in
alcohol consumption patterns and effectivity of control
and preventive measures applied in specific locations to
reduce alcohol consumption.

www.sclencedirect.com
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Capitulo 1. Introduccion

Ademas de la estimaciéon del consumo de drogas tanto legales comoilegales, WBE puede
tener muchas mas aplicaciones que pueden aportar conocimientos Utiles sobre la exposicion a
determinados contaminantes (pesticidas, retardantes de llama, plastificantes, sustancias
perfluoroalquiladas), sobre la salud humana (monitoreo de biomarcadores del estrés, de la dieta
o de enfermedades) o sobre los estilos de vida de la poblacién (exposicion a productos de
cuidado personal, consumo de sustancias antidopantes o determinadas hormonas) como se
refleja en varias revisiones publicadas recientemente (Choi y cols., 2018; Lorenzo y cols., 2019).
En este sentido, un estudio llevado a cabo en Espaiia mostré niveles de exposicion medios entre
2 y 1347 pg/dia/habitante de varios ftalatos, superando en algunos sitios los umbrales de
exposicion diaria establecidos para el di-iso-butil ftalato (DiBP) y el di-n-butil ftalato (DnBP) por
la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (Iria Gonzalez-Marifio y cols., 2020). En otro
estudio realizado en Italia, se obtuvieron diferentes patrones geograficos de exposicidn a varios
piretroides, siendo en algunas zonas los niveles de exposicidon superiores a la cantidad diaria
aceptable (Rousisy cols., 2017), y en otro estudio realizado también en Espafia e Italia se observd
qgue la poblacién estaba expuesta a varias micotoxinas, aunque los niveles de exposicidn

encontrados no suponian un riesgo para la salud humana (Gracia-Lor y cols., 2020).

La importancia de WBE para obtener resultados casi a tiempo real se ha demostrado
con los trabajos recientemente publicados con respecto al analisis de genes especificos del
SARS-CoV-2 en agua residual para evaluar la incidencia de la COVID-19 en una poblacién. Desde
que a finales del afio 2019 el mundo se viera sacudido por una pandemia mundial ya se han
publicado numerosos estudios en los que se ha analizado la presencia de SARS-CoV-2 en agua
residual. En Italia, por ejemplo, el andlisis de muestras de agua residual recogidas entre febrero
y abril de 2020 mostré que la mitad de las muestras analizadas eran positivas en SARS-CoV-2,
correspondiendo uno de los resultados positivos obtenidos a una muestra de agua residual
recogida en Milan unos dias después del primer caso italiano notificado (La Rosa y cols., 2020).
En otro estudio en Australia, gracias a la aplicacién de WBE a muestras de aguas residuales
recogidas durante los meses de marzo y abril de 2020, se estimd que el nimero de infectados
en una determinada area estaba entre 171 y 1090, nimero similar al de los datos clinicos
existentes (Ahmed y cols., 2020). Asi pues, la aplicacion de WBE a la monitorizacién del SARS-
CoV-2, permitiria obtener informacion a tiempo real de la evolucién de la pandemia, y establecer
un sistema de alerta temprana para implementar las medidas preventivas y sanitarias

correspondientes y asi reducir los efectos de la misma.
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1.5. Analisis de drogas y psicofarmacos y metabolitos en matrices
ambientales.

Las bajas concentraciones a las que se encuentran las drogas y psicofdrmacos y sus
metabolitos en matrices ambientales, junto con la complejidad de dichas matrices, requiere del
empleo de técnicas avanzadas para la extraccidén, pre-concentracién y purificacion de los
analitos, asi como las técnicas mas sensibles y selectivas para su determinacién y cuantificacion

fiable.

1.5.1. Metodologias analiticas para determinar drogas y psicofarmacos y sus
metabolitos en aguas

La publicacion cientifica #2 revisa las metodologias analiticas desarrolladas para el
andlisis de psicofdrmacos en aguas mediante cromatografia de liquidos (LC, del inglés Liquid
Chromatography) acoplada a espectrometria de masas (MS). En ella se muestran todos los
procesos involucrados en el analisis de este tipo de compuestos en aguas, desde la recogida de
muestra y su pretratamiento, hasta su extraccion y purificacion, y determinacion final. Aunque
esta publicacién sélo se ha centrado en psicofarmacos, los aspectos discutidos, sobre todo
aquellos relacionados con el muestreo, pretratamiento y extracciéon de la muestra también
pueden aplicarse a la determinacion de drogas en agua, por lo que la siguiente seccion solo
estara centrada en revisar los procedimientos de LC o cromatografia de gases (GC, del inglés Gas
Chromatography) acoplada a MS desarrollados para determinar drogas y sus metabolitos en

aguas.

Separaciéon cromatogrdfica

Las drogas y sus metabolitos han sido principalmente analizados utilizando LC vy, en
menor medida, GC acoplada a espectrometria de masas. En LC, la separacion cromatografica se
ha realizado empleando principalmente columnas de fase reserva C18 rellenas de particulas que
presentan un didmetro interno entre 2-5 um en sistemas de LC de alta eficacia (o HPLC, de sus
siglas en inglés High Performance Liquid Chromatography) (Kim y cols., 2020; Mackul’ak y cols.,
2019; Xiaohan Zhang y cols., 2019) o <2 um en sistemas de LC de ultra-alta eficacia (UPLC o
UHPLC, de sus siglas en inglés Ultra-High Performance Liquid Chromatography), con los que se

consiguen mayor eficacia de separacion, sensibilidad y resolucién, y tiempos de analisis menores
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(Bijlsmay cols., 2009; Deng y cols., 2020; Gonzalez-Marifio y cols., 2018; Skees y cols., 2018). Las
fases moéviles empleadas para el andlisis de drogas se basan en mezclas binarias de agua con un
disolvente organico, generalmente acetonitrilo (ACN) o metanol (MeOH). Para reducir las colas
de los picos y mejorar la ionizacién de los compuestos, el pH de la fase movil se puede reducir
hasta un valor de 3-4 mediante la adiccion de pequefias cantidades de un acido volatil (p.e., 0,1%
de acido férmico o acido acético) o algiin modificador como formiato o acetato de amonio (1-
150 mM) a la fase acuosa o a ambas fases (Deng y cols., 2020; Kim y cols., 2020; Mackul’ak y
cols., 2019; Mercan y cols., 2019).

Aunque la LC en fase reversa es la mas utilizada para el analisis de drogas y
psicofarmacos, en algunos casos en que las moléculas son muy polares o muy pequeias y no se
retienen en las fases reversas convencionales, la técnica de separacién empleada ha sido la
cromatografia de liquidos de interaccion hidrofilica (o HILIC, del inglés Hydrophilic Interaction
Liquid Chromatography) que emplea fases estacionarias polares. En este caso, a diferencia de la
cromatografia de fase reserva, al principio del gradiente cromatografico, la fase mévil presenta
porcentajes altos de la fase organicay la elucion de los analitos se lleva a cabo con la fase acuosa.
Este tipo de cromatografia se ha utilizado para la separacién de cocaina, benzoilecgonina,
anfetamina, metanfetamina, MDMA, 6ACM, metadona y EDDP en muestras de agua residual

(Gheorghe y cols., 2008; van Nuijs y cols., 2009b).

La cromatografia de intercambio idnico es una alternativa a la HILIC para la separacion
de compuestos muy polares e ionizables como, por ejemplo, el sulfato de etilo. En este caso, la
separacion se puede lograr con fases estacionarias hidrofdbicas agregando un reactivo de par
idnico que sea compatible con la fase mévil, como acetato de dihexilamonio (Reid y cols., 2011),
acetato de dibutilamonio (Mastroianniy cols., 2014) o bromuro de tetrabutilamonio (Rodriguez-
Alvarez y cols., 2014), todos ellos utilizados en el analizar sulfato de etilo en agua residual. En un
trabajo recientemente publicado, se combina la cromatografia de intercambio iénico con la
cromatografia en fase reversa para el analisis de cocaina y sus metabolitos en agua residual,
mostrandose como un tipo de cromatografia alternativa para el analisis de compuestos

altamente polares (Gonzalez-Marifio y cols., 2019).

Otro tipo de cromatografia que tiene gran importancia y que se ha desarrollado en los
ultimos afios es la cromatografia quiral. Este tipo de cromatografia permite la separacion
enantiomérica de productos racémicos lo cual resulta de gran utilidad porque permite distinguir
silas drogas y psicofarmacos han sido consumidos ilegalmente (p.e., en el caso de la anfetamina,

la forma R(-)-anfetamina indica un consumo ilegal mientras que la forma S(+)-anfetamina esta
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presente en medicamentos). Ademas, el analisis de enantidmeros permite distinguir entre
consumo o la liberacion directa de la droga al sistema de alcantarillado (la presencia en Holanda
de la forma racémica de MDMA, indicé consumo (R(-)-MDMA) pero también liberacion directa
en los sistemas de alcantarillado (S-(+)-MDMA)) (Emke y cols., 2014). Este tipo de cromatografia
se ha utilizado para el andlisis enantiomérico de drogas ilegales como la cocaina, los
estimulantes de tipo anfetaminico, efedrina, y antidepresivos en matrices acuosas (Castrignano
y cols., 2016; Coelho y cols., 2019; Kasprzyk-Hordern y cols., 2012) utilizando columnas HPLC o

UPLC quirales y empleando gradientes isocraticos.

Por ultimo, la GC también ha sido empleada para el andlisis de drogas en matrices
acuosas (Gonzalez-Marifio y cols., 2010; Racamonde y cols., 2012; Wang y cols., 2019) y para el
andlisis enantiomérico (Gongalves y cols., 2019). Sin embargo, debido a la polaridad media-alta
de estos compuestos, y la baja volatilidad de la mayoria de las drogas, el uso de GC requiere
llevar a cabo reacciones de derivatizacion que aumentan el tiempo de preparacién de la
muestra, puede afectar a la precision y exactitud de los resultados, y en muchos casos limita el
numero detectable de compuestos que pueden ser analizados a la vez, representando una

desventaja con respecto al uso de LC.

Espectrometria de masas

Las técnicas de LC y GC utilizadas para la separacién de drogas y psicofarmacos utilizan
como detector un espectrometro de masas que permite obtener informacién cualitativa y
cuantitativa de la muestra, mediante la medida de la relacién masa/carga (m/z) de los iones
presentes en dicha muestra. Los espectrémetros de masas estdn formados por una fuente de
iones y un analizador, que pueden ser de varios tipos, y cuya eleccién depende del tipo de

compuesto a analizar o del tipo de informacidn que se quiera obtener.

En primer lugar, los componentes de la muestra o extracto se ionizan en la fuente de
ionizacion. La Figura 5 muestra las diferentes fuentes de ionizacion utilizadas, en funcion de la

polaridad y del peso molecular de los compuestos investigados.
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Figura 5. Fuentes de ionizacidn utilizadas en funcién del peso molecular y polaridad de los
compuestos investigados. El: ionizacion electrénica; APPI: Fotoionizacion a presion atmosférica;
APCI: ionizacidén quimica a presién atmosférica; ESI: ionizacidn por electrospray.

Los métodos que utilizan para la separacidon de drogas y psicofarmacos la GC, utilizan
como fuente la ionizacidn electrénica (El), fuente en la que la muestra es bombardeada con un
haz de electrones produciendo una importante fragmentacion de la misma. Por otro lado, los
métodos que utilizan LC para la separacion de los analitos, debido a la polaridad media-alta y al
amplio rango de pesos moleculares de los mismos (100-500 Da), utilizan generalmente la fuente
de electrospray (ESI), técnica de ionizacion mas suave con la que se obtienen moléculas
protonadas ([M-H]*) o desprotonadas ([M-H]’) en funcién del tipo de voltaje aplicado, positivo o

negativo.

Comparada con otras fuentes de ionizacién, el uso de ESI presenta un inconveniente y
es el aumento del efecto matriz. El efecto matriz se da cuando en el proceso de ionizacion de la
muestra o extracto, ademds de los analitos, se ionizan otros componentes que coeluyen con
ellos, como materia organica, sales, pares idnicos u otros contaminantes. Esto puede dar lugar
a una disminucién o aumento de la sefial dando lugar a falsos negativos o falsos positivos,
respectivamente. Para el andlisis de drogas, el método mas recomendado para corregir el efecto
matriz, que ademas puede ser muy variable entre muestras, es el de dilucion isotdpica: uso de
compuestos marcados isotdpicamente como patrones internos (IS, del inglés Internal Standard).
Este método consiste en afiadir una concentracién conocida de IS tanto a muestras como a
soluciones de calibrado, soluciones control y blancos, al principio del proceso analitico, el cual
nos permitira corregir las pérdidas de analito que puedan ocurrir durante el proceso de
extraccién y la variacion de la sefal durante el proceso de ionizacién. El proceso de
cuantificacion se realiza mediante la representacion de la ratio de la sefial (analito/IS) frente a

la ratio de la concentracién (analito/IS).
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Una vez los compuestos se han ionizado, se separan y detectan en el analizador de
masas. El tipo de analizador utilizado determina la informacién obtenida, que depende del poder
de resolucion del mismo, asi como del modo de operacién utilizado. Los analizadores de tipo
cuadrupolo (Q) y trampa lineal de iones (LIT) proporcionan una resolucion media-baja, mientras
qgue los analizadores tiempo de vuelo (TOF) y Orbitrap, proporcionan una resolucién alta
(resolucion de 10,000-70,000 a la mitad de la anchura de pico (Full width at half maximum,

FWHM) a una m/z de 200 con un error de masas inferior a 5 ppm).

La deteccidn de drogas en aguas se ha realizado generalmente mediante espectrometria
de masas en tandem (MS/MS), con instrumentos combinando diferentes analizadores, como
triple cuadrupolo (QqQ) (Baker y cols., 2011a; Bijlsma y cols., 2009; Deng y cols., 2020; Foppe y
cols., 2018; Gonzalez-Marifio y cols., 2018; Kim y cols., 2020; Skees y cols., 2018) o cuadrupolo-
trampa lineal de iones (QqLIT) (Gonzalez-Marifio y cols., 2010; Irvine y cols., 2011; Jones-Lepp y
cols., 2004; Mastroianni y cols., 2016; C. Metcalfe y cols., 2010; Nguyen y cols., 2018; Xiaohan
Zhang y cols., 2019). Este tipo de analizadores se utiliza principalmente para realizar anélisis
dirigido de compuestos diana o target analysis, es decir, determinacién de compuestos
previamente seleccionados para los cuales se ha optimizado una metodologia analitica. En el
caso de QqLIT, el analizador LIT puede actuar como un simple cuadrupolo, y por tanto trabajar
como si fuera un QgQ, o bien como una trampa de iones capaz de realizar experimentos MS"
(Gonzalez-Marifio y cols., 2010; Jones-Lepp y cols., 2004). En estos espectrometros de masas, el
modo de acquisicion mas empleado es el registro de reacciones seleccionados (selected reaction
monitoring, SRM) en el caso de métodos multi-analito, ya que este modo de adquisicion
proporciona una alta sensibilidad y selectividad, y con la adquisicién de 2 transiciones SRM por
compuesto se obtienen 4 puntos de identificacién, cumpliendo asi con los criterios establecidos
en la Decisidén 2002/657/CE de la Comisidn Europea acerca de la identificacidn y confirmacion

de residuos de contaminantes organicos.

Ademas de QgQ y QqLlIT, la hibridacidn de analizadores de baja resolucién con los de
alta resolucién, como cuadrupolo-tiempo de vuelo (QqTOF) o cuadrupolo-orbitrap (Q-
Exactive™-Orbitrap™), también se ha empleado para el andlisis dirigido (target analysis) de
drogas en matrices ambientales. Baz-lombay cols. (2016) utilizaron un analizador de tipo QqTOF
para el analisis de 51 drogas, NSPs y psicofarmacos mientras que Fedorova y cols. (2013)
utilizaron un Q-Exactive™ Orbitrap™ para el anélisis de 26 drogas. Sin embargo, la gran utilidad
de estos analizadores es el andlisis de compuestos sospechosos (Suspect Screening) vy
desconocidos (non-target screening) mediante la adquisicion de espectros completos de la

muestra con un alto poder de resolucidn, tanto del ion molecular como de sus fragmentos. En
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el analisis de drogas y psicofdrmacos, esta metodologia se ha utilizado principalmente para la
identificacion y deteccidn de nuevas sustancias psicoactivas en aguas, empleando instrumentos
de tipo QqTOF (Andrés-Costa y cols., 2016a; Bade y cols., 2019; Causanilles y cols., 2017b), Q-
Exactive™ Orbitrap™ (Fontanals y cols., 2017; Mackul’ak y cols., 2019; Salgueiro-Gonzalez y
cols., 2019) y LIT-Orbitrap (Gonzalez-Marifio y cols., 2016a), asi como de productos de
transformacion desconocidos (Bijlsma y cols., 2013; Gonzalez-Marifio y cols., 2015; Postigo y
cols., 2011c; Yang y cols., 2018). En este tipo de andlisis, se realiza un barrido de masas o Full
Scan en el que se obtiene la masa exacta del ion molecular, y posteriormente se realiza un
experimento MS/MS utilizando diferentes modos de adquisicidn: Data Independent Acquisition
(DIA) (Causanilles y cols., 2017b), en el que todos los iones que provienen del primer cuadrupolo
se fragmentan simultdaneamente; Data Dependent Acquisition (DDA) (Gonzalez-Marifio y cols.,
2016a), donde sélo se fragmentan los iones mas intensos o los incluidos en una lista de analitos
previamente seleccionados; o el modo Sequential Window Acquisition of all Theoretical
Fragment lon Spectra (SWATH) (Bade y cols., 2019), que es como un DIA pero la fragmentacion
de los iones se realiza por grupos o ventanas de masas de entre 20 a 100 Da, lo que permite

obtener espectros de MS/MS mucho mas sencillos que los obtenidos con DIA.
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1. PHARMACEUTICALS IN THE ENVIRONMENT

There are nowadays more than 30,000 syntheric chemicals in use,

Their production, use and consumption are in an exponential increase in

modern sociery due to various social and economic factors [1]. Pharmaceu-

tical compounds are only one of the classes of organic pollutants that are

typically called emerging environmental contaminants (ECs). Ocher classes

of ECs mclude, but are not hmited to, industnal chemicals, nanomatenals,
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Hame retardants, pesticides, personal care products, plasticizers, hormones
and endocrine-disrupting compounds, perfluorinated compounds, etc.

Pharmaceuticals are principally designed to facilitate our lives and are
used worldwide due to their inherent role in disease prevention and treat-
ment for both humans and animals. According to the US Food and Drug
Administration, there are currently over 1300 unique active ingredients
registered and approved for usage with more than 10,00{) prescriptions
and over-the-counter pharmaceurical formulatons [2]. On a global scale,
the consumption of pharmaceuticals s expected to grow in most world
regions by the year 2020 [3].

In the environment, they cannot be considered as pemistent but rather
pseudo-persistent organic pollutants due to their continuous discharge
into water bodies via wastewater treatment plants (WWTPs), Since the
WWTPs are not principally designed to eliminate these compounds, low
tate of elimination in WWTPs make them ubiquitous in the aquatic
environment. As a result, they can be detected even n the finished drinking
water supply system [4]. Their presence can produce unforeseen adverse
effects on human health and the environment. In recent years, previously
not monitored chemicals have been detected in many environmental
compartments because of supenor sensiovity and selectivity of modem
analyocal mmstrumentaton [53,6]. However, adverse ecological effects do
not alwavs correlate with high environmental concentrations detected,
Anticancer drugs, for example, are often detected in the aquatic environ-
ment at sub-ng/L levels, which is low in terms of an immediate threat,
but chronic exposure can have delayed toxic effects due to their interference
(direct or indirect} with the DINA [7—9].

Although the presence and chronic exposure to drug residues in the
environment is of general and scientific concern and interest, less attention
has been paid to the evaluation of transformation of pharmaceuticals,
which can be tansformed in the environment by various abiotic and
biotic processes. The compounds formed as a result of transformation are
referred to as ransformation products (TPs) [10,11]. The transformation
of pharmaceuticals often starts already in the human body where they
can be biotransformed by a vanety of drug-metabolizing enzvmes. The
biodegradation can also occur via microbial degradaton in WWTPs or
in surface water. Other transformations that pharmaceutical compounds
undergo include abiotic reactions such as hydrolysis, reduction, chemical
degradation, oxidation or photolysis, However, degradation and transfor-
mation of pharmaceuticals does not necessarily mean thar they will lose
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their phammacophore groups, 1.¢., their phammacological activity, In the case
of bicactive compounds, their effect afier transformation can be retained
because the pharmaceutically active part of the molecule can remain
unmodified [12].

Our chapter gives an overview of recent trends in the analysis of one
group of drugs — psychoactive pharmaceuticals, and their TPs in environ-
mental aqueous samples. Emphasis is put on the analytical techniques based
on liqmd chromatography-mass spectrometry (LC-MS) vsed for detection
and gquanofication of psychoactive substances in wastewater and surface
water samples, Special attention 15 pad also to the vse of ligh-resolunon
mass spectrometry (HRMS), not only for wdenuhication of TPs but also
tor target analysis. This 15 followed by its companson with more commeon
low-resolution MS methods.

Finally, the second part of the chapter gives a comprehensive summary
of accumulated knowledge on psvchoactive substances in the environ-
ment, which includes some recent examples of presence, transformation
and fate of these drugs in the aquatic environment.

2. PSYCHOACTIVE PHARMACEUTICALS

Psychoactive substances act on the central nervous system, causing
change in perception, mood, consciousness, and/or behaviour. They
include prescripion drugs (phammaceuticals) and drugs of abuse legally or
illicitly used {alcohol, cannabis, amphetammnes, ete.). Despite the fact that
several analvtical approaches have been published recently to discover and
quantify the presence in the environment of new psychoactive substances
used only with recreational purposes and distributed on the marker as ‘legal
highs’ [13—19], the focus of this chapter is on psychoactive pharmaceuricals.
These substances are also used without preseription and abusively and
therefore they can lead to health issues or dependence. According o their
use, psvchoactive pharmaceuticals can be assembled in different groups.
The most common psychoactive phammaceuticals and their therapeurtic
uses are summanzed in Table 1.

Like any other drug, they are metabolized in the body after their admin-
istration and excreted as the onginal drug and/or different metabolic
byproduces in urine and faeces and, in consequence, introduced into the
aquatic environment via discharged untreated/treated sewage waters. In
the best-case scenario, they are partially removed during the wastewarter
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treatment process. Thus, the extended wse of these substances, together
with their continuous release mto the environment, is responsible for their
occurrence in different aqueous environmental matrices [20—22],

Table 1 Main psychoactive pharmaceuticals and therapautic use

Use Class/mode of action Compound
Analgesic MNonsteroidal Diclofenac
Pain reliever antinflammarory drogs Ibuprofen
(NSALDY Indomethacin
Kctnpﬂtﬁ:n
Metenamic acid
Maproxen
Opioids (opioid recepror Codeine
agonises) Fentanyl
Maorphine
Tramadol
Anesthetic NMDA receptor antagonist  Ketamne

Sensanon loss (local) or
consciousness loss (general)

Antidepressant
Treatment of depressive
disorders

Antiepileptic/
anticonvulsant
Treamment of seizure

disorders

Antihypertensive
Decrease of high

bBlood pressure.
Treatment of psychogenc

polydipsia

(ACE inhibitors)

Amide type local anestheric
Bartviturate

Selecnive serotomn reuptake
inhibirors (S5R.I5)/
Serotonin and
norepinephrine reuptake
inhibitors (SN 1s)

Trcychc anadepressants

{TCAs) — Nonselective
monoaming reuprake
inhibitors (NSMIRIs)

Tetracyclic antdepressants
{TE{::.LH:I — ﬁd:r:m:rgi.:'
Tecepior antagonist

Carboxamade ;lntu:pilt:pr_ir.-.

Glutamate reducing agenis

p-Blockers; P-adrenernzmic
recepitor agonists’
antagonists

Anglotensin-convertang-
enzyme inhibitor

(ACE inhibitors)

Lidocaine
Thiopental

Ciralopram
Fluoxetine
Paroxenne
Serimaline
Venlafaxane

Amitnpeyline
Clomipramine
Doxepin

Mirtazapine

i f.‘lrh;un;tz::pilj:

Lamaotrigine

Arenolol
Metoprolol
Propranoclol

Captoprl
Enalapnil
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Table 1 Main psychoactive pharmaceuticals and therapeutic use—cont'd

Use Class/mode of action Compound

Aﬂﬁplrchﬂﬁf DUP..I.I'.I.'.IJ.IIE ..LI]t.ll_"iJIlIH' C].L'I'I.IPI.TJE

Treatment of psychoss Chlorpromazine
symptoms and Olanzapine
schizophrenia, bipolar Rispendone

d'.'i!'i:ll'l'jl.'l'_ SCVETC I.iC'FI!."'.i."i.Iilm

and severe ATy

Anxiolytics Benzodiazepines Alprazolam
Treatment of anxiety and Bromazepam
INSOMNLL [ hazepam
Midazolam
(Oxazepam

Barbiturates Pentobarbital
Phenobarkital

3. LIQUID CHROMATOGRAPHY —-MASS5
SPECTROMETRY ANALYSIS OF PSYCHOACTIVE
PHARMACEUTICALS IN WATER

3.1 Targeted approaches

The gquantfication of the occurrence of psychoactive pharmaceuticals
in agueous matrices is wsually performed by LO-MS-based targeted
approaches that offer maximum sensitivity and linearity range as compared
to nontargeted screening. In spite of this, the detection of these substances
in the environment requires their previous extraction and preconcentration
trom the environmental matrices so that the low levels at which they are
present in the environment can be reached and undesired matmx compo-
nents can be elimmated. The analyncal methodologies developed to inves-
tigate the presence of psychoactuve pharmaceuticals and metabolites in
wastewater and surface water are summanzed in Table 2 and discussed in
the following subsections,

3.1.1 Sampling and sample preparation
The way in which the water samples are collected s directly relaved o the
quality of the results obtained. Composite samples provide a more real
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picture than grab samples, as they may capture high concentration events
that could be missed if only one grab sample is collected. Since the compo-
sition of wastewater may change throughout the day, and wastewater is a
recognized major source of psychoactive pharmaceuticals, the collection
of ntegrated samples, usually over 24-h, is the preferred sampling approach
to evaluate the concentrations of these substances in this matrix [20),23—25],
The collection of composite samples can be easily accomplished by means of
automatic water samplers; however, when this type of apparatus was
not available, grab samples were used [21,26,27]. This s also the method
conventionally used to collect surface nver water since the mstallanon of
automatic water samplers unguarded n open ficld condinons 15 usually
not feasible [22,26,28]. Passive samplers have also been used to overcome
this limitation and obtain tme-integrated concentrations (over 21 days) of
psychoactive pharmaceuticals in river water [29].

Amber glass bottles have mainly been used to collect and hold the water
samples [22,24,2527 28| and, occasionally, polyvethylene rterephthalave
(PET) bottles [21] and polvpropylene (PI”) bottles have also been employed
[20]. After collection, samples were always maintained in cool conditions
dunng transport and stored at -20 or 4°C unul analysis.

Sample pretreatment consisted of sohid suspended particles removal
through vacuum filtration of the water mself or collection of the superna-
tant obtained atter water centrifugation [24]. In the filtration process
different materials have been used: glass nucrofiber (1 or 0.7 pm)
[21,24.25.28], nylon (.45 pm) [22], or cellulose (0.45 pm) |23]. The
water samples were occasionally acdified to prevent degradavion of the
compounds [21,28] and the addition of a chelating agent {ethylenediami-
netetraacetic acid, EDTA) has also been reported [28]. In all cases, a known
amount of isotopically labelled compounds was added to the sample before
[200,27] or after the filtration/centrifugation process [21—24,26,28]. These
compounds are used as surrogate standards in the quantfication process to
correct for potential analyte losses during the extraction process and/or LC
matrix effects. The addition of these compounds ar the beginning of the
process also helps correct for potential losses of the target analytes during
sample fAltration.

3.1.2 Extraction

Solid-phase extraction (SPE) has been the technique of choice to isolate
target psychoactive pharmaceuticals from water samples. This is a very
versatile technique that can be performed manually [21,22,24—26,28] or
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with automated systems [20.27] that can even be coupled onhine to the LC-
MS system [23]. The use of automated systems allows reducing labour and
time and minimizing sample handling, which improves the reproducibility
of the results. Furthermore, the sample volume s reduced and the sensibality
of the method is vsually improved in the case of online SPE-LC-MS ap-
proaches because the whole sample volume is transferred into the LC-MS
systems instead of an aliquot of the SPE extract [30].

The retention of psychoactive pharmaceuticals onto genenc polymenc
reversed-phase sorbents such as Oasis HLB has been shown to be sansfactory
[22,24—27]. In some cases, sorbents with cation exchange properties such as
Strata XC |21] and Oasis MCX [28] have also been used. When using this
type of sorbents, the sample was loaded in acidic conditions (pH ~2.5—3) s0
that the analytes could be retained, and the elution was performed in basic
conditions (MeOH containing ammonium hyvdroxide or ammonia,
pH ~ 10).

Automated SPE coupled to the LC-MS system has made vse of a C18
column o extract and preconcentrate different psychoactive drugs including
citalopram, codeine, midazolam, oxazepam, ketamine, methadone, trama-
dol, venlafaxine, oxycodone and some metabolites [23,30] from wastewater.

The performance of moleculardy impnnted polymers (MIPs) for the
extraction of psychoactive pharmaceuncals from waters has also been tested.
Reesults showed that MIPs are highly selective and efficiently extract citalo-
pram, paroxetine, and fluoxetine. The MIP response was consistent for these
compounds up to a breakthrough volume of 200 mL. Furthermore, lower
limits of detection for these compounds were obtiined with MIPs than
with HLB-based methods |22].

3.1.3 Liquid chromatography—mass spectrometry detection

The separation of psychoactive pharmaceuticals has been carmied out with
reversed-phase chromatography using high-performance liquid chromatog-
raphy (HPLC) [24.25.27] or ultra-performance liquid chromatography
(UPLC) [20—2226] columns. Elution of the analytes from the chromato-
graphic column has been achieved with an organic gradient using either
ACN [20,22,23,25,27] or MeOH [21,24]. The mobile phase has been acid-
ified with formic acid or ammonium formate to enhance the formation of
molecular (protonated) ions in the positive mode [20—22,24.27]. No mo-
bile phase modifiers have been used in the negative mode [21], although
a basification of the mobile phase pH with ammonium hydroxide or ammo-
mum bicarbonate generally favours analvte deprotonation.
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Molecular ions of psychoactive pharmaceuticals amenable to mass
spectrometry detecnion have been produced by means of electrospray 1om-
zattion (ESI). This has usually been performed in the posinve ESI mode.
However, a tew psychoactive pharmaceuticals are only amenable to negative
polarity ESI ionization. This is the case of the anesthetic thiopental, the an-
tiepileptics phenytoin and valproie acid, and the barbiturates pentobarbital
and phenobarbital, which are only amenable to negative 1omization [21].
The carboxylic acid—bearing compounds, such as the analgesics diclofenac,
ibuprofen, mefenamic acid, naproxen, ketoprofen are amenable to both ESI
polarities. Even though a berter MS signal is obtained under neganve ESI
mode than under positive ESI mode, the latter has usually been applied,
so that all rarget compounds could be analysed in a single chromatographic
run, thereby, reducing the tme and the cost of the analyss.

MS deternunation of the ESl-produced molecular 1ons has been per-
formed with different analysers. Instruments equipped with mple quadru-
pole (QqQQ) analysers have been the most commonly used [21,22,24-27],
They were operated in the selected reaction monitoring (SRM) mode,
acquiring a minimum of two SRM transitions per compound. The recent
development of benchrop HRMS instruments and the growing installation
of this technology in many laboratories have boosted the creation of highly
selective analytical methods for the targeted analysis of organic compounds,
including psychoactive pharmaceuticals. Besides improving method
selectivity due to the use of a mass tolerance window of 5 ppm, the
main advantages of using HRMS hybrid analysers such as quadrupole
tme of fight (Q-ToF) [20] or guadrupole Orbitrap {Q-Exactive mass
spectrometer) [23] compared o conventional QgQ analysers is that non-
targeted full scan screening can be combined with targeted analysis in
the same analytical run. Thus, a retrospective analysis of the sample can
be performed any nme in the future without the need of reanalysing the
¢xtract.

As for the analysis of psychoactive substances (including pharmaceuticals
and illicit drugs), the quantitative performance of an HRMS Q-Exactive
instrument working in targeted mode (high resolution product scan) was
found to be overall better than that provided by a unit mass resolution-based
tandem mass spectrometry (MS/MS) method. However, in the light of the
resules reported, the performance of the QqQ instrument working in SRM
mode was stll better than that provided by the Q-Exactive instrument
working in full scan mode (HRFS) [M}]. Selectuvity, matrix effects and
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reproducibility of the MS signal are compound-dependent parameters that
need to be investigated individually for each compound.

Targeted analysis of psychoactive substances in sewage-based samples
has also been performed with Q-ToF HRMS mstruments using MS®,
This acquisinon method allows the simultaneous registration of both
precursor and product ion data during a single run. For dhs, full scan
data were acquired after applying low {6 ¢V) and high (ramp from 15 o
50 V) collimon energies. Quantfication of 531 target analytes was performed
based on the extracted protonated precursor 1on data obtained at the low
collision energy value. The data gathered were also compared to a suspect
screening database including mass spectra, assigned fragments and retention
time for more than 1000 compounds to identify the additional analytes
of interest that should be considered for target analysis [20].

3.2 Suspect screening

In recent vears, a lot of attention has been dedicated to the development of
suspect screening methods for ECs in environmental samples. The develop-
ment of these methods has been facilitated and made possible by the
mtroducnon of HRMS mstruments with both superior resolution and
sensitivity. As mentioned in the previous section, the improved sensitivity
of the HRMS instruments has allowed the quantification of ECs in environ-
mental matrices at the low concentrations they are commonly present [5].
This has represented a significant shift from the use of HRMS as a ool
for, almost exclusively, identification of TPs [31—33].

The main advantages of suspect screening over clasical target methods is the
a priori detection of suspected compounds in real environmental samples
without the necessity of standards and the need w develop specific target
methods [34]. Although no single report presented a comprehensive suspect
screening of psychoactive phammaceuticals, they have been readily included in
large lists of environmental contammants that were suspect screened from
real-world samples [35—39). In these smdies, psychoactive phanmaceuticals
like diclofenac, carbamazepine or propranolol were often detected due w the
high concentrations at which they are typically found in environmental samples.

Suspect screening is already now, or will be in the future, the method of
choice for screening of new psychoactive substances known as “legal highs™.
Since standards are not needed for screening, this cost- and nme-effective
solution can go a long way for rapid idennficanon of porental new sub-
stances. This is especially important for these drugs because the list is contin-
vously changing, and the standards can be difficult to obtain [15.20,40.41].
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Moreover, the potennal and applicabiity of suspect screening 1s
enhanced with the idea that it can be used for screening of TPs and helps
navigate through TPs generated in laboratory expenments versus real-world
samples [42]. Here the biggest advantage s that, no matter the number of
generated TPs in the lab, it s quite casy and efficient to screen them from
environmental samples without the need of individual standards. Since the
compounds are charactenized by their own m/z, retention time and MS/
MS fragmentation pattern and are already separated chromatographically,
this mtormation can be exported to spectral hbranes and be used for suspect
screening. A similar concept can also be adapted for TPs that were predicted
with the use of in silico methods. There at least the m/z 15 certain, while the
fragmentaton pattern of the m/z detected should be studied for reliable
confirmation. In essence, suspect screemng can be applied for pnor confir-
mation of the presence of the predicted (or lab detected) substances in the
aquatic samples before their identification and characterization. On the
other hand, a smart thorough suspect screeming can provide a comprehen-
sive picture of the overall contaimination of samples with psychoactive
pharmaceuticals.

An example of the application of suspect screening for comprehensive
evaluation of TPs of drugs was that carried out by Zonja et al. for evaluation
of the degradation and transformation of the antiepileptic drug lamotrigine
(LMG) [43,44]. Here, the study used a suspect list made from LMG and
related compounds (its human metabolites, synthetic impurides and
photo-TPs) found in the literature. This suspect list was screened for in
wastewater and surface water samples. The results showed the presence of
significantly high concentrations of an LMG synthetic impurity (OXO-
LMG) in wastewater effluent which, based on the relative MS signals,
could not have been formed from LMG m the WWTP. Furthermore,
once LMG was degraded in the batch reactors, OXO-LMG was not
further detected. In subsequent degradation experiments carried our with
other related compounds, the source of OXO-LMG was found to be
the LMG human metabolite LMG-N2 glucuronide. In addition to this
TP (OXO-LMG), two other TPs of LMG-N2 were detected in both
laboratory and real-world samples. They were the result of deconjugation
fof LMG-N2 glucuronide wo LMG), oxidauon of the glucuronic acid,
amidine hydrolysis in combination with deconjugation (to OXO-LMG),
and abiotic amidine hydrolysis. Once all the relevant compounds were
identified, 1t was possible to assess the mass balance of LMG in three
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WWTPs, which ranged from 71% to 102%. Finally, LMG-N2-G and its
TPs were detected in surface water samples with median concentration
ranges of 23—186 ng/L. The results of this study not only proved how a
comprehensive suspect screening can lead to new insights as to transforma-
tion reactions but also that it can be used as a wool to assess the total mass
balance of a compound, in this case a drug, in environmental samples.

> 4. OCCURRENCE

As for any other organic contaminant, concentrations of psychoactive
pharmaceuticals in the agqueous environment are expected to decrease in the
order influent wastewater, effluent wastewater, surface water, and drinking
water. At least this is the contamination profile expected in countries where
wastewater treatment is an extended practice (less common in developing
countries), In the aforementioned scenando, these substances should be
partially or completely removed during wastewater treatment and concen-
trations discharged into the water courses are further decreased due to
dilution and different natural attenuation processes (photo- and biodegrada-
tion and sorption to sediments and solid particles). This cycle may be altered

when the compound 15 not removed during water treamment processes.
Furthermore, the compound may not get mineralized in the aforemen-
tioned water cycle, and it may only tansform. These TPs may be more
persistent than the onginal compound and consequently accumulate in
the environment. Moreover, some of them have been proved to be more
toxic than their parent compounds.

Finally, residual trace levels of these compounds and/or their TPs may
also survive percolation to groundwater and drinking water production
processes. In these compartments, concentrations usually in the ng/L range
or lower (pg/L), or below the method limit of quantification (LOCQ), have
typically been reported. Examples include the concentrations of diazepam
(19 ng/L), lorazepam (40 ng/L) and metadone (68 ng/L) measured in
urban groundwater in the city of Barcelona (Spain) [45], or the levels of
carbamazepine and amitriptyline (<LOCQ)), alprazolam (around 2 ng/L),
and remazepam (0.2 ng/L), observed on average in dnnking water in
Shanghai (China) [25].

Concentrations of selected psychoactive pharmaceuticals found in waste-
water and in surface water in the most recent years have been summarized in
Table 3 and discussed in the next subsections.
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4.1 Occurrence in wastewater

As shown in Table 3, the concentrations of the individual psychoactive
pharmaceuricals reviewed in influent wastewater may differ up to two orders
of magnitude among countries, and also within rhe same country. This
appears to be particularly the case for codeine and carbamazepine. This
can be attmbuted o different consumption habits among  different
populations due to prescnption of different drugs for the same condition
or different prevalence of health conditions.

According to the hterature reviewed, the most abundant psychoactive
pharmaceuticals i influent wastewater, with average concentrations in the
Heg/L range, are the analgesic mefenamic acid (1100 ng/L), the antiepileptic
carbamazepine (1893 ng/L), the antthypertensive atenolol (2150 ng/L), and
the anxiolytic lorazepam (10,598 ng/L). These high concentrations were
detected in India (mefenamic acid and atenolol) and in countries of
Southern Europe, such as Greece and Spain. Average concentrations
berween 250 and 1000 ng/L have been reported also for the analgesic
compounds diclofenac, codeine and mamadol, anodepressants such as citalo-
pram and venlafaxine, the antepileptic lamotngime, the anthvpertensive
metoprolol, and the anxolytic alprazolam in ditterent studies. However,
average concentrations within this range were only consistently detected
worldwide m the case of venlataxane; whale the other compounds showed
high vanability among countnes,

Owerall, concentrations of psychoactive pharmaceuticals in effluent
wastewater were lower than those measured 1n influent wastewater. The
maost abundant psychoactive pharmaceuncals in this mamix, with average
concentrations above 250 ng/L, were atenolol (maximum average concen-
tration of 1045 ng/L), diclofenac (654 ng/L), carbamazepine (603 ng/L),
lorazepam (58Y ng/L), mefenamic acid (505 ng/L), venlafaxine {410 ng/L)
and citalopram (367 ng/L), thus coinciding to a grear extent with the
most abundant ones in the raw wastewater. Some compounds presented
consistently higher or similar average concentrations at the outlet of the
WWTP than at the inlet. This was the case for diclofenac, indomethacin,
citalopram, fluoxetine, venlafaxine, carbamazepine, propranolol, diazepam,
lorazepam and oxazepam. This is attributed to the poor removal of these
compounds during the wastewater treatment process, which in the reviewed
cases consisted of the conventonal biological activated sludge process,
tollowed occasionally by a tertiary treatment.
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4.2 Occurrence in surface water

Average concentrations of individual psychoactove pharmaceutcals in the
investigated niver water samples were usually lower than those found in
wastewater and they were always below 100 ng/L, except for diclofenac
(162 ng/L) and carbamazepine (106 ng/L) in China, lamomgne in the
United States (108 ng/L) and Spain (189 ng/L), and lorazepam (167 ng/L)
also in Spamn (see Table 3). Maximum concentrations above 10 ng/L
were recorded for the above-mentioned compounds and for the antidepres-
sants citalopram and venlafaxine, while the antiepileptics carbamazepine and
lamotrigine even reached the pg/L level. Such high concentrations were
always detected downstream a WWTP outlet. Moreover, these compounds
coincide with chemicals poorly removed during wastewater treatment,
Taking in mind these exceprons, a few dozens of ng/L of individual
psychoactive pharmaceuncals were commonly present in nver waters,
Despite that these low levels are nor likely to cause any immediare lechal
effect to aquatic orgamisms; the added woxicity of the nuxwure and its
long-term effects on aquatic ecosystems are stll scarcely assessed.

s rurune aewos

The analysis of psychoacove drugs m the water cycle has atracted
increasing artention in the last years, first, because of their role as emergmmg

ECs potentially harmful for the aquatic orgamisms (and eventually also
humans) and, second, because of their role as bioindicators of drug con-
sumption habits, patterns, and wends, Both isues rise significant mterest,
cach of them in their corresponding areas, and have thus prompted the
development of numerous analynical methodologies with different objec-
tives and scopes of application. Because of their physical-chemical properties
and especial condinon as substances subjected o illicit or abused use,
LC-MS/MS appears in either case as the technique of choice for their
analysis, due to the sensitivity, selectivity and reliability of resules thar
provides. However, the instrumentation and approach selected in each
case largely depends on the mamn objective of the study and, of course, on
the availability of the MS analysers. Whereas low resolution MS/MS
instruments, operating typically in the SRM mode, remain the best opunon
for multitargeted analysis of psychoactive drugs, high resolunon MS/MS
instruments are mcreasingly being used for suspect screeming of the drugs
and their metabolites and TPs. The parallel development and consolidation
of large spectral databases and computer tools facilitating the identfication
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and confirmation of nontarget compounds has importantly contmbuted to
this increasing acceptance and application of the suspect screening method-
ologies in the analytical and forensic laboratonies. Since standards are not
needed for screening, this cost- and time-effective solution can go a long
way for rapid identification of potential new substances, However, although
HREMS methods do allow for a nearly unguestonable identification and
detection of new substances and TPs in qualitatnive analysis, authentc stan-
dards are still required for their accurate quantification mn real-world samples.
The years to come will likely see an increase in the development and appli-
cation of both kinds of methodologies (target and suspect screening) for the
analysis of psvchoactive pharmaceuticals in environmental samples and the
identification of many new related substances, while the assessment of their
toxicity for both humans and the environment and the efficiency of new
water treatments for their elimination would be desirable to obtin a
comprehensive picture of their environmental occurrence, sigmbicance,

and impact.
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1.5.2. Metodologias analiticas para determinar drogas y psicofarmacos y sus
metabolitos en matrices sélidas

Las metodologias desarrolladas para determinar drogas y psicofdrmacos y metabolitos
en matrices medioambientales sélidas difieren de las de aguas Unicamente en el muestreo,
pretratamiento y extraccién de la muestra, ya que la determinacién se suele realizar mediante
las técnicas basadas en cromatografia de gases o de liquidos acopladas a espectrometria de

masas de baja o alta resolucién comentadas en el apartado anterior.

Recogida, pretratamiento y conservacion de muestras sélidas

La toma de muestras ambientales sélidas como sedimentos, lodos o biota se suele
realizar de forma puntual o integrando las muestras puntuales recogidas en una determinada
localizacion. Las muestras, recogidas con dragas en el caso de lodos y sedimentos, y con redes o
manualmente en el caso de biota, son depositadas en bandejas de aluminio (Carmona y cols.,
2017), bolsas de plastico antimicrobianas (Gago-Ferrero y cols., 2015) o botellas de vidrio ambar
(Klosterhaus y cols., 2013), transportadas a 4 °C hasta el laboratorio, y congeladas a -20 °C hasta

su extraccion.

El pretratamiento de lodos o sedimentos normalmente incluye su liofilizacién (Evans y
cols., 2015; Gago-Ferrero y cols., 2015; Langford y cols., 2011), para eliminar el contenido en
agua de las muestras y facilitar la estabilidad y preservacién de las mismas hasta el analisis.
Posteriormente, en algunos casos, las muestras liofilizadas se tamizan hasta un tamafio de
particula que varia entre 0,1y 2 mm para obtener una muestra homogénea (Alvarez-Ruiz y cols.,

2015; Vazquez-Roig y cols., 2010b).

En el caso de biota, las muestras pueden ser diseccionadas para obtener determinados
tejidos (branquias, glandulas digestivas, musculo) (Alvarez-Mufioz y cols., 2015; de Sollay cols.,
2016), o bien se puede trabajar con el organismo completo (C. D. Metcalfe y cols., 2010), ya sea
liofilizado (Moreno-Gonzalez y cols., 2016) o fresco (Klosterhaus y cols., 2013). Las muestras de
biota suelen homogeneizarse antes de su liofilizacidn, o antes de su extraccion en el caso de
organismos frescos, con el uso de morteros, licuadoras (Bayeny cols., 2015) o molinillos de bolas

(Moreno-Gonzalez y cols., 2016).
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Extraccion de muestra solidas

Las metodologias analiticas desarrolladas para el andlisis de drogas, psicofarmacos y sus
metabolitos en muestras solidas, como sedimentos, lodos o biota se basan en extraccidon con
liquidos presurizados (PLE) (Alvarez-Mufioz y cols., 2015; Arbeldez y cols., 2014; Jones-Lepp y
cols., 2007; Langford y cols., 2011; Mastroianni y cols., 2013; Moreno-Gonzalez y cols., 2016),
extraccion con ultrasonidos (Alvarez-Ruiz y cols., 2015; Carmona y cols., 2017; Gago-Ferrero y
cols., 2015; Klosterhaus y cols., 2013; Wilkinson y cols., 2018), extraccion por agitacién mecanica
o manual sélido-liquido (Bayen y cols., 2015) o extraccion con microondas (Evans y cols., 2015).
Posteriormente el extracto obtenido se purifica con el objetivo de eliminar los componentes de
la matriz que se han extraido simultdneamente con los analitos de interés, siendo la extraccion
en fase sélida (SPE) una de las técnicas mas utilizadas (Alvarez-Mufioz y cols., 2015; Alvarez-Ruiz
y cols., 2015; Carmona y cols., 2017; de Solla y cols., 2016; Evans y cols., 2015; Vazquez-Roig y
cols., 2012). Para llevar a cabo la SPE, el extracto obtenido se evapora total o parcialmente con
una corriente de nitrégeno, se redisuelve en agua, y se extrae utilizando el mismo tipo de
cartuchos indicados en el apartado de extraccién de muestras de agua (publicacion #2). Ademas
de la SPE, la cromatografia por permeacién de gel (o exclusién molecular) (Alvarez-Mufioz y
cols., 2015; Moreno-Gonzalez y cols., 2016) también se ha empleado para purificar los extractos,
mientras que en otros casos, los extractos no se purifican, Unicamente se filtran (Arbeldezy cols.,

2014) o centrifugan (Gago-Ferrero y cols., 2015; Langford y cols., 2011) antes de su andlisis.

De los métodos de extraccion anteriormente indicados, la PLE es una de las técnicas
preferidas, debido a su gran eficacia de extraccidn, al aplicar altas temperaturas y presiones, y a
su automatizacidn, que permite obtener resultados mds reproducibles, asi como reducir el
tiempo de extraccion y la cantidad de disolvente empleado. Esta técnica requiere la optimizacién
de varios pardmetros como la cantidad de muestra, el disolvente de extraccidon, el nimero de
ciclos (numero secuencial de extracciones realizadas en la misma muestra), la temperatura y el
tiempo de extraccion (Nieto y cols., 2010). En las metodologias publicadas, entre 0,1y 10 g de
muestra se introducen en la celda de extraccion, la cual se rellena posteriormente con resinas
inertes, como hidromatrix, o resinas activas, como alumina basica, neutra o acida para llevar a
cabo una primera limpieza del extracto. Las condiciones de trabajo mas comunmente utilizadas
incluyen el uso de diclorometano, metanol, y diferentes mezclas de metanol/agua con o sin
acido como solventes de extraccién, entre 1y 4 ciclos de extraccidn, temperaturas entre 50 y

110 °C, y tiempos estaticos entre 5y 15 minutos.
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En los ultimos afios el uso de métodos QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged
and Safe) para la extraccion de muestras ambientales ha tomado especial importancia. Esta
metodologia fue desarrollada inicialmente para el analisis de pesticidas en frutas y verduras
(Anastassiades y cols., 2003) y consistia en la extraccidon de 10 g de muestra fresca con 10 mL de
ACN y una mezcla de sales (4 mg MgSQO, + 1 g NaCl) utilizadas para aumentar la fuerza idnica del
medio y favorecer la extraccidn. El extracto obtenido se purificaba posteriormente mediante
extraccion en fase sélida dispersiva (d-SPE) con kits generalmente compuestos por sorbentes de
aminas primarias y secundarias (PSA) utilizadas para la eliminacidn de los acidos grasos, sulfato

de magnesio para eliminar el agua y C18 para eliminar los lipidos residuales.

En los ultimos anos, esta metodologia se ha utilizado para la extraccidn de diferentes
compuestos en una gran variedad de matrices, empleando el método desarrollado por
Anastassiades o bien introduciendo modificaciones para mejorar en cada caso la extraccion de
los analitos objeto de estudio (Perestreloy cols., 2019). En el caso de drogas y psicofarmacos, la
mayoria de estudios investigan matrices biolégicas como sangre, orina o pelo (Anzillotti y cols.,
2014; Dulaurent y cols., 2016; Licata y cols., 2016). Sin embargo, también hay varios estudios
que utilizaron los QUEChERS para la extraccién de psicofdrmacos, principalmente antidepresivos
y benzodiazepinas, de muestras medioambientales sélidas como sedimentos (Fernandes y cols.,
2020; Santos y cols., 2016) y mejillones (Martinez Bueno y cols., 2014). En estos estudios, entre
2 y 5 gramos de muestra liofilizada, se humedecen con 10 mL de agua y posteriormente se
extraen con 10 mL de ACN, o ACN con 2% de hidréxido de amonio, y diferentes mezclas de sales
(4 g MgS0,4 + 1 g NaCl en el caso de los sedimentos, y 4 g Na;SO4+ 1 g NaCl + 1 g NasCitrato:2H,0
+ 0.5 g NaHCitrato:3H,0 en el caso de mejillones), y posteriormente el extracto se purifica
mediante d-SPE utilizando en el caso de sedimentos una mezcla de 150 mg de PSA + 150 mg C18
+ 900 mg MgS04, y en el caso de mejillones un material sorbente con dtomos de zirconio.
Después, los extractos obtenidos se evaporan a sequedad y se reconstituyen con mezclas de

ACN/agua para su posterior andlisis.

Aungue este método de extraccion todavia no esta muy extendido para el andlisis de
drogas y psicofdrmacos en muestras ambientales sdlidas, debe tenerse en consideracién, ya que
es un método muy facil y rdpido de usar, que no requiere instrumentacién especial, proporciona
extracciones robustas y fiables, y utiliza cantidades de muestra y disolventes muy reducidas,

cumpliendo con los principios de la quimica verde
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Capitulo 2. Objetivos

Como se ha mostrado en la introduccidn, las drogas y psicofdrmacos y sus metabolitos
se encuentran presentes tanto en aguas como en matrices ambientales sdlidas, debido a su
incompleta eliminacion en las EDARs y su continda introduccidn en el medioambiente. Las
concentraciones a las que estos compuestos se han detectado son muy bajas (entre ng/Ly pg/L),
por lo que su deteccion requiere del empleo de metodologias analiticas muy sensibles y
robustas. Hasta la fecha, numerosos trabajos han descrito el desarrollo y aplicacién de
metodologias analiticas, basadas principalmente en LC-MS, para caracterizar la presencia y el
destino de drogas y/o psicofarmacos en el medio ambiente, aunque la mayoria de ellos han
analizado por separado estas dos clases de contaminantes, y en algunas matrices como
sedimento o mejillones, muchos de los compuestos objeto de estudio en esta tesis no se han

investigado nunca.

Por otro lado, el andlisis de aguas residuales con fines epidemioldgicos ha sido
ampliamente utilizado en diferentes partes del mundo para estimar el consumo de drogas
legales e ilegales tanto a nivel local como nacional. Sin embargo, en Espaia, la aplicacién de esta
metodologia ha estado limitada a estimar el consumo de drogas legales e ilegales en un escaso
numero de ciudades, y hasta la fecha, las estimaciones de consumo a nivel nacional se han

obtenido mediante la extrapolacion de los resultados obtenidos en una Unica ciudad.

En este contexto, el objetivo general de esta tesis fue desarrollar y validar metodologias
analiticas que permitieran determinar simultdneamente la presencia de drogas y psicofarmacos
en diferentes matrices medioambientales, asi como extender la aplicacion del analisis de aguas
residuales con fines epidemioldgicos a un entorno mds amplio en Espafia. Los objetivos

especificos de la tesis fueron:

e Validar una metodologia analitica para el analisis simultdneo de drogas y
psicofarmacos y de algunos de sus metabolitos en agua residual y aplicar dicha
metodologia a la determinacién de estos compuestos en agua residual recogida a la
entrada de una EDAR que da servicio a parte de la ciudad de Barcelona y su area
metropolitana para evaluar los niveles a los que estos compuestos estan presentes

en estas aguas.

e Validar una metodologia analitica para el analisis de drogas y algunos de sus
metabolitos en sedimentos y aplicar dicha metodologia a la determinacién de estos
compuestos en muestras de sedimentos recogidos durante dos afios consecutivos

en las cuencas de los rios Llobregat, Ebro, Jucar y Guadalquivir, con el objetivo de
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evaluar la presencia y distribucién (temporal y geografica) de estos compuestos en
esta matriz, apenas investigada, y el riesgo medioambiental que suponen para los

organismos acudticos expuestos.

Desarrollar y validar una metodologia analitica para el andlisis de drogas,
psicofarmacos y algunos de sus metabolitos en mejillones y aplicar dicha
metodologia a la determinacidn de estos compuestos en muestras de mejillones
salvajes recogidos en la costa catalana y de productos comerciales para evaluar su

presencia en esta matriz.

Aplicar el protocolo de analisis de aguas residuales con fines epidemiolégicos a la
estimacidon del consumo de alcohol en varias ciudades espafiolas para poder

obtener informacién mds completa a nivel local, autondmico y nacional.
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Capitulo 3. Resultados

Los resultados obtenidos en esta tesis se han presentado y discutido en 4 articulos
cientificos publicados en revistas internacionales incluidas en el SCI (del inglés Science Citation
Index). Las publicaciones #3, #4, y #5 muestran las metodologias analiticas validadas para el
analisis de drogas, psicofarmacos y algunos de sus metabolitos en agua residual, sedimentos y
mejillones, respectivamente, y su aplicacién a distintas muestras medioambientales. La
publicacidn #6 muestra la aplicacién del andlisis de aguas residuales con fines epidemiolégicos
para estimar el consumo de alcohol en 16 zonas geogriéficas de 13 ciudades de Espafiay compara
los resultados obtenidos con los datos oficiales generados a partir de los indicadores clasicos

gue se vienen utilizando tradicionalmente para este fin.

3.1. Analisis de drogas, psicofarmacos y algunos de sus metabolitos en
agua residual

Los bajos niveles a los que se encuentran las drogas y los psicofarmacos, asi como sus
metabolitos, en el agua residual, junto con la complejidad de esta matriz, son las principales
dificultades a la hora de desarrollar metodologias analiticas que sean lo suficientemente
sensibles y robustas para la deteccion y cuantificacion de estos compuestos de una manera
fiable. De todas las etapas involucradas en la preparacion y el andlisis de una muestra, la
extraccién es una etapa critica en la que se deben aplicar procedimientos de preconcentracion
y purificacidn lo suficientemente selectivos y eficaces para retener en la mayor medida posible
los compuestos objeto de estudio y disminuir al maximo posible las interferencias de la matriz.
La mayoria de las metodologias desarrolladas para analizar drogas y psicofarmacos en aguas
residuales utilizan SPE para la extraccién y purificacion de las muestras. Este tipo de tratamiento
requiere, por lo general, un gran volumen de muestra (100-1000 mL) e implica una manipulacion
considerable de la muestra, que incluye normalmente un paso final de evaporacion del extracto
obtenido, con la consiguiente inversién de tiempo por parte del analista. Estos inconvenientes
se pueden reducir con el uso de metodologias de SPE automatizadas y acopladas en linea a los
sistemas de analisis (on-line SPE). Este tipo de tecnologia permite reducir el volumen de muestra
a extraer y de solventes utilizados en el proceso y, ademds, obtener resultados mas

reproducibles al minimizarse la manipulacién de la muestra.

En lo que respecta al anidlisis, la LC acoplada a MS/MS es la técnica mas empleada ya

gue, como se comentd en la seccién 1.5.1, por un lado, el empleo de GC requeriria la
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derivatizacién de los analitos, ya que son compuestos con una polaridad medio-alta y poco
volatiles (Tabla 1), y por otro, el uso de MS/MS permite conseguir una gran selectividad y
sensibilidad en el andlisis, lo que junto con el uso del método de dilucion isotdpica para la

cuantificacion genera resultados muy fiables.

En este contexto, la publicacion #3 presenta una metodologia analitica multiresiduo
completamente automatizada basada en SPE acoplada en linea a LC-MS/MS para la
determinacién simultanea de 37 drogas, psicofdrmacos y algunos de sus metabolitos en agua
residual. Esta metodologia es una variacidon de una metodologia previamente desarrollada en el
laboratorio (Postigo y cols., 2011a). Las principales diferencias de esta nueva metodologia con
respecto a la anterior son: (i) la inclusion de 21 compuestos nuevos, principalmente,
psicofarmacos y nuevas sustancias psicoactivas, (ii) la centrifugacién de la muestra en lugar de
su filtracidn, para evitar la adsorcién de los compuestos mas apolares en el filtro, tal y como se
observé para el THC-COOH en el trabajo realizado por Causanilles y cols. (2017a), (iii) la
acidificacion de la fase mévil con una mezcla de formiato amonico y acido formico (5 mM, pH:
3.8) para reducir la cola de los picos cromatograficos y favorecer la ionizacién de algunos
compuestos (p.ej. los compuestos de tipo anfetaminico), (iv) el empleo de un Unico tipo de
cartucho para la SPE (sorbente PLRP-s) y la deteccion de todos los compuestos en modo de
ionizacion positivo para determinar todos los compuestos en un Unico analisis, en vez de en dos,
como en la anterior metodologia vy, (v) el lavado del cartucho con sorbente PLRP-s con agua
conteniendo 5% de MeOH en vez de sdélo con agua, lo que mejord la sefial de algunos
compuestos (aumento de la sefial de fluoxetina, THC-COOH, y OH-THC en torno a 2 veces)
gracias a la eliminacidn de componentes interferentes de la matriz que coeluyen, sin perjudicar

la sefal del resto de compuestos.

Durante el desarrollo de la nueva metodologia, se optimizaron las condiciones de
MS/MS, tanto para los nuevos compuestos incluidos en el método multiresiduo, como para los
patrones internos marcados isotdpicamente utilizados para su cuantificacion. También se
evaluaron diferentes concentraciones del tampdn acido férmico/formiato amoénico (5, 10 y 20
mM) en la fase acuosa de la fase movil para conseguir las condiciones en que se producia una
mejor separacion cromatografica y se obtenia una mejor sefial de los analitos. Por ultimo, se
evaluaron diferentes porcentajes de MeOH (0%, 2,5% y 5%) en el agua empleada para lavar el

cartucho con sorbente PLRP-s con el fin de eliminar al maximo las interferencias de la matriz.

Una vez obtenidas las condiciones éptimas para la extraccién y el andlisis, la

metodologia fue validada en térmicos de linealidad, recuperacién, repetibilidad, efecto matrizy
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sensibilidad. Todos estos parametros se evaluaron tanto en agua de grado HPLC como en agua
residual, dopadas en ambos casos con los analitos objeto de estudio a concentraciones
ambientales relevantes (entre 50 y 2.500 ng/L para todos los analitos menos para la cafeina,
afiadida a concentraciones entre 10.050 y 102.500 ng/L, ya que como se mostré en la seccion

1.3.1.1 esta sustancia suele estar presente a concentraciones superiores en el medio ambiente).

Finalmente, la metodologia se aplicd al andlisis de muestras de agua residual recogidas
en una EDAR que da servicio a parte de la ciudad de Barcelona y su drea metropolitana. La
mayoria de los psicofarmacos y nuevas sustancias psicoactivas incluidas en la metodologia no se
habian investigado previamente en estas aguas. Los resultados obtenidos mostraron que las
sustancias encontradas a mayor concentracién en el agua correspondian a las drogas mas
consumidas en Espafia (cocaina y cannabis) segln las encuestas oficiales, y a los antidepresivos
también mas consumidos en el pais (venlafaxina, citalopram y sertralina) segin la Agencia
Espafiola de Medicamentos. Esto demuestra el potencial del andlisis de aguas residuales para

examinar los habitos de consumo de la poblacién.
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This work presents a multi-residue method for the simultanecus determination of 37 legal and illicit
psychoactive substances in wastewater, including the most common illicit drugs {cocaine-related
compounds, amphetamine-type stimulants, hallucinogens, opiatesfopioids, and cannabinoids), new
psychoactive substances (two synthetic cathinones, the synthetic opioid AH-7921, and the aryloyclohexy-
lamine methoxetamine), and legal but controlled psychoactive substances (stimulants, benzediazepines,
antidepressants, sedatives, antipsychotics, and hypnotics). To this end a fully automated analytical
approach based on solid phase extraction coupled in series to liguid chromatography tandem mass spec-
trometry detection [on-line SPE- LC-MS/MS) was used. The methodology developed was validated in
terms of linearity, recovery, repeatability, and sensitivity in wastewater. Method linearity was between
0.1 ng/L{orthe analyte limit of quantification if higher) and 2,000 ng/L (10,250 ng/Lin the case of caffeine ).
Absolute recoveries were variable (between 5% and 132%), depending on the analyte. However, the use
of isotopically labeled compounds corrected for analyte losses during the extraction process and matrix
effects (relative recoveries within the range of 80-120%). Repeatability of the method was satisfactory
for all analytes, with RSD values lower than 13% for most compounds. Limits of detection and quantifica-
tion inwastewater were below 7 and 23 ng/L, respectively. for all analytes except lormetazepam (10 and
32ng/L), caffeine (13 and 44 ng/L), and the cannabinoids 11-nor-9-carboxy- A"-tetrahydrocannabinol
{18 and 61 ng/L) and 11-hydroxy-A®- tetrahydrocannabinol (69 and 228 ng/L). The method was applied
to the analysis of wastewater samples collected daily in Barcelona for one week. Twenty-five of the 37
analytes were detected in the samples analyzed, Average concentrations ranged from 7 ng/L in the case
of zolpidem to 54 pg/L in the case of caffeine,

i1 20118 Elsevier BV, All rights reserved.

1. Introduction

Such trend has also been observed in Spain, with cannabis being the
maost consumed drug (9.5% of last year prevalence of use among the

According to the last World Drug Report of the United Nations
Office an Drugs and Crime, 275 million people between 15 and 64
vears used illicit drugs at least once in 2016 [ 29]. Although this indi-
cates a clear increase in the number of illicit drug users since 2008,
illicit drug use has remained stable in the last Ave years worldwide.
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15-64 age band in 2015), followed by cocaine (2%), ecstasy (0.6%),
hallucinogens (0.6%), and amphetamines (0.5%) [ 1]. In recent years
new psychoactive substances (NPS) ar "legal highs” have appeared
in the drug market. These substances produce similar effects than
traditional illicit drugs; however, they are not controlled by the
1961 United Nations Single Convention on Narcotic Drugs or the
1971 United Nations Convention on Psychotropic Substances [2],
In Spain, the consumption of this type of substances is not very
widespread yet with a last year prevalence of use among peo-
ple aging 15-64 years of 0.9% |1]. Last year prevalence of use of
hypnosedarives including tranquilizers, sedatives and somniferous
has continuously increased in Spain since 2005 (ca. 10 points in
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10 years) [ 1]. Although these substances are legally prescribed to
relieve pain or to treat depression, seizure disorders, anxiety and or
insomnia, among others [1], their abusive use without medical
supervision can lead to health issues or even dependence. In this
respect, non-prescribed use of these substances has doubled in the
last 10 years (last year prevalence among people aging 15-64 of
23%)[11

Given the widespread use of illicit and legal psychoactive drugs,
these substances in their original form or their metabolites have
been introduced into the water cycle, and their presence has been
reported in wastewater, surface water, groundwater, and even
drinking water [3-5]. As a result, they have been recognized as
a new class of emerging organic contaminants of concern in the
environment. The determination of psychoactive drugs in water
matrices is justified to evaluate their environmental occurrence,
required for proper risk assessment, and to back-calculate their use
by a specific population, which is possible from their analysis in
untreated wastewater [G].

Measurement of these substances, medium to highly polar in
most cases, in aqueous environmental matrices relies on the use
of sensitive and selective analytical techniques, such as liquid
chromatography (LC) coupled to mass spectrometry (MS) detec-
tion. While targeted LC-MS(/MS) methods have been commonly
employed for their quantitative analysis [5,7-10] non-targeted
approaches using sensitive high-resolution mass spectrometers
have been used for the identification of NPS [11-13].

Despite the high sensitivity of MS instruments, the low con-
centrations at which these substances are present in the aquatic
environment call for their preconcentration prior to LC—MS anal-
ysis. This has been commonly achieved by means of solid phase
extraction (SPE) [14]. Fully automated methodologies based on
configurations that allow coupling the SPE step to the LC—MS sys-
tem allow reducing analytical lab-effort, cost, and time [15] as
compared to offline SPE based methods. Furthermore, minimum
sample manipulation in on-line approaches contributes to obtain-
ing accurate, precise and reliable results. Large volume injection in
modern and sensitive MS instruments has been reported to replace
well the SPE preconcentration step in the analysis of clean water
samples [9]. However, on-line SPE based methodologies are still
appointed as the best approaches for the automated analysis of
highly complex matrices such as untreated wastewater.

In this context, this work presents a multi-residue analyti-
cal method based on on-line SPE-LC-MS/MS for the simultaneous
determination of 37 selected psychoactive substances in raw
wastewater. The list of target psychoactive substances included
the most common illicit drugs such as cocaine and related
metabolites, amphetamine-type stimulants (ATS), hallucinogens,
opiates, and cannabinoids; NPS, in particular, two synthetic cathi-
nones, one synthetic opioid and one arylcyclohexylamine;the
widely consumed stimulant caffeine; and the most used psychoac-
tive pharmaceuticals in Spain, and in general worldwide, such
as benzodiazepine-type anxiolytics, antidepressants, sedatives,
antipsychotics and hypnotics. Despite the fact that there are already
several fully automated methodologies published in the peer-
reviewed literature for the analysis of illicit drugs in wastewater,
prescribed psychoactive drugs and NPS are usually not included.
In this regard, to the authors’ knowledge this is the first time
that w«-hydroxy-alprazolam (OH-ALPZ), a-hydroxy-midazolam
(OH-MIDZ), midazolam (MIDZ), temazepam (TEMZ), zolpidem
(ZOPD), 3,4- methylenedioxypyrovalerone (MDPV), 3.4-dichloro-
N-[[1-(dimethylamino)cyclohexyllmethyl|benzamide (AH-7921),
mephedrone (MEPH), and methoxetamine (MXE) are analyzed in
raw wastewater using a methodology based on on-line SPE. The
method developed was applied to the analysis of raw wastewa-
ter of the city of Barcelona to obtain a first general picture on the
occurrence of legal and illicit psychoactive substances previously

not investigated in the area, e.g., NPS and most of the psychoactive
pharmaceuticals included in the developed methodology.

2. Material and methods

2.1. Reagent and materials

High purity (>97%) standards of the target compounds and
isotopically labeled analogs were purchased from Cerilliant
(Round Rock, TX, USA) as solutions in methanol (MeOH) or
acetonitrile (ACN) at a concentration of 0.1 or 1mg/mL. The
illicit drugs investigated included cocaine (COC), its major
metabolite benzoylecgonine (BE) and cocaethylene (CE), a
metabolite formed when cocaine and ethanol are simultaneously
consumed; the ATS amphetamine (AM), methamphetamine
(MA) and 3,4- methylenedioxymethamphetamine (MDMA or
ecstasy); the hallucinogenic substances ketamine (KET) and
lysergic acid diethylamide (LSD); the opioids/opiates mor-
phine (MOR), heroin (HER) and its metabolite 6-acetylmorphine
(BACM), methadone (METH) and its metabolite 2-ethylidene-1,5-
dimethyl-3, 3-diphenylpyrrolidine (EDDP); and the cannabinoids
11-nor-9-carboxy-A?-tetrahydrocannabinol (THC-COOH) and 11-
hydroxy- A?-tetrahydrocannabinol (OH-THC), which are the main
THC metabolites. The NPS included were the synthetic cathinones
MEPH and MDPV, the synthetic opioid AH-7921, and the synthetic
arylcyclohexylamine MXE, whereas the list of prescribed psy-
choactive substances covered the benzodiazepine-type anxiolytics
alprazolam (ALPZ), its metabolite OH-ALPZ, diazepam (DIAZ),
lorazepam (LORZ), lormetazepam (LRMZ), MIDZ, its metabolite
OH-MIDZ, oxazepam (0OXZ) and TEMZ; the stimulants caffeine
(CAF) and ephedrine (EPH); the antidepressants citalopram (CTLF),
fluoxetine (FLX), sertraline (STR), and venlafaxine (VFX); the seda-
tive hydroxyzine (HXZ), the antipsychotic chlorpromazine (CPMZ),
and the hypnotic ZOPD. Table S1 in SI shows the physical-chemical
properties including pKa and log K, of the target analytes.

Working standard mixture solutions were prepared in MeOH
at different concentrations in the range of 0.1 and 2,000 ng/mL
(10,250 ng/mLin the case of CAF) by appropriate dilution of individ-
ual stock solutions. All of them contained the isotopically labeled
(surrogate) standard (SS) mixture at a concentration of 5,050 ng/mL
in the case of CAF-dy, 50ng/mL in the case of BE-dg, COC-ds,
CTLP-dg, EDDP-d3, EPH-d3, LORZ- d4, LRMZ-'3C-d3, METH-d3,
MOR-d3, OH-THC-ds, OXZ-ds, STR-ds, THC-COOH-d5 and VFX-ds,
and 20ng/mL in the case of the remaining surrogate compounds.
A separate solution containing only the SS at the aforementioned
concentrations was also prepared for sample analysis. Working
standard mixtures were used for calibration purposes and as for-
tification solutions in the validation studies. All standard solutions
were stored in the dark at - 20 °C until use.

All solvents used were from |.T. Baker (Serviquimia, Barcelona)
and were HPLC grade. Formic acid (>98%) and ammonium for-
mate [>99%), used as mobile phase modifiers, were purchased from
Merck and Fluka Analytical (Sigma Aldrich), respectively.

2.2, On-line SPE-LC-MS-/MS method

The developed automated methodology is based on a previ-
ously published method for the determination of 18 illicit drugs
and metabolites and alprazolam [ 16] in wastewater. Main modifi-
cations included were:

1 the expansion of the list of target compounds with 21
new target substances, i.e, AH-7921, caffeine, citalopram,
chlorpromazine, diazepam, fluoxetine, hydroxyzine, ketamine,
lorazepam, lormetazepam, MDPV, mephedrone, midazolam,
methoxetamine, a-hydroxy-alprazolam, a-hydroxy-midazolam,
oxazepam, sertraline, temazepam, venlafaxine and zolpidem,
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and their corresponding isotopically labeled compounds for iso-
tope dilution quantification,

2 the centrifugation of the samples instead of their filtration in
order to reduce the adsorption of the less polar compounds (e.g.,
cannabinoids) onto the filters,

3 the use of an acidic mobile phase (5mM ammonium for-
mate/formic acid, pH3.8) to reduce chromatographic peak tailing
and improve compound ionization,

4 the extraction of all target analytes onto the wettable polymeric
sorbent PLRDPs (cross-linked styrene- divinylbenzene polymer,
10 % 2 mm, 15-25 wm particle size) (Spark Holland, Emmen, The
Netherlands),

5 a cartridge-washing step with a 5% MeOH aqueous solution to
reduce the extent of matrix interferences, and

6 the MS analysis of cannabinoids (i.e., THC-COOH and OH-THC) in
the positive electrospray ionization mode.

On-line 5PE was performed using an automated sample proces-
sor Symbiosism Pico that is composed of an Alias™ autosampler
equipped wirth a 5mL sample loop, an HPLC binary pump, an
automated cartridge exchange (ACE) module, and a high-pressure
dispenser (HPD) module (Spark Holland). For extraction, five-mL
of a ten-fold diluted wastewater sample containing the SS mixture
was loaded onto a previously condirioned (3 mL of ACN followed
by 2mlL of HPLC-grade water at a flow rate of 5mlL/min) PLRPs
cartridg at a flow rate of 1mL/min. Upon sample loading, the
cartridge was washed with 1 mL of HPLC-grade water containing
5% of MeOH at a flow rate of 5mLfmin. Finally, elution of the
analytes from the cartridge to the LC system was performed with
the chromatographic mobile phase (water containing SmM of
formic acid/ammonium formate buffer and ACN at a constant
flow rate of 0.3 mL/min). Chromatographic elution and separation
was performed with a Purospher Star RP-18 end-capped column
(125mm x 2.0mm, particle size 5pm) preceded by a guard col-
umn of the same packing material, both from Merck (Darmstadt,
Germany) and the following organic gradient: from 5% to 40% in
12 min, then to 70% in 6 more minutes, to 80% in the next minute
and to 100% in the following 9 min. Pure organic conditions were
held for 5 min to clean the column, Return to initial conditions was
done in 4min, and they were maintained for 10min for column
re- equilibration before the next injection. Since SPE of a sample
in a sequence is performed at the same time that the LC-M5/MS
analysis of the previously extracted one, total SPE-LC-MS/MS
analysis time is defined by the longest process, which in this case
corresponds to the 47 min needed for the sample chromatographic
separation and column cleaning and re- equilibration.

MS analysis was performed with a 4000 QTRAP hybrid triple
quadrupole-linear ion trap (QqLIT) mass spectrometer equipped
with a Turbo lon Spray Source (AB-Sciex, Framingham, MA, USA)
set in the positive ionization mode (ESI+). Data acquisition was per-
formed in the selected reaction monitoring (SRM) mode recording
two SRM transitions per compound and one for the corresponding
Ss.

2.3. Method performance

The performance of the methodology was evaluated in terms of
linearity, recovery, repeatability, sensitivity, and matrix effects.

Linearity of the method was evaluated within the concentra-
tion range 0.1-2,000ng/L (equivalent to 1ng/L and 20 pg/L in
wastewater), for all analytes except for caffeine, whose linearity
was evaluated between 0.1 and 10,250ng/L. (equivalent to 1 and
102.5 pg/L in wastewater) due to the high concentrations expected
in raw wastewater, Far this, ten-point calibration curves were pre-
pared in HPLC-grade water by appropriate dilution of the working
standard solutions and analyzed with the optimized methodology.

Calibration curves were constructed using the relation between the
area of the analyte and the area of its deuterated analog through
the isotope dilution approach, and weighted least-squared linear
regression using 1/x? as weighting factor to minimize the influence
of high concentrations in the model.

Analyte recovery was evaluated in raw wastewater. For this, five
replicate analysis of fortified raw wastewater was performed at
three different levels (50 ng/L, 500 ng/L and 2,500 ng/L for all drugs
except for caffeine that was evaluated at 10,050 ng/L, 50,500 ng/L
and 102,500 ng/L). Absolute recoveries (AR) of the target and sur-
rogate compounds were calculated by comparing the peak areas
obtained after on-line SPE-LC-MS/MS analysis of fortified wastew-
ater samples (after subtraction of the background signal (n=3)
in the wastewater sample used in the recovery study, if present)
with those obtained after LC-MS/MS analysis of solutions with
equivalent amounts of analyres. Relative recoveries (RR) were also
evaluated. These figures corresponded to the amount of analyte
recovered in relation to the recovery of its corresponding SS.

The repeatability of the method was also examined at the afore-
mentioned three different levels as the relative standard deviation
(RSD) of the signal obtained after five replicate analysis of fortified
raw wastewater samples,

The sensitivity of the method was appraised through the limits
of detection (LOD) and quantification (LOQ) observed for each tar-
get analyte. These limits were experimentally estimated from the
analysis of raw wastewater samples as the concentration giving a
signal to noise ratio of 3 and 10, respectively. Due to the matrix
heterogeneity of the wastewater samples, average LODs and LOQs
are provided. Method LOD and LOQ of those compounds that were
not detected in the analyzed wastewater samples were extracted
from the MS signals observed after analysis of wastewater samples
fortified at the lowest level.

In order to investigate matrix effects (ME), analyte peak areas
obtained after on-line SPE-LC-MS/MS analysis of a wastewater
sample fortified wirh the standard mixture ar 1,000 ng/L (after
subtracting the amount of the analyte in the wastewater sam-
ple, il present} were compared with those obtained after on-line
SPE-LC-MS/MS analysis of HPLC-grade water fortified at equal con-
centration (100 ng/L after wastewater dilution), according to Eq,
(1n

FBME : ((Aww-100ng/L~Aww-blank )/ Ati20-100ng/ ) + 100)-100 (1)

In the absence of ME, similar peak areas should be obtained in
fortified wastewater and HPLC-grade water. Negative values of ME
should result when the analyte signal observed in wastewater is
lower than that in the HPLC-grade water and hence, they indicate
ionization suppression of the signal during MS analysis. On the con-
trary, positive values of ME that should result when the analyte
signal in wastewater is higher than that in HPLC-grade water point
oul to signal enhancement due to matrix components.

2.4. Sample collection and sample preparation

24-h compaosite wastewater samples were collected on consec-
utive days during one weelk in March 2015 at the inlet of a WWTP
locared in Barcelona {Northeast of Spain). Sample collection was
carried out by means of an automatic ISCO 6712C compact portable
sampler (Instrumentacidn Analitica, El Prat de Llobregat, Barcelona,
Spain) programmed to sample 50mL every 10min. One-liter of
the homogenized sample was transferred to an amber polyethy-
lene terephthalate (PET) flask and transported in cool conditions to
the laboratory, Upon arrival, the sample was 10-fold diluted with
HPLC-grade water, fortified with the SS mixture and centrifuged at
3500 rpm for 10 min. Then the supernatant was transferred toa PET
bottle and stored at —20°C in the dark until analysis.
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Table 1
LC—ESI-MS5/MS conditions used o determine the targer analytes and corresponding isotopically labeled analogs,
Analyte Retention Declustering SEM Colision SRM ratio
time (min) Potencial (V) transition Energy (V) (SRMI1/SRMZ)
0-12min
: 3.49=+1.65 90 286152 75 1.8+0.2
Morphine {MOR] 286> 128 05
MOR-ds 5348+ 125 a0 289152 5
; 5.04= 083 40 166> 148 20 52+ 0.7
Ephedrine [EFH) 1662133 30
EPH-dy 303+ 079 40 168> 151 20
s 5.86=0.71 30 136119 15 08 =01
Amphetamine [AM) 136> 91 20
AM-ds 578+ 074 30 141 > 96 20
S 5.92= 062 G0 193 =138 30 sE=02
Caffeine (CAF) 1955110 0
CAF-tly 5892+ 059 60 198> 140 35
- 628073 a0 328=165 75 1.5+0.2
G-Acetylmorphine (ACM) 3285 152 80
GACK -dg 625 077 90 334> 165 Fe)
5 6.46 £ 0.92 50 150+ 91 20 3.2+ 04
Methamphetamine (MA) 150> 119 30
MA-d,, 646+ 092 50 164> 58 30
3a-Methylenedioxy-methamphetamine G.F7= 078 50 1894 >163 20 2703
(MDMA) 194> 105 35
MOMA-d; 6.7 073 40 188 135 35
B 1 ine (BE) 7.14 £049 BO 290 > 168 35 LB+03
enzoylecgonine Ja0s 77 100
BE-dy 708 +051 &0 298171 Ei]
720 £ 0.63 40 178 = 160 20 1.7+ 0.2
Mephedrone (MEFPH ) 178 > 145 30
MEFH-dy 708 + 062 40 181> 163 20
5 748= 050 40 238125 40 23 =01
Ketamine | KET} 238179 40
KET-dy FA5 2054 40 242> 129 40
z £.36= 046 50 248> 203 20 134001
Methoxetamine (MXE} 2485 121 40
. 908+ 049 70 370> 165 70 45 =05
Heroin (HER) 370> 268 50
HER-dy 903 + 046 Fit] 379> 272 45
5 9.50= 0.48 T0 276> 175 30 1.3+ 01
3.4-Methylenedioxy-pyrovalerone (MDPV) 276> 135 a0
MDPV-ilg 947+ 054 70 284> 185 41
. 961+ 051 TO 304 = 182 30 45035
Cocaine (00OC) 304> 77 o0
COC-dy 961+ 050 Y 307 > 185 25
, 9.92 +0.39 70 308 » 235 46 24404
Zolpidem (ZOLE) 308> 263 36
Z0LP-d+ 985+ 038 86 315=242 50
i : 10,14+ 0.48 70 324 =223 40 16=03
Lysergic acid di-ethylamide (LSD) 224 > 208 40
LS 114+ 045 6 327 = 226 35
= 1023+ 0.44 54 278 =58 47 1.4=01
Venlafaxine (VFX) 2782760 17
VEX-dg 1023+ 044 56 284> 64 45
10.94 = 0.45 70 318>196 95 31=04
Cocaethylene {CE) 318> 77 35
CE-ds 1094 = 045 0 321>199 30
12-18.30min
: 12,65 + 0.40 66 325109 37 20402
Citaldpram (CTLF) 325262 28
CTLP-tls 12.64 = 040 2 331 =109 Erg
3 4-Dichloro-N-[[ 1< dimethylamine)-cycl ohexyl lmethy]] 12,28+ 055 56 320 =284 20 1.9+0.2
benzamide (AH-7921) 320173 45
AH-7927-dg 1226+ 053 55 332 =287 25
12.94 +0.3% 102 326 =291 38 43+ 0.3
Midazolam (MIDZ) 326> 249 52
MIDZ-d. 12,90 + 0.24 107 330=295 38
2-Ethylidene-1.5-dimethyl-3, 13.36 + 0,49 70 278234 45 20+01
3-di-phenyipyrrolidine (EDDP) 278 =249 35
EDDP-d3 1335 £ 042 Fit] 281> 234 45
13.39= 054 92 325 =297 35 29=04
ce-Hydroxy-alpra-zolam (OH-ALFZ} 325216 55
OH-ALPZ-ds 1333 =036 162 330>302 k74
Z 13.63 +034 92 342-324 Y 24=-02
ee-Hydroxy-mida-zolam (OH-MIDZ ] 3425203 37
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Table 1 (Continued)

Analyte Retention Declustering SEM Colision SRM ratio
time (min) Potencial (V) rransition Energy (eV) (SRM1/SRM2)
OH-MIDEZ-dy 13.60+ 0.20 80 346=328 33
i 13.98 £ 051 34 375> 201 57 28 +04
Hydroxyzine (HXZ) 375166 29
HXZ-dy 13.97 + 0.54 47 383 =201 25
14.00+ 018 49 287> 241 31 1.1+01
Oxazepam [(OXA) 287> 269 23
OXA-dy 13.02 + 030 56 202> 246 36
. 1442 £ 0.20 70 309= 205 G0 2204
Alprazolam (ALPZ) 309> 281 35
ALPZ-ds 14.38 + .30 60 314> 286 400
1443+ 0.32 60 3212275 20 16+ 0.1
Lorazepam (LORZ) 371303 30
LORZ-d 1441 £ 007 50 325=279 30
1455+ (L35 45 310= 265 20 28+03
Methadone (METH) 310> 105 40
METH-d3 14.54 + (138 Gl 313> 268 20
" 14.86 + 033 4 310>44 47 46 =04
Fluoxetine (FLX) 310148 13
FLX-d5 14.85 + 034 45 316>44 45
; 15.02 + 0.41 41 306275 1% 164+ 02
Sertraline (STR) 306> 159 39
STR-d 15.02 + 0 .44 46 309> 158 43
. - 15.10 + 0.49 49 319=86 29 13 +02
Chlorpromazine {(CPMEZ) 21958 s
CPMZ-d; 15.09 + 0 .46 52 322>89 28
1550+ 0,11 73 301+ 255 33 21+0.3
Temazepam (TEMZ) 301> 283 20
TEMZ-d5 1541+ 0,19 56 306 > 260 2
1585 + 032 7 335>289 34 8407
Lormetazepam (LRMZ) 3255 177 57
LRMZ- (15 15.92 +0.27 56 339>293 a1
. 17.00+ 0.10 75 2855193 40 1.4+0.1
Diazepam (DIAZ) 985 222 40
DIAZ-ds 16.91+ 0.21 75 290> 154 40
18.30-47 min
11-hydroxy-A"-tetrahydrocannabinol 2043 +023 65 331> 313 20 91+03
{OH-THC) 331=193 30
OH-THC-dy 20.52 +0.18 65 334> 316 15
11-nor-9-carboxy-A%-terrahyd rocannabinol 2056+ 024 50 345> 299 20 0.43 +0.09
{THC-CO0H) 345> 327 29
THC-COOH-d: 2052+ 0.18 55 348=330 25

* Ket-d4 used as surrogate standard.

3. Resulis

3.1. Method optimization

MS conditions for the psychoactive drugs included in the
methodology were individually optimized for each compound after
infusion of an acidified standard solution (0.5-1 pg/mL) with the
aid of Analyst 4.2 software and manually confirmed. Optimum
declustering potential was selected in full scan mode, and the two
most abundant and selective SRM transitions and optimum col-
lision energies that maximize their intensity were selected after
product ion scan experiments. THC-COOH and OH-THC were the
only molecules that ionized better with negative than with posi-
tive electrospray. However, the method sensitivity for THC-COOH
and OH-THC was compromised in view of reducing analysis time
and cost.

Despite the fast acquisition rate of the MS analyzer, the regis-
tration of the target SRM transitions (two per target analyte and
one per SS) was allocated in three different time-scheduled acqui-
sition windows to maximize method sensitivity and ensure method
reproducibility.

Chromatographic separation and peak signal were evaluated
using different buffer (ammonium formate/formic acid) concen-
trations in the aqueous mobile phase {5 mM, 10mM, and 20mM ).
For that, a solution (MeOH:HPLC water, 1:1, v/v) containing the ana-
lytesataconcentration of 125 ng/mL was injected in the LC-MS/MS

system. For most compounds, less signal suppression was observed
at the lowest buffer concentration (1.3-2 times lower signal at
10 mM and 2-5 times lower signal at 20 mM as compared to 5 mM};
therefore 5 mM ammonium formate/formic acid was selected as
optimum LC modifier. Total ion chromatograms (TIC) obtained
using the different mobile phases tested are shown as supporting
information in Fig. §1.

The effect of using different amounts of methanol (0%, 2.5%, and
5%) in the aqueous solution used to wash the on-line SPE cartridge
on analyte breakthrough and matrix removal was also evaluated.
For this, HPLC-grade water and raw wastewater (diluted 1 to 10}
fortified at a working concentration of 250 ng/L were extracted in
triplicate using the different washing conditions. Analysis of HPLC-
grade water showed that no analyte was washed out from the
cartridge using the washing solution containing the highest per-
centage of organic solvent tested (5%). Analyte signals observed
after analysis of fortiied HPLC-grade water and raw wastewa-
ter were similar for all analytes but for fluoxetine, OH-THC and
THC-COOH whose signal was increased about 2 times when the car-
tridge was washed with HPLC-grade water containing 5% MeOH as
compared to pure HPLC-grade water. Since cannabinoids were the
compounds providing the lowest instrumental method sensitivity,
HPLC water containing 5% of MeOH was selected as washing solvent
as it improved its sensitivity due to matrix interferences removal.
Fig. 52 in Sl shows the extracted ion chromatograms obtained for
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OH-THC, fluoxetine, and THC-COOH after on-line SPE-LC-MS/MS
analysis of a fortified wastewater sample using the different eval-

uated washing solutions,

The chromatographic retention time, the SRM transitions and
the optimum ionization conditions for the analysis of each tar-

85

get analyte and its SS are provided in lable 1, Extracted ion
chromatograms of the target analytes obtained after on-line SPE-
LC-MS/MS analysis of a wastewater sample fortified with the
standard mixture at 2,500 ng/L {102,500 ng/Lin the case of caffeine)

are shown in Fig, 1.

8063 [381 1.0e5),1235 3.5e3 2063 OH-THC
MOR AH-7921 (331/313)
(286/152) (329/184) |
1.4e5 4,
2,55 "“Em 127045 0e3 2072 ue oo
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9.0e4) 583 gded| (1313 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 47
AM ) "m0z
{136/119) 1326/291)
8.0e5, |5.87 1.6e5 s
CAF 2 eoor
(198/138) 1278/234)
6.17
s 6ACM 10ed| 1338, Alrz
(328/165) (325/297)
1.9e5 6.48 5.0e4 139
MA OH-MID2
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6.78 14.03
2.2e5) MOMA 2.5e5 R
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1.4e5] 12 2 4ed, 14.25
BE oxz
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2.5e5 F 5 .Oed .
MEPH lﬂ i MIS\EPZ
(178/160) (309/281)
1.6e5 7.43 2.0ed 14.68
KET LORZ
(238/125) {321/27%)
% 835 14.60
e MXE pes METH
(248/203) {310/265)
9.0e3 g08 2.9e4 14,90
HER FLX
(370/165) (310/44)
8.0e4 959 2.5e4 15.11
MDPV STR
(376/175) l lman
3.0e5 ags 1.684 15.23
woC oMz
(304/182) (319/86)
2.0e5| z00p 9.99 5.0e4| Temz 15.83
(308/235) {301/255)
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(32‘/208) ‘];5’2‘9)
2:5es| o 1023 2.3e4| o0z .
(278/58) (285/193)
14e8 1 12 M 16 18
(318/196)
0 2 4 6 B 10 12

Fig. 1. Extracted ion chromatograms [XIC] of the target analytes after on-line SPE-LC-MS/MS analysis of a wastewater sample fortified with the standard compounds at a
concentration of 2,500 ng/L (102,500 in the case of caffeine).
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Table 2
Method performance in terms of analyte [absolute and relative) recoveries, repeatability (RSD) and sensitivity (limits of detection and quantification) in wastewater,
Absolute recovery (n=5) Relative recovery (RSD) (n=5) LOD (ng/L) LOQ (ng/L}
50 ngjL 500ng/L 2500 ngfL 50ng/L 500 ng/L 2500 ng/L
coc ne. 10 4n M. 96 (3) 97 (3) 02 08
Cocainics EBE nc. n.c. 70 nc n.c. 98 (4) 05 1:5
CE k1l 13 40 108 (8) 107 (6) 105 {2) 05 14
) AM 21 50 66 106 (15) 111(5) 112(3) a0 13
Amphietamine-type MA 37 38 44 119 (8) 110(6) 109 (4) 26 85
stimulants MDMA 30 36 43 98 (12) 102(9) 98(7) 1.0 34
il KET 15 19 46 101 [8) 96 (5) 98 (6) ns 15
LSDx 28 32 a8 96(11) 85(5) 89(5) 0.8 28
MOR 26 26 32 114 (20} a8 (12} a9 (8) 5.1 17
HER 50 56 78 112 (20) 113(7) 106 (16) 47 16
Opioids/opiates GACM 42 42 54 113(20) 97 (9) 92(9) 27 9.0
METH 24 20 24 97(18) 89 (7) 99(10) 19 63
EDDP 25 27 33 115(6) 10107 100(2) 0.2 0.6
. THC-COOH =<LOG 102 118 < LOQ 89(9) 94 (9) 18 61
Canmabiridy QH-THC <L0Q 14 27 <L0Q 80 (8) 84(19) 69 228
AH-7921 36 34 37 119(7) 103 (6] 101 (3) 16 5.4
New psychoactive MDPV 36 34 41 109 (12) 101(6) 98(5) 1.3 43
substances MEPH 43 40 47 112(8) 101 (4) 100 (5) 3.0 10
MXE 37 38 48 113(9) 97 (3) 105 (6) 04 26
ALPZ 48 62 86 112 (18) 100(12) 93(10) 06 19
QH-ALPZ 80 a5 17 96 (20) 110(10) 100 (15) 19 13
DIAZ 51 53 T4 107 (B} 111(8} a7(5) 18 59
LORZ ne. 99 137 ne. 90 (5) a0 (3) 68 23
Benzodiazepines LRMZ nc. 102 142 n.c, 118(5) B9(3) 10 32
MIDZ 34 36 39 106 (8) 100(9) 99(5) 0.8 27
aH-MIDZ 58 59 67 116[9) 101(9) 106 [4) 17 57
OXZ ne. 81 132 M.C. 93 (8) 92(11) 66 22
TEMZ ne. 80 118 ne. 100(8) B1(11) 24 7.9
CTLP ne. 27 30 nc. 107(11) 104 (10} 1.9 64
FLX 8 6 5 116[18) 99 (9) 101 (9) 20 67
Antideprottant: STR 10 10 12 120013) 1001 104(13) 33 11
VEX ne 38 45 n.c. 103 (4) 100(3) 0.8 25
Sdasiiaris CAF ne. 45 58 . 111(8) 106 (7] 13 44
EPH ne. ne. 52 n.c. nc. 102 {4) 4.7 16
Sedative HXZ 37 29 32 115(3) 110(7) 110(4) 02 08
Hypnotic Z0rD 34 a7 43 109 (6) 109(3) 111(7) 0.2 o7
Antipsychotic CPMZ 10 7 6 119(20) 96 (13} 98(18) 29 a5

<L0Q; Concentration tested below the analyte limit of quantification; n.c.: not calculated, high background concentrations in the sample,
@ Recovery studies were performed with wastewater samples spiked at 10,050, 50,500 and 102500 ng/L.

3.2. Method performance

Tables 2 and S2 in SI summarize the method performance in
wastewater and HPLC- grade water, respectively, in terms of lin-
earity, recovery, repeatability, and sensitivity.

The linearity of the method {in HPLC-grade water) expanded
between 0.1 ng/L or the analyte limit of quantification (see Table
52 in SI) if higher and 2,000ng/L for most of the compounds
(10,250 ng/L in the case of caffeine). Shorter linearity ranges (see
Table S2 in SI) were obtained for AH-7921, a-hydroxy-midazolam,
and lorazepam. All calibration curves, constructed with a mini-
mum of six data points, presented a coefficient of determination
{r?) higher than 0.99.

Method recovery in HPLC-grade water was evaluated at two
concentration levels (50 ng/L and 250 ng/L) (see Table S2 in SI).
Absolute recoveries ranged between 9 and 113%, and relative
recoveries were between 82 and 120%. Analyte recoveries in raw
wastewarer (accounting for both extraction and martrix effects)
were evaluated at three different levels: 50ng/L, 500ng/L, and
2,500 ng/(L (10,050, 50,500 and 102,500 ng/L for caffeine). Method
performance in this respect could not be assessed at the low-
est tested level for cocaine, benzoylecgonine, ephedrine (not even
at 500ng/L), lorazepam, lormetazepam, oxazepam, temazepam,
citalopram, venlafaxine and caffeine, due to the background levels
of these substances in the wastewater used in the recovery study;
and for THC-COOH and OH-THC, because of their poor method sen-
sitivity.

Analyte absolute recoveries, in good agreement at the different
levels tested, were, in general, lower than those observed in HPLC-
grade water: between 30 and 60% for 55% of the analytes, between
10 and 30% for 13% of the analytes, and below 10% for 5% of the
analytes, Average absolute recoveries higher than 120% were occa-
sionally obtained for lorazepam, lormetazepam, and oxazepam.
However, analyte relative recoveries, always between 80 and 120%,
and in good agreement with those obtained in HPLC-grade water,
proved that the use of isotopically labeled compounds allows com-
pensating for matrix effects as well as for analyte losses during the
extraction process and the suitability of HPLC-grade water based
calibration solutions to quantify levels in wastewater samples.

The overall method repeatability calculated as the relative
standard deviation (RSD) of n=5 replicate analysis of fortified
wastewater samples was satisfactory with RSD values always
below 20%.

Regarding method sensitivity, average LODs and LOQs in raw
wastewater were between 0.2 and 69 ng/L and from 0.6 to 228 ng/L,
respectively. Compounds presenting the lowest sensitivity were
OH-THC, THC-COOH, lormetazepam, and caffeine with LOQs rang-
ing between 32 and 228 ng/L. Overall, most of the target analytes
could be detected in wastewater with the described methodol-
ogy at 5ng/L (80% of the target compounds) and quantified at
concentrations below 16 ng/L (78% of the compounds). This high
sensitivity, considering the low sample volume used (5 mL), is pos-
sible thanks to the complete transfer of the sample through the
on-line SPE-LS-MS/MS instrument,
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3.3. Matrix effects

The extent of matrix effects in the analysis of psychoactive sub-
stances in wastewater is shown in Fig. 2. [n general, low matrix
effects, within £20%, were observed for most compounds. MSsignal
suppression greater than 20% was observed in the case of fluoxe-
tine (-65%), sertraline (-54%), benzoylecgonine (-30%), methadone
(-39%), morphine (-36%), ephedrine (-35%), caffeine (-30%), and
amphetamine (-30%). This could explain the low absolute recov-
eries obtained for these compounds, particularly for sertraline and
fluoxetine (AR <10%). On the contrary, MS analysis of THC-COOH
was affected by matrix components that enhanced its signal more
than 20%. However, as previously mentioned, relative recoveriesin
the range of 80-120% for all compounds demonstrate how useful
surrogate standards are at compensating matrix effects (in addition
to extraction losses).

3.4. Occurrence of psychoactive substances in wastewater

The validated methodology was applied to the analysis af raw
wastewater samples collected at a WWTP located in Barcelona,

-20

Fig, 2. Matrix effects (%) observed for the on-ling SPE-LC-MS/MS analysis of psychoactive substances in raw wastewater (fortified at 1000 ng/L).

0O 20 40 B0 80 100

Spain. Fig. 3 shows the levels of psychoactive substances measured
in the influent wastewater samples analyzed.

Muost of the investigated compounds were present in all
wastewater samples analyzed. The exceptions were zolpidem,
a-hydroxy-midazalam, and temazepam that were detected in
71, 86 and 86% of the analyzed samples, respectively, and 6-
acetylmorphine, heroin, LSD, midazolam, co-hydroxy- alprazolam,
OH-THC, chlorpromazine, AH-7921, methoxetamine, MDPV and
mephedrone that were not detected in any sample, Alprazolam was
detected in all samples; however, it could not be quantified because
levels measured were below its LOQ (1.9 ng/L).

The most abundant compounds in the wastewater samples ana-
lyzed presented average concentrations in the pg/L range and were
the stimulants caffeine (53.8 ug/L) and ephedrine (2.3 pg/L), and
indicators related to the most consumed illicit drugs in the area
[ 1]: benzoylecgonine (2.2 pg/L), cocaine (1.3 pg/L), and THC-COOH
(1.1 pgfL). The high levels of caffeine measured are in agreement
with wastewater concentrations reported for this stimulant in
other developed countries [14,17]. This is attributed to the high
consumption of beverages such as coffee, tea or soda drinks that
contain this psychoactive substance, e.g., 1.8 cups of coffee or tea
were consumed per capita per day in Spainin 2015-2016 [15]. The
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Fig. 3. Concentration (ng/L) of psychoactive substances [mean + SO} in raw wastew-
ater (n=7).

extended use of ephedrine could be attributed to the therapeutic
use of this substance to treat asthma, bronchitis, and hypotension,
in addition to its illegal use as an amphetamine-type stimulant.

The antidepressants venlafaxine, with B38ng/L, citalopram,
with 442 ng/L and sertraline, with 381 ng/L, were the most abun-
dant psychoactive pharmaceuticals. According to the Spanish
Agency of Medicines and Medical Devices [19], consumption of
antidepressants has continuously increased in Spain since 2000,
being selective serotonin uptake inhibitors (SSRIs), ie., parox-
etine, fluoxetine, sertraline, citalopram and its S-sterenisomer
escitalopram, and selective serotonin and norepinephrine reuptake
inhibitors (SSNRI), i.e., venlafaxine and duloxetine, the most con-
sumed drugs [ 19]. Such an increase in the use of antidepressants
is mainly attributed to an increasing incidence of mood disor-
ders among the population as well as to the prescription of these
substances for additional therapeutic uses. Antidepressant levels
measured in Barcelona were overall higher than those measured
in raw wastewaters of Slovakian cities (256 ng/L in the case of ven-
lafaxine and 102 ng(Linthe case of citalopram) [ 20|, in wastewaters
of the city of New York (376 ng/L for venlafaxine, 62 ng/L for sertra-
line, and 96 ng/L for citalopram on average) [21], in wastewaters of
the Santorini island in Greece (11 ng/L for fluoxetine, 348 ng/L for
venlafaxine, 290 ng/L for citalopram, and 30 ng/L for sertraline on
average) [#] and in wastewaters of other Spanish regions, e.g. Gali-
cia (northern Spain) (16 ng/L of fluoxetine, 401 ng/L of venlafaxine,
and 114 ng/L of citalopram on average) [27].

Illicit ATS amphetamine, methamphetamine and MDMA, and
the opiate morphine and the synthetic opioid methadone and its
metabolite EDDP presented similar concentrations in the wastew-
aters analyzed (between 145 and 255ngfL). The presence of
morphine in wastewater may origin from its therapeutic use but
also from heroin consumption. Despite the fact that neither heroin
nor its exclusive metabolite 6-acetylmorphine were detected in
the investigated samples, heroin use as a source of morphine
cannot be discarded because heroin is highly metabolized after
consumption and 6-acetylmorphine, excreted at a very low rate,
is unstable in wastewater [23]. Levels of amphetamine and mor-
phine measured in Barcelona were lower than those measured, for
example, in England (830 ng/L for amphetamine and 481 ng/L for
morphine); however, higher concentrations of methamphetamine
and methadone were measured in Barcelona compared with Eng-

land (2ng/Land 87 ng/L on average) [ /] while similar levels of EDDP
were measured in both places.

As forbenzodiazepines, average concentrations decreased in the
order lorazepam (227 ng/L), oxazepam (163 ngfL), lormetazepam
(99 ng/L), temazepam (93 ng/L), and alprazolam (<1.9ng/L). The
benzodiazepine metabolites analyzed were either below the
method LOD (a-hydroxy-alprazolam) or measured at very low
concentrations (24 ng/L for a-hydroxy-midazolam). Except for
alprazolam, concentrations of benzodiazepines found in wastew-
aters of Barcelona were higher than in wastewaters analyzed in
Greece (2ng/L of diazepam, 21 ng/L of lorazepam, and 36 ng/L of
oxazepam on average) (3], in Slovakia (84 ngfL of oxazepam on
average) [20] and in the city of New York (4ng/L of diazepam,
18 ng/L of lorazepam and 8 ng/L of oxazepam on average) [21].

Finally, the lowest average concentrations were observed for
cocaethylene {42 ng/L), ketamine (20ng/L), the sedarive hydrox-
yzine (20ng/L), diazepam (16 ng/L), and the hypnotic zolpidem
(7 ng/L), which could be attributed to a low consumption of these
substances in the investigated area and their likely high metab-
olization before excretion (ketamine and zolpidem are excreted
after consumption as unchanged drugs in urine in 2.3% and < 1%,
respectively) [24,25]. This is in agreement with concentrations of
these substances reported in wastewater in other investigated loca-
rions, e.g., levels of zolpidem measured in influent wastewater in
the Northwest of Spain ranged from 2.9 to 3.9ng/L [26] and were
below the method LOQ in another study performed in the Northeast
of Spain [27] while levels of ketamine in wastewater from Colombia
were between <LOQ and 32 ng/L [25].

From the water management point of view, it may be worth
noting that the results obtained correspond exclusively to influent
raw waters, and that treated effluent wastewaters usually contain
much lower concentrations of substances not representing risk for
the environment or human health,

4. Conclusions

A fully automated method has been developed and validated
for the simultaneous analysis of 37 psychoactive substances in
wastewater. The method, based on on-line SPE-LC-MS/MS, allows
determining most of the target compounds in the low ng/L range in
a fast and simple way. The use of isotopically labeled compounds
compensates potential analyte losses during the extraction process
as well as matrix effects.

Additional advantages include (i) the use of low sample vol-
umes, which facilitates sample collection, transport/shipment, and
storage, (ii) minimum manipulation of the sample, which allows to
improve the reproducibility of the results, as well as reduce cross
contamination processes, (i) improvement of the sensitivity due to
the introduction of the whole sample volume (instead of an aliquot
of a sample extract) in the analytical system, and (iv) the provision
of more reliable quantitative results because samples and calibra-
tion curves are processed in exactly the same way. [n contrast, the
methodology presents as disadvantages: (1) the Symbiosis = Pico
system cannot be used with ultra-high performance liquid chro-
matography columns due to the high back pressure generared in the
system, (ii) only one SPE cartridge (instead of e.g. various cartridges
in tandem) can be used at a time, and thus the extraction and sen-
sitivity of specific analytes included in a multi-residue method can
be compromised, and (iii) solvents used in the on-line SPE process
(e.g. in the washing step) must be compatible with the LC mobile
phase,

The application of the method to influent wastewater sam-
ples from a WWTP locared in Barcelona revealed rhe ubiquirous
presence of 68% of the investigated analytes in this matrix. The
most abundant compounds were the stimulant caffeine, analytes
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related to the illicit drugs most consumed in the investigated
area (THC-COOH, cocaine, and benzoylecgonine), and psychoac-
tive pharmaceuticals such as ephedrine and the antidepressants
venlafaxine, citalopram and sertraline. This methodology will be
applied to the analysis of larger sets of samples to assess in more
depth the presence of these compounds in wastewaters and to
explore the use of psychoactive pharmaceutical concentrations in
wastewater as potential indicators of population’s health.
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Table S2. Linearity, analyte (absolute and relative) recovery, repeatability and limit of
detection and quantification of the method in HPLC-grade water

Absolute Relative
Linearity reco_very recoverX (RSD) LOD LOQ
(n=5) (n=5) (ng/L) (ng/L)
2 Range 50 250 50 250
(ng/L) ng/L ng/L  ng/L ng/L
cocC 0.9908 0.1-2000 38 42 93(3) 98(3) <01 0.1
Cocainics BE 0.9916 0.1-2000 62 65 92(4) 96(2) 0.1 0.5
CE 0.9920 0.5-2000 40 40 116(3) 105(4) 0.1 0.5
Amphetamine  AM 0.9930 1-2000 74 70 108(6) 107(3) 05 1.0
-type MA 0.9930 1-2000 53 55 107(6) 115(5) 05 1.0
stimulants - \viopmA 09922 0.1-2000 45 49 105 (11) 101(13) <01 0.1
Hallucinogens KET 0.9908 0.5-2000 49 51 98(5) 93(5) 0.1 0.5
LSD 0.9914 0.5-2000 28 34 92(11) 103(12) 0.1 0.5
Opioids/ MOR 0.9954 5-2000 54 59 97(3) 104(4) 10 5.0
opiates HER 0.9930 1-2000 56 60 87(6) 97(14) 05 1.0
6ACM 0.9908 1-2000 57 64 101(5) 93(6) 05 1.0
METH 0.9908 0.5-2000 33 33 100(2) 105(3) 0.1 0.5
EDDP 0.9908 0.5-2000 30 33 97(5) 100(5) 0.1 0.5

Cannabinoids THC-COOH 0.9902 10-2000 100 67 101(8) 107(8) 7.0 10
OH-THC  0.9974 10-2000 34 12 94(13) 82(© 7.0 10

New AH-7921 09912 0.1-100 35 36 98(5) 98(5 <01 0.1
psychoactive  \ppyv/ 09966 1-2000 38 39 104(6) 94(7) 01 1.0
substances  \1epiy 0.9908 0.5-2000 55 54 101(4) 99(5) 0.1 05
MXE 0.9902 052000 44 51 89(3) 99(8) 01 05
ALPZ 0.9928 052000 70 68 103(4) 102(4) 01 05
OH-ALPZ 09970 5-2000 92 87 98(9) 106(6) 20 5.0
DIAZ 0.9914 1-2000 60 62 99(3) 103(8) 05 1.0
LORZ 0.9932 5-500 113 96 92(5) 88(3) 10 50
Siea’;z‘;'ines LRMZ 0.9934 1-2000 98 92 96(5) 91(2) 05 10
MIDZ 0.9936 1-2000 38 38 101(6) 98(7) 05 1.0
OH-MIDZ 09942 1-1000 68 67 103(7) 105(3) 05 1.0
oXxz 0.9930 1-2000 110 104 103(3) 98(4) 05 1.0
TEMZ 0.9960 052000 87 83 95(5) 93(3) 01 05
CTLP 0.9934 052000 32 35 101(4) 102(4) 01 05
Anti- FLX 09970 1-2000 12 13 90(3) 90(12) 05 1.0
depressants  STR 0.9920 1-2000 14 18 109(4) 109(3) 05 1.0
VFX 0.9928 0.1-2000 42 45 93(5) 103(3) <01 0.1
stimufansCAF 0.9918 0.1-10250 78 77 120(10) 119(8) <0.1 0.1
EPH 0.9908 1-2000 65 65 108(4) 103(1) 05 1.0
Sedative HXZ 0.9900 052000 35 36 108(8) 109(4) 0.1 05
Hypnotic ZOPD 0.9920 05-2000 36 38 106(3) 113(3) 01 05
Antipsychotic CPMZ 0.9924 1-2000 9 12 98(16) 105(2) 05 1.0

* Recovery studies were performed with HPLC-grade water spiked at 1005, 5050 and 10250 ng/L
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Figure S1. Total ion chromatogram (TIC) obtained after LC-MS/MS analysis of a
standard solution containing 125 ng/mL of the target analytes using different buffer
(ammonium formate/formic acid) concentrations in the aqueous solutions of the mobile
phase: (a) 5 mM; (b) 10 mM; (c) 20 mM
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Figure S2. Extracted ion chromatograms of (a) FLX, (b) OH-THC, and (¢) THC-COOH
obtained after on-line SPE-LC-MS/MS analysis of wastewater fortified at a concentration

of 2500 ng/L using different cartridge-washing solutions.
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3.2. Anadlisis de drogas, psicofarmacos y algunos de sus metabolitos en
sedimentos

Como se mostrd en la seccién 1.3.1.2., a pesar de su caracter polar o medianamente
polar, las drogas y psicofdrmacos junto con sus metabolitos, son capaces de acumularse en
sedimentos, siendo las concentraciones a las que se han determinado del orden de ng/g. Aunque
en la literatura existen numerosos procedimientos para la extraccion de muestras sélidas
(seccidn 1.5.2), las escasas metodologias analiticas desarrolladas para el andlisis de este tipo de
compuestos en sedimentos se basan en la extraccion y purificacion de la muestra con PLE y SPE,
respectivamente, y su posterior analisis mediante LC-MS/MS, ya que estas tecnologias permiten
obtener la sensibilidad y selectividad requerida para analizar este tipo de matriz y, ademas,

proporcionan una alta reproducibilidad debido a la automatizacién del proceso de extraccién.

El objetivo de la publicacién #4 fue validar una metodologia basada en PLE-SPE-LC-
MS/MS, previamente desarrollada para el analisis de drogas, unos pocos psicofarmacos y
algunos de sus metabolitos en lodos de depuradora (Mastroianni y cols., 2013), para la
determinacién de los mismos compuestos en sedimentos. La metodologia se validé en términos
de linealidad, recuperacién, repetibilidad, efecto matriz, y sensibilidad, obteniéndose resultados

satisfactorios en todos los parametros evaluados.

Esta metodologia se aplicd al andlisis de 144 muestras de sedimentos recogidos durante
dos afios consecutivos en las cuencas de los rios Llobregat, Ebro, Jicar, y Guadalquivir con el

objetivo de:

e Estudiar la presencia de drogas, psicofarmacos y algunos de sus metabolitos en los
sedimentos recogidos en las cuatro cuencas y comparar los resultados obtenidos
con los niveles reportados para estos compuestos en otros estudios.

e Estudiar la distribucion geografica y temporal de los analitos estudiados en las
cuatro cuencas y evaluar si existen diferencias significativas mediante la aplicacion
de pruebas estadisticas.

e Investigar la distribucion preferente de las drogas, psicofarmacos y metabolitos
estudiados entre el sedimento y el agua, matriz previamente investigada por
Mastroianni y cols. (2016) en los mismos puntos de muestreo, y determinar
experimentalmente, en los casos en que hubiera suficiente nimero de datos, el

coeficiente de distribucion sedimento-agua (Kp).
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e Evaluar el riesgo ambiental que supone la presencia de estos compuestos en los
sedimentos para los organismos acuaticos y los compuestos que mads contribuyen al

mismo mediante el calculo del indice HQ en cada muestra.

Los resultados obtenidos mostraron que la cocaina, la metadona y su metabolito EDDP
eran los compuestos mas ubicuos (con frecuencias de deteccidn superiores al 36%), y que el
cannabinol, el THC y la metadona eran los compuestos mas abundantes (con concentraciones
maximas de 44, 37 y 33 ng/g peso seco (p.s.), respectivamente). En general, las concentraciones
encontradas en sedimentos fueron bajas, concentraciones medianas inferiores a 1,6 ng/g (p.s.),
excepto para los cannabinoides THC, cannabidiol y cannabinol que se encontraron a

concentraciones medianas de 6,1, 15, y 28 ng/g (p.s.), respectivamente.

En cuanto a la distribucidn geografica y temporal, la cuenca con mayor acumulacién de
drogas fue la del Ebro con niveles acumulados de 91 ng/g (p.s.), seguida de la del Liobregat (65
ng/g (p.s.)), el Guadalquivir (47 ng/g (p.s.)) y el Jucar (14 ng/g (p.s.)). Los niveles acumulados de
drogas en 2010 fueron superiores en las cuencas del Llobregat y del Ebro, inferiores en la del
Guadalquivir, y similares en la del Jucar, con respecto a los medidos en 2011. Se encontraron
diferencias significativas en la presencia de drogas entre las diferentes cuencas investigadas y
entre las dos campafias de muestreo, debidas en la mayoria de casos, a una mezcla de factores
como son las condiciones hidroldgicas y meteorolégicas de cada cuenca, la eficacia de
eliminacidn de los contaminantes de cada EDAR, y los diferentes patrones de consumo de drogas

en cada una de las zonas investigadas.

El Kp obtenido experimentalmente para varios analitos mostré que los compuestos con
mayor tendencia a adsorberse en los sedimentos son la metadona y su metabolito EDDP (log Kp
> 2,68), seguidos de la cocaina, el MDMA vy el diazepam (log Ko entre 2,45 y 1,79,
respectivamente). Esta es la primera vez que se reportan valores experimentales de Kp para
MDMA, diazepam, metadona y EDDP. También se observd una correlacion significativa en la
presencia de EDDP y metadona entre agua y sedimento, sugiriendo un buen equilibrio de estos

compuestos entre ambos compartimentos.

Por ultimo, la evaluacién del riesgo medioambiental revel6 que el 28% de las muestras
analizadas presentaban valores de YHQ > 1, lo que sugiere que la presencia de drogas y
psicofarmacos en sedimentos puede suponer un riesgo para los organismos acudticos que viven
en, o se alimentan de ellos, siendo EDDP, THC y metadona los compuestos que mas contribuian

a este riesgo.
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1. Introduction

In recent years, the number of studies conducted to assess the
consumption of drugs of abuse has increased worldwide due to the
effects that these compounds produce to health (e.g., 585,000 people
died as a consequence of illicit drug use in 2017 (UNODC, 2018)).
Likewise, their occurrence and fate in the environment have increas-
ingly become a matter of scientific concern. The release of these sub-
stances into the aquatic environment is directly related to their con-
sumption, production, and direct disposal into the sewage system or
other water compartments. In the best-case scenario, these substances
and/or their metabolites are collected in the sewage network and
conducted to a wastewater treatment plant (WWTP) where they are
only partially eliminated (Baker and Fasprzyk-Hordern, 2013). In the
receiving water bodies, the concentrations present in the WWTP ef-
fluents are diluted to different extents, and with that the negative ef-
fects that they may cause on the aquatic organisms (Postigo et al.,
2(112). However, in areas that suffer water scarcity, the dilution factor
is very low, and during drought or low-flow periods WWTP discharges
represent the largest fraction of the total river flow, and thus, the effects
of these substances on the aquatic ecosystem functions may be of re-
levance (Navarro-Ortega et al., 2012),

The occurrence of illieit drugs and their metabolites in surface
water, including rivers, streams, lakes, and creeks has been extensively
studied worldwide (Pal et al., 2013 Yadav et al, 2017). From these
studies, it can be concluded that the illicit drugs and metabolites most
commonly detected in surface waters are benzoylecgonine, cocaine,
norcocaine, norbenzoylecgonine, cocaethylene, amphetamine, me-
thamphetamine, 3,4-methylenedioxymethamphetamine (MDMA), 3,4-
methylenedioxyamphetamine (MDA), morphine, cannabis, codeine,
methadone, and 2-ethylidene-1,5-dimethyl-3,3-diphenylpyrrolidine
(EDDP). All of them are usually measured at concentrations below 100
ng/L, except for benzoylecgonine, amphetamine, and codeine that have
been found at concentrations up to 316 ng/L (Gonzilez-Marino et al,,
2010}, 309 ng/L (Martinez Bueno et al., 2011), and 341 ng/L (Baker
and Kaspraylk-Hordern, 2013), respectively. The occurrence of legal
drugs of abuse, like benzodiazepines and the antidepressant citalopram,
in water was reviewed by Cunha et al. (2017). Benzodiazepines, the
most commonly prescribed psychoactive pharmaceuticals in 2018
(INCE, 2019), are overall more abundant in surface water than illicit
drugs, reaching occasionally the pg/L level, as it was the case for al-
prazolam in the Cascavel River, Brazil (5900 ng/L) {(Nuncs et al,, 2015},
and oxazepam (1400 ng/L) in the Vilaine River basin, France (Picl
et al., 201 3). Given their overall medium to high polarity, it is expected
that these compounds remain in the aqueous phase and for this reason,
most of the studies conducted so far have focused on environmental
water matrices. However, some of these substances, such as cannahi-
noids and the opioid methadone and its main metabolite EDDP, present
hydrophobic properties (log K, > 3) that make them susceptible to
adsorb onto organic-rich solid matrices (Postigo et al., 2010).

Sediments can accumulate a large variety of organic contaminants
and consequently, they become contaminant sources during re-sus-
pension processes (Mati¢ Bujagic et al., 2019), To date, very few studies
have investigated the occurrence of drugs of abuse in sediments, and
overall, they were multi-residue studies that included a limited number
of drugs of abuse. The illicit drugs and metabolites most commonly
investigated in sediments so far are cocaine, benzoylecgonine, amphe-
tamine, methamphetamine, methadone, and A%-tetrahydrocannabinol
(THC). They were found at concentrations ranging from not detectable
to 200 ng/g (Alvarez-Ruiz er al., 2015 Carmona et al., 2017;
Klosterhaus et al.,, 2013; Langford et al., 2011; Wilkinson et al., 2018),
Similar concentrations were also measured in sediments for the ben-
zodiazepines alprazolam, diazepam, and lorazepam (Bereita et al,
2014; Matic Bujagic et al.,, 2019; Pico et al., 2020; Vazquez-Roig et al.,
2012).

Given the low concentrations of this type of compounds in
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sediments, it is necessary to apply highly sensitive and selective ana-
Iytical methodologies for their determination. Extraction of these sub-
stances from solid matrices has been achieved with pressurized liquid
extraction (PLE) (Arbeldez et al., 2014; Baker and Kasprzyk-Hordern,

2011; 'l_.'dng,lurd et al., 2011; Masiroianni et al, 2013; Senta et al.,
2013), ultrasonic-assisted extraction (UAE) (Alvarez-Ruiz et al, 2015;
Carmona et al., 2017; Gago-Ferrero et al 15; Wilkinson et al., 2018)

or solid-liquid extraction (SLE) (Kiosterhaus et al., 2013). PLE was the
preferred technigue because of its high extraction efficiency, due to the
application of high temperature and pressure, and automation, which
leads to highly reproducible results and allows saving time and solvent
consumption (Alvarez-Ruiz et al, 2015; Biel-Maeso et al., 2017;
Montesana et al., 2017). The extracts obtained need to be cleaned-up
before their analysis. Extract clean-up has been accomplished using
solid-phase extraction (SPE), while analyte determination has been
commonly done with liquid chromatography coupled to tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS).

The objective of this work was to validate an analytical metho-
dology based on PLE extraction, SPE clean-up and LC-MS/MS de-
termination for the simultaneous analysis of 20 drugs of abuse and
metabolites in sediment samples and to apply this method to the ana-
lysis of 144 river sediment samples collected along four Spanish rivers
in two sampling campaigns to (i) study the occurrence and distinet
geographical and temporal distribution of the target drugs of abuse
among river basins and between sampling campaigns, as well as be-
tween the water and sediment compartments, and (ii) assess the en-
vironmental risk that they pose to aquatic organisms, as well as the
compounds of highest concern, by applying the hazard quotient (HQ)
approach. The sampled areas were selected because of their
Mediterranean character, which makes them subject to water scarcity
periods and prone to a greater accumulation of emerging pollutants.
Moreover, a previous study had revealed the presence of up to 80 % of
the targeted drugs of abuse in the water of these river basins at max-
imum concentrations of 144 ng/L (Mastroianni et al., 2018),

2. Material and methods
2.1. Reagents and materials

The compounds investigated included cocaine-related compounds
(cocaine (COC) and its metabolites benzoylecgonine (BE) and co-
caethylene (CE}), amphetamine-type stimulants (ATS) (amphetamine
(AM), methamphetamine (MA), 3,4-methylenedioxymethamphetamine
(MDMA), ephedrine (EPH)), opiates/opioids (morphine (MOR), heroin
(HER) and its exclusive metabolite 6-acetylmorphine (6ACM), metha-
done (METH) and its metabolite EDDP), hallucinogens (lysergic acid
diethylamide (LSD) and its metabolite 2-oxo-3-hydroxy-LSD (OH-LSDY)),
cannabinoids (THC, its metabolite ll-hy'droxy—ag—THC (OH-THC),
cannabidiol (CBD), and cannabinol (CBN)), and benzodiazepines (al-
prazolam (ALP) and diazepam (DIA)}. Unfortunately, 11-nor-9-carboxy-
A®-THC (THC—COOH), the THC metabolite most investigated in en-
vironmental samples, was not included in the method because the
analytical standard was not available in the lab at the time of the study,
The main physical-chemical properties of these compounds are pro-
vided in Table 51 in Supplementary Material [SM).

High-purity (= 97 %) standard solutions of the above-mentioned
target compounds and isotopically labeled analogs were purchased
from Cerilliant (Round Rock, TX, USA) as solutions in methanol
(MeOH) or acetonitrile {ACN) at a concentration of 1 mg/mL or 0.1 mg/
mL.

Working standard mixture solutions were prepared in MeOH at
different concentrations in the range of 0.1 and 1000 ng/mL by ap-
propriate dilution of individual stock solutions. All of them contained
the isotopically labeled compounds at a fixed concentration so that they
could be used as surrogate standards (88) in the guantification process.
6ACM-de, AM-ds, CE-dy, EDDP-ds, EPH-ds, HER-dg, 1SD-dy, MA-d,,
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Fig. 1. Map showing the location of the sediment sampling stations in each river basin.

and MDMA-ds were added at a final concentration of 20 ng/ml,
whereas ALP-ds, BE-d,, CBD-ds, COC-ds DIA-ds, METH-da, MOR-d;,
OH-THC-d; and THG-d5 were added at 50 ng/mL. All standard solutions
were stored in the dark at - 20 °C until use.

All solvents used were HPLC-grade and were supplied by Merck
(Darmstadt, Germany), as well as formic acid (= 98 %) and activated
neuwral aluminum oxide (Al:O4) (99 % purity). Ammonium formate
(= 00 %) used as a mobile phase modifier was purchased from Fluka
Analytical (Sigma Aldrich),

Cellulose filters (0.45 pm pore size) placed in PLE cells to prevent
the transfer of fine particles into the extract and plugging of the PLE
system were purchased from Dionex Corporation (Sunnyvale, CA, USA).
Evolute ABN cartridges (50 pm, 200 mg, 6 mL) used for SPE clean-up
were provided by Biotage (Uppsala, Sweden).

Nitrogen gas (99.995 %) used for extract evaporation was produced
by a nitrogen generator system (Centralair, San Sebastian, Spain).

2.2, Sample collection

A total of 144 river sediment samples were collected as grab samples
from 75 different locations (Fig. 1) along four Spanish river basins,
namely, Llobregat, Ebro, Jucar, and Guadalquivir, during two sampling
campaigns conducted in September, October and November 2010 and
2011. Sediments were collected with a van Veen drag and placed in an
aluminum tray that was wrapped with aluminum foil. They were kept
at 4 °C during transport to the laboratory. Once in the laboratory, se-
diments were freeze-dried using a LyoAlfa 6-50 frecze-drier (Telstar
S.A., Barcelona, Spain), finely ground with a mortar, and sieved
through 125 pm mesh to obtain a homogeneous sediment sample. Fi-
nally, samples were stored at -20 C until analysis. Table 82 in SM
shows the total organic carbon (%) content of the sediment samples
collected during 2011.

2.3. Sample preparation

Preparation of sediment samples was performed following an ana-
lytical methodology previously described for the determination of drugs
of abuse in sewage sludge samples (Mastroianni el al., 2013),

Briefly, 1 g of freeze-dried river sediment was transferred into 11
mL stainless extraction cells containing a cellulose filter at the bottom
of the cell and partially filled with activated Al,O, (approximately 5 g,
activated at 350 °C during 15 min). Then, the 5§ mixture was added (10
ng and 25 ng of the 8§ present in the calibration curve at a con-
centration of 20 ng/mL and 50 ng/mL, respectively (see section 2.1), to
ensure the same S8 concentration in the final extract and the calibration
curve). Cells were left overnight under a fume hood at room tempera-
ture to allow interaction of the 5§ with the matrix and methanol eva-
poration. The next day, cells were filled up with activated Al;Os and
covered with another cellulose filter. PLE was done using an ASE 200
(Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, USA). The PLE conditions applied
to the extraction process were: pressure, 1250 psi; temperature, 50 "C:
preheating time, heating time and static time, 5 min each, number of
static cycles, one; flush volume, 60 %; and purge time, 1 min. The ex-
traction solvent used was a mixture of MeOH/H,0 (9:1, v/v).

The PLE extract obtained (about 14 mL) was evaporated to an ap-
proximate volume of 1.5 mL under a gentle stream of N; with a
TurboVap LV evaporator (Zymark, Hopkinton, MA, USA), diluted with
HPLC-grade water to a final volume of 25 mL, and purified through SPE
with an SPE vacuum manifold (J.T. Baker, The Netherlands) using a
polymeric Evolute ABN cartridge (200 mg, 6 mL), and a gravity-assisted
flow. Before extract loading, the cartridge was sequentially conditioned
and equilibrated with 6 mL of MeOH and 6 mL of H,0. After loading the
extract, the sorbent was washed with 3 mL of H50 followed by 3 mL of a
mixture of HyO/MeOH (95:5, v/v), to remove undesired matrix com-
ponents in the final extract. Then, the sorbent was vacuum dried for 15
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min and after dryness, analytes were eluted with 3 mL of MeOH fol-
lowed by 3 mL of a mixture of MeOH/formic acid (99:1, v/v). Finally,
the combined eluted fractions were evaporated under nitrogen to dry-
ness with a PIERCE ReactiTherm III evaporator (Rockford, IL, USA) and
reconstituted with 0.5 mL of MeOH for LC-MS/MS analysis.

2.4. LC-MS/MS analysis

Analysis of the extracts was performed with an HPLC Symbiosis™
Pico System (Spark Holland, Emmen, The Netherlands) connected in
series with a 4000 QTRAP hybrid triple quadrupole-linear ion trap
(QqLIT) mass spectrometer (Applied Biosystem-Sciex, Foster City, CA,
USA). LC separation was achieved with a Purospher Star RP-18 end-
capped column (125 mm % 2.0 mm, 5 pm) (Merk, Darmstadt,
Germany) and a mobile phase of formic acid/ammonium formate buffer
(20 mM) and ACN. The ionization of the compounds was achieved with
a Turbo lon Spray source operating in the positive ionization mode (ES1
+ ). Mass acquisition was performed in the selected reaction monitoring
mode (SRM) recording two SRM transitions per compound and one per
55. The conditions used for the LC-MS/MS determination of the target
compounds are described in detail elsewhere (Mastroianni et al,, 2015),

2.5. Method performance

‘The performance of the methodology in sediments was evaluated in
terms of linearity, sensitivity, recovery, repeatability, and matrix ef-
fects.

The linearity of the method was evaluated between 0.1 and 1000
ng/mL (equivalent to 0.05 and 500 ng/g d.w.) through the analysis of
eleven methanolic standard solutions at different concentrations cov-
ering the aforementioned range. A calibration curve was constructed
for each analyte using the internal standard approach by plotting the
area ratio between the analyte and its corresponding surrogate standard
and applying weighted least-squares linear regression. A weighting
factor of 1/x* was used to reduce the influence of the high concentra-
tions in the linear model.

Analyte recoveries were calculated from replicate analysis (n = 6)
of river sediment samples fortified at two levels, 10 ng/g d.w. and 25
ng/g d.w. Absolute recoveries were calculated by comparing the ana-
lyte peak areas obtained in fortified samples (after subtracting the peak
area corresponding to the amount of analyte in the blank if present) and
in standard solutions at equivalent concentrations. Relative recoveries
were calculated by comparing the absolute recoveries obtained for each
analyte and its corresponding surrogate standard,

The method repeatability was calculated as the relative standard
deviation (RSD) of the response (analyte/surrogate standard) after the
replicate analysis (n = 6) of river sediment samples fortified at 10 ng/g
d.w. and 25 ng/g d.w.

The sensitivity of the method was evaluated through the limit of
detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) observed for each
analyte. Average LODs and LOQs were experimentally estimated from
the analysis of river sediment samples as the concentration of the
analyte giving a signal to noise ratio of 3 and 10, respectively. In the
case that the target compounds were not detected in any sample, LODs
and LOQs were estimated from the signal observed in river sediment
samples fortified at the lower level (10 ng/g d.w., n = 6).

Matrix effects (ME) were evaluated by comparing the peak area
obtained for each analyte in the river sediment extract fortified (25 ng/
g d.w.) at the end of the sample treatment procedure, i.e., after the PLE
and SPE steps (Asediment) (after subtracting the peak area corresponding
to the amount of the analyte in the blank if present (Agj,n)), and a
standard solution at an egquivalent concentration (Asandara) (50 ng/mL),
according to the following equation:

ME (%) = [[Asxlimcm — Abtumk) — (Agiangra) ] »100

Agtandard
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Negative values indicate MS signal suppression by matrix compo-
nents, whereas positive values indicate signal enhancement. Values
close to O indicate the absence of martrix effects.

2.6. Statistical analysis

Data were statistically analyzed to compare the occurrence of drugs
of abuse among river basins and between sampling campaigns. Since
data were not normally distributed, non-parametric tests were applied.
The Wilcoxon Rank-Sum test was used to compare compound dis-
tribution between sampling campaigns (two independent samples).
Then, a multivariate analysis consisting of the adjustment of the
Quantile Regression Models (Median Regression Models) was used to
predict the median concentration of each drug of abuse in each basin in
the two sampling campaigns. The differences between the sampling
campaigns median predictions and their 95 % confidence interval were
estimated.

The Kruskal-Wallis test was used to compare the distribution of each
compound (present in at least three basins) amang the four basins. If
significant differences among groups were obtained, they were subse-
quently investigated by applying the Wilcoxon Rank-Sum test to each
pair of basins, False Discovery Rate (FDR) correction for multiple
testing was applied to reduce the number of “false positives™.

The relationship between the concentrations of a specific drug
found in the sediment and water compartments of the different in-
vestigated sampling stations was evaluated using the Spearman’s cor-
relation test.

All the statistical analyses were done using the software R and
considering a confidence level of 95 % (a = 0.05).

3. Results and discussion
3.1. Method performance

Tuable 1 shows the method performance in terms of linearity, re-
covery, repeatability, and sensitivity. Fig. 2 shows the total ion chro-
matogram (TIC) and the extracted ion chromatograms (XIC) of the
target analytes after PLE-SPE-LC-MS,/MS analysis of a sediment sample
fortified at a concentration of 25 ng/g d.w,

The linearity of the method was satisfactory for all analytes.
Coefficients of determination obtained for at least six-point calibration
curves were higher than 0.99.

As for method precision and accuracy, absolute recoveries were in
good agreement at the two concentration levels tested for all com-
pounds. Maost of the compounds presented absolute recoveries between
40 and 78 % except amphetamine, morphine, EDDP, THC, cannabidiol,
cannabinol, and alprazolam that presented absolute recoveries below
32 %. Despite this, the relative recoveries obtained for all compounds
(between 90 and 113 %), except OH-THC at the low concentration level
(135 %) and eannabinol at both levels (141 %), indicate that the use of
isotopically labeled analogs as surrogate standards allows correcting
analyte losses during sample preparation as well as matrix effects. In
the case of OH-THC and cannabinol, the high relative recoveries ob-
tained can be attributed to their presence in the matrix used for vali-
dation at concentrations close to the levels tested in the validation
approach.

The repeatability of the method was satisfactory with RSD values (n
= 6) below 15 % for all the compounds at the two levels tested. Such
good repeatability of the method can be attributed to the partial au-
tomation of the sample treatment process by using PLE.

Regarding sensitivity, LODs and LOQs were below 1.1 and 2.1 ng/g
d.w., respectively, except in the case of the cannabinoids that presented
LODs between 0.84 and 2.3 ng/g d.w, and LOOQs between 3.2 and 13
ng/g d.w. The comparatively lower sensitivity observed for cannabi-
noids can be explained by several factors: low absolute recovery, high
matrix suppression ionization effects, and/or low signal response
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Table 1
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Method performance in terms of linearity, analyte recoveries (absolute and relative), repeatability (RSD), matrix effects, and sensitivity (limits of detection and

quantification) in river sediments,

Linearity ~ Absolute recovery [%], (n = 6) Relative recovery {repeatability), [%, (RSD)] {n = 6) Matrix effect [%], Sensitivity
o= 3)
r 10 ng/g dw. 25 ng/g dow, 10 ng/g d.w. 25 ng/g dow. 25 ngfg dow. LOD (ng/g dw.) LOQ (ng/g dw.)

Coc 0.9968 62 70 101 (3.0) 105 (5.3) =11 011 0.16
BE 0.9986 71 it 108 (5.00 97 (4.8) —20 0.02 004
CE 0.9952 7z 78 102 (4.1) 99 (4.6) -8.3 0.01 0.08
AM  0.9958 26 31 105 (4.8) 103 (3.6) -1 1.1 21
MA 0.9944 6l 64 93 (4.1] 99 (4.9) =12 0.0 0.03
MDMA 0.991& 67 &7 95 (4.1) 101 (4.9) —6.9 0.0z 0.06
EFH 0.9984 51 48 102 (3.7 95 (5.3) — 28 0.07 0.21
MOR  0.9976 15 16 113 (8.8) 104 (12) -14 013 0.70
6ACM 0.5978 6 67 106 (7.3) 106 (9.4) —-23 0.04 011
HER 0.9994 50 62 97 (5.1) 104 (11} =17 0.13 0.35
METH 0.9924 71 7 97 (2.8) 102 (6.2) —12 0.12 0.16
EDDP  0.9982 31 28 102 (3.2) 98 (9.0) —47 0.16 0.41
LS} 0.9996 58 L] a0 (8.7) 98 (5.4) —-29 0.0z 008
OH-LSD 0.9972 66 63 106 (14) 94 (5.7) =34 0.05 0.24
THC 0.5978 18 24 92 (4.6] 105 (4.9) —16 0.84 32
OH-THC  0.9900 44 46 135 (6.5) 112 (6.8) -29 19 51
CBD  0.9997 24 29 100 (5.0) 99 (8.8) —-24 232 5.9
CBN 0.99432 28 32 141 (6.8) 141 {3.8) —40 1.3 13
ALP 0.9984 5 52 97 (2.3) 101 (4.4) -29 012 0.35
DIA 0.9998 58 B a1 (6.8) 99 (6.9) -15 0.04 o.10

RSDx Relative standard deviation; LOL: Limit of detection; LOGQ: Limit of quantification.

provided by the instrumentation under positive ionization. The analysis
of cannabinoids under favorable negative electrospray ionization con-
ditions would have required an additional chromatographic run with a
basic mobile phase. In this context, the simultaneous analysis of all
target analytes, in detriment of cannabinoids sensitivity, was prioritized
to save chemicals, reagents, and time.

Table 1 also summarizes the matrix effects observed during sedi-
ment analysis. For most of the compounds, matrix effects were negli-
gible (ME = 20 %). Only nine compounds, namely, benzoylecgonine,
ephedrine, 6-acetylmorphine, LSD, its metabolite OH-LSD, OH-THC,
cannabidiol, cannabinol, and alprazolam, were affected by matrix
compenents to a higher extent (> 20 %]}, but ionization suppression of
their MS signal did not surpass 40 %,

3.2. Occurrence of drugs of abuse and their metabolites in river sediments

The frequency of detection and median and maximum concentra-
tions of the target drugs of abuse and metabolites in all sediment
samples, as well as in each river basin and sampling campaign are
summarized in Table 2. Cumulative levels of all investigated com-
pounds in each sample are shown in Figs. 3 and 4,

Cocaethylene, amphetamine, morphine, 6-acetylmorphine, heroin,
LSD and its metabolite (OH-LSD), and OH-THC were not detected in
any sample. The most ubiquitous compounds were cocaine, found in 74
% of the analyzed samples, followed by methadone and its metabolite
EDDP, present in 51 and 36 % of the analyzed samples, respectively.
MDMA was found in 13 % of the samples and the remaining com-
pounds, viz., benzoylecgonine, methamphetamine, ephedrine, THC,
cannabidiol, cannabinol, alprazolam, and diazepam were detected in
less than 7 % of the samples. In general, concentrations were very low.
The maximum concentrations were measured for cannabinal (44 ng/g
d.w.), THC (37 ng/g d.w.), and methadone (33 ng/g d.w.). In terms of
median concentrations, calculated only with values above the method
LOQ, all gquantified compounds were measured at median concentra-
tions in all basins below 1.6 ng/g d.w., except the cannabinoids THC,
cannabidiol, and cannabinol that were found at median concentrations
of 6.1, 15 and 28 ng/g d.w, respectively. However, it should be pointed
out that these high median concentrations are obtained from the de-
tection of THC in only 5.6 % of the 144 samples analyzed (three

samples in both the Ebro and the Llobregat basins, and one sample in
the Jucar basin), only one sample in the Ebro basin in the case of
cannabidiol, and two samples in the Ebro and the Llobregat basin in the
case of cannabinol.

As for each family of compounds, cocaine was more ubiquitous and
abundant than its human metabolite, benzoylecgonine, which is more
polar and is usually present at a higher concentration in surface water
(Mastroianni et al., 2016). Cocaine and benzoylecgonine were detected
at maximum concentrations of 5.0 ng/g d.w. (GUA7) and 0.81 ng/g
d.w. (LLO7), respectively, in sediment samples collected in 2011 in the
main rivers of the Guadalquivir and the Llobregat basins. These con-
centrations were higher than those found in sediments of the San
Francisco Bay (USA) (benzoylecgonine was not detected and cocaine
was detected at 2.2 ng/g) (Klosterhaus et al, 2013), and lower than
those found in the Beiyunhe River, China (benzoylecgonine: 3.1 ng/g
d.w.; cocaine: 10 ng/g dow.) (Hu et al., 2019). In a study previously
conducted in Spain, similar concentrations of benzoylecgonine (0.95
ng/g) and higher concentrations of cocaine (30 ng/g) were measured in
sediments of the Turia River basin, Valencia (Alvarcz-Ruiz et al., 2015),

Within the amphetamine-type stimulants class, MDMA was the most
ubiquitous compound with a frequency of detection of 13 %, while
ephedrine and methamphetamine were only detected in 3.5 and 2.1 %
of the samples, respectively, and amphetamine was not detected.
Maximum levels of MDMA (0.83 ng/g d.w.) were found in a tributary
river of the Llobregat basin, Ancia River (ANO2], in 2011, Maximum
levels of ephedrine (0.48 ng/g d.w.} and methamphetamine (0.63 ng/g
d.w.) were found in a tributary river of the Ebro basin, Zadorra River
(ZAD), in 2011 and the main Guadalguivir River in 2011 (GUA4), re-
spectively. As compared with this study, higher concentrations of am-
phetamine (6.9 ng/g d.w.) and methamphetamine (9.1 ng/g d.w.) were
found in sediments of China (Hu et al., 2012) and also in the San
Francisco Bay (USA) where amphetamine was detected at maximum
levels of 3.3 ng/g (Klosterhaus et al., 2013).

As for opiates/opioids, neither morphine nor heroin or its metabo-
lite BACM was positively identified in the investigated samples.
Methadone and EDDF were found at maximum concentrations of 33
ng/g d.w. (GUA4) and 16 ng/g d.w. (ANO2), respectively, in samples
collected in 2011 in the main river of the Guadalquivir basin and a
tributary river of the Llobregat basin. The maximum methadone
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Fig. 2. Total ion chromatogram (TIC) (a) and extracted ion chromatograms (XIC) (b) of the target analytes after PLE-SPE-LC-MS/MS analysis of a sediment sample
fortified at a concentration of 25 ng/g d.w.
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Table 2

Frequency of detection (%), and median (ng/g d.w.) and maximum (ng/g d.w.) concentrations of the target drugs of abuse and metabolites found in all the samples

Journal of Hazardous Materials 401 (2021) 123312

analyzed during the two sampling campaigns (“All basins”), and in each river basin in 2010 and 2011 (values separated by “/”).

All basins Ebro basin Liobregat basin Jucar basin Guadalquivir basin
Freq. Median Max. Freq. Median’ Max. Freq. Median" Max. Preq. Median Max. Freq. Median® Max.
(%) (n (ng/g (ngrg (W) (n (ng/g (ng/g (%) (n  (ng/gd.w.) (ng/g (%) (n  (ng/g dw.) (ng/g (%) (n  (ng/g (ng/g
= 144) dw.) d.w.) =19/ dw) dw.) = 14/ d.w.) = 12/ d.w.) =24/ dw) d.w.)
23) 14) 15) 23)
coc 74 0.34 50 100/35 0.31/0.38 1.0/ 93/50 0.25/0.40 0.47/ 100/47 0.27/0.53 1.2/46 100/74 0.30/0.75 0.75/
0.44 0.72 5.0
BE 21 0.46 0.81 /- -/ /- /7.1 -/0.81 /081 /13 -/0.37 -/0.46 /- A o
CE - - - /- /- - /- -/- /- /- - -/ /- /- /-
AM - - - -/~ - o/~ /= -/~ A= -/ -/~ -/~ /- -/~ -/~
MA 21 0.25 0.63 -/4.3 -/0.18 =/018 -/~ /= -/ o/ /- -/ /8.7 -/0.44 -/0.63
MDMA 13 0.17 0.83 26/13 0177019 031/ 21/21 0.17/0.17 0,20/ 25/- < LOQ/- -/~ 4.1/- < LOQ /-
0.43 0.83
EPH 35 0.48 0.48 5.3/13 0.40/0.48 0.40/ -/71 -/0.48 -/0.48 /- /- /- /- /- /-
0.48
MOR - - - /- -/ /- /- -/ /- /- -/ /- -/ /- -/
6ACM - - - /e /e /= ofs - /s A /e ofe of= /= o/s
HER = - = ofs 7S &/ A /e iy X /= o/ A s 7 7 S
METH 51 0.30 33 42739 0.70/0.65 3.7/27 43/32 0.37/0.89 1.1/57 100/33 021/049 1.1/ 75/43  0.25/0.37 1.7/33
0.56
EDDP 36 16 16 42/52  5.1/24 9.5/7.8 43/57 1.2/29 3.8/16 33742 0.64/0.91  0.76/ 29/83 0.89/5.3 5.8/9.7
1.9
18D = = - /- -/- /- /- -/- -/- /- /- /- /- /- -/
OH-LSD - - - - By 2 o/~ EYA -/ ofe o/ ofa A /- of= /-
THC 56 6.1 37 16/- 6.1/ 36/- 21/71  6.3/14 37/14 8.3/ 3.9/- 3.9/ /- £ -/
OH-THC - - - - -/ -/- -/ /- -/ /- - -/ - /- /-
CBD 0.7 15 15 5.3/- 15/- 15/- st -/~ -/ B.3/- < LOQ/- -/ & e /-
CBN 21 28 44 5.3/- 44/- 44/- 7.1/- 13/- 13/- 8.3/- < LOQ/- /- /- = /-
ALP 0.7 <LOQ - /- -/ -/~ -/6.7 L <L0Q /- /- /- -/ /- /- /-
DIA 6.9 0.24 13 11/- 0.24/- 0.24/- 21721 0.19/0,80 0.25/ 8.3/67 0.20/0.13 0.20/ /- -/ /-
1.3 0.13
- not detected; < LOQ: below limit of quantification,
“ Only values above the limit of quantification (LOQ) were idered in the calculation of the medi ation,

concentration measured in this study was higher than the maximum
concentration found in sediments collected in the Turia River basin,
Valencia (Spain) (0.53 ng/g) (Alvarez-Ruiz et al., 2015),

As for cannabinoids, cannabinol and cannabidiol were found at
maximum concentrations of 44 and 15 ng/g d.w., respectively, in a
tributary river of the Ebro basin (ZAD) in 2010, and THC was found at a
maximum concentration of 37 ng/g d.w. in the main river of the
Llobregat basin (LLO3) in 2010. Despite this, THC levels found were not
as high as those found in the Turia River, Valencia (Spain), where the
THC concentration in sediments reached 200 ng/g (Carmona et al,
2017).

Alprazolam was detected in only one sample but at levels below the
method LOQ. Higher levels of alprazolam (maximum concentrations of
87 ng/g d.w.) were found in sediment samples collected in the lakes Al-
Hufuf and Al-Oyun in Saudi Arabia (Picé et al., 2020), The other in-
vestigated benzodiazepine, diazepam, was detected in 6.9 % of the
analyzed samples at maximum concentrations of 1.3 ng/g d.w. in the
main river of the Llobregat basin (LLO7) in 2011. The maximum dia-
zepam concentration found in the present study was lower than that
found in the Danube River (Serbia) (48 ng/g) (Radovi¢ et al,, 2015),
and higher than the maximum concentrations found in sediment sam-
ples collected in the Salvador Bay (Brazil) (0.71 ng/g d.w.) (Beretta
et al,, 2014). In the Turia River (Spain) (Carmona et al., 2017), and the
Douro and the Lima Rivers (Portugal) (Santos et al,, 2016), diazepam
was either not present or at levels below the LOD of the corresponding
method.

3.3. Spatial and temporal variability of drugs of abuse in river sediments
Fig. 3 shows the cumulative levels of the different classes of drugs of

abuse and metabolites investigated along the four main rivers in the
two sampling campaigns. The concentrations measured in tributary

rivers are depicted in Fig. 4.

The most polluted river basin in terms of drugs of abuse and taking
into account both, concentrations found in the main river and its tri-
butaries, and the two sampling campaigns conducted was the Ebro
River basin, with a total cumulative level of drugs of abuse on average
of 91 ng/g d.w. The Ebro River basin was followed by the Llobregat
River basin (65 ng/g d.w.), the Guadalquivir River basin (47 ng/g d.w.),
and the Jucar River basin (14 ng/g d.w.). The Llobregat and the Ebro
River basins presented higher cumulative levels in 2010 than in 2011
(74 vs 56 ng/g d.w. in the case of the Llobregat basin, and 143 vs 38 ng/
g d.w. in the case of the Ebro basin), while the Guadalquivir River basin
presented higher cumulative levels during 2011 than during 2010 (72
vs 22 ng/g d.w, respectively). In the case of the Jucar River similar
cumulative levels were found in both years (15 and 13 ng/g d.w. re-
spectively).

The most polluted sampling locations were ZAD in 2010 (the Ebro
River basin) and LLO3 in 2010 (the Llobregat River basin), with cu-
mulative levels of 109 and 50 ng/g d.w., respectively, followed by
GUAA4 (the Guadalquivir River basin) in 2011 with a cumulative level of
38 ng/g d.w. Cannabinoids was the chemical class that contributed the
most to ZAD and LLO3 total concentrations, whereas opioids was the
most abundant class in GUA4. The samples ANO2 (the Llobregat River
basin) in 2011, LLO7 (the Llobregat River basin) in 2011, GUA-A (the
Guadalquivir River basin) in 2011, HUE (the Ebro River basin) in 2010,
ANO2 (the Llobregat River basin) in 2010 and ZAD (the Ebro River
basin) in 2011, presented cumulative levels of drugs of abuse between
23 and 12 ng/g d.w., while the rest of sediment samples contained
cumulative levels below 10 ng/g d.w. Similar to the results obtained for
surface water collected in the same sampling locations (Mastroianni
et al, 2016), the highest accumulation of drugs of abuse was found in
small tributary rivers located downstream of medium- (40.000 in-
habitants) to large-size (2 M inhabitants) urban areas, like ZAD
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Fig, 3. Cumulative concentration (ng/g, d.w.) of drugs of abuse classes in the main rivers in 2010 (a) and 2011 (b).

(Gasteiz), ANO2 (lgualada), GUA-A (Sevilla) or HUE (Zaragoza) or
close to WWTP discharge points like GUA4 (WWTP from Cordoba). The
lower dilution capacity of tributaries as compared to the main rivers of
the wastewater effluent discharges may favor the accumulation of drugs
of abuse and/or their metabolites in sediments. High cumulative levels
were also found in main river locations like LLO3 and LLO7, which
correspond to the middle and the final section of the Llobregat River.
Unlike other river basins, where the pollution gradient decreases
downstream the main river due to its increasing flow and hence dilution
capacity, in the Llobregat River pollution could increase from its head
to its mouth due to a growing population density and number of
WWTPs downstream. WWTP discharges may even represent almost 100
94 of the Llobregat River flow in drought periods (Boleda et al., 2009;
Osorio et al., 2012). Our findings are in agreement with other studies
conducted in this basin, that reported the highest levels of organic
micropollutants like pharmaceuticals (Osorio et al., 2016) and endo-
crine disruptors (Gorga et al., 2015} in sediments samples collected
near the mouth of the river.

To study differences in the occurrence of drugs of abuse between
river basins and sampling campaigns, the most detected compounds
(cocaine, methadone, EDDP, and MDMA), as well as the sum of all
detected compounds (“Sum™) and the sum of all detected compounds
excluding cannabinoids (“Sum No Cannabinoids™), were statistically
evaluated. Table 3 shows the p-values obtained after applying the
Wilcoxon Rank-Sum test to assess differences in the distribution of
drugs of abuse between sampling campaigns stratifying by river basin.
Concentrations of drugs of abuse detected in sediment samples col-
lected in 2011 were statistically significantly different than those

collected in 2010 for cocaine in the Ebro and the Guadalquivir basins,
methadone in the Jucar and the Guadalquivir basins, and EDDP in the
Guadalquivir basin. The whaole set of data obtained in this study was
then employed for a multivariate analysis based on the quantile re-
gression model (median regression model) to predict in both years the
median concentration of drugs of abuse in the investigated basins (see
Table 53a and Table 53b in SM). Compared to 2010, in 2011 statisti-
cally significant (@ = 0.05) lower median coneentrations of cocaine in
the Ebro basin (A median -0.23, 95 % CI -0.41; 0.09) and methadone in
the Jucar (A median -0.14, 95 % CI -0.23; -0.04) and the Guadalquivir
(A median -0.14, 95 % CI -0.21; -0.06) basins were predicted, while a
higher median concentration of cocaine in the Guadalquivir (A median
0.32, 95 % CI 0.17; 0.47) basin was predicted in 2011 compared to
2010. There was a reduced flow, and hence lower dilution factor and
higher diffusion rates of the water concentrations into the sediments, in
most of the sampling locations investigated in 2011 compared to 2010
(data not shown). This could explain the statistically significant higher
cocaine concentrations found in the Guadalquivir basin found in 2011.
However, hydrological conditions cannot explain the larger con-
centrations of cocaine in the Ebro river basin and methadone in the
Jucar and the Guadalquivir river basins found in 2010. Storm events
may also play a relevant role in the desorption of organic pellutants
from sediments. Additionally, other factors such as the patterns of
consumption of drugs of abuse by the surrounding populadon, the ef-
ficiency of the WWTPs to remove the drugs of abuse, or natural at-
tenuation processes (like photodegradation and biodegradation} may
be responsible for the overall high concentrations of drugs of abuse in
the water and consequently in the sediments observed in 2010
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Table 3
Comparsion of compound distribution between 2010 and 2011 stratifying by
river basin (Wilcoxon Rank-Sum test p-value).

Compound Llobregat Fbro Jucar Guadal quivir
Cocaine 0.52 < 0.01" 0.92 0.04
MDMA 0.83 0.34 0.08 0.35
Methadone 079 0.64 0.02° 0.05
EDDP 0.40 0.69 0.72 0.04"
Sum 0.80 0.35 0.21 0.54
Sum No Cannabinoids 0.87 0.50 0.87 0.54

* p<0.05.

T p<0.10.

Differences in the distribution of drugs of abuse between basins
stratifying by year were also studied. The results are shown in Table 4.
Statistically significant different distributions were only found for co-
caine and EDDP in 2011. To find the basins where there was a differ-
ence in the distribution of these compounds, a posthoc analysis of each
pair of basins was done (Wilcoxon Sum Rank test) and the p-value
obtained was corrected by a multiple comparison method (False Dis-
covery Rate, FDR). For both compounds, EDDP and cocaine, statisti-
cally different distributions were obtained between the Ebro and the
Guadalquivir basins, and between the Llobregat and the Guadalquivir
basins in 2011. These differences are due to the remarkably high con-
centrations of cocaine found in the Guadalquivir basin and EDDP in the
Ebro and the Llobregat basing in 2011 (Table S3a, Table S3b), and could
be associated with a different consumption pattern of cocaine and

methadone by the population living in these areas, provided that EDDP
comes mainly from methadone consumption and to a minor extent from
methadone photolysis (Postigo er al, 2011). However, since official
data on the annual consumption of drugs is only available for the whole
Spanish territory, without distinguishing among regions (except in the
single case of cannabis) (OEDA, 2019), a solid association of these re-
sults with distinct human consumption habits is not possible. Moreover,
other factors such as drug trafficking, apart from those aforementioned,
could also play a role (the Guadalquivir River is a trafficking route used
to introduce drugs, particularly cannabis, in Spain and hence, in the
European markets).

3.4. Distribution of drugs of abuse in the sediment and water compartments

The distribution of drugs of abuse and metabolites between the
sediment and the aqueous phase in the various sampling sites in-
vestigated was evaluated through the experimental determination of
the sediment-water distribution coefficient (Ky). This coefficient cor-
responds with the average value of the ratios between the sediment and
water concentrations obtained in each sampling location. Ky, was cal-
culated only for compounds that were found to be present in more than
6 % of the sediment samples analyzed, viz., cocaine, MDMA, diazepam,
methadone, and EDDP, The source data used, reported in this study for
sediments and elsewhere for water (Mastroianni et al., 2016), and the
experimental K, estimated for these compounds are summarized in
Table S4 as SM. The compounds presenting the greatest tendency to
become absorbed into the sediments rather than to remain in the



Capitulo 3. Resultados

E Lipes Garcia, et dl.

Table 4
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Comparison of compound distribution between the four basins stratifying by year (Kruskal-Wallis test p-values). If statistical differences were shown, pairwise basin
comparisons were performed (Wilcoxon Rank-Sum test p-values). Palse Discovery Rate (FDR) correction for multiple testing was applied.

Componnd All basins Ebro-Lln" Ebro-Juc' Fhro-Gua'' Llo-Foe ' Llo-Gua Jue-Gua FDiR
2010 2011 2010 2011 2000 2011 2010 2011 2010 2011 2000 2011 20010 20111 20010 2011

Cocaine 0.06 = 001 0.41 031 = 0.01 0.78 0.04" 0.06' Ebro-Gua, Lle-Gua
MDMA 0.13 VIV

Methadone 0.36 0.79

EppP 0.58 01 0.70 22 .01° 0.20 0.01" 0.1e Ebro-Gua, Llo-Gua
fum 0.51 0.65

Sum No Cannablaolds  0.26 0.66

Ebro = the Ebro River basin; Llo = the Llobregat River basin; Juc =
* p=0.05.
" p=0.10.

the Jucar River basin; Gua = the Guadalquivir River basin.

? Mull hypathesis in Kruskal-Wallis test (Hg: the compound distribution in the four independent basins are equal} was rejected if corresponding p-value = 0.05.
" Null hypothesis in Wileoxon Sum-Rank test (Hy: the compound distribution in the independent pair of basins tested are equal) was rejected if corresponding p-
value was lower than the corresponding corrected significance level @ grmereq 0btained after applying the False Discovery Rate correction due to Multiple Testing (six

multiple pairs compared), Overall significance level was = 0.05.
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Fig. 5. Correlation between drugs of abuse distribution in surface water and sediment. (P: Spearman correlation coefficient; *p-value < 0.05 were considered

statistically significant].

aqueous phase were methadone (K 619 L/kg, log Kp: 2.79) and EDDP
(Kyp: 474 L/kg, log Kp: 2.68), followed by cocaine (Kp: 281 L/kg, log Ky
2.45), MDMA (Kp: 88 L/kg, log Kp: 1,95) and diazepam (K 64 L/kg,
log K 1.79). Additionally, the Spearman’s correlation test carried out
with the data set (Iig. 5) showed a significant correlation (Spearman p-
value < 0.05] for methadone and EDDP, suggesting a good equilibrium
of these compounds between both compartments. The Ky value re-
ported for cocaine differs from those obtained in previous studies (Kp:
840 Ly/kg (Plosz et al., 2013); 469.5 L/kg (Hu et al.; 2019)), possibly
due to the different physical-chemical characteristics of the sediment
samples investigated in each work, or exceptional events allering sur-
face water concentrations and normal diffusion rates of this compound
(e.g. delivered disposal of cocaine into the water). Kp values for am-
phetamine, methamphetamine, ketamine, ephedrine, benzoylecgonine,
and morphine have been previously reported (ITu et al., 2019], but, to
the author's knowledge, this is the first time that Ky values for EDDP,
methadone, MDMA, and diazepam are reported from field observations.

3.5. Emvironmental risk assessment

The accumulation of drugs of abuse and their metabolites in sedi-
ments may pose a toxicological risk for aquatic organisms living or
feeding on/in river sediments since these substances are biologically

active and their chronic effects are relatively unknown (Gincbreda
et al., 2014). To assess the environmental risk, the Hazard Quotient
(HQ) approach, where the measured environmental concentration
(MEC) of a given compound is compared with its predicted non-effect
concentration (FNEC), at which no toxic effects are expected, was ap-
plied. The PNEC values in sediments (PNEC..4) (Table S1 in SM) were
extracted from the NORMAN Ecotoxicology Database for all compounds
except for cocaine, as it was not covered by the database. In this case,
the PNEC,; was calculated from the PNEC..., value reported in
Mendoza er al. (2014) by applying the equilibrium partitioning ap-
proach that uses the NORMAN database to convert PNEC,, ., values
(predicted by QSAR models or obtained experimentally) into PNEC,.4
values (Table S1 in SM) (NORMAN, 2020).

To jointly consider the effects produced by the mixture of the drugs
of abuse investigared, the toxicological risk caused by their presence in
each sample was evaluated by applying a coneentration addition model
(Ginebreda et al,, 2010, i.e., in each sample, the total HQ was calcu-
lated as the sum of the individual HQ of each drug or metabalite po-
sitively identified in the sample. When ZHQ < 1, sampling sites were
not considered hazardous, whereas ZHQ values between 1 and 10 in-
dicated potentially hazardous sites, and ZHQ values = 10 pointed out
the most hazardous sites for aquatic organisms living or feeding on/in
sediments. Tables S5 and 56 in SM show HQ values obtained for each
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Fig. 6. Relative contribution (%) of different drugs of abuse and metabolites to the hazard quotient obtained in each sample showing a toxicological risk (ZHQ = 1).

sediment sample collected in 2010 and 2011 sampling campaigns, re-
spectively. The relative contribution weight of each compound to the
overall HQ value in those locations where EHQ = 1 is depicted in
Fig. 6.

EHQ values < 1 were obtained for 72.5 % (2010) and 70.6 %
(2011) of the sampling locations, indicating low or no potental risk for
sediment-dwelling organisms. On the contrary, EHQ values between 1
and 10 were obtained for 13.0 % (2010) and 14.7 % (2011) of the
samples, and EHQ > 10 were obtained for 14.5 % (2010) and 14.7 %
(2011) of the investigated sediments, indicating risk for the aquatic
organisms living or feeding on/in sediments in those sampling loca-
tions. However, it should be noted that, in most cases, these high values
of HQ) are due to the low PNEC,. values of specific target analytes
(Table 51 in SM) rather than to a high accumulation of drugs of abuse.

The maximum IHQ values were obtained for the sample collected in
ZAD in 2010 (ZHQ: 762) due to the contribution of cannabinol (HQ:
338), THC (HQ: 324), cannabidiol (HQ: 55), and EDDP (HQ: 43}, the
sample collected in LLO3 in 2010 (EHQ: 431) mainly due to the con-
tribution of THC (HQ:; 333) and cannabinol (HQ: 98), and the sample
collected in LLO7 in 2011 (EHQ: 148) due to the main contribution of
THC (HQ: 127). The remaining sampling locations presented EHQ < 83
(Tables S5 and 86 in SM). Overall, the compounds that contributed the
most to the toxicity of the samples were EDDP and THC in 2010 and
EDDP in 2011 (Fig. 6). Methadone contributed also to the toxicity of
many samples but its relative contribution was low (helow 20 % in all
samples except in GUA4 in 2011).

In both sampling campaigns, the sampling locations LLO7, CAR4,
and ANOZ2 in the Llobregat River basin; EBRO6, ZAD, ARG, and HUE in
the Ebro River basin; JUC3, JUC8, and MAG1 in the Jucar River basin,
and GUA4, GEN1, and GUA-A in the Guadalguivir River basin presented
IHQ wvalues = 1 so they could be considered sites with certain tox-
icological risk. Nevertheless, it is important to stress that these results

correspond to the analysis of grab samples and hence they are not ne-
cessarily representative of a long-term exposure scenario.

4, Conclusions

An analytical methodology based on PLE extraction and SPE clean
up followed by LC-MS/MS determination has been validated and ap-
plied to assess the occurrence of 20 drugs of abuse and their metabolites
in 144 sediment samples collected in four Spanish river basins. Overall,
concentrations in river sediment samples were in the low ng/g d.w,
being the most polluted samples those collected in tributary rivers and
locations downstream urban areas or impacted by WWTP effluents.
Statistically significant different distributions of some drugs of abuse
and metabolites were observed between sampling campaigns and
among river basins. However, the observed changes could not be re-
lated to a single factor, but a mixture of them (e.g., hydrological con-
ditions, storm events and consumption patterns of drugs of abuse in the
investigated areas). Only in the case of EDDP, which is mainly formed
after methadone consumption, its significant different distribution
among river basins may be more solidly associated with different
consumption patterns of methadone in those areas.

The sediment-water distribution coefficient (Kp) of EDDP, metha-
done, MDMA, diazepam, and cocaine were experimentally calculated
by studying the relationship between their concentrations in water and
sediment in each investigated location. EDDP and methadone were the
drugs that showed the greatest tendency to become adsorbed onto the
sediments (Log Kp= 2.68).

Finally, the risk assessment study showed that the drugs present in
some sampling sites may pose a high risk for the aquatic organisms
living or feeding on/in their sediments. However, this assessment is
based on grab samples, Further studies including composite samples
and extended in time would be required to assess the long-term
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exposure of sediment-dwelling organisms to drugs of abuse.
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Table 52. Total organic carbon (TOC, % C) content of the sediment samples collected
during the 2011 sampling campaign.

Main TOC Tributary TOC Tributary TOC
River (% C) River {% C) River (% C)
LLO1 1.33 CAR1 21
LLO2 2.24 CAR2 2.81
LLO3 1.25 CAR3 131
u'ﬁ:ﬁat LLO4 2.03 CAR4 1.82
LLOS 0.56 ANO1 1.06
LLOG 0.65 ANO2 4.79
LLO7 2.14 ANO3 1.23
EBRO1 2.78 OCA 1.98 ESE 0.34
EBRO2 2.58 ZAD 5.22 CINL 0.84
EBRO3 3.95 NAJ 2.85 cIN2 1.83
_ EBROA4 1.35 ARG 114 RS 2.98
Ebrobasin  coeos 2.27 GALL 0.42 SEG 4.86
EBROG 3.77 GAL2 2.53 MAT 2.42
EBRO7 3.05 HUE 1.23 ALG 0.56
EBRO9 0.71 MAR 2.82
Juct 1.20 CAB1 3.83
uc2 0.65 CAB2 1.89
Jucs 1.99 CAB3 1.41
jucarbasin UG 0.96 CAB4 1.95
Jucs 3.43 CABS 0.85
Jucs 0.51 MAG1 2.94
ey 2.43 MAG2 1.92
Jucs 255
GUA1L 0.79 BOR 2.19 GUA-A 1.07
GUA2 0.68 GUA-M 0.63 GUAR 1.87
GUA3 0.69 MAG 0.77
GUA4 1.20 GUA-N 0.63
GUAS 0.98 YEG 3.43
. GUAG 0.67 GUA-L 0.84
G”EI'::;?:'W GUA7 0.39 PIC 0.50
GUAS 1.14 BEM 0.41
GUA9 0.88 CAC 1.00
GEN1 0.68
GEN2 152
COR 0.59
HER 1.07
4
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Table $6. (continued)

HQ
THC CBED CEN fmax) 2HQ

METH EDDP

MDMA MA ALP  DIA
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3.3. Analisis de drogas, psicofarmacos y algunos de sus metabolitos en
mejillones

La continua introduccion de drogas y psicofarmacos en el medio ambiente acuatico puede
dar lugar a su bioacumulacién en los organismos acuaticos, como han demostrado varios
estudios publicados en la literatura (Tabla 3, seccion 1.3.1.2.). Por ello, disponer de
metodologias analiticas capaces de determinar esta bioacumulacién puede ser de gran utilidad,
ya que, como se mostré en la seccion 1.3.2., la exposicidn a concentraciones ambientales de
algunos de estos compuestos en agua puede tener diferentes efectos toxicoldgicos en los
organismos expuestos y, en el caso de organismos comestibles como los mejillones, representar
también un peligro para la salud publica. Al igual que en el caso de las matrices ambientales
anteriores, la etapa de extraccion es critica en el analisis de drogas y farmacos en biota. Con el
fin de reducir el coste, el tiempo de preparaciéon de la muestra, minimizar la cantidad de
disolventes utilizados, y evitar el empleo de instrumentacién especial, se evalué el uso de
QUECHERS para este fin, frente a otras técnicas de extraccion cominmente utilizadas para el
andlisis de muestras medioambientales sélidas (p.ej. la PLE) (Perestrelo y cols., 2019). Como
organismo diana para estudiar la contaminacién del medio marino y la bioacumulacién de este
tipo de compuestos, se selecciond el mejillén, ya que al alimentarse por filtracién tiene una alta
capacidad para bioacumular contaminantes, razén por la cual se utiliza frecuentemente como

bioindicador (Dodder y cols., 2014).
En este contexto, los objetivos de la publicacion #5 fueron:

e Desarrollar una metodologia analitica basada en extraccion con QUEChERS y analisis
mediante LC-MS/MS para determinar drogas, psicofarmacos y algunos de sus
metabolitos en mejillones.

e Validar la metodologia en términos de linealidad, recuperacion, repetibilidad, efectos
de matriz, y sensibilidad.

e Aplicar la metodologia a muestras de mejillones salvajes y a diferentes productos
comerciales de mejillén.

e Comparar los resultados obtenidos con los niveles de drogas, psicofarmacos vy

metabolitos reportados en mejillones en otros trabajos publicados en la literatura.

En el método desarrollado, 10 g de mejillon fresco se extraen con QUEChERS utilizando ACN
como disolvente de extraccién y una mezcla de 4 g de MgS0,, 1g de NaCl, 1 g de citrato de sodio

y 0,5 g de citrato de disodio sesquihidratado como sales de extraccidn, y el extracto obtenido se
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purifica posteriormente mediante d-SPE utilizando una mezcla de 40 mg de PSA, 400 mg de C18

y 1.200 mg de MgSQO..

Esta metodologia analitica se validé en términos de linealidad, recuperacion, repetibilidad,
efectos de matriz y sensibilidad, con resultados satisfactorios en todos los casos, y su aplicacién
posterior al andlisis de varias muestras de mejillones, mostré la presencia Unicamente de dos
compuestos, cafeina y sertralina, en una muestra de mejillones salvajes a concentraciones

comparables a las obtenidas en otros estudios internacionales.
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ABSTRACT
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This work presents an analytical methodology based on a “Quick, easy, cheap, effective, rugged, and safe”
(QUEChERS) extraction and liquid chromatography-tandem mass spectrometry detection (LC-MS/MS) for the
simultaneous determination of 35 peychoactive substances in fresh mussel samples. The compounds investigated
include illieit drugs, new psychoactive substances, commonly prescribed psychiarric pharmaceuticals, and eaf-
feine. The methodology was validated in terms of recovery (relative recoveries 77-118%), repeatability (relative
standard deviation values < 20%), and sensitivity (limits of deteetion and quantification < 2 ng/g fresh weight
(fw.) and < 6.7 ng/g fw., respectively, for most compounds). The method was applied to the analysis of 15
samples, covering both commercially available mussels purchased from local food markets and wild fresh
mussels collected in the Northeast coast of Spain in the Mediterranean Sea. Only one sample corresponding to
wild mussels was found to contain 2 of the target analytes, namely, sertraline (1.5ng/g f.w.) and caffeine,

(12.8ng/g Lw.).

1. Introduction

Psychoactive substances are substances that act on the central ner-
vous system. They include psychoactive pharmaceuticals legally used to
treat mental disorders such as depression, anxiety or seizure disorders,
among others, but also drugs of abuse illegally used to alter the state of
mind, consciousness or hoth. Given the extensive use of these sub-
stances by the population as well as their incomplete removal in the
wastewater treatment plants (WWTPs), these compounds and/or their
metabolic byproducts are continucusly released into the water cycle
(Calisto and Esteves, 2004%; Pal ctal., 2013; Peng et al., 2016). Although
levels found in the aquatic environment are in general low, con-
centrations discharged by wastewater treatment plants can reach the
high pg/L range (Cunha et al.,, 2017; Yadav et al.,, 2017}. Fabbri and
Franzellitri (2016) have recently reviewed the concentrations of phar-
maceuticals in seawater worldwide. Concentrations of analgesics in
seawater were between 0.4 and 1952 ng/1, antidepressants were be-
tween 0.6 and 596 ng/L, antiepileptics were between 0.3 and 1400 ng/
L, and antianxiety drugs were between 0.5 and 12.7 ng/L. Micit drugs
were also found in marine environments at concentrations in the range
2.4-9.7 ng/L.

The continuous introduction of these compounds into the aquatic
ecosystems may result in their bicaccumulation in aguatic organisms

(Ebele et al., 2017; Fahbri and Franzellitti, 2016; Gaw et al., 2014;
Huerta et al.,, 2012; Mezzelani et al., 2018; Rodriguez-Mozaz et al.,
2016). Mussels are able to bioaccumulate organic and inorganic pol-
lutants dissolved in water or attached to sediments because they are
benthic filter-feeders. They have been used as sentinel organisms for
coastal pollution monitoring (Beyer et al., 2017). Several studies have
already investigated the capacity of mussels to bioaccumulate psy-
choactive substances. For instance, several illicit drugs, stimulants, and
antidepressants have been analyzed in mussels collected along the coast
of California (167 chemicals) (Maruyva et al., 2014a) and in a waste-
water-impacted river from Ontario (Canada) (118 pharmaceuticals and
personal care products) (de Solla el al, 2016). Among other com-
pounds, the marine mussel samples investigated were found to contain
the illicit drugs cocaine and amphetamine, and the antidepressant
sertraline at concentrations up to 1.7, 20, and 5.5ng/g dry weight
(d.w.}, respectively (Maruya et al, 2014b). Meanwhile, the freshwater
mussels from Ontario also presented residues of cocaine (0.1-0.6 ng/g
fresh weight (fw)), amphetamine (2.3-8.3ng/g f.w), and various an-
tidepressants, including sertraline (6.1-77 ngsg fw], fluoxetine
(1.3-89ng/g fw), venlafaxine (5.1-25ng/g fw) and citalopram
(6.9-37ng/g fw) (de Solla et al, 2016). The fate of fAuoxetine in
freshwater mussels downstream from a WWTP discharge and its po-
tential toxic effects in these organisms were specifically investigated by

* Corresponding author at: Institute of Environmental Assessment and Water Research (IDAEA-CSIC), Department of Environmental Chemistry, C/Jordi Girona 18-

26, 08034 Barcelona, Spain.
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Table 1
Method performance in terms of linearity, analyte recoveries (absolute and relative), repeatability (RSD), and sensitivity (lmits of detection and quantification) in
fresh mussel.
Linearity Absolute recovery Relative recovery, (RSD') Sensitivity
n=13 n=3
Range (ng/ r 25ng/g 100ng/s 25ngsg Lw, 100ng/g fw., LOD LOQ
mL) fw. fowr, ng/g {ng/'g
fw.) fow.)
Cocaine compounds Cocaine (COC) 0.25-500 0.9952 60 58 94 (1) g6 (1) 0.2 .5
Benzoylecgonine {(BE] 0.25-500 0.9930 42 45 84 (3] 93 (3) LB 6.0
Cocasthvlens (CE) 0.25-500 0.9916 56 56 89 (9] 84 (2) 0.7 24
Amphetamine-type Amphetamine (AM) 0.5-500 0.9958 32 39 100 (1) 102 (1) 0.5 1.7
stimulants Methamphetamine (MA} 0.25-500 0.9982 44 51 111 (18) 99 (18) 0.z 05
MDMA 0.25-500 0.9978 49 52 97 (4] 99 (3) 0.3 1.0
Opivids Morphine (MOR) 2.5-500 09908 16 30 114 (2) 115 (3) 1.5 5.0
G-monoacetylmorphine (6ACM) 2.5-500 0.9956 18 32 86 (7] 80 (5) 50 15.0
Methadane (METH) 0.05-500 0.9962 56 54 118 (5) 96 (6) 0.1 0.3
EDDP 0.25-500 0.9034 67 58 80 (4] 99 (4) 0.1 0.3
Hallucinogens Ketamine (KET) 0.25-500 0.9962 51 52 92 (3] 96 (10) 0.1 0.3
Lysergie acld diethylamide (LSD) 0.25-500 0.9952 43 41 o (13) 94 (5) 0.2 .8
Cannazbinoids A*Tetrahy drocannabinol (THC) 2.5-500 0.9920 4 2 84 (12) 80 (14) 10.0 25.0
11-hydroxy-A"THC (OH-THC) 2.5=500 0.90908 - 28 - 115 (207 10.0 30.0
11-nor-9-carboxy-A"THC (THC-COOH)  5-500 0.9930 - 7 = 84 (6) 10.0 30.0
Mew psychoactive AH-7O21 0.25-25 0.9916 47 47 95 (4] 95 (4) 0.3 1.0
compounds Mephedrone (MEPH) 0.25-500 09986 40 47 a1 (5] an (2) 0.3 1.0
MDPYV! 0.5-500 05028 54 55 84 (14) 90 (12) 0.3 1.0
Stimulants Caffeine (CAF) 2.5-500 0.9924 41 45 949 (8] B (8) 1.2 3.9
Ephedrine (EPH) 0.05-500 0.9920 35 42 95 (4) 94 (4) 01 0.4
Benzodiazepines Alprazolam (ALPZ) 0.05-500 0.9916 58 55 87 (1] 89 (2) 0.5 1.6
a-hydroxy-ALPZ (OH-ALPZ) 2.5-500 0.9904 Bl 73 81 (9) B3 (4) 1.0 3.0
Midazolam (MIDZ) 0.25-500 0.9008 38 36 80 (7] 81 (5) 0.3 1.0
a-hydroxy-MIDZ (OH-MIDZ) 0.25-500 0.9910 47 46 86 (2] 83 (5) 2.0 &7
Lormetazepam (LRMZ) 0.25=500 0.9938 = B2 - 93 (1) 0.1 0.3
Diazepam (DIAZ) 0.25-500 0.9910 46 44 80 (3) 82 (7) 14 46
Oxazepam [0X7) 2.5-500 0.9922 40 39 110 (100 83 (9) 1.2 3.9
Temazepam (TEMZ} 0.5-500 0.9980 101 B89 81 (2] 81 (1) 1.4 4.7
Antidepressants Citalopram (CTLF) 0.5-500 0.9950 64 51 83 (3] 101 (9) 0.2 05
Fluoxetine (FLX) 0.05-500 09970 45 42 80 (2} 86 (6) 0.1 4
Sertraline (STR) 0.25-500 09924 18 18 100 {18) 105 (10) L1 0.3
Venlafaxine (VFX) 0.05-500 0.9936 44 39 a5 (13) B9 (8) 0.1 0.3
Hypnotic Zolpidem (ZOPD) 0.05-500 0.9938 53 o2 80 (7] B2 (2) 0.1 3
Antipsychotic Chlorpromazine (CPMZ) 0.25-500 0.9984 33 30 82 (1} 85(3) 0.1 05
Sedative Hydroxyzine (HXZ) 0.05-500 0.0036 43 45 77 (7) 82 (2) 01 0.4

Y MDMA: 3 4-methylenedioxy methamphetamine.

" EDDP: 2-ethylidene-1,5-dimethyl-3,3-diphenylpyrrolidine

© AH-7921: 3,4-dichloro-N-[[ 1-(dimethylamino)eyclohexyl)methyl | benzamide.
4 MDPV: 3,4-methylenedioxy pyrovalerone.

® RSD: relative standard deviation of triplicate analysis of fortified fresh mussel samples.

Bringoll er al. (2010]. In this study, native freshwater mussels were
found to contain up to 79 ng/g f.w of fluoxetine. The bicaccumulation
of venlafaxine and different venlafaxine metabolites was investigated in
mussels from the Southeast of France (Martinez Bueno et al., 2014). In
this case, trace amounts of venlafaxine (up to 2.7 ng/g d.w.) and its
metabolites (up to 3.8 ng/g d.w.) were measured. The occurrence of
antidepressants in mussels has also been investigated in specimens
collected at different locations in Europe: the Portuguese coast (Silva
el al., 2017), the Ebro River Delta (Spain), the Tagus River Estuary
{Portugal), and the Po River Delta (Italy) (Alvares Munoz et al., 2015).
Average fluoxetine and citalopram concentrations in marine mussels
from the Portuguese coast were 4.83 ng/g d.w. and 3.26 ng/g d.w.,
respectively (Silva et al., 2017). Specimens collected from the Po River
Delta contained 21 ng/g d.w. of citalopram and 36 ng/g d.w. of ven-
lafaxine, whereas lower concentrations were observed in mussels col-
lected from the Tagus River Estuary (7.7 ng/g d.w. of venlafaxine and
no detectable levels of citalopram) and the Ebro River Delta (2.7 ng/g
d.w. of venlafaxine and 1.9 ng/g d.w. of citalopram) (Alvarez Munoz
et al., 2015},

Methodologies commonly used to determine psychoactive sub-
stances in mussels consist of a sample extraction and clean-up step
followed by liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) detec-
tion, Such approaches allow obtaining enough selectivity and sensi-
tivity to detect the low concentrations at which these compounds can be
present in these organisms. Pressurized liquid extraction (PLE)
(Alvarez-Munioz et al., 2015), solid-liquid extraction (Baven et al,
2015) or ultrasonic assisted extraction (USE) (Dodder et al., 2014)
followed by solid phase extraction (SPE) are the techniques of choice
for extraction of the analytes and subsequent clean-up of the extract,
respectively. However, some of them are time-consuming and labor-
intensive (SLE, USE and SPE) and, in the case of PLE, expensive and
complex instrumentation is needed. Alternatively, QuEChERS (quick,
easy, cheap, effective, rugged and safe) extraction represents a simple,
attractive approach for mussel sample preparation. This method was
initially developed for extraction of pesticides from vegetables and
fruits (Anastassiades et al., 2003), However, in recent years, it has been
also used for extraction of different chemicals from a variety of ma-
trices. As far as psychoactive substances are concerned, QuEChERS
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methods have been used for extraction of illicit drugs and psychiatric
pharmaceuticals like benzodiazepines and antidepressants from human
biological matrices, such as blood and urine (Alves et al, 2017;
Anzillomi et al., 2014; Dulaurent et al., 2016). Still, target methodolo-
gies that apply QuEChERS to extract this type of compounds from en-
vironmental matrices, and in particular mussels, are scarce, and to the
authors' knowledge, they cover only psychoactive pharmaceuticals, but
not illicit drugs or the widely consumed stimulant caffeine (Martines
Bueno et al., 2013; Martinez Bueno et al., 2014; Nifez et al., 2015).

In this context, the aim of this work was to develop an analytical
methodology based on QuEChERS extraction combined with LC-MS/MS
detection for the simultaneous determination of 37 psychoactive sub-
stances (during method optimization the number of target compounds
was reduced to 35 substances due to analytical restrictions in the case of
heroin and lorazepam) in fresh mussel samples. The compounds in-
vestigated were selected on the basis of their extensive use by the po-
pulation and their occurrence in the aquatic environment and include
the most consumed illicit drugs, new psychoactive substances, and
pharmaceuticals commonly preseribed such as benzodiazepines, sti-
mulants, antidepressants, sedatives, hypnotics, and antipsychotics, The
method developed was applied to the analysis of these substances in
wild mussel samples and mussels commercially available at local food
markets. To the author's knowledge, this is the first time that illieit
drugs other than cocaine, benzoylecgonine, and amphetamine, new
psychoactive substances and some psychoactive pharmaceuticals (a-
hydroxy-alprazolam, midazolam, a-hydroxy-midazolam, ephedrine,
temazepam, lormetazepam, oxazepam, hydroxyzine, chlorpromazine
and zolpidem) have been investigated in mussel samples.

2. Material and methods
2.1. Chemicals

The list of target compounds considered for analysis is shown in
Table 1, The illicit drugs investigated included cocaine (COC) and its
metabolites benzoylecgonine (BE) and cocaethylene (CE); the amphe-
tamine-type stimulants amphetamine (AM), methamphetamine (MA),
and 3,4-methylenedioxymethamphetamine (MDMA or ecstasy); the
opioids/opiates morphine (MOR), 6-monocacetylmorphine (6ACM),
heroin (HER), methadone (METH) and its metabolite 2-ethylidene-1,5-
dimethyl-3,3-diphenyl pyrrolidine (EDDP); the hallucinogens ketamine
(KET) and lysergic acid diethylamide (LSD); the cannabinoids A%tet-
rahydrocannabinol (THC) and its main metabolites 11-hydroxy-A"-THC
{OH-THC) and 11-nor-9-carboxy-A"-THC (THC-COOH), and the new
psychoactive  substances 3, 4-dichloro-N-[[1-(dimethylamino)cyelo-
hexyl]methyl] benzamide (AH-7921), mephedrone (MEPH), and me-
thylenedioxypyrovalerone (MDPV). The psychoactive pharmaceuticals
selected were the stimulants caffeine (CAF) and ephedrine (EPH); the
benzodiazepine-type anxiolytics alprazolam (ALPZ), its metabolite a-
hydroxy-alprazolam (OH-ALPZ), midazolam (MIDZ), its metabolite a-
hydroxy-midazolam (OH-MIDZ), lorazepam (LORZ), lormetazepam
(LRMZ), diazepam (DIAZ), oxazepam (OXZ), and temazepam (TEMZ);
the antidepressants citalopram (CTLP), fluoxetine (FLX), sertraline
(STR), and venlafaxine (VFX); the hypnotic zolpidem (ZOFD); the an-
tipsychotic chlorpromazine (CPMZ), and the sedative hydroxyzine
(HXZ).

Standards of the target compounds and their isotopically labeled
analogs (listed in Table 51) (purity > 97%, concentration of 0.1 or
1mg/mL) were purchased from Cerilliant (Round Rock, TX, USA) as
solutions in methanol (MeOH) or acetonitrile (ACN).

Standard mixtures were prepared in MeOH at different concentra-
tions in the range 0.1 to 1000 ng/mL by appropriate dilution of in-
dividual stock solutions (0.1 mg/mL). All of them contained the iso-
topically labeled (surrogate) standard (88) mixture at a concentration of
50 ng/mL in the case of BE-ds, CAF-dy, COC-dy, CTLP-dg, EDDP-dj,
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EPH-d;, LORZ-d,, LRMZ-'3Cd,, METH-ds, MOR-d,, OH-THC-d,, OX2-
dg, STR-ds, THC-d3, THC-COOH-ds and VFX-ds, and 20ng/mL in the
case of the remaining surrogate compounds (see Table S1). Two solu-
tions, one containing only the target compounds at a concentration of
1pg/mL and another one containing only the S5 at 1pg/mL were
prepared in MeCH for sample fortification during the validation study.
The solution containing only the 58 at 1 pg/ml was also used for sample
analysis. All standard solutions were stored in the dark at —20°C.

All solvents used were from J.T. Baker (Serviquimia, Barcelona) and
were HPLC grade. Formic acid (> 98%) and ammonium formate
(> 99%), used as mobile phase modifiers, were purchased from Merck
and Fluka Analytical (Sigma Aldrich), respectively.

Magnesium sulfate (MgS0,), sodium citrate (NaCitrate), sodium
chloride (NaCl) and disodium citrate sesquihydrate (DCS), used as ex-
traction salts, and primary and secondary amine (PSA), Cl8e and
MgS0y, used for clean-up, were obtained from Bekolut GmbH & Co
(Hauptstuhl, Germany) as CITRATE-KIT-01 and PSA-KIT-04A, respec-
tively.

2.2. Sample collection

Wild mussel samples (Mytilus galloprovincialis) were collected in the
Catalan coast (NE Spain) at two different locations: Sant Feliu de
Guixols and the Ebro River Delta (see Fig. 51). They were collected as
grab samples and were transported to the laboratory in cold conditions
(4°C). Once in the laboratory, they were prepared in < 24 h following
the procedure described in Section 2.3, Also, different types of mussels
(Mytilus galloprovincialis) commercially available in local food markets,
including fresh mussels, boiled mussels, and natural canned mussels,
were analyzed. One of these types of mussels was also used in the va-
lidation study.

2.3. Sample extraction

Ten grams of homogeneous fresh composite mussel sample, pre-
pared by blending various individuals with a mixer, was weighted into
a 50 mL polypropylene (PP} centrifuge tube, spiked with the S8 at a
concentration of 25 ng/g in the case of BE-dg, CAF-dy, COC-d3, CTLP-dg,
EDDFP-d;, EPH-d;, LORZ-d4, LRMZ-'*Cd;, METH-d, MOR-d;, OH-THC-
dj, OXZ-dg, STR-d3, THC-d3, THC-COOH-d3 and VFX-dg and 10ng/g in
the case of the remaining surrogate compounds, vortexed at 2500 rpm
for 1 min and stored during 12 h at 4 °C to allow methanol evaporation
and interaction of the compounds with the matrix. For extraction,
10 mL of ACN, used as the extraction solvent, was added to the cen-
trifuge tube, manually shaken, and immediately afterwards the ex-
traction salts (4 g MgS0,, 1 g NaCl, 1g NaCitrate and 0.5g DCS) were
also added. After vortex-mixing at 2500 rpm for 1 min and centrifuga-
tion at 3500 rpm for 5min, the supernatant was transferred to a PP
centrifuge tube containing the clean-up sorbents (40 mg of PSA, 400 mg
of C18e and 1200 mg MgS0,). The mixture was vortexed at 2500 rpm
for 1 min and centrifuged at 3500 rpm for 5 min. Then the supernatant
was transferred into a vial and stored at — 20 °C for 4 h and centrifuged
again at 3500 rpm for 5min to precipitate the remaining salts. One mL
of the resulting supernatant was transferred to a 1 mL-volumetric flask,
evaporated to 0.5mL with a PIERCE ReactiTherm III evaporator
(Rockford, IL; USA), and made up to the initial 1 mL volume with water,
s0 that the final extract consisted of a mixture of ACN-H20 (1:1, v/v).
The reconstituted extract was transferred to a vial and stored at —=20°C
until analysis.

2.4. LC-M5/MS analysis
Extract analysis was performed with an HPLC Symbiosis™ Pico

System (Spark Holland, Emmen, The Netherlands) connected in series
with a 4000 QTRAP hybrid quadrupole-linear ion trap (QgLIT) mass
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spectrometer (Applied Biosystem-Sciex, Foster City, CA, USA).

For LC, 5 plL of the extract was injected onto a Purospher Star RP-18
end-capped column (125mm » 2.0mm, S5pm) preceded by a guard
column of the same packing material, both from Merk (Darmstadrt,
Germany). Analyte separation was achieved by applying a linear or-
ganic gradient of a binary mobile phase (water with 20 mM of a buffer
formic acid/ammonium formate (pH: 3.8) and ACN) at a constant flow
rate of 0.3 mL/min. The organic composition of the mobile phase was:
5% at O min, 40% at 12 min, 70% at 18 min, 80% at 19 min, and 100%
at 26 min. Pure organic conditions were maintained for 2 min (28 min),
and initial composition of 5% was achieved in the next 2min (30 min)
and maintained for 10 min for column re-equilibration (40 min).

Tonization of the compounds was achieved with a Turbo Ion Spray
source operating in the positive ionization mode (ESI+ ). Mass acqui-
sition was done in the selected reaction monitoring (SRM) mode, re-
cording two SRM transitions per analyte and one per SS. Optimum ESI-
MS,/MS conditions used for analysis of the target compounds are listed
in Table S1.

2.5. Method validation

The methodology was validated in terms of linearity, sensitivity,
recovery, repeatability, and matrix effects.

The linearity of the method was evaluated in the range
0.05-500 ng/mL constructing nine-point calibration curves by diluting
the methanolic standard mixtures (see Section 21} with HPLC-grade
water (1:1, v/v). Quantification was performed by the isotope dilution
approach, comparing the analyte peak area of each compound with that
corresponding to its surrogate standard, and weighted least-squared
linear regression, using 1/x” as the weighting factor, was used to build
the calibration curves to minimize the influence of high concentrations
in the linear model.

Recovery studies were performed with a fresh mussel sample for-
tified at two different levels (25 ng/g f.w. and 100ng/g f.w.) in tripli-
cate. Absolute recoveries were calculated by comparing the analyte
peak areas obtained after the LC-MS/MS analysis of the fortified mussel
samples vs. standard solutions at equivalent concentrations. Relative
recoveries were calculated by comparing the absolute recoveries of
each compound and its corresponding surrogate standard.

The repeatability of the method was also evaluated at 25ng/g f.w.
and 100 ng/g f.w by calculating the relative standard deviation (RSD)
of the triplicate analysis of fortified fresh mussel samples.

The sensitivity of the method was assessed through the limits of
detection (LOD) and quantification (LOQ) observed for each analyte.
Average LODs and LOQs were experimentally estimated from the ana-
lysis in triplicate of fresh mussel samples fortified at low concentrations
(5ng/g f.w. or 10ng/g f.w.) with the target analytes. The LODs and
LOQs were calculated as the concentration of analyte giving a signal to
noise ratio of 3 and 10, respectively.

Matrix effects were evaluated by comparing the peak areas obtained
after LC-MS/MS analysis of a mussel sample fortified at the end of the
QuEChERs extraction protocol (Section 2.2) (i.e., the final mussel ex-
tract obtained after the clean-up step was evaporated until dryness and
it was reconstituted with the standard mixture at a concentration of
25 ng/mL) and a standard solution at equivalent concentration (25 ng/
ml) according to the following equation: ME¥% = 100* (Apusset-
Antank )/ Astandara)-100. The sample used for method validation was free
from all target compounds. Therefore, subtraction of Ay (signal in
the non-fortified sample) was unnecessary.

3. Results
3.1. Method performance

Fig | shows extracted ion chromatograms of the target analytes
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after QuEChERS extraction and LC-MS,/MS analysis of a fresh mussel
sample fortified at 100 ng/g f.w. Table 1 summarizes the performance
of the method for the analysis of the 35 selected psychoactive sub-
stances in mussels in terms of linearity, recovery, repeatability, and
sensitivity.

The linearity of the method was satisfactory between the analyte
LOQ and 500 ng/ml for all target compounds except AH-7921, for
which the method provided a linear response only between its LOQ and
25 ng/mL. The coefficients of determination obtained for calibration
curves, constructed with at least 6 data points, were higher than 0.99.

Analyte absolute recoveries, in good agreement at the two levels
tested, expanded in mast cases between 30% and 101%. Lower absolute
recoveries (= 30%) were observed for morphine, 6-mono-
acetylmorphine, and highly apolar substances, i.e., the cannabinoids
(Log Kow 5.33-6.97) and sertraline (log K, 5.29). Despite this, relative
recoveries for all compounds were satisfactory, They were in the range
between 80 and 118% at both levels tested for all compounds, except
for hydroxyzine (77% at the low level tested). This indicates that poor
recoveries or potential losses during the extraction procedure as well as
potential matrix effects are well compensated by the use of isotopically
labeled analogs.

The method was also shown to provide very good repeatability for
all compounds. RSD values of triplicate analyses of fortified fresh
mussel samples were below 20% in all cases.

Regarding the sensitivity of the method, LODs were between 0.1
and 2.0 ng/g f.w. and LOQs were between 0.3 and 6.7 ng/g f.w. for all
compounds, except for b-monoacetylmorphine and the cannabinoids,
that presented LODs and LOQs between 5 and 10 ng/g f.w. and between
15 and 30ng/g f.w., respectively. The lower sensitivity observed for
these compounds is due to some extent to their low absolute recovery
and/or high matrix suppression ionization effects, and to some other
extent, especially in the case of cannabinoids, to the low signal response
provided by the instrumentation (ESI-MS/MS) under positive ioniza-
tion. Sensitivity for these compounds could be improved under negative
ionization, but this requires the performance of an additional analysis,
Thus to save analytical resources (chemicals and materials used and
analysis time), this option was discarded in detriment of a better
method sensitivity for cannabinoids.

FFig. 2 shows how the matrix affects the analysis of the target com-
pound. Negartive values indicate ionization suppression of the MS signal
and positive values indicate MS signal enhancement. As can be ob-
served, 43% of the psychoactive compounds under study were not
significantly affected by components of the matrix (matrix effects
within + 20%). However, when matrix effects were relevant, most
compounds were affected by ionization suppression rather than en-
hancement. In this regard, the compounds that showed the highest
signal suppression (percentages above 40%) were those for which the
lowest absolute recoveries were obtained (morphine, the cannabinoids,
and sertraline), and also fluoxetine, and chlorpromazine. lonization
enhancement above 40% due to matrix components was mainly ob-
served for the benzodiazepines a-hydroxy-alprazolam, lormetazepam,
and temazepam.

Lorazepam and heroin were also attempted to be analyzed with the
present method. However, they could not be validated due to extremely
poor recovery or, what is more likely, matrix interferences, that re-
sulted in no signal in the case of the two SRM transitions of heroin and
in the case of the confirmation SRM transition of lorazepam in fortified
mussel samples.

3.2. Occurrence of psychoactive substances in mussel samples

The methodology developed was applied to the analysis of 15
mussel samples, 5 of them corresponding to wild mussels collected in
nearby areas and 10 to commercial products purchased in local food
markets. Two criteria were adopted for the positive identification of the
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Fig. 1. Extracted ion chromatograms (XIC) after QuEChERS extraction and LC-MS/MS analysis of a mussel sample spiked with the target analytes at a concentration

of 100 ng/z f.w.

analytes in the samples: i) the analyte SRM ratio between the quanti-
fication transition and the confirmation transition in the sample and in
the calibration standards had to be similar (in this sense, when the
average analyle SRM ratio in the standards was between 1-2, 2-5,
and 5-10, a deviation of the SRM ratio observed in the sample

959

within + 20%, + 25%. or + 30%, respectively, was accepted), and, ii)
the retention time of the analyte in the sample and in the standard
solution had to be comparable [ = 29%) (higher deviations were ac-
cepted when the surrogate standard was also affected) (see Table S1).

All commercial mussel samples analyzed were free of the target
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Fig. 2. Matrix effects (%) observed for QuEChERS extracted and LC-MS/MS
analvzed psyehoactive substances in fresh mussel samples fortified at 25 ng/g
f.w, Vertical lines ar —20% and 20% delimit the cases whers matrix effects in
the form of signal suppression and enhancement, respectively, are relevant,

psvchoactive substances. However, in one of the wild mussel samples
analyzed, two psychoactive substances, caffeine and sertraline, were
found at concentrations of 12.8 and 1.5ng/g f.w., respectively. iz, 3
shows the exiracted ion chromatogram for the quantification and the
confirmation SRM transitions of sertraline and caffeine in the mussel
sample where they were positively identified.

The caffeine concentration found in this study was similar to those
found in California (USA) (14 ng/g d.w.) (Maruya et al,, 2014b), Por-
tugal (11.1 ng/g d.w.), and Italy (11.7 ng/g d.w.) (Alvarez-Munoz ef al_,
2015), and higher than those found in Singapore (mean concentration
1.55 ng/g wet weight (w.w)) (Bayen et al., 2015) and San Francisco
Bay, where analyzed mussels were free of caffeine [Klosterhaus et al,
2013). Despite its high polarity (Log Kow of —0.07), meaning low
eapacity of partition into lipids, the widespread presence of this com-
pound in the aquatic environment (Dafouz et al., 2018) may result in its
bicaccumulation in marine organisms, Regarding the presence of caf-
feine in mussels and the effects that this psychoactive substance can
cause in this organism, a recent study demonstrated that the exposure
of mussels to environmentally relevant concentrations of caffeine (be-
tween 50 and 500 ng/L) triggered the appearance of stress syndrome in
this organism, although no toxic effects were induced (Capolupo et al.,
2016). The only previous investigation of the presence of caffeine in
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marine water in the studied area (n = 2 samples collected at the Ebro
River Delta and at the coast of Barcelona) reported concentrations of
8.4 and 37 ng/L (Nidler e al., 2014), However, considerably higher
concentrations, up to 857 ng/L, have been measured in coastal waters
in the NW of Spain, while maximum levels worldwide have reached
11 pg/L (in Australia) (Dafousz et al, 2018).

In the case of sertraline, the level found in this study was in
agreement with the concentration of sertraline reported in mussels
collected along the coast of California (USA) (1 ng/g f.w and 1.4ng/g
d.w, in San Francisco Bay) (Klosterhaus et al., 2013; Maruya et al.,
20145) and lower than those found in Grand River, in Ontario (Canada)
(wild mussel: 29-76.9 ng/g fw; caged mussel: 5.1-26.3 ng/g Lw) (de
Solla et al,, 2014), and in the coast of Victoria {Canada) close to a
sewage outfall (< 1.07-84.1ngs/g d.w.) (Krogh et al, 2017), It is not
surprising that sertraline can bioaccumulate in mussels because it has a
log Kae 0f 5.29 and presents a binaccumulation factor (BAF) (measured
in caged mussels) of 32,022 (de Solla el al, 2016). In spite of this, no
toxic effects have been observed at environmental relevant concentra-
tions of sertraline in peer-reviewed published studies (LC50 and EC50:
0.02-0.04 mg/L) (Gilroy et al,, 2017).

4. Conclusions

An analytical methodology based on QuEChERS extraction com-
bined with LC-ESI-MS/MS detection has been developed and validated
for the determination of 35 psychoactive substances in mussels, The use
of QUEChERS allows sample preparation in a very rapid, inexpensive
and simple way reducing the time, the effort and the amount of solvents
used compared with other methods traditionally used for the prepara-
tion of biota samples, such as Soxhlet extraction or ultrasonic solvent
extraction. Other advantages are the no need for costly, specialized
instrumentation (as for example in the case of pressurized liquid ex-
traction (PLE) or microwave assisted extraction (MAE)), and limited
evaporation of the extract (approximately 0.5 mL of ACN), without
reaching dryness, which in other procedures represents a tedious and
time consuming step that, in addition, can compromise the analysis of
volatile compounds like amphetamine and methamphetamine (vapor
pressure equal to 0.31 and 0.15 mmHg, respectively), thanks to the
extraction of an initial large amount of sample (10g). In terms of
analytical performance, satisfactory results were obtained during vali-
dation for 35 out of the 37 initially considered compounds (all but
heroin and lorazepam), allowing their detection in the low ng/g f.w.
range. In addition, the use of isotopically labeled compounds corrects
potential losses during the extraction process as well as matrix effects,
that may vary among individuals.

The application of the method to commercial and wild mussels re-
vealed the bicaccumulation of two psychoactive substances, caffeine
and sertraline, in one wild fresh mussel sample collected in the Catalan
coast, In view of the results obtained, the psychoactive substances
present in the aquatic environment are able to bioaccumulate in aquatic
organisms and, therefore, it is useful to have analytical methodologies
that can determine this bioaccumulation, especially, because some
waorks have already shown that the presence of psychoactive substances
at environmental concentrations pose a risk for these organisms. For
instance, the antidepressant flunxetine induced endocrine disruption
effects in mussels (reproduction fitness alterations due to alkali-labile
phosphates downregulation in both sex-differentiated gonads) at con-
centrations of 75ng/L (Gonralez-Rey and Bebianno, 2013), and a
mixture of illicit drugs formed by cocaine, benzoylecgonine, ampheta-
mine, morphine, and MDMA at concentrations between 50 and 300 ng/
L impaired the oxidative status of zebra mussels (Parolini et al., 2015).
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Fig. 3. Extracted ion chromatogram of quantification (SRM 1) and confirmation (SRM_2) transitions of caffeine (left) and sertraline (right] positively identified in a
wild fresh mussel sample. MS signals obtained for the corresponding deuterated analogs are alse shown.
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Table S1. LC-ESI-MS/MS analysis of the target compounds and surrogate standards

(QI —quantification, CI — confirmation ion).

Analyte tR Parention QI (m/z) CI (m/z) Ratio
(min) (m/z) (CE(eV)) (CE(eV)) (SRMq/SRMc))

Time window 1 (from O to 12 min)

Morphine (MOR) 3.5 286 152 (75) 128 (75) 1.8

MOR-ds; 289 152 (75)

Ephedrine (EPH) 5.0 166 148 (20) 133 (30) 5.2

EPH-d; 169 151 (20)

Amphetamine (AM) 5.9 136 119 (15) 91 (20) 0.8

AM-ds 141 96 (20)

Caffeine (CAF) 5.9 195 138 (30) 110 (40) 5.6

CAF-ds 198 140 (35)

6-monoacetylmorphine (ACM) 6.3 328 165 (75) 152 (80) 1.5

6ACM-ds 334 165 (75)

Methamphetamine (MA) 6.5 150 91(20) 119 (30) 3.2

MA-d14 164 98 (30)

MDMA 6.8 194 163 (20) 105 (35) 2.7

MDMA-ds 199 135 (35)

Benzoylecgonine (BE) 7.1 290 168 (35) 77 (100) 1.8

BE-ds 298 171 (30)

Mephedrone (MEPH) 7.2 178 160 (20) 145 (30) 1.7

MEPH-d; 181 163 (20)

Ketamine (KET) 7.5 238 125 (40) 179 (40) 2.3

KET-d, 242 129 (40)

MDPV® 9.5 276 175 (30) 135 (40) 1.3

MDPV-dsg 284 185 (41)

Cocaine (COC) 9.6 304 182 (30) 77 (90) 4.5

COC-d3 307 185 (25)

Zolpidem (ZOLP) 9.9 308 235 (46) 263 (36) 2.4

ZOLP-d; 315 242 (50)

Lysergic acid diethylamide (LSD) 10.1 324 223 (40) 208 (40) 1.6

LSD-ds 327 226 (35)

Venlafaxine (VFX) 10.2 278 58 (47) 260 (17) 1.4

VFX-ds 284 64 (45)

Cocaethylene (CE) 10.9 318 196 (95) 77 (35) 3.1

CE-ds 321 199 (30)

Time window 2 (from 12 to 18.30 min)

Citalopram (CTLP) 12.7 325 109 (37) 262 (28) 2.0

CTLP-ds 331 109 (37)

AH-7921" 12.3 329 284 (20) 173 (45) 1.9

AH-7921-ds 332 287 (25)

Midazolam (MIDZ) 12.9 326 291 (38) 249 (52) 4.3

MIDZ-ds 330 295 (38)

EDDP™ 13.4 278 234 (45) 249 (35) 2.0

EDDP-d; 281 234 (45)

a-hydroxy-alprazolam (OH-ALPZ  13.4 325 297 (35) 216 (55) 2.9

OH-ALPZ-ds 330 302 (37)

a-hydroxy-midazolam (OH-MIDZ  13.6 342 324 (31) 203 (37) 2.4

OH-MIDZ-ds 346 328 (33)

Hydroxyzine (HXZ) 14.0 375 201 (57) 166 (29) 2.8

HXZ-ds 383 201 (25)
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tR Parention QI (m/z) CI (m/z) Ratio

Analyte (min) (miz)  (CE(eV)) (CE(eV)) (SRMo/SRMc)
Oxazepam (OXA) 14.0 287 241 (31) 269 (23) 1.1
OXA-ds 292 246 (36)
Alprazolam (ALPZ) 14.4 309 205 (60) 281 (35) 2.2
ALPZ-ds 314 286 (40)
Methadone (METH) 14.6 310 265 (20) 105 (40) 2.8
METH-d; 313 268 (20)
Fluoxetine (FLX) 14.9 310 44 (47) 148 (13) 4.6
FLX-ds 316 44 (46)
Sertraline (STR) 15.0 306 275 (19) 159 (39) 1.6
STR-ds 309 159 (43)
Chlorpromazine (CPMZ) 15.1 319 86 (29) 58 (59) 1.3
CPMZ-d; 322 89 (28)
Temazepam (TEMZ) 15.5 301 255 (33) 283 (20) 2.1
TEMZ-ds 306 260 (32)
Lormetazepam (LRMZ) 16.0 335 289 (34) 177 (57) 8.4
LRMZ-*Cds; 339 293 (31)
Diazepam (DIAZ) 17.0 285 193 (40) 222 (40) 1.4
DIAZ-ds 290 154 (40)
Time window 3 (from 18.30 to 30 min)
11-hydroxy-A°THC (OH-THC) 20.4 331 313 (20) 193 (30) 9.1
OH-THC-d; 334 316 (15)
11-nor-9-carboxy-A°*THC (THC-
COOH) 20.6 345 299 (20) 327 (29) 0.4
THC-COOH-d3 348 330 (25)
A°Tetrahydroxycannabinol (THC)  24.0 315 193 (31) 123 (47) 1.4
THC-ds 318 196 (31)

t MDMA - 3,4-methylenedioxy methamphetamine
° MDPV - 3,4-Methylenedioxy pyrovalerone

*AH7921 - 3,4-dichloro-N-[[1-(dimethylamino)cyclohexyllmethyl]benzamide
** EDDP - 2-ethylidene-1,5-dimethyl-3, 3-diphenylpyrrolidine
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Figure S1. Sampling locations of wild mussel samples collected: A) Sant Feliu de
Guixols, B) Ebro River Delta.
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3.4. Estimacion del consumo de alcohol en Espafia mediante el analisis de
aguas residuales con fines epidemioldgicos

En Espafia la aplicacion de WBE para estimar el consumo de drogas y psicofdrmacos esta
limitado a pocas ciudades. Unicamente, Barcelona, Castelldn, Santiago de Compostelay Valencia
reportan anualmente desde 2011 (2013 en el caso de Valencia) los niveles de cocaina,
anfetamina, metanfetamina, MDMA, 6ACM y THC-COOH consumidos a la red europea SCORE
(del inglés Sewage Analysis CORe group Europe), en un ejercicio que se realiza a nivel
internacional para estimar el consumo de las drogas anteriormente mencionadas en diferentes
ciudades del mundo aplicando WBE (l. Gonzéalez-Marifio y cols., 2020). Estos datos se facilitan
anualmente al Observatorio Europeo de las Drogas y las Toxicomanias, (EMCDDA del inglés,
European Monitoring Center for Drugs and Drug Addiction), que considera WBE como una
herramienta complementaria a los métodos establecidos para estimar el consumo de drogas en
Europa. Aparte de los estudios realizados en las cuatro ciudades anteriormente citadas de forma
sistematica para analizar el consumo de drogas ilegales (cocaina, anfetamina, metanfetamina,
MDMA, heroina y cannabis), y en menor medida legales (alcohol y tabaco), también se han
desarrollado trabajos puntuales en otras zonas de la geografia espafiola, como la cuenca del
Ebro, donde se estudiaron las principales ciudades en los margenes del mismo (Postigo y cols.,
2010), Talavera de la Reina (Toledo) (Chicharro y cols., 2014) y varias ciudades de Catalufia
(Huerta-Fontela y cols., 2008a).

Con el objetivo de expandir la aplicacién de WBE en Espafia y contribuir a su desarrollo
cientifico, en 2017 se credé la “Red espanola de analisis de aguas residuales con fines

epidemioldgicos” (ESAR-NET, www.esarnet.es). La red estda formada por 6 grupos de

investigacion espafioles, con mas de 20 investigadores expertos en quimica analitica y
epidemiologia, y cuenta con el EMCDDA, Energy Control, Socidrogalcohol y la Delegacion del
Gobierno para el Plan Nacional Sobre Drogas como entidades asociadas. Hasta la fecha, gracias
a la creacion de la red, se ha conseguido expandir la aplicacién del andlisis de aguas residuales
con fines epidemioldgicos a 13 ciudades espafiolas, para determinar el consumo de drogas
legales como nicotina (Montes y cols., 2020), drogas ilegales (manuscrito en preparacién), y
evaluar la exposicion de las poblaciones investigadas a ftalatos (Iria Gonzalez-Marifo y cols.,

2020).

En este contexto, la publicacién #6 describe la aplicacion de WBE para estimar el

consumo de alcohol en Espafia, a través del analisis del sulfato de etilo, metabolito formado tras
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el consumo de alcohol (etanol), en aguas residuales recogidas en 17 EDARs que dan servicio a
13 ciudades, en algunos casos con sus areas metropolitanas, de 7 comunidades auténomas, con

el objetivo de:

e Evaluar los niveles a los que se encuentra el sulfato de etilo en las aguas residuales de
las zonas investigadas, y estimar el consumo de alcohol en cada una de ellas a partir de
los niveles encontrados.

e Evaluar si existen diferencias significativas de consumo, tanto a nivel local como
autondmico, mediante la aplicacidn de pruebas estadisticas.

e Evaluar si existen diferencias significativas de consumo entre los dias laborables y el fin
de semana.

e Extrapolar el consumo de alcohol obtenido en las zonas investigadas (12,8% de la
poblacién espafiola) a la poblacidn total del pais, y comparar estos resultados con los
datos oficiales proporcionados tanto por instituciones nacionales como por la

Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

Los resultados obtenidos mostraron que en todas las EDARs investigadas se detectd el
indicador de consumo del alcohol a concentraciones que variaban entre 1,4 y 74 pg/L. Las
concentraciones de sulfato de etilo encontradas se correspondian con un consumo de alcohol
que oscilaba entre 4,5 y 46 mL/dia/habitante. Tarragona, Bilbao y Mdstoles fueron las ciudades
en las que se estimd un mayor consumo de alcohol, y Toledo, Santiago de Compostela, Lleida,
Madrid-Centro, Castelldon y una zona de Valencia, en las que menos. Hay que sefialar que este
es el primer estudio en el que se ha estimado el consumo de alcohol en ciudades como Madrid,
ciudad con mayor poblaciéon de Espafia, y Bilbao o Palma de Mallorca, ciudades también

importantes por su tamafio o su actividad social.

En lo que respecta a los patrones geograficos de consumo, se obtuvieron diferencias
significativas tanto a nivel local como a nivel autonémico. A nivel local, Bilbao mostré un
consumo de alcohol significativamente superior (entre 1,5y 3 veces) al obtenido en 9 ciudades,
y Palma de Mallorca y Mdstoles también presentaron un consumo significativamente mayor que
el obtenido en Toledo y Castelldn, respectivamente. A nivel autonémico, el consumo en el Pais
Vasco fue significativamente superior al del resto de comunidades auténomas investigadas
(Castilla-La Mancha, Comunidad de Madrid, Comunidad Valenciana, Galicia, e Islas Baleares)
excepto en Catalufia, y el consumo en las Islas Baleares también fue significativamente superior

al obtenido en Galicia y Castilla-La Mancha.
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En cuanto a las tendencias semanales de consumo, el consumo durante el fin de semana fue

significativamente superior (aproximadamente el doble) al calculado para los los dias laborables.

Por ultimo, la extrapolacién de los datos a nivel nacional dio resultados comparables tanto
con el dato reportado en la Encuesta Nacional de Salud como con el reportado por el Ministerio
de Agricultura, Pesca y Alimentacion. Sin embargo, como en muchos otros trabajos, fue inferior

que el reportado por la OMS.
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1. Introduction

In 2016, the consumption of alcohol was responsible for 3 million
deaths worldwide and it became one of the main health risk factors for
the population, being more harmful than digestive diseases, road in-
juries, diabetes, or violence (WHO, 2018). In Spain, alcohol is the
psychoactive substance most consumed (OFDA, 2019). In 2017 (last
reported year), 91% of the Spanish population aged 15-64 years had
consumed alcohol at some point in their lifetime, while 75% had con-
sumed alcohal in the last year, and 63% did it in the last month.
Overall, the consumption by men is higher than by women and the
average age at which alcohol begins to be consumed is 16.6 years
{OEDA, 2019). According to the 2018 Global status report on alcohol
and health provided by the WHO, the annual intake of alcohol in Spain
was 10L of pure alcohol per capita (aged 15+ ) in 2016, which is si-
milar to the European average (9.8 L) (WHO, 2018). These estimates
are traditionally obtained from population surveys, recorded alcohol
data (alcohol taxation or sales), and unrecorded alcohol data (home-
made or informally produced alechol, smuggled alecohol, alcohol for
industrial or medical uses, alcohol obtained through cross-border
shopping, or surrogate alcohol) (WIHO, 2018), Through surveys, con-
sumption figures can be disaggregated for specific population groups by
age or gender. However, the use of these tools/data to derive aleohol
consumption figures is time-consuming and relatively expensive, and
consequently, it does not allow obtaining real-time estimates (i.e.,
consumption data in Spain are provided with a delay of two years).
Furthermore, the data obtained by surveys may not be representative of
actual population consumption due to misreporting of alcohol con-
sumption by survey participants (Stockwell et al., 2016; van Wel et al.,
2016} or to inaccurate estimates of unrecorded alechol (Probst et al,
20119). Therefore, it is necessary to propose alternative approaches that
provide quick and precise information and that, together with the tra-
ditional ones, can help to obtain a more reliable picture of alcohol
consumption rates,

Wastewater-based epidemiology (WBE) is a novel approach that has
been applied in the last decade to estimate illicit drug use at the city
level (Gonzilez-Marino et al., 2020). The European Monitoring Centre
for Drugs and Drug Addiction (EMCDDA) has adopted it, indeed, as a
complementary indicator to established methods for illicit drug use
estimation (EMCDDA, 2016). The WBE approach is based on the fact
that, after consumption, the substances are excreted via urine and feces,
either unaltered or as a metabolite, and conducted through the sewage
network to a wastewater treatment plant (WWTP). Thus, a raw was-
tewater sample contains specific biomarkers of the drugs that can be
used to back-calculate the amount of substance that has been con-
sumed. In the case of alcohol, after human consumption, about 95% is
metabolized in the liver via oxidation to acetaldehyde and acetic acid,
about 5% is excreted unaltered, and a small part (< 0.1%) is excreted
as ethyl sulfate (EtS) and ethyl glucuronide (EtG) after conjugation with
sulfate and glucuronic acid, respectively. EtS and EtG can be detected in
urine after 1h of alcohol intake (liclander and Beck, 2005), so they
have been proposed as good indicators for recent aleohol consumption.
However, only EtS is stable in wastewater (Rodriguez-Alvares et al,,
20014) and its occurrence in wastewater is exclusively due to alcohol
consumption and not to the metabolism of unaltered alcohol by en-
dogenous bacteria (Reid et al., 201 1), Thus, Et§ has been pointed out as
the best biomarker to estimate alcohol consumption through WBE.

WBE was first applied to estimate alcohol consumption in 2011 in
Oslo (Norway) (Reid et al,, 2011) and, since then, many studies have
been carried out in cities from other Furopean countries (Andrés-Costa
et al,, 2016; Baz-Lomba et al., 2016; Gatidou et al., 2016; Mastroianni
et al., 2014, 2017; Rodriguez-Alvarez et al., 2014, 2015; van Wel et al.,
2016), Vietnam {Nguyen et al., 2018), China (Gao et al,, 2020), United
States (Chen et al., 2019), Canada (Ryu et al, 2016), and Australia
(Zheng et al., 2020). The main objective of these studies was not only to
investigate spatial differences of alcohol consumption between
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populations or to assess changes in alcohol consumption due to special
events (Andrés-Costa et al, 2016) but also, to compare WBE-derived
alcohol estimates with aleohol consumption figures obtained using
traditional methods, such as official data provided by the WHO or by
national surveying institutions. In these studies, the aleohol consump-
tion rates were estimated from data gathered from a single WWTP,
which only serves a city or part of it, after a sampling period of one
week in most of the cases, except for Milan (Italy) and Santiago de
Compostela (Spain) (Rodrig uez-Alvarez et al., 2015), Oslo (Norway)
(Reid et al., 2011), Lied (Belgium) (van Wel et al,, 2016), three U.5
communities (Chen et al, 2019) and one Australian regional city
(Zheng et al, 2020), for which longer sampling periods were used
(namely, 2 weeks, 3 weeks, four-two weeks periods, one weekday every
month during eleven months, and one week every two months during 6
years, respectively). To date, only three studies have condueted nation-
wide investigations by collecting samples from different WWTPs: a
study conducted in Australia, in which 18 WWTPs were sampled,
covering 45% of the whole country population (Lai et al., 2018); one
carried out in Belgium, which covered 8 WWTPs and 12.8% of the total
population (Boogaerts er al., 2016); and another one in China, which
included 48 WWTPs and 3.3% of the Chinese population (Gao er al,
2020).

The present study is one of the few nation-wide applications of WBE
to estimate alcohol consumption rates, and the largest conducted so far
in Spain. Wastewater samples were analyzed from 17 WWTPs, covering
12.8% of the Spanish population. The specific objectives of this work
were: 1) to assess spatial differences in aleohol consumption between
the different investigated areas in Spain, ii) to assess weekly con-
sumption patterns, and iii) to extrapolate the estimated alcohol con-
sumption in the studied areas to the whole Spanish pepulation, and to
compare it with official data reported by the WHO and national in-
stitutions.

2, Material and methods
2.1. Reagents

Analytical standards of ethyl sulfate (EtS) and its isotopically la-
beled compound, EtS-ds, were obtained as EtS sodium salt and ethyl-ds
sulfate salt from Cerilliant (Round Rock, TX, USA) as solutions in me-
thanol (MeOH) at a concentration of 1 mg/mL. Water and MeOH, both
HPLC-grade, and acetic acid (98% purity) used as a mobile phase
modifier, were purchased from Merck (Darmstadt, Germany).
Dibutylamine (> 99.5% purity) to prepare dibutylammonium acetate
(DBAA), used as a mobile phase modifier, was obtained from Sigma
Aldrich {Steinheim, Germany).

2.2. Standard solutions

Stock standard solutions were prepared at different concentrations
in the range of 10-20,000pg/L by appropriate dilution of the com-
mercial EtS standard in MeOH, with a constant concentration of EtS-ds
of 2500 pg/L, and were stored in the dark at —20°C until analysis,
Before analysis, working standard solutions were freshly prepared by
dilution of these stock standard solutions in HPLC-grade water (1:100,
v/v).

2.3. Sample collection and preparation

Influent wastewater samples were collected from 17 WWTPs located
in 13 Spanish cities that belong to 7 out of the 17 regions of Spain.
Figure 81 in the Supporting Information shows the location of the
sampled WWTPs. The sampling covers populations of various sizes (i.e,
between 47,961 and 1,162,154 inhabitants). In total, the population
reached with the sampling was 5,981,848 inhabitants, which corre-
sponds to 12.8% of the Spanish population. The cities sampled were
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Barcelona, Bilbao, Castelldn, Guadalajara, Lleida, Madrid, Mdstoles,
Palma de Mallorca, Reus, Santiago de Compostela, Tarragona, Toledo,
and Valencia, including in some cases part of their metropolitan area.
Except for Barcelona, Madrid, and Mdstoles, where the WWTPs in-
vestigated only covered 35, 30, and 90% of their total population, re-
spectively, in all the remaining cities the population was fully covered
{100% of their population). Table §1 shows the populations served by
each WWTP as well as the sampling protocol conducted in each loca-
tion.

From each WWTP, 24-h composite influent wastewater samples
were collected during seven consecutive days in the spring of 2018
using time or flow proportional techniques (Table 51). The sampling
was conducted during a “normal week” so that special events such as
holidays or festivals were avoided. After collection, samples were im-
mediately stored at — 20 "C. They were sent frozen by courier in less
than 24 h to the laboratory in Barcelona, where all samples were ana-
lyzed. Once in the laboratory, an aliquot of 10 mL was spiked with EtS-
ds at a concentration of 25 pg/L and 1 mL of this sample was transferred
to a 1.5 mL microcentrifuge tube and centrifuged at 10,000 rpm for
10min at a temperature of 4°C (Eppendorf 5810R, Hamburg,
Germany). Then, the supernatant was transferred to a glass vial and
stored at — 20 °C in the darkness until its analysis by liquid chromato-
graphy coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS).

2.4. Sample analysis

The analysis of EtS was performed with a previously described and
validated methodology based on ion-pair LC-MS/MS (Mastroianni
et al., 2014} using a Symbiosis™ Pico System (Spark Holland, Emmen,
The Netherlands) equipped with a 100 pL sample loop. The LC system
was coupled to a 4000QTRAP hybrid triple quadrupole-linear ion trap
(QqLIT) mass spectrometer provided with a Turbo Ion Spray source
{AB-Sciex, Foster City, CA, USA) that was operated in the negative io-
nization mede (ESI-), Chromatographic separation was performed with
a Purospher Star RP-18 end-capped column (125 mm * 2 mm, particle
size 5 uym) preceded by a guard column of the same packing material
and particle size, both from Merck (Darmstadt, Germany) and a mobile
phase consisting of MeOH and water both containing 5 mM of DBAA at
a constant flow rate of 0.3 mL/min. MS/MS detection was performed in
selected reaction monitoring mode (SRM) recording 2 SRM transitions
for EtS (125 —= 97, 125 — 80) and one for EtS-d; (130 — 98). Data ac-
quisition and evaluation was performed with Analyst 1.5 software (AB-
Sciex, Foster City, CA, USA). Quantification of the samples was based
on the isotope dilution method.

2.5. Quality control and quality assurance

A calibration curve was freshly prepared in water for the analysis of
each batch of samples in the range 0.1-200 pg/L. For this, appropriate
amounts of stock standard solutions were fortified in water and pro-
cessed following the sample treatment protocol. The calibration curve
was injected at the beginning and the end of each batch of samples, and
calibration curves were constructed with the average response, using
weighted least square regression models (1/x” as weight) to reduce the
effect of high concentrations in the model. Only those calibration so-
lutions that did not deviate more than 20% from the theoretical con-
centration were used to construct the model.

Quality controls, i.e., a standard solution containing FtS and F15-d5
at concentrations of 5pg/L and 25ug/L, respectively, were injected
every 6 samples to check the correct operation of the instrument. MS
signals for EtS were absent in solvent blanks (HPLC-grade water in-
jected every 3 samples) and method blanks (HPLC-grade water pro-
cessed following the sample treatment protocol and thus, fortified with
EfS-d5 at a concentration of 25pg/L). Therefore, analyte carryover
between injections and cross-contamination during sample preparation
could be discarded.
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2.6. Alcohol consumption estimates

Back calculation of alcohol consumption was made according to the
following equation:

el B0 ,:l_q'J 2 i [ L ] 1 1
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where Cpy is the concentration of EtS measured in the wastewater
sample, Q is the water flow entering the WWTF, P is the total popula-
tion served by the WWTP (Table S1J, 3047 is the correction factor
applied which takes into account the molar mass ratio between ethanol
(MW: 46.07 g/mol) and EtS (MW: 126.13 g/mol) and the excretion rate
of EtS in urine (0.012%) (Rodriguez-Alvarez et al., 2015), and pron is
ethanol density (0.789 g/mL).

2.7. Statistical data analysis

Data were statistically analyzed to compare alcohol consumption
rates between populations, regions, weekdays, and weekends, and be-
tween populations grouped according to their size (above or below
300,000 inhabitants), Since data were not normally distributed (after
Shapiro Wilk test, p-value < 0.05) and/or the sample size was too small
(n < 10) in some cases, non-parametric tests were applied. The Mann-
Whitney U test was used to compare two independent samples, whereas
the Kruskal-Wallis test was used to compare three or more individual
groups. If the latter revealed significant differences among groups, they
were subsequently investigated after applying the Mann-Whitney U test
to every two populations. False Discovery Rate (FDR) correction for
multiple testing was applied to reduce the number of “false positives”.
Spearman correlation test was also applied ro assess the correlation
between WBE-derived data and those reported by established in-
dicators. All the analyses were done using the software R (version R
3.5.3) and considering a 95% confidence level (a = 0.05).

3. Results

3.1. Occurrence of EtS in wastewater samples and alcohol consumption
estimarions

Table 1 shows the concentrations of FtS, the mass loads of EtS that
reached each WWTP and the estimated alecohol consumption in each
investigated area, expressed as average, median and range; whereas
Fig. | depicts alcohol consumption in the form of boxplots by each
investigated population in the various considered regions. Et§ was
found in all samples above LOQ (0.07 pg/L) at concentrations ranging
from 1.4pg/L (Santiago de Compostela) to 74 pg/L (Tarragona). The
average weekly concentrations of EtS ranged from 2.9 to 43 pg/L, with
the lowest values being found in the WWTPs that serve the cities of
Santiago de Compostela, Lleida, and Guadalajara (below 10 ug/L) and
the highest values in the WWTPs that serve Mdstoles (31 pg/L) and
Tarragona (43 pg/L). The average weekly levels of EtS measured in the
remaining WWTPs were between 11 (Toledo) and 21 pg/L (Reus).

The aleohol consumption estimated from levels of EtS in the ana-
lyzed samples ranged from 4.5 (Santiago de Compostela) to 46 mL/day/
inhabitant (Tarragona). The cities with the highest average alcohol
consumption were Tarragona, Bilbao, and Mostoles, with average
weekly consumption of 27, 20, and 17 mL/day/inhabitant, respectively.
The lowest average alcohol consumptions (< 10 mL/day/inhabitant)
were estimated in Toledo (7.4), Santiago de Compostela (8.4), Lleida
(8.5), Madrid-Centre (8.9), Castellén (9.0), and Valencia-QB (9.4). In
the remaining investigated areas (Guadalajara, Barcelona, Reus,
Madrid-North, Valencia-Pl, Valencia-Pll, and Palma de Mallorca),
average alcohol consumption was between 11 and 14 mL/day/in-
habitant.

Comparing with previous studies conducted in Spain, similar
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Table 1
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Frequeney of detection of EtS (%), EtS concentration (pg/L), B8 load (mg/day/inhabitant) and aleohol consumption (mL/day/inhabitant) in the investigated cities

{expressed as average, median and range).

Concentration (pg/1)

Ft$ load (mg/day/inhabitant)

Aleohol (mlsday/inhabitant)

Freq, (%)  Awversge Median  Renge  Average Median Range Average Median  Range  Average weekdays  Average weekend

Palma 1 100 15 15 11-21 - - - - - - - -

Palma 1l 1) 18 16 14-26 - - - - - - - -

Palma de Mallorea® - - - 3492 3221 2581 —4702 14 12 10-18 12 17
Bilbuw 100 17 16 15-29 2133 4867 g9006 -Fed2 20 149 15-30 19 23
Guadalajara 100 9.3 7.8 B85-15 2857 2459 2051 —4417 1 9.7 7.9-17 9.0 16
Toledo 100 11 9.1 TE-19 1926 1555 1426 - 3007 74 6.0 55-12 58 11
Barcelona 108 16 14 59-35 3455 3021 2030 -5352 13 12 7E-21 1 20
Lleida 100 7.4 69 56-10 2208 1807 1663 -3333 85 7.0 64-13 7.2 12
Reus 100 21 13 13-3% 3081 Al 1814 - 5363 12 7.9 TO-2Z1 8BS 20
Tarragani 1080 43 50 11-74 701 8557 1935-11908 27 33 Ta-46 27 28
Madrid-Centre 100 15 15 G.4-23 2301 2175 1381 -3431 8.9 2.4 53-13 7o 12
Maddrid-North 100 18 17 G.4-26 3375 3342 1719 - 5327 13 13 6.6-21 13 14
Mdstales 1040 31 28 18 - 50 4430 4147 2592 - 7520 17 16 0—-29 15 22
Santiago de Compostela 100 249 2.7 l4=44 2178 197 1173 =3124 f.4 &5 45=12 7.0 12
Castellfin 1K) 12 11 73-23 2325 1964 1635 -4101 4.0 76 Bi3-16 7.4 13
Valencia-F1 1 13 13 7.5-19 2977 2529 1722 -43064 12 11 G6-17 9.6 16
Valencia-PII 100 12 11 6.5-19 2057 3282 2168 — 3483 11 13 84-13 11 13
Valencia-QB 1iH} 14 11 1n-22 2438 2339 1693 - 3770 9.4 90 x5-15 8.0 13

* During sampling period Palma I derived part of its water flow to Palma II, and therefore to caleulate EiS loads and estimate alcohol consumption, Palma 1 and

Palma Il were jointly treated as Palma de Mallorca,

alcohaol consumption rates were reported in Barcelona (18 mL/day/in-
habitant) (Masteoianni ¢l al, 2014) and Castellén (6.6 mL/day /in-
habitant) (Baz-Lomba et al., 2016), and higher in Santiago de Com-
postela (13.6-16.3 mL/day/inhabitant) (Rodriguez-Alvarez et al., 2015,
2014). On the contrary, the alcohol consumption estimated during a
normal week in Valencia (Valencia-PI (6.2 mL/day/inhabitant (aged
15+)), Valencia-PIl (3.3 mL/day/inhabitant (aged 15+)) and Va-
lencia-QB (5.9 mL/day/inhabitant (aged 15+ 1) was lower than that
estimated in the present study, even though consumption figures in that
study were obtained considering only the population aged 15+
2016).

Comparing with other international studies, the estimated rates in
the investigated Spanish populations (average alcohol consumption
7.4-27 mL/day/inhabitant), were similar to those reported by other
investigated cities (Table 52) except in Ho Chin Minh (Vietnam)
(Nguven et al., 2018), Lesvos (Greece) (Garidou et al,, 2016), Milan
(Italy) (Baz-Lomba et al., 2015) and
Lugano (Switzerland) (Ryu et al., 2016), where alcohol consumption

(Andrés-Costa et al.,,

2016; l'{-'.:-dnguuf.—rz\l'.'are;! et al.,

estimated for Spanish populations. On the contrary, Copenhagen
(Denmark) and Granby (Canada) (Fyu et al. 2015), showed higher
aleohol consumption rates, 40 and 44 mL/day/inhabitant, respectively.

3.2. Spatial variation in alcohol consumption

The statistical test applied to evaluate spatial variation in alcohol
consumption among ditferent populations showed that populations
belonging to the same region showed no statistically significant dif-
ferences in alcohol consumption (p-vaiie = 0.05, Mann-Whitney U test)
(Table 83} while, statistically significant differences between popula-
tions belonging to different regions were found (p-value < 0.05, Mann-
Whitney U test) (Table 53). In particular, alechol consumption esti-
mated for the population served by Bilbao WWTP was different to that
observed in 9 other populations, namely, Castellén, Guadalajara,
Lleida, Madrid-Centre, Santiago de Compostela, Toledo, Valencia-PL
Valencia-PIl, and Valencia-QB, with median alcohol consumption in
Bilbao berween 1.5 {(Valencia-PII) and 3 (Toledo) times higher than in

oy o Sbaoml dayrmbabiant) ipere Jomen ithan these the aforementioned cities. Also, statistically significant differences were
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observed between Palma de Mallorca and Toledo (consumption in
Palma de Mallorca 2 times higher than in Toledo) and between
Mdstoles and Castellén (consumption in Méstoles 1.7 times higher than
in Castellén) (Table 1 and S§3).

At the regional level (Fig. 1b, Table 54) differences of aleohol
consumption were statistically significant (povalue < 0.05, Mann-
Whitney U test] between the Basque Country and all the other in-
vestigated regions, except Catalonia, and between the Balearic Islands
and the region of Castilla-La Mancha and Galicia (Table 54). The
median consumption of alcohol in the Basque Country (19 mL/day/
inhabitant) was between 1.5 and 2.2 times higher than the median
consumption observed in the Balearic Islands (12), Community of Ma-
drid (11}, Valencian Community (9.5), Castilla-La Mancha (8.7) and
Galicia (8.5mlL/day/inhabitant). The Balearic Islands presented a
median figure of alcohol consumption 1.5 times higher than those ob-
tained in Castilla-La Mancha and Galicia.

As for the city size, small cities, i.e., those with official census po-
pulations < 300,000 inhabitants (Toledo, Guadalajara, Santiago de
Compostela, Reus, Tarragona, Lleida, Castelldn and Mdstoles), showed
significantly lower alcohol consumption rates per capita than large ci-
ties, i.e., those with official census population = 300,000 (p-value <
0.05, Mann Whitney U).

3.3. Weekly patterns

Fig. 2 shows the daily alcohol consumption expressed as mL/day/
inhabitant or as the contribution of each day to the total weekly con-
sumption observed in each population. The difference in the amount of
alcohol consumed during the weekend (Saturday and Sunday)
{median = 15 mL/day/inhabitant) and during the weekdays (Monday
to Friday) (median = 9.0 mL/day/inhabitant) was found to be statisti-
cally significant (p-value < 0.05, Mann Whitney U).

Figure 52 shows the weekly trends of alcohol consumption in the
invesrigated populations. The strongest differences in alcohol con-
sumption between kdays and w ds were observed in Reus and
Toledo (with average consumption figures 2.2 and 2.0 times higher,
respectively, during the weekend than during weekdays), and the
weakest in Madrid-North (where Monday is the day of the highest
consumption) and Tarragona (where, in fact, large variations in alcohol
consumption were observed throughout the week (Figure §2)).

Fig. 2 also shows a general high contribution of Mondays to total
weekly alcohol consumption figures when compared with the other
weekdays. According to Heiseth et al., EtS can remain in urine for
several hours (between 25 and 48 h) depending on the dose of ethanol
ingested (Hoiseth et al., 2008). Therefore, the high value of aleohol
consumption estimated on Monday could be attributed to the presence
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of EtS in wastewater from its consumption during the weekend.

3.4. Nationwide extrapolation

The total daily alcohol load (kg/day) that arrived at each WWTP
was used to back-caleulate aleohol consumption at the national level.
Data were extrapelated taking into account that the population covered
by the study was about 6.0 million inhabitants (12.8% of the Spanish
population) and the total population of Spain in 2018 accounted for
46.7 million inhabitants (INE. 2018). The extrapolation resulted in
annual consumption of 4.8 * 1.1 L of pure ethanol per capita in Spain,
which increases to 5.7 + 1.2L or 5.9 + 1.3L of pure ethanol when
only population above 15 years (aged 15+) or adult population (aged
18+) is considered, respectively (Table 55). This value is in line with
the official data reported by the National Health Survey (INE) (Table
56), i.e., an average weekly consumption of 13 mL/day/inhabitant
(aged 15+ ) equivalent to an average annual consumption of 4.7 L of
pure ethanol per capita (aged 15+ ), and also with the official data
published by the Spanish Ministry of Agriculture, Fishing and Food,
which indicates consumption of 51.81. of beer per capita (+18)
(MAPA, 2018), equivalent to 4.3 L of pure ethanol per capita (aged
18+ ) taking into account that alcohol consumption by type of alcoholic
beverage is distributed as 54% beer, 18% wine and 28% spirits and the
alcohol content in each one is 4.5, 12 and 40%, respectively (W10,
2018). On the contrary, a higher alcohol consumption rate (10 L of pure
ethanol per capita (aged 15+ )) was reported for Spain in the WHO
report (WHO, 2018).

4, Discussion

In this study, alcohol consumption in different populations of Spain
was estimated through WBE. The population investigated covers 12.8%
of the total Spanish population and is distributed around 13 main cities
and 7 different regions. Results showed spatial variations in alcohol
consumption among specific populations and regions. Although
Tarragona, Bilbao, and Mdstoles were the cities with the highest
average alcohol consumption figures, Bilbao was the only one where
aleohol consumption was significantly different from several other
populations (see Table 83 and Fig. 1). Also, aleohol consumption in
Palma de Mallorca and Mdstoles was significantly higher than in Toledo
and Castellon, respectively. WBE-derived aleohal consumption figures
were compared with the latest data reported by the National Health
Survey carried out by the Spanish Ministry of Health, Consumption and
Social Welfare in collaboration with the National Institute of Statistics
(INE) (IME, 2017) and with prevalence data reported in the Annual
Report of the Spanish Observatory on Drugs and Drugs Addiction
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Fig. 2. Distribution of alcohol consumption throughout the week expressed as mL/day/inhabitant (Fiz. 2a) and the contributicn of each day to the total weekly

consumption (%) (Fig. 2b). (*Outlier).
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200 Fig. 3. Aleohol consumption estimated in the

Alcohol consumption (mL/day/inhabltant)
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region in the INE National Health Survey (blue
L 150 ling), and differences of consumption between
WBE data and survey data (grated bars) (%).
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consumption differences between both meth-
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- 100 light green zone below 3004:).
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(OFDA, 20019). Since official data are only provided at the level of re-
gions, the average alcohol consumption obtained in each investigated
population was compared with consumption data reported for its cor-
responding region. Fig. 3 compares WBE data and INE National Health
Survey data. WBE-derived alcohol consumption figures in five of the
investigated populations (Toledo, Lleida, Madrid-Centre, Castellén, and
Valencia-QB) showed good correlation with INE official data at the
region level, being the differences of consumption figures lower than
13%, whereas a weaker correlation (differences of consumption be-
tween 22 and 30%) was observed in 4 populations (Palma de Mallorca,
Reus, Valencia-Pl, and Valencia-PII). WBE-derived data in the re-
maining populations (Bilbao, Guadalajara, Barcelona, Tarragona, Ma-
drid-North, Mostoles, and Santiago de Compostela) showed large dif-
ferences with official INE data.

The comparison of WBE-data with prevalence data of alechol con-
sumption reported for each region, showed poor correlation when all
investigated populations were considered (see Figure 53). However, as
shown in Tig. 4, when the data from the 7 populations that did not
correlate with official INE consumption figures (Bilbao, Guadalajara,
Barcelona, Tarragona, Madrid-North, Méstoles, and Santiago de Com-
postela) were removed, a significant correlation was observed (r”
“Lifetime prevalence™ 0.4499, p-value < 0.05; ° “Last year pre-
valence™ 0.5407, p-value < 0.05). According to WBE-data the popula-
tion belonging to the Basque Country presented a significantly higher
consumption than populations belonging to the other regions (except
Catalonia), and alcohol consumption in the Balearic Islands was sig-
nificantly higher than in Castilla-La Mancha and Galicia (Fiz. 1b, Table
54). Compared to prevalence data reported by the Spanish Annual
Report (Figure S4), WBE results are in agreement with prevalence data
only in the case of the Balearie Islands, since the Balearic Islands show a
higher prevalence of consumption than Castilla-La Mancha and Galicia.
On the contrary, in the case of the Basque Country, the prevalence of
alcohol consumption, although above the Spanish average, is similar to
that reported for the Valencian Community or Galicia (Figure §4).

The differences observed between WBE-derived alcohol consump-
tion figures and established indicators could have different explana-
tions. On the one hand, data reported by established methods may not
represent the actual consumption by the population since they are af-
fected by a degree of uncertainty. The two established indicators used
to compare the WBE-derived estimates, provided indeed different re-
sults, in the sense that the highest prevalence data was reported for the
Balearic Islands (see Figure 54) whereas the highest alcohol consump-
tion rate was reported for Galicia in the INE National Health Survey
(Table 56). On the other hand, the populations sampled may not be
representative of aleohol consumption in the whole region. As pre-
viously demonstrated, significant differences in alcohol consumption
were observed between small and large populations (section 3.2). In
some regions, only one municipality was sampled (i.e., the Balearic
Islands and Galicia) which may not adjust to the alcohol consumption
patterns of the whole region. This hypothesis is supported by the [act
that within the same region, WBE-data derived from some populations
correlated well with the INE survey data, whereas others did not (see
Castilla-La Mancha, Gatalonia, and Community of Madrid in Fig. 3).
Despite this, at the national level, the annual alcohol consumption rate
obtained through WEE was comparable to that reported by the National
Health Survey, which may indicate that the sampled population is quite
representative of the whole country.

Unlike the Spanish National Health Survey, the national WBE-de-
rived data show a low correlation to those reported by the WHO, This
fact was also observed in the nation-wide study carried out in Belgium
(Boogaerts et al,, 20106) in which the national alcohol consumption rate
estimated by the WBE approach was half that reported by the WHO.
Such differences could be attributed to the fact that WHO data may not
appropriately represent the actual consumption of aleohol by the po-
pulation. WHO data are derived from production, import, export and
sale data, which in countries where there is not a strict control, like
Spain, can lead to an overestimation of consumption, since alcohol can
be stored and not consumed shortly after purchase. In countries like
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Norway, where sales statistics are among the most accurate in the
world, a good correlation was obtained between WBE and WHO data
(Reid et al., 2011).

As expected, the weekly consumption patterns in most populations
showed an increase in alcohol consumption during the weekend.
Saturday and Sunday were the days when alcohol consumption con-
tributed the most to the total weekly consumption, with a median
contribution of 20%, while the remaining days of the week conwibuted
between 11% (Tuesday) and 14% (Monday) (Fiz. 2b). Similar results
were obtained in Australia, where each weekend day contributed with
20% to the weekly consumption rate, while the rest of the days of the
week varied between 11% and 13% (Lai 1 al., 20158). The increase in
alcohol consumption during the weekend was also reported in an in-
ternational study conducted in 11 different countries worldwide (Faz-
Lomba et al., 2016), in Norway (Reid et al., 2011}, Belgium (Boogaerts
el al., 2016; van Wel etal., 2016), and in Spain, where previous studles,
far less ambitious than the present study, were done in Barcelona
rojanni et al., 2017, 2014), Santiago de Compostela (Rodriguez-
ez ot al., 2015, 2014), and Valencia (Andrés-Costa et al, 2016).
The increase of alcohol consumption during the weekend was also re-
ported by the INE National Health Survey for all regions investigated in
the present study in terms of consumption rate (see Table S6) (INE,
2017), so again, a good correlation was obtained between WBE ap-
proach and established indicators.

Despite the good correlation mostly obtained between WBE-derived
data and those obtained with established indicators, the estimartes of
alcohal consumption through WBE are affected by some degree of un-
eertainty that should be taken into consideration. On the one hand, it
has been shown that EtS is stable in wastewater (one week at room
temperature and more than 1 month at —20°C) (Rodriguez-Alvarez
et al., 2014); however, EtS could degrade to some extent in sewage
systems (Ba 2018; Gao et al, 2018). This could lead to an
underestimation of the real aleohol consumption, which could (par-
tially) explain the lower consumption estimates obtained through WBE
compared to those reported by the WHO. However, degradation can be
corrected by applying a correction factor, as demonstrated in a recent
study conducted in Australia (Zheng et al.. 202(1). On the other hand,
the excretion rate used to back-calculate alcohol consumption was
obtained from two studies in which only 10 men (Heiseth er al, 2008)

ks et al,

and one man (Wurst el al, 2006) were investigated. Further studies
involving more volunteers of different ages, gender, and race, or
studying the excretion rate among the Spanish population could help to
obtain a more representative excretion rate which would increase the
accuracy of the back-caleulations. An additional source of uncertainty
may come from the sampling (collection of a net representative
sample). In this study, WBE data have been obtained from samples
collected during only one week, which may not be representative of
aleohol consumption throughout the entire year. Increasing the sam-
pling period, several times a vear or during consecutive years could also
he used to obtain temporal trends in aleohol consumption within one
year and throughout the years. Furthermore, unlike the estimates at the
national level, the differences observed in some regions between WBE-
derived data and those reported by established indicators could indicate
that population sampled are not representative of the whole region.
Increasing the population sampled or sampling populations of different
sizes within one region could lead to a more representative picture of
the habits of consumption of the whole region. Finally, other sources of
uncertainty may come from inaccurate measurement of the water vo-
lume entering the plant, and the calculation of the size of the popula-
tion that contributes to the total EfS load measured in wastewater
(Castiglioni et al., 2013). In the present study, the latter was assessed
using different methods (census data, population connected tw the
WWTP, water qualily parameters), following the recommendations
provided by the WWTF experts to obtain the value that best reflects the
population served by each WWTP.

Regardless of the aforementioned limitations, the WBE approach
appears as a promising, convenient tool for alcohol consumption as-
sessment. which surely needs to be refined in the next few years. WBE is
much useful to establish spatial and temporal variations in alcohol
consumption in a fast, objective, and inexpensive way, providing data
in nearly real-time. WBE ran complement in this way the information
gained with the established methodologies which are also affected by
some uncertainties. In this sense, the use of different indicators and
sources of information would improve the alcohol consumption esti-
mates and hence, contribute to the better development and evaluation
of health care management plans and policies.
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5. Conclusions

The present work represents the first nation-wide study conducted
in Spain ro evaluate alcohol consumption through the application of the
WBE approach and is one of the very few nation-wide assessments
available worldwide. The study has covered 13 main cities (in some
cases including surrounding towns) that represent 12.8% of the Spanish
total population. The results show that WBE is a useful tool to define
spatial and temporal variations in alcohol consumption in a fast, ob-
jective, and inexpensive way, providing complementary data to the
information gained with the established methodologies. The WRBE-de-
rived alcohol consumption data correlated well (within £ 15%) with
official data reported by conventional methods at the regional level in 5
out of the 16 populations investigated (31% of the total population
examined), and satisfactorily (within + 30%) in 9 of the populations
studied (accounting for 56% of the scrutinized population). Also, ex-
trapolation of WBE-derived alcohol consumption estimates to the na-
tional territory led to an annual consumption of alcohol in Spain
comparable to that reported for the country by the National Health
Survey, although, lower than that reported by the WHO. The compar-
ison of WBE data with those obtained with established consumption
indicators should be done with caution because both methodologies are
subject to some uncertainties. Inecreasing the sampling period, the
sampled population, and conducting further studies on alcohol meta-
bolism to establish appropriate correction factors would help to reduce
the main uncertainties associated with WBE and, therefore, to improve
the accuracy of the consumption estimates.
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Table S2. Alcohol consumption rates estimated by means of WBE approach in different

cities worldwide.

Alcohol consumption

City (Country) (mL/day/inhabitant) Year Reference
Average Range
Ho Chi Minh (Vietnam)  3.1-3.9 2015 (Nguyen et al., 2018)
Lesvos (Greece) 3.4/5.4 1.7-7.2/2.2-11.2 2015 (Gatidou et al., 2016)
Valencia-Pll (Spain) 3.3° 1.1-6.4° 2014  (Andrés-Costa et al., 2016)
. 2012- (Rodriguez-Alvarez et al.,
Milan (Italy) 5.1 3.2-10.5 2014 2015)
6.4 5.1-8.1 2014  (Ryuetal., 2016)
6.6 2015 (Baz-Lomba et al., 2016)
Valencia-QB (Spain) 5.9° 3.3-12.8° 2014  (Andrés-Costa et al., 2016)
Valencia-PII° (Spain) 6.1° 4.3-9.1° 2014  (Andrés-Costa et al., 2016)
Valencia-PI (Spain) 6.2° 1.1-18.31° 2014  (Andrés-Costa et al., 2016)
Lugano (Switzerland) 6.5 45-8.4 2014  (Ryuetal., 2016)
Toowoomba (Australia) 9.7 6.9-14.5 2014  (Ryuetal., 2016)
Utrecht (The
Netherlands) 10.8 2015 (Baz-Lomba et al., 2016)
12.9 7.7-20.7 2014  (Ryuetal., 2016)
Santiago de Compostela 2012- (Rodriguez-Alvarez et al.,
(Spain) 136 3.8-22.6 2014  2015)
(Rodriguez-Alvarez et al.,
16.3 9.3-23.5 2012 2014)
Valencia-PII° 14.4° 4,9-23.8° 2014  (Andrés-Costa et al., 2016)
Almada (Portugal) 14.6 8.4-24.1 2014  (Ryuetal., 2016)
Canberra (Australia) 14.6 9.3-22.3 2014  (Ryuetal., 2016)
Zurich (Switzerland) 14.7 2015 (Baz-Lomba et al., 2016)
Bristol (The United 16.2 2015  (Baz-Lomba et al., 2016)
Kingdom)
Berlin (Germany) 16.9 13.8-22.3 2014  (Ryuetal., 2016)
Oslo (Norway) 16.1 2009 (Reid et al., 2016)
18.9 2015 (Baz-Lomba et al., 2016)
19.2 8.8-52.9 2014  (Ryuetal., 2016)
. 2011- . .
Barcelona (Spain) 18° 7-31° 2015 (Mastroianni et al., 2017)
Dilmen (Germany) 20.3 5.5-40 2014  (Ryuetal., 2016)
London (United 215 10.9-36 2014 (Ryu etal,, 2016)
Kingdom)
Brussels (Belgium) 21.6 2015 (Baz-Lomba et al., 2016)
Eindhoven (The
Netherlands) 21.7 13.7-30.4 2014  (Ryuetal., 2016)
Amsterdam (The
Netherlands) 22 14.3-30.5 2014  (Ryuetal., 2016)
6
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Capitulo 3. Resultados

Castellén (Spain) 23.4 11.6-61.6 2014  (Ryuetal., 2016)

Dortmund (Germany) 23.6 18.1-34 2014  (Ryuetal., 2016)

Munich (Germany) 29.5 0.5-47.4 2014  (Ryuetal., 2016)

Dresden (Germany) 29.4 15.1-91.7 2014  (Ryuetal., 2016)

Montreal (Canada) 29.2 21.8-38.8 2014  (Ryuetal., 2016)

Copenhagen (Denmark)  29.7 2015 (Baz-Lomba et al., 2016)
40.2 24.6-74 2014  (Ryuetal., 2016)

Granby (Canada) 44.3 27.3-59.3 2014  (Ryuetal., 2016)

Valencia-QB® 40.9° 27.0-56.1° 2014  (Andrés-Costa et al., 2016)

2Alcohol consumption expressed in mL/day/inhabitant (aged 15+)
®Alcohol consumption rate during “Fallas festivity”
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Table S4. Comparison of alcohol consumption between pairs of regions (U Mann

Whitney test p-values)?.

Castilla-La Catalonia Community Valencian Galicia Balearic
Mancha of Madrid  Community Islands

Catalonia 0.088

Community of Madrid  0.088 1.000

Valencian Community  0.286 0.335 0.200

Galicia 1.000 0.169 0.096 0.221

Balearic Islands 0.029° 0.558 0.406 0.073 0.025"

Basque Country 0.001 0.073 0.020° <0.001" 0.004" 0.025"

®Firstly, a Kruskal Wallis test was applied in order to compare alcohol consumption among all
investigated regions since for 3 regions (Galicia, Balearic Islands and Basque Country), n < 10.
As p-value < 0.05 (Kruskal Wallis p-value = 0.000588), the null hypothesis (Ho: alcohol
consumption among all regions is equal) was rejected and a U Mann Whitney test was applied to
compare alcohol consumption between pairs of regions. False Discovery Rate (FDR) correction
for multiple testing was applied to reduce the number of “false positive”.

“p < 0.05 and null hypothesis in U Mann Whitney (Ho: alcohol consumption between pairs of

regions is equal) is rejected.
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Table S5. Average alcohol consumption estimated in Spain through WBE.

Alcohol
consumption
in the Alcohol consumption in Spain
investigated
populations
L/year/ L/year/
Kg/day Kg/day L/day in;/;:;::arr/\ts inhabitants inhabitants
(aged 15+) (aged 18+)
Tuesday 48187 376424 477090 3.7 4.4 4.6
Wednesday 50115 391487 496181 3.9 4.6 4.8
Thursday 55403 432792 548532 4.3 5.1 5.3
Friday 57734 451005 571616 4.5 5.3 5.5
Saturday 84030 656420 831965 6.5 7.7 8.0
Sunday 77172 602852 764071 6.0 7.1 7.3
Monday 62306 486721 616884 4.8 5.7 5.9
Average 62135 485386 615191 4.8 57 5.9
SD 13597 106216 134621 1.1 1.2 1.3

10
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Table S6. Average alcohol consumption (mL/day/inhabitant (aged 15+)) in the
investigated regions in this study and Spain reported by the National Health Survey (INE).

Week (Mon-Sun)

Weekdays (Mon-Thurs)

Weekend (Frid-Sun)

Average sd Average sd Average sd
Balearic Island 18 14 15 14 22 17
Basque Country 19 14 11 15 30 19
Castilla-La Mancha 13 13 7.5 13 20 17
Catalonia 16 13 10 13 23 17
Community of Madrid 14 16 8.0 16 21 18
Galicia 20 12 16 13 25 13
Valencian Community 14 11 8.5 12 22 15
Spain 13 12 8.4 12 19 16

Source: National Health Survey (INE, 2017).
https://www.ine.es/jaxi/Tabla.htm?path=/t15/p419/a2017/p03/10/&file=03011.px&L =0

11
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Figure S1. Map of Spain with the location of the samples WWTPs (regions are

indicated in different colors).
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Capitulo 4. Discusidn de resultados

4.1. Metodologias analiticas

En esta tesis se han validado tres metodologias analiticas para el andlisis de drogas,
psicofarmacos y algunos de sus metabolitos en agua residual, sedimentos y mejillones. La Tabla

6 muestra los analitos investigados en cada una de las matrices estudiadas.

Tabla 6. Analitos incluidos en cada una de las metodologias analiticas desarrolladas.

Analito Agua residual Sedimento Biota (mejillon)

Cocaina
Benzoilecgonina
Cocaetileno

Anfetamina
Metanfetamina
MDMA
Ketamina

LSD

OH-LSD
Heroina

6-monoacetilmorfina
Morfina

Metadona

EDDP

THC

THC-COOH

OH-THC

Cannabidiol

Cannabinol

Cafeina
Efedrina
MDPV
Mefedrona

Metoxetamina
AH-7921
Citalopram
Fluoxetina

Sertralina
Venlafaxina

Alprazolam
OH-alprazolam
Diazepam
Lorazepam
Lormetazepam

NN SN SN ANANASASASNASSANSAA SN SA SN SN SN SIANCNENNCNRNNN
o R, o o B P S B A A R S A A S U R S S S A S A S R R S B R B R R S

AASHKASAAAARAAARAAA S A SN SA SRS NNAR SN NN
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Tabla 6 (cont). Analitos incluidos en cada una de las metodologias analiticas desarrolladas.

Clorpromacina

Analito Agua residual Sedimento Biota (mejillén)
Midazolam ,/ )( u/
OH-midazolam : ) 4 S
Oxazepam : ) 4 S
Temazepam g ) 4 o
Zolpidem £ ) 4 o

/ X /

/ X /

Hidroxicina

La inclusiéon o no de un compuesto en una metodologia tiene que ver, aparte de con las
caracteristicas del compuesto y de la matriz, que permiten su andlisis o no en la mismas, con la
época en la que se desarrollé el estudio, ya que con el tiempo se ha ido ampliando

progresivamente el nUmero de compuestos investigados.

La metodologia desarrollada para agua (publicacion #3) mostré ser lineal (coeficientes
de determinacién superiores a 0,99) entre 0,1 ng/L o el limite de cuantificacion (Tabla S2,
publicacién #3) y 2 ug/L, extendiéndose hasta 10,25 pg/L en el caso de la cafeina. El 22% de los
compuestos (anfetamina, THC-COOH, OH-alprazolam, lorazepam, lormetazepam, oxazepam,
temazepam y cafeina) presentaron recuperaciones absolutas en agua de grado HPLC superiores
al 70% (Figura 6). El resto de compuestos mostraron recuperaciones mds bajas, entre el 30 y
70%, el 68% de los compuestos investigados, e inferiores al 30% el resto de compuestos (OH-
THC, fluoxetina, sertralina y clorpromacina). En agua residual, las recuperaciones absolutas
fueron comparativamente inferiores, con solo el 19% de los compuestos mostrando
recuperaciones absolutas por encima del 70% (benzoilecgonina, THC-COOH, OH-alprazolam,
lorazepam, lormetazepam, oxazepam y temazepam), el 59% entre 30y 70%, y el 26% por debajo
de 30% (morfina, metadona, EDDP, OH-THC, citalopram, fluoxetina, sertralina y clorpromacina)
(Figura 6). Las recuperaciones absolutas en agua residual estan afectadas tanto por la extraccion
como por el efecto matriz. Sin embargo, las recuperaciones absolutas obtenidas en agua de
grado HPLC sdlo estan afectadas por la eficacia de la extraccién. En base a esto, los compuestos
peor extraidos con el cartucho seleccionado (PLRP-s: sorbente polimérico de estireno-
divinilbenceno reticulado) fueron OH-THC, fluoxetina, sertralina y clorpromacina. Estos
compuestos, presentan un caracter marcadamente hidrofébico (log Kow entre 4,1y 9,3, ver Tabla
1, seccidn 1.1.), por lo que su recuperacion se podria favorecer con el empleo de cartuchos mas
lipofilicos (por ejemplo, con relleno C8 o C18). Sin embargo, dado que el sistema de extraccion

para realizar la SPE on-line (Symbiosis™ Pico) no permite utilizar dos cartuchos en serie (en SPE
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off-line se pueden hacer extracciones en tandem con varios cartuchos), para mejorar la
extraccidn de estos compuestos seria necesario llevar a cabo dos andlisis por muestra (uno con
el cartucho PLRP-s y otro con el cartucho C8/C18). La determinacion simultdnea de todos los
analitos objeto de estudio en un Unico andlisis justifica sin embargo comprometer la sensibilidad
de estos compuestos. En cuanto al efecto matriz, se observoé que los compuestos mds afectados
(ordenados de mayor a menor) fueron OH-THC, seguido de fluoxetina, sertralina,
benzoilecgonina, metadona, morfina, efedrina, anfetamina, cafeina, metanfetamina y
mefedrona, que vieron suprimida su sefial entre -65% y -21%, respectivamente, y el THC-COOH,

cuya sefial aumentd un 22% por la composicién de la matriz (Figura 6).
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Figura 6. Recuperacion absoluta media (%) y efecto matriz (%) obtenidos para drogas,
psicofarmacos y algunos de sus metabolitos en las tres matrices ambientales investigadas.
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A pesar de que las recuperaciones absolutas no fueron satisfactorias para todos los
compuestos y que hubo efecto matriz para muchos de ellos, las recuperaciones relativas
obtenidas tanto en agua de grado HPLC (88-120%) como en agua residual (80-120%), indican
qgue el empleo de patrones internos marcados isotépicamente permitié corregir ambos aspectos
y, que la metodologia analitica desarrollada es, por tanto, adecuada para el analisis de estos
compuestos en agua. Esto ultimo, se ha confirmado con los buenos resultados obtenidos en los
ejercicios inter-laboratorio a los que se somete la metodologia analitica anualmente desde el
afio 2011 (van Nuijs y cols., 2018) en el marco de la red internacional SCORE. En estos ejercicios
se analiza cocaina, benzoilecgonina, anfetamina, MDMA, metanfetamina, 6ACM y THC-COOH
en soluciones de metanol y en muestras de agua dopadas con los analitos a distintas
concentraciones. La Figura 7 muestra los resultados obtenidos en agua para el caso concreto de

cocaina en los ejercicios inter-laboratorio realizados en el periodo 2013-2016.

En cuanto a la sensibilidad, los limites de deteccién (LODs) y cuantificacion (LOQs) del
método en agua de grado HPLC fueron inferiores o iguales a 0,5 ng/L (81% de los compuestos)
y 1 ng/L (86% de los compuestos), respectivamente. Unicamente lorazepam, morfina (LODs y
LOQs de 1 y 5 ng/L, respectivamente), OH-alprazolam (LOD y LOQ de 2 y 5 ng/L,
respectivamente) y THC-COOH y OH-THC (LODs y LOQs de 7 y 10 ng/L, respectivamente)
mostraron LODs y LOQs superiores. En el caso del OH-THC, la baja sensibilidad se puede deber
principalmente a la poca recuperacién absoluta (inferior al 30%). Sin embargo, en el resto de
casos, dado que las recuperaciones absolutas fueron elevadas, entre 87 y 113%, a excepcion de
morfinay THC-COOH, que variaron entre 54 y 100%, la baja sensibilidad de estos compuestos se
puede atribuir principalmente a una ionizacién deficiente de los compuestos en la fuente. En
agua residual debido a la composicién de la matriz, los LODs y LOQs, como cabria esperar, fueron
superiores. La mayoria de compuestos presentaron LODs inferiores o iguales a 5,1 ng/L, y LOQs
inferiores o iguales a 16 ng/L, a excepcion del oxazepam (LOD y LOQ 6,6 y 22 ng/L,
respectivamente), lorazepam (LOD y LOQ de 6,8 y 23 ng/L, respectivamente), lormetazepam
(LOD y LOQ de 10 y 32 ng/L, respectivamente), cafeina (LOD y LOQ de 13 y 44 ng/L,
respectivamente), THC-COOH (LOD y LOQ de 18 y 61 ng/L, respectivamente) y OH-THC (LOD y
LOQ de 69 y 228 ng/L, respectivamente). Comparando con otras metodologias multi-residuo
utilizadas para el analisis de drogas, psicofarmacos y metabolitos en agua residual (Tabla 7), esta
metodologia permite la determinacion de los compuestos objeto de estudio a niveles similares,
pero con la ventaja de necesitar solamente un volumen de muestra de 10 mL, frente a los hasta
100 mL o mas que se utilizan en otras metodologias. Esto es asi gracias al acoplamiento on-line

SPE-LC-MS/MS en donde toda la muestra extraida (5 mL) es analizada, mientras que, en el resto
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* mean (boxes=quartiles of triplicate analyses) COC Water
2.0 #* outlier (Grubbs, p<0.001, repeated) 2013 W2 (n.labs = 15); 1 = 88ng/L
. X excluded (after removing outliers, [2[>2) ; !
i ----  2'sd (after removing outliers => |z|=2) 2014 W2 (nlabs = 19); 1= 114ng/L :

2015 W3 (n.labs = 22); 1 = 101ng/L
-] 2016 W1 (nlabs = 25); 1 = 80ng/L
2016 W2 (n.labs = 25); 1 = 45ng/L
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Figura 7. Resultados obtenidos para cocaina en el ejercicio inter-laboratorio realizado entre 2013 y 2016 en una muestra de agua (cédigo de identificacién
9). Fuente: (van Nuijs y cols., 2018).
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de metodologias Unicamente una porcidn del extracto obtenido (entre 1,5y 20 pL) se inyecta
en el sistema de analisis. El requerimiento de un volumen de muestra menor facilita tanto su
recogida, como su transporte y almacenamiento. Otra ventaja de esta metodologia es que todo
el proceso, incluida la extraccién y el andlisis, se realiza en 47 minutos, mientras que, en otras
metodologias Unicamente el andlisis LC-MS/MS ya necesita un tiempo superior. Ademas, la
completa automatizacién del proceso favorece la obtencién de resultados mas precisos (RSD <

20%).

Ademas de la metodologia descrita en la publicacién #3, la metodologia publicada por
Fedorova y cols. (2013) para la determinacion de drogas, psicofarmacos y metabolitos en agua
también se basa en on-line SPE-LC-MS. En dicha metodologia en lugar de cartuchos desechables,
se utiliza una columna de extraccidn reutilizable. Este tipo de metodologia, se diferencia de la
metodologia descrita en la publicacién #3, en que los blancos, las soluciones de calibrado, las
muestras y las soluciones control se extraen usando la misma columna, lo que podria generar
un efecto memoria o contaminacidon de las muestras y dar lugar a falsos positivos. Para
minimizar esto, una vez han eluido todos los compuestos de la columna de extraccién, la fase
movil (compuesta mayoritariamente por disolvente organico) se pasa a través de la columna de
extraccién para aumentar su lavado. Otra desventaja de esta metodologia comparada con la
metodologia descrita en la publicacién #3, es que la cantidad mdxima de muestra que se puede
extraer con el sistema utilizado es de 1 mL. Esto puede explicar la menor sensibilidad del
método. De hecho, de los 15 compuestos que se investigan en comun con ambas metodologias,
mas de la mitad (cocaina, benzoilecgonina, anfetamina, ketamina, LSD, EDDP, midazolam, y

venlafaxina) presentan mejores LOQs con la metodologia descrita en la publicacién #3.
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Tabla 7. Metodologias analiticas desarrolladas recientemente para el analisis de drogas, psicofarmacos y algunos de sus metabolitos en agua residual.

Preparacion de la muestra Analisis LoQ®
Compuestos V (pL) Tiempo Agua Agua Ref
investigados® Pretratamiento Extraccion LC-MS R lemp gu gu :
inyeccion (min) HPLC residual

37 drogas, 10 mL muestra + agua .

psicofarmacos  HPLC (1:10, v/v) +15+  Orine SPE HPLCA(ESI+)- 5.000 47 minc 0110  0,6-61¢ Publicacién #3
) . /) (PLRP-s) MS/MS (QqLIT)

y metabolitos centrifugacion

32 drogas, 100 mL +
psicofarmacos centrifugacion + SPE HPLC-(ESI+)- 15 51 0.50-16 (Skees y cols.,
y metabolitos filtracion (FV: 1,2 pm) (Oasis HLB) MS/MS (QgQ) ! ! 2018)

(21) +1S

38 drogas, 100 mL muestra + IS + ,
psicofarmacos filtracién (0,7 um FV + SPE UPLC-(ESI+)- (Gonzélez-
y metabolitos lavado filtro 2 x 5 mL (Oasis MCX) MS/MS (QgQ) 2 8 min 0,2-22 0,3-83 Man;(())lyé;:ols.,

(23) MeOH)
A: 25 mL muestra + 25 mL MeOH +
evaporacion (2-5 mL) + 10 mL AcEt +
evaporacion (0,5 mL) + dilucion (1 mL);

89 drogas, ) e
psicofdarmacos B'“,lii:cl; (rggt:rs]'icrr]a; ii:ggﬁa;z I?igur;dl-o— HPLC-(ESI+)- 10 40 A:0,4-800 (Asimakopoulos
y metabolitos q g ’ MS/MS (QgQ) B: 0,3-667 y cols., 2017)

(28)

AcEt) + evaporacion (2-5 mL) + 10 mL
AcEt + 1 mL agua + centrifugacién +
evaporacion (casi sequedad) + dilucién
hasta 0,5 mL (MeOH:agua (1:1 v/v)) +
filtracion
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Tabla 7 (cont). Metodologias analiticas desarrolladas recientemente para el analisis de drogas, psicofarmacos y algunos de sus metabolitos en agua residual.

Preparacion de la muestra Analisis LoQ®
Compuestos Ref
. . 3 L .
investigados Pretratamiento Extraccion LC-MS . vin .), Tiempo (min) Agua Agua
inyeccion HPLC residual
148 drogas, -
psicofarmacos .50 mL muestra + 15 + SPE UHPLC-(ESI+/-)- ESI+: 45 min (Thomaidis
metabolitos filracion (FV:0,7 um) + 0 o ) MS/MS (QqQ) 10 ESI-: 37 min 2,6-263 y cols.,
¥ (26) acidificacion (pH: 2,5) g ) 2016)
51 drogas
L ’ Auto SPE (J. A. Baz-
LC-(E -
psicofarmacos 100 mLmuestra+ 15 (discos HLB, 47 UPLC(ESIH)-MS 5 15 min 0,4-856  Lombay
y metabolitos . (QTOF)
mm d.i.) cols., 2016)
(24)
68 drogas, 50 mL muestra +
psicofarmacos filtracién (FV: 0,7 um) + SPE UPLC-(ESI+/-)- 10 ESI+: 65 min 0.24-189 (Borovay
y metabolitos acidificacion (pH: 2,5) + (Strata-XC) MS/MS (QgQ) ESI-: 32 min ! cols., 2014)
(24) IS
on-line SPE: HPLC-(ESI+)-
27 drogas, (columna C18: MS/MS (QgQ) (Fedorovay
. el . QqQ: 2,2-24
psicofdarmacos 10 mL muestra + Hypersil Gold, HPLC-(ESI+)-MS - cols., 2013;
. . .. . 1.000 15 min HRFS: 0,5-54 ,
y metabolitos filtracion + 1S 20mmx 2,1 (Q-Exactive, HRPS: 15-8 6 Mackul’ak y
(15) mm, d.i., 12 operando tanto e cols., 2016)
pum) en FSy PS)
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Tabla 7 (cont). Metodologias analiticas desarrolladas recientemente para el analisis de drogas, psicofarmacos y algunos de sus metabolitos en agua residual.

Preparacion de la muestra Analisis LoQ®
Compuestos V(D) Arua Arua Ref
investigados® Pretratamiento Extraccién LC-MS Y fiempo (min) gy su '
inyeccion HPLC residual
65 drogas, 100 mL muestra +

p5|cofarm§cos filtracion (F\{ 2,7 un'w,+ ?PE UPLC-(ESI+)- 20 34 min 0,6-140 (Bakery

y metabolitos 0,7 um) + acidificacién (Oasis MCX) MS/MS (QgQ) cols., 2011a)

(20) (pH 1,8-1,9) + 1S

2Entre paréntesis se indica el nimero de compuestos investigados en la presente tesis que también se analizan en las otras metodologias multi-residuo
b Los limites de cuantificacién (LOQs) indicados corresponden tGnicamente a los compuestos investigados en la presente tesis

¢Incluye tanto el tiempo de extraccidn de la muestra como el del analisis LC-MS

4Rango de LOQs de todos los analitos investigados excepto OH-THC que tiene un LOQ de 228 ng/L

AcEt: acetato de etilo; d.i.: didametro interno; FS: barrido completo (del inglés Full Scan); FV: fibra de vidrio; HLB: sorbente polimérico de equilibrio hidrofilico-lipofilico (del
inglés Hydrophilic-Lipophilic balanced); 1S: patrén interno (del inglés Internal Standard); MCX: sorbente polimérico mixto de intercambio catidnico-fase reversa (del inglés
Mixed mode Cation eXchange-reversed phase); MeOH: metanol; MS: espectrometria de masas (de inglés Mass Spectrometry); PS: barrido de iones producto (del inglés Product
lon Scan); QqQ: triple cuadrupolo; SPE: extraccion en fase sélida (del inglés Solid Phase Extraction); Strata-X: cartucho polimérico de fase reversa; Strata-XC: cartucho
polimérico de fase reversa-intercambio catidnico; UHPLC o UPLC: cromatografia liquida de ultra-alta eficacia (del inglés Ultra-High Performance Liquid Chromatography).
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En cuanto a las metodologias desarrolladas para muestras ambientales sdlidas, se
desarrollaron dos, una basada en PLE-SPE y analisis con LC-MS/MS, y otra basada en extraccion
con QUEChERS vy anélisis con LC-MS/MS para la determinacion de drogas, psicofarmacos y
metabolitos en sedimentos y mejillones, respectivamente. Ambas metodologias se validaron en
términos de linealidad, recuperacién, repetibilidad, efecto matriz, y sensibilidad.

Al igual que en agua, las recuperaciones absolutas de los analitos fueron relativamente
bajas. En el caso de sedimentos, la mayoria de compuestos presentaron recuperaciones
absolutas entre 30 y 78%, siendo los compuestos con peor recuperacién (inferior al 32%)
anfetamina, morfina, EDDP, THC, cannabinol y cannabidiol (Figura 6). En el caso de mejillones,
los compuestos que presentaron peor recuperacién (inferior al 30%) fueron 6-
monoacetilmorfina, morfina (al igual que en agua residual y sedimentos), THC (al igual que en
sedimentos, en agua no se analizé), OH-THC (al igual que en agua), THC-COOH, y sertralina (al
igual que en agua, en sedimentos no se analizd). El resto de compuestos presentaron
recuperaciones entre 30 y 67%, y Unicamente OH-alprazolam, lormetazepam y temazepam
presentaron recuperaciones absolutas superiores al 70% (al igual que en agua). Las bajas
recuperaciones de morfina en las tres matrices investigadas se pueden atribuir a su elevada
polaridad y, en consecuencia, a su escasa retencién en la columna analitica utilizada (C18); el
empleo de columnas con particulas de silica modificadas para incrementar la retencién de
compuestos polares o incluso de columnas HILIC podria favorecer su andlisis. En el caso de la
metodologia en aguas, esta misma circunstancia seria la que llevaria a una pérdida del analito
en el proceso de extraccion consecuencia de su baja afinidad con el sorbente utilizado.

Al igual que en agua residual, el analisis de drogas, psicofdarmacos y metabolitos en
sedimentos y mejillones estuvo afectado por la matriz. En sedimentos, 45% de los compuestos
(ordenados de menor a mayor efecto matriz: benzoilecgonina, 6-monoacetilmorfina,
cannabidiol, efedrina, LSD, alprazolam, OH-THC, OH-LSD, y cannabinol) presentaron supresién
de la sefial por la matriz (entre -20% y -40%). En mejillones también el 46% de los compuestos
(ordenados de menor a mayor: 6-monoacetilmorfina, AH-7921, cafeina, efedrina, citalopram,
LSD, diazepam, anfetamina, hidroxicina, fluoxetina, THC-COOH, OH-THC, morfina,
clorpromacina, sertralina, y THC) presentaron supresién de la sefial por la matriz, en algun caso
de hasta el 94% (THC), y el 11% de los compuestos investigados (oxazepam, OH-alprazolam,
lormetazepam, y temazepam) presentaron incremento de la sefial por la matriz (entre 25y 65%).
Esto ultimo podria explicar el hecho de que estos tres compuestos presentaran recuperaciones
absolutas en mejillones superiores al 70%. Aunque no es estrictamente correcto comparar el
efecto matriz obtenido con las técnicas de PLE+SPE y QUEChERS debido a que se han extraido

matrices diferentes, en otros estudios en que se comparo la extraccion de fadrmacos mediante
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PLE y QUEChERS utilizando la misma matriz también se observd que el efecto matriz era superior
con el empleo de QUEChERS (Alvarez-Muioz y cols., 2015; Carmonay cols., 2017; Huerta y cols.,
2013). En la PLE el uso de temperaturas y presiones altas puede favorecer la extraccién de los
analitos, aunque a su vez de otros componentes de la matriz. Sin embargo, la realizacién de dos
etapas de purificacion (una con alimina en la propia celda de extraccién durante la PLE y otra
del extracto obtenido mediante SPE), puede dar lugar a mejores recuperaciones y extractos mas
limpios. A pesar de ello, el uso de QUEChERS constituye una alternativa atractiva a la PLE parala
extraccién de muestras ambientales, ya que no se requieren equipos especiales y es una técnica
de extraccién mas rapida y que utiliza menor cantidad de disolventes. Por ello, en los udltimos
afios, se han incluido varias modificaciones al método original con el objetivo de mejorar la
extraccién de los analitos y disminuir el efecto matriz, por ejemplo, la sustitucién de las sales
originales NaCl y MgSO, por sales mas volatiles como NH4Cl, NH;HCO; o NH4CH3CO,, para evitar
que las sales precipiten en la fuente de ionizacidn y disminuya la sensibilidad del instrumento, o
el uso de otros sorbentes para la purificacion de los extractos mediante d-SPE, como polimeros
de impresidn molecular, nanotubos de carbono, nanoparticulas de diéxido de zirconio, o
sorbentes magnéticos (Perestrelo y cols., 2019). En este sentido, el uso de NH4CH3CO; en lugar
de NaCl como sal de extraccion permitié disminuir el ruido de fondo y obtener mejores
recuperaciones y limites de deteccién en el analisis de farmacos en leche (Rubies y cols., 2016),
y el empleo de sorbentes de silice con nanoparticulas de zirconio para la purificacién de
muestras de mejillones extraidas con QUEChERS dio lugar a que uUnicamente 2 de los 7
antidepresivos analizados presentaran efectos de matriz, siendo éstos inferiores al 31%
(Martinez Bueno y cols., 2014).

Las bajas recuperaciones absolutas y los efectos de matriz observados en las diferentes
metodologias se pueden corregir en gran medida con la adiccidon de patrones internos (los
compuestos objeto de estudio marcados isotdpicamente) a la muestra al principio del proceso
analitico. Las recuperaciones relativas obtenidas tanto en sedimentos (90-113%, a excepcidn de
OH-THC y cannabinol, que presentaron recuperaciones relativas superiores a 120% debido,
probablemente, a su presencia en la muestra utilizada para la validacién a concentraciones
similares a las dopadas) como en mejillones (77-118%), demuestran que ambos métodos son
adecuados para el andlisis de drogas, psicofarmacos y metabolitos en ambas matrices. Es cierto
gue el uso de compuestos marcados isotdpicamente encarece en principio el analisis pero, a la
larga, si el método desarrollado se va a utilizar con frecuencia o de forma rutinaria, resulta
beneficioso ya que su uso permite conocer para cada muestra si el analisis se ha desarrollado
correctamente (obviando asi en general la necesidad de realizar triplicados) y corregir los

variables efectos de matriz (tanto en la extraccion como en el andlisis) que podemos
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encontrarnos en las distintas muestras a analizar, incluso aunque pertenezcan a una misma zona
y campaiia de muestreo. Por otro lado, este método asegura la obtencién de resultados fiables
de una manera rapida si se compara por ejemplo con el uso de rectas de calibrado realizadas en
la propia matriz o el método de la adicién de patrones. Uno de los aspectos claves a tener en
cuenta en el desarrollo de metodologias de dilucién isotdpica para LC-MS/MS es que las SRM de
los patrones marcados isotdpicamente no interfieran con la sefial de los analitos objeto de
estudio con los que coeluyan. Para ello se recomienda la adquisicién de patrones marcados en
los que se haya sustituido un elevado nimero de dtomos por sus respectivos isdtopos (p.ej. H
por Dy *2C por 3C), con el fin de aumentar la diferencia de masa entre un compuesto especifico
y su correspondiente compuesto marcado isotdpicamente y poder obtener fragmentos
especificos para cada uno.

Respecto a la sensibilidad, en sedimentos los LOQs variaron entre 0,03 y 2,1 ng/g (p.s.)
para todos los compuestos excepto para los cannabinoides (THC, OH-THC, cannabidiol y
cannabinol) cuyos LOQs estuvieron entre 3,2 y 13 ng/g (p.s.). En el caso de mejillones, también
los cannabinoides (THC, OH-THC y THC-COOH) presentaron LOQs mayores (entre 25 y 30 ng/g
peso fresco (p.f.)), mientras que el resto de compuestos presentaron LOQs entre 0,3 y 6,7 ng/g
(p.f.). Al'igual que en el analisis de agua, estos mayores LOQs obtenidos para cannabinoides se
pueden justificar debido a su baja recuperacidn, a la supresidn de la sefial por el efecto matriz,
y a su analisis en condiciones de ionizacién positiva, las cuales no son las mas favorables para
estos compuestos. A pesar de ello, para el resto de compuestos los LOQs obtenidos en ambas
matrices son comparables a los obtenidos con otras metodologias multi-residuo utilizadas para
la determinacién de diferentes contaminantes emergentes (incluyendo drogas, psicofarmacos y

metabolitos) en sedimentos y mejillones (Tabla 8).
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Capitulo 4. Discusion de resultados

Tabla 8. Metodologias multi-residuo para el analisis de drogas, psicofarmacos y metabolitos (entre otros contaminantes) en sedimentos y mejillones.

c ¢ Preparacion de la muestra Anilisis
ompuestos . . b
. . Matriz LO Ref.
investigados® CIIREECE Extraccion Purificaciéon LC-MS :
muestra
20 drogas, psicofarmacos y . PLE SPE HPLC-(ESI+)-LC- .
1 .S. -1 | #4
metabolitos Sedimentos g(p.s.) (MeOH:H20, 9:1, v/v) (ABN) MS/MS (QqLIT) 0,03-13 publicacién
11 drogas y metabolitos . US (tampon Mcllvaine- SPE UPLC-(ESI+)- (Huy cols.,
1g(ps. : 1,5-5,4
(8) Sedimentos gp-s) MeOH, 1:1, v/v) (OasisMCX)  MS/MS (QqQ) > 2019)
47 contaminantes organicos . ) .
(incluyendo drogas, sedimentos 1g(p.s.) U;gm/z%:gs%‘tinlpfn SPE UPLC-(ESI+/-)- 510 (Carmonay
psicofarmacos y metabolitos) gip-s. P (Strata-X) MS/MS (QgQ) cols., 2017)
v/v/v)
(4)
41 drogas y metabolitos . US (tampdn Mcllvaine: SPE UPLC-(ESI+)- (Alvarez-Ruiz y
(12) Sedimentos  1g(p-s.) MeOH, 1:1, v/v) (Strata-X) MS/Ms (Qqq) ¥ cols., 2015)
. US (extraccion acida:
74 farCTstaojoy r;rros(;:;tlos de Sedimentos 1g(p.s.) tampdn fosfato + ACN; SPE HPLC-(ESI+/-)- 0.04-0 4¢ (Klosterhaus y
(5p) gip-s. extraccion basica: (Oasis HLB) MS/MS (QgQ) ! ! cols., 2013)
tampdn NH,OH + ACN)
14 farmacos, drogas
L ’ " . PLE (MeOH/A.F., 100:0,1 . L, UPLC-(ESI+/-)- 4 (Langford y
psmofarmaco(s;l;/ metabolitos Sedimentos 10g(p.s.) /) Centrifugacién MS/MS (QqQ) 2-20 cols., 2011)
17 farmacos . 0 SPE HPLC-(ESI+/-)- . (Vazquez-Roigy
(1) Sedimentos 3g(p.s.) PLE (100% H,0) (SAX + HLB) MS/MS (QqQ) 2,3 cols., 2010b)
35 drogas, psicofarmacos y - QUuEChERS HPLC-(ESI+)-LC- N
metabolitos Mejillén 10g(p.f.) (ACN) d-SPE MS/MS (QqLIT) 0,3-30 publicacién #5
118 farmacos y productos de (Kroghy cols
cuidado personal Mejillén n.i n.i. n.i. LC-MS/MS 0,2-15 ghy v

(7)

2017)
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Tabla 8 (cont). Metodologias multi-residuo para el andlisis de drogas, psicofarmacos y metabolitos (entre otros contaminantes) en sedimentos y mejillones.

SIS Preparacion de la muestra Anilisis
) ) Matriz i LoQ® Ref.
investigados® CIEECE Extraccion Purificacién LC-MS
muestra
7 antidepresivos - SPE HPLC-(ESI+)- (Silva y cols.,
Meijill 1g(p.s. ACN: 0,1% A.F. ; 1,7-3,4
(3) eyfion g(p-s.) US (ACN:0,1% A.F.) (Oasis MCX)  MS/MS (QqLIT) 3 2017)
145 farmacos y productos . 1-2,5g US, (extraccion aC|da:‘ ,,ACNI+. SPE HPLC-(ESI+/-)- (de Sollay
de cuidado personal Mejillén () tampdn fosfato; extraccién basica: (Oasis HLB) MS/MS (QqQ) 0,2-1,8 cols., 2016)
(6) p-1- ACN + de tampdn NH40H) d Y
. (Alvarez-
23 farmacos - PLE SPE UPLC-(ESI+/-)- o
.S. -0,21 .
(3) Mejillon - 0,5g (p-s.) (MeOH:H,0, 1:2, v/v) (Oasis HLB)  Ms/Ms (QquiT) 030 M“”;glys‘):"'s ’
6 antidepresivos Meiilon  2g(ps) QUEChERS d-SPE HPLC-(ESI+)-MS 05" Bu(z/'nirt";zfs
(1) ) iP5, (ACN/H,0, 1:1, v/v) (Z-Sep) (Q-Exactive) ’ i ly P
166 contaminantes US (extraccion acida: ACN +
- tampon fosfato; SPE HPLC-(ESI+/-)- (Doddery cols.,
emergentes Mejillon 1-25g(p.f) extraccion basica: ACN + tampdn  (Oasis HLB) MS/MS (QgQ) 0,06-5,95 2014)

(7)

NH40H)

2Entre paréntesis se indica el nimero de compuestos investigados en la presente tesis que también se analizan en las otras metodologias multi-residuo;
b Los limites de cuantificacién (LOQs) indicados corresponden tGnicamente a los compuestos investigados en la presente tesis;

¢Punto mas bajo de la recta de calibrado (ng/mL);

4LODs;

€LOQ de diazepam, Unico analito analizado en comun en esta metodologia y la metodologia descrita en la publicacion #4;
fLOQ de venlafaxina, Unico analito analizado en comun en esta metodologia y la metodologia descrita en la publicacién #5.

ABN: sorbente polimérico para la extraccion de compuestos acidos, basicos y neutros (del inglés Acidic, Basic and Neutral Analytes); ACN: acetonitrilo; A.F.: acido formico; d-
SPE: extraccion en fase sélida dispersiva (del inglés dispersive Solid Phase Extraction); EDTA: acido etilendiaminotetraacético; Strata-X: cartucho polimérico de fase reversa;
HLB: sorbente polimérico de equilibrio hidrofilico-lipofilico (del inglés Hydrophilic-Lipophilic balanced); H,O: agua; n.i.: no indicado; Mcllvaine: tampdn citrato-fosfato; MCX:
sorbente polimérico mixto de intercambio catidnico-fase reversa (del inglés Mixed mode Cation eXchange-reversed phase); MeOH: metanol; NH4OH: hidréxido amodnico; p.f.:
peso fresco; PLE: extraccion con liquidos presurizados (del inglés Pressurized Liquid Extraction); p.s.: peso seco; SAX: sorbente de intercambio anidnico (del inglés: Strong
Anionic eXchange); SPE: extraccion en fase sélida (del inglés Solid Phase Extraction); US: ultrasonidos; Z-Sep: material sorbente con 4&tomos de zirconio.
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Capitulo 4. Discusion de resultados

Aspectos a destacar de las metodologias descritas en esta tesis son: (i) la metodologia
descrita en la publicacion #3 demuestra las ventajas del empleo de sistemas automatizados de
SPE acoplados en linea al sistema de analisis por LC-MS/MS (on-line SPE) con respecto a los
métodos que se basan en SPE off-line para el andlisis de aguas, siendo hasta la fecha la Unica
metodologia basada en on-line SPE-LC-MS/MS con la que se han analizado OH-alprazolam, OH-
midazolam, temazepam, zolpidem, MDPV, AH-7921, mefedrona y metoxetamina en agua
residual; (ii) la metodologia descrita en la publicacion #4 permite la determinacion de las drogas
y psicofarmacos que mads se han investigado en sedimentos hasta la fecha (cocaina,
benzoilecgonina, anfetamina, metanfetamina, metadona, THC, alprazolam y diazepam) vy la
amplia a otros compuestos importantes tanto por su consumo, como MDMA, como por su
capacidad de adsorberse en esta matriz, como cannabidiol, y (iii) la metodologia descrita en la
publicacidn #5 ha permitido ampliar la lista de drogas que se han determinado en mejillones, ya
que hasta la fecha sélo se habia investigado la acumulaciéon de cocaina, benzoilecgonina y
anfetamina, e incluye tanto psicofarmacos previamente estudiados en mejillones (citalopram,
fluoxetina, sertralina, venlafaxina, alprazolam, diazepam), como psicofarmacos investigados por
primera vez en esta matriz (OH-alprazolam, midazolam, OH-midazolam, temazepam,

lormetazepam, oxazepam, hidroxicina, clorpromacina y zolpidem).

A pesar de investigar un amplio rango de drogas y psicofdrmacos, las metodologias
analiticas se podrian mejorar incluyendo otros compuestos relevantes tanto por su consumo
como por su presencia en el medio ambiente. Asi, se podrian incluir compuestos como nicotina
o sus metabolitos (tras alcohol es la sustancia psicoactiva mas consumida en Espafia), los
opiaceos codeina (previamente detectado en agua potable, superficial y residual a
concentraciones ambientales relevantes, Figura 4, secciéon 1.3.1.1.), tramadol y fentanilo (el
consumo de opidceos sintéticos ha aumentado en los ultimos afios, siendo los principales
responsables de las muertes causadas por sobredosis, seccion 1.2.), y metabolitos de los
psicofarmacos, como nor-fluoxetina, nor-sertralina, desmetil sertralina, nor-diazepam, desmetil
citalopram, desmetil venlafaxina (compuestos que se han detectado tanto en biota (Tabla 3,
seccién 1.3.1.2.) como en agua (Figura 4, seccion 1.3.1.1.) e incluso a concentraciones superiores

gue las detectadas para el propio psicofarmaco).

Por ultimo, el uso de metodologias analiticas basadas en LC-MS/MS es util para
determinar con la necesaria sensibilidad las NSPs mas relevantes o mads conocidas en el
mercado, a pesar de los bajos niveles esperados en el medio ambiente para estos compuestos
debido a su baja prevalencia de uso. Sin embargo, dada la continua aparicion de NSPs (como se

comentd en la seccidon 1.2, en 2018 se estaban vigilando 950 sustancias), el empleo de
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metodologias analiticas basadas en alta resolucion seria mds conveniente ya que, por un lado,
no se disponen de todos los patrones comerciales de dichas sustancias, y por otro, la compra de

todos ellos y sus analogos deuterados daria lugar a metodologias analiticas muy costosas.

4.2. Presencia e impacto ambiental de drogas, psicofarmacos y
metabolitos

La Figura 8 muestra la frecuencia de deteccién y las concentraciones de drogas,
psicofarmacos y metabolitos medidas en las muestras de agua residual, sedimentos y biota

analizadas en las publicaciones #3, #4 y #5, respectivamente.

Los compuestos que no se detectaron en ninguna de las 3 matrices analizadas fueron la
heroina y su metabolito 6-monoacetilmorfina, LSD, OH-LSD, y OH-THC. La no deteccién de
heroina y LSD en ninguna de las tres matrices es probablemente debido a su menor consumo
(como se vio en la introduccion, la prevalencia de consumo en el dltimo afio de LSD y heroina en
Espafia era inferior al 0,4% y 0,1%, respetivamente (OEDA, 2019)) y, en el caso del LSD, ademas,
a las bajas dosis utilizadas debido a su elevada potencia psicoactiva (ug vs mg). Por otro lado,
estos compuestos se metabolizan intensamente después de su administracién. En el caso de la
heroina, la dosis consumida se excreta en un 0,025% en forma de heroina inalterada (Baker y
cols., 2014), un 42% en forma de morfina y un 1,3% en forma de 6-monoacetilmorfina, que es
ademas inestable en agua residual (Gracia-Lor y cols., 2016). En el caso de LSD, <1% de la dosis
consumida se excreta como LSD inalterado, <1,2% como nor-LSD y entre 2 y 25% como OH-LSD
(Postigo y cols., 2010). Todo esto hace que su presencia en el medio ambiente sea menor, y por
lo tanto dificil de detectar. Del mismo modo, solo el 2% del cannabis consumido se excreta como
OH-THC que ademas se metaboliza rapidamente a THC-COOH (Postigo y cols., 2011a). Tampoco
se detectaron ni en agua residual ni en mejillones (en sedimentos estos compuestos no se
analizaron, Tabla 6), las 4 NSPs analizadas, MDPV, mefedrona, metoxetamina y AH-7921, ni los
psicofarmacos OH-alprazolam, midazolam, y clorpromacina. En el caso de las NSPs, dado que su
consumo es muy inferior al del resto de las drogas “clasicas” (prevalencia de consumo alguna
vez en la vida de 1,1% (OEDA, 2019)), no es de extrafiar que no se hayan detectado en el agua
residual. En cuanto a las benzodiazepinas, el midazolam, como se muestra en la Figura 4 (seccion
1.3.1.1), se ha encontrado en otros estudios a concentraciones muy bajas, del orden de 1 ng/L.
Por otro lado, el alprazolam, a pesar de ser el segundo ansiolitico mds consumido en Espafia en

2019 (AEMPS, 2020), de su baja tasa de eliminacion en las EDARs (<50%) (Estrada-Arriagay cols.,
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2016), y de su estabilidad en agua residual (hasta 1 semana a temperatura ambiente

7

, razon por

(Racamonde vy cols., 2014)), es administrado en dosis muy bajas (1 mg) (INCB, 2019)

la cual no es de extrafar que solo se haya detectado en el agua residual investigada a niveles

inferiores al LOQ (1,9 ng/L), y por lo tanto, es también normal que no se haya detectado su

metabolito, el cual se excreta en un porcentaje mayor que el padre (57,5 vs 21,4%) (Fraser y

cols., 1991). En otro estudio llevado a cabo en Espafia, tanto alprazolam como su metabolito

(OH-alprazolam) se detectaron en agua residual, pero a concentraciones muy bajas entre 2y 14

ng/L (Gonzélez-Marifio y cols., 2018).
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Figura 8. Frecuencia de deteccion (%) y concentracion media de drogas, psicofarmacos y

metabolitos en agua residual, sedimentos y mejillones.
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El resto de compuestos se detectaron en alguna de las matrices investigadas, siendo el
agua residual la matriz donde mayor nimero de compuestos se detectd (68% de los 37
compuestos investigados), seguida de sedimentos (60% de los 20 compuestos investigados) y
de mejillones (5,7% de los 35 compuestos investigados). En agua residual las frecuencias de
deteccidén de los compuestos también fueron mayores, la mayoria de compuestos se detectaron
en el 100% de las muestras analizadas (n=7), mientras que en sedimentos la mayoria de
compuestos presentaron frecuencias de deteccion (n=144) inferiores al 13% y Unicamente 2
compuestos, cocaina y metadona, presentaron frecuencias de deteccidn superiores al 50%, sin
llegar en ningun caso a detectarse en el 100% de las muestras. En mejillones, Unicamente se
detectaron dos compuestos (sertralina y cafeina) y con frecuencias de deteccion bajas, 6,6% en
ambos casos. La presencia de menor nimero de compuestos en sedimentos y biota no es de
extrafiar ya que como se vio en la introduccion, este tipo de compuestos pueden eliminarse
parcialmente en las EDARs (Devault y cols., 2017), siendo las concentraciones liberadas al medio
mucho mas bajas que las detectadas en aguas residuales sin tratar (como las analizadas en la
publicacidn #3). Ademas, la descarga de los efluentes de las EDARs ya sea en cauces fluviales o
directamente en el mar resulta en la dilucién de sus concentraciones. Por otro lado, su caracter
polar o medianamente polar, los hacen mas propensos a permanecer en la fase acuosa que a

adsorberse en matrices sélidas.

Los compuestos encontrados a concentraciones medias mas altas fueron la cafeina, los
cannabinoides THC, THC-COOH, cannabinol y cannabidiol, la efedrina, la cocaina y su metabolito
benzoilecgonina, y los antidepresivos citalopram, sertralina y venlafaxina. La cafeina es el
compuesto que se ha encontrado a mayor concentracidn tanto en agua como en mejillones (en
sedimentos no se analizd, ver Tabla 6). El consumo extensivo de este estimulante en bebidas a
base de café, té o bebidas carbonatadas hace que los niveles encontrados en el medio ambiente
sean muy elevados, tal y como se observa en la Figura 4 (ver seccidn 1.3.1.1), hecho por el cual,
a pesar de su alta polaridad (log Kow -0.1, ver Tabla 1, seccién 1.1.) se ha podido incluso
cuantificar en mejillones. El resto de los compuestos detectados a mayor concentracion
coinciden con las drogas (Figura 3, seccidn 1.2.) y psicofarmacos (Figura 2, seccién 1.2.) que, de

acuerdo con las encuestas o los datos oficiales, se consumen mas en Espafia.

Aunque las aguas residuales y los sedimentos investigados en esta tesis no se
corresponden en tiempo y espacio, y por tanto, no es del todo correcto comparar los niveles
encontrados en ambas matrices, cabe mencionar que las concentraciones tanto de
benzoilecgonina como de cocaina en aguas residuales fueron superiores a las encontradas en

sedimentos, por lo que se podria decir que, debido a su caracter polar (log Kow de 2,3y -1,3,
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respectivamente, ver Tabla 1, seccién 1.1.), ambos compuestos presentan una mayor tendencia
a permanecer en la fase acuosa. Por el contrario, compuestos como la metadona y su metabolito
EDDP (log Kow Y log Koc > 3,9, Tabla 1, seccién 1.1.), los cannabinoides (log Kow y l0g Koc > 4,5,
Tabla 1, seccion 1.1.), y la sertralina (log Kow Y log Koc > 5,3, Tabla 1, seccién 1.1.), compuestos
todos ellos con un marcado caracter hidrofébico, presentaron niveles superiores en sedimentos
y/o en mejillones que en las aguas. Como se mostrd en la publicacion #4 con el calculo del
coeficiente de distribucidn (Kp), las propiedades fisico-quimicas de metadona y EDDP los hacen
mas propensos a ser adsorbidos en matrices sélidas. En el caso de los cannabinoides, estudios
previamente publicados en la literatura han mostrado que estos compuestos tienden a
adsorberse en matrices solidas (Mastroianniy cols., 2013; Senta y cols., 2013) y, en el caso de la
sertralina, su elevado factor de bioacumulacién estimado experimentalmente en mejillones
(32.000) (de Sollay cols., 2016) indica su alto potencial para bioacumularse en estos organismos.
Los niveles de benzoilecgonina fueron superiores a los de cocaina tanto en agua residual como
en sedimentos porque después de su consumo, la mayor parte de cocaina (entre 29-45%) se
metaboliza y se excreta en forma de benzoilecgonina, y Unicamente el 7% se excreta en forma
de cocaina inalterada (Gracia-Lor y cols., 2016). A esto cabe afadir el hecho de que la cocaina
en el medio ambiente también se puede transformar en benzoilecgonina por fotélisis e hidrdlisis
(Postigo y cols., 2011b). En el caso de los cannabinoides, los niveles mas altos de cannabinol y
cannabidiol con respecto al THC en sedimentos podrian justificarse porque ambos presentan
valores de log Kow ligeramente superiores a los del THC (ver Tabla 1, seccién 1.1.), ademas, el
THC se metaboliza mucho y apenas se excreta inalterado (Boleda y cols., 2009; Gracia-Lor y cols.,
2016). En cuanto al THC-COOH, metabolito del THC, sdlo se detecté en agua residual (en
sedimentos no se analizd), donde estudios previos han mostrado que es muy estable

(Causanilles y cols., 2017a; Gonzalez-Marifio y cols., 2012a).

Como se mostré en la publicacion #4 con el célculo del indice de riesgo (HQ), los niveles
encontrados de drogas y psicofarmacos, en este caso en sedimentos, constituyen un riesgo
toxicolégico para los organismos acuaticos que viven o se alimentan en los sedimentos.
Concretamente en el 14% de las muestras analizadas (n=144) los valores de YHQ estuvieron
entre 1y 10, y en el 15% de las muestras los valores de HQ fueron superiores a 10, lo que
implica riesgo, siendo el EDDP, el THC y la metadona los compuestos que mas contribuyen a la
toxicidad. El calculo del HQ se realizd comparando los niveles de drogas y psicofarmacos
medidos en las muestras de sedimentos con los valores de PNEC.eq que aparecian en la base de
datos NORMAN para cada uno de los compuestos investigados (ver Tabla S1, publicacion #4).

Los valores de PNEC..q4 reportados en la base de datos NORMAN no se obtuvieron de estudios
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de toxicidad, sino mediante la aplicacion del principio de reparto en equilibrio (ecuacion 3,
derivada de la combinacién de las ecuaciones 4, 5y 6), el cual estima la concentracién de una
sustancia en sedimentos a partir de la concentracidn de dicha sustancia en el agua contenida en

los poros del sedimento cuando el sistema esta en equilibrio (NORMAN, 2013; US EPA, 2012).

PNEC:ed (peso seco) (ug/kg) = PNECagua % 2,6 % (0,615 + 0,019 x Koc) (3)
PNECeq (peso fresco) (ug/kg) = (Ksed-agua/ RHOsed) X PNECagua x 1000 (4)
Ksed-agua= (Faire-sed X Kaire-agua) + Fagua-sed + (Fssiido-sedimento X (KPsea/1000) X RHOsgiido) (5)
KPsed = Koc X Foc.sed (6)
donde,

PNECgua €s el valor de PNEC en agua (ver Tabla 4, seccidn 1.3.2.); K. es el coeficiente de reparto
entre el carbono organico y el agua; Kseqd-agua €5 €l coeficiente de reparto sedimento-agua; RHOseq
es la densidad del sedimento (1300 kg/m3); Faresed €5 la fraccidon de aire en sedimento
(despreciable); Kaire-agua €5 €l coeficiente de reparto aire-agua; Fagua-sed €5 la fraccion de agua en
sedimento (0,8); Fsslido-sedimento €S la fraccion de sdlidos en el sedimento (0,2); Kpses €s el
coeficiente de reparto sélido-agua en sedimentos; RHOsgiido €5 la densidad de la fraccidn sdlida
(2500 kg kg/m3); Focsed €5 la fraccion de carbono organico en el sedimento (0,05); y 2,6 es el

factor de conversion de la concentracidn en sedimento en peso fresco a peso seco.

El principio de reparto en equilibrio permite predecir la adsorcidon de un compuesto a
partir de los valores de Ko de dicho compuesto. En la base de datos NORMAN se selecciona el
minimo valor de K, disponible para calcular el PNECsq para considerar el escenario mas
conservador posible. Cuando se prepard la publicacion #4, la base de datos NORMAN aplicaba
para los compuestos investigados un valor de Ko de 0. Sin embargo, si en lugar de 0 se aplicaran
los valores de K, de cada compuesto (ver Tabla 1, seccién 1.1.) para calcular el PNECsq de
acuerdo con el principio de reparto en equilibrio (los valores de PNECeq calculados aparecen en
la Tabla 4, seccién 1.3.2.), y posteriormente se calculara el SHQ de las muestras analizadas, se
obtendria que todas las muestras presentan un YHQ inferior a 1, y por tanto, las concentraciones
de estos compuestos en sedimentos no supondrian un riesgo ecotoxicoldgico, al contrario de lo
reportado en la publicacion #4. El riesgo reportado en la publicacion #4 se puede atribuir a los
bajos valores de PNECsq registrados en la base de datos NORMAN (por ejemplo, en el caso

concreto de EDDP, metadona y THC, que eran los compuestos que mas contribuian a la
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toxicidad, los PNECsq eran de 0,22, 1,34y 0,12 ng/g, respectivamente, ver Tabla S1, publicacion
#4), mas que a la acumulacién de altos niveles de drogas y psicofarmacos en los sedimentos. El
uso del valor de Ko de cada compuesto, en lugar de un valor 0, para estimar los valores de
PNEC..q puede conducir a un escenario mas realista, ya que se tienen en cuenta las propiedades
fisico-quimicas de los compuestos (Koc). Los compuestos que tienen un log Ko > 3 son los que
tienen mayor capacidad para adsorberse en matrices sélidas y encontrarse a mayores
concentraciones en sedimentos. Por tanto, es fundamental disponer de un valor de PNEC.q que
sea representativo de la toxicidad de dichos compuestos en esta matriz para no sobreestimar la
toxicidad asociada a la presencia de los contaminantes presentes en los sedimentos, como

ocurrié con el calculo del HQ en la publicacidn #4.

Si aplicamos el principio de reparto en equilibrio (ecuaciones 7 y 8) para las muestras de
biota analizadas en la publicacidon #5, los PNEChiota-invertebrados Calculados para cafeina y sertralina
serian de 0,9 y 53 ng/g (ver Tabla 4, seccion 1.3.2.), respectivamente. Considerando las
concentraciones detectadas de estos compuestos en una de las muestras de mejillones
analizadas (12,8 ng/g de cafeina y 1,5 ng/g de sertralina), el SHQ seria de 14 y, por tanto, la
bioacumulacion de cafeina y sertralina en esta muestra, podria suponer un riesgo toxicoldgico

para el organismo.

PNECuiota/pe: (peso fresco) (ug/kg) = PNECagua x 2,6 X BCF (7)
PN Ecbiota/invertebrado (pESO fI’ESCO) (Hg/kg) =PN Ecbiota/pez / 4 (8)

donde BCF es el factor de bioconcentracion (Tabla 1, seccién 1.1.).

La ventaja del principio de reparto en equilibrio es que permite evaluar el riesgo
toxicolégico en diferentes matrices (sedimentos y biota) a partir de estudios de toxicidad
realizados en agua, ya que para este tipo de compuestos los datos de toxicidad en sedimentos
y biota son escasos y en algunos casos inexistentes. Ademas, a diferencia de los enfoques
empiricos, que evaltdan la concentracidon de sustancia que produce efectos biolégicos en los
organismos, el principio de reparto en equilibrio tiene en cuenta procesos quimicos y biolégicos
para predecir la toxicidad, los cuales pueden ayudar a elucidar la causa de los efectos

toxicolégicos (Birch, 2018).
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4.3. Estimacion del consumo de sustancias psicoactivas mediante el

analisis de aguas residuales

En la publicacidn #6 se estimé el consumo de alcohol a nivel local, autondmico y nacional
a partir de los datos obtenidos en 16 zonas geograficas de 13 ciudades espafiolas. Este trabajo
describe por primera vez la aplicacion de WBE a nivel nacional en Espafia para estimar el
consumo de alcohol, y complementa los pocos estudios realizados con anterioridad a nivel

nacional (Boogaerts y cols., 2016; Gao y cols., 2020; Lai y cols., 2018).

Los datos de consumo de alcohol estimados con WBE a los tres niveles se compararon
con varios indicadores oficiales de consumo: los datos de consumo reportados en la Encuesta
Nacional de Salud de Espafia (ENSE), las prevalencias de consumo reportadas en la Encuesta
sobre Alcohol y otras Drogas en Espaiia (EDADES) realizada por el Observatorio Espafiol de las
Drogas y las Adicciones (OEDA), los datos de consumo proporcionados por el Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacion, y los datos de consumo proporcionados por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS). En general, se obtuvo una buena comparabilidad de datos entre los

derivados de WBE y los indicadores oficiales.

A nivel local, los resultados obtenidos con WBE en el 56% de las zonas geograficas
investigadas estaban en linea con los datos de consumo (expresados en mL/dia/habitante)
reportados en la ENSE para sus respectivas comunidades auténomas, siendo en el 31% de los
casos (Toledo, Lleida, Madrid-Centro, Castellén, y Valencia-QB) las diferencias entre ambas
metodologias inferiores al 15%, y en el 25% de los casos (Palma de Mallorca, Reus, Valencia-PlI,
y Valencia-Pll) inferiores al 30%. Ademas, estas zonas geograficas también mostraron una
correlacién significativa (p-valor < 0,05, correlacion de Spearman) (Figura 4, publicacién #6) con
los datos de prevalencia de consumo de alcohol (alguna vez en la vida y ultimo afio) reportados
en la EDADES del OEDA. Las estimaciones de alcohol derivadas del andlisis de aguas residuales
para el resto de las zonas geograficas investigadas (Bilbao, Guadalajara, Barcelona, Tarragona,

Madrid-Norte, Mdstoles, y Santiago de Compostela), mostraron diferencias superiores al 30%.

A nivel autondmico, mediante la aplicacién de WBE se observé que el consumo en las
Islas Baleares era significativamente superior al de Castilla-La Mancha y Galicia. Dicha
observacién encaja con los datos de prevalencia de consumo en estas comunidades auténomas
(prevalencia de consumo alguna vez en la vida, en el Ultimo afo y en el Ultimo mes en las Islas

Baleares de 97, 89 y 70%, respectivamente, mientras que en Castilla-La Mancha fue de 90, 64 y
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53% y en Galicia de 94, 80 y 66%, respectivamente) (Figura S4, publicacion #6), y también con
los datos de consumo publicados en la ENSE (consumo en Islas Baleares de 18
mL/dia/habitante), aunque sdlo en el caso de Castilla-La Mancha (13 mL/dia/habitante), ya que
en Galicia se reporté un consumo de alcohol ligeramente superior (20 mL/dia/habitante) (Tabla
S6, publicacion #6). También, con WBE se estimé un consumo de alcohol en el Pais Vasco
significativamente superior al de Galicia, Castilla-La Mancha, Comunidad Valenciana,
Comunidad de Madrid e Islas Baleares. Sin embargo, dicha estimacidn sélo se corrobord con los
datos de prevalencia en el caso de Castilla-La Mancha (prevalencias de consumo alguna vez en
la vida, ultimo afio y ultimo mes en el Pais Vasco de 94, 82 y 65%, respectivamente, y en Castilla-
La Mancha de 90, 64 y 53%, respectivamente) y la Comunidad de Madrid (prevalencias de
consumo alguna vez en la vida, Ultimo afio y ultimo mes de 91, 76 y 66%, respectivamente), ya
gue segun la EDADES las prevalencia de consumo en el Pais Vasco fueron similares a las de la
Comunidad Valenciana (94, 82, y 71%) y Galicia (94, 80 y 66%), e inferiores a las de las Islas
Baleares (97, 89, 70%) (Figura S6, publicacién #6). En comparacion con los datos de consumo
reportados en la ENSE, el consumo significativamente superior estimado en el Pais Vasco con
WBE (19 mL/dia/habitante) sdlo se corroboré en el caso de Castilla-La Mancha (13
mL/dia/habitante), Comunidad Valenciana y Comunidad de Madrid (ambas 14
mL/dia/habitante), ya que en Galicia (20 ml/dia/habitante) e Islas Baleares (18

mL/dia/habitante) el consumo reportado por la ENSE fue similar al del Pais Vasco.

Las diferencias observadas en algunas de las zonas geograficas estudiadas entre los
datos estimados con WBE y los reportados por fuentes oficiales, como los derivados de
encuestas poblacionales, se deben a la incertidumbre que presentan ambas metodologias. Con
ambas metodologias, la poblacion muestreada puede no ser representativa de los habitos de
consumo de la poblacidn en general. En el trabajo descrito en la publicacién #6, se estimd un
consumo significativamente mayor en las zonas geograficas de mayor tamafio (mayor de
300.000 habitantes) que en las de tamanio inferior. Esto también se observé en varios estudios
en los que se aplicd WBE a poblaciones urbanas y rurales, obteniéndose diferencias significativas
de consumo entre los dos tipos de poblacidn. En Australia (Lai y cols., 2018) y en China (Gao y
cols., 2020), se estimd un consumo mayor en las zonas rurales, mientras que en Bélgica
(Boogaerts y cols., 2016) se estimd un consumo mayor en las zonas urbanas. Por tanto, incluir
diferentes ciudades o municipios dentro de una misma regién (por ejemplo, las estimaciones
realizadas en Galicia provienen del muestreo en una Unica ciudad (Tabla S1, publicacion #6)), asi
como con tamafios de poblacidn y tipo de actividad econdmica diferenciados, permitiria obtener

una muestra mas representativa de la regidon en cuestidon. En el caso de las encuestas, la
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poblacién encuestada también puede no ser representativa de la poblacidén en general, ya que
las encuestas poblacionales, aunque incluyen zonas rurales y urbanas, se realizan a la poblacién
residente en hogares familiares, quedando fuera de la poblacién entrevistada la que reside en
instituciones (carceles, cuarteles, residencias de estudiantes), o en establecimientos colectivos
(hoteles, pensiones, etc.) (OEDA, 2019). Ademas, hay que tener en cuenta que los resultados de
consumo obtenidos mediante las encuestas pueden no ser muy exactos ya que se puede
subestimar la cantidad de alcohol consumida, ya sea por falta de sinceridad a la hora de
responder las preguntas o por infravalorar la cantidad de alcohol consumida. Esta incertidumbre
asociada a los indicadores oficiales queda reflejada en los resultados proporcionados por las dos
encuestas realizadas a nivel nacional (ENSE y EDADES), ya que segun la ENSE la regién con mayor
consumo seria Galicia, mientras que, atendiendo a los datos de prevalencia de consumo

reportados en la EDADES, la regidn con mayor consumo seria Islas Baleares.

A pesar de la incertidumbre asociada a ambas metodologias, los datos de consumo
estimados mediante WBE a nivel nacional (4,8 + 1,1 L alcohol/afio/habitante, o 5,7 + 1,2
L/afio/habitante (mayor de 15 afios) o 5,9 + 1,3 L/afio/habitante (mayor de 18 afios)), fueron
comparables tanto con los datos reportados para Espafia en la ENSE (4,7 L/afio/habitante
(mayor de 15 afios)) como con los datos de consumo reportados por el Ministerio de Agricultura,
Pesca y Alimentacién (4,3 L/afio /habitante (mayor de 18 afios)). La similitud de los resultados
obtenidos con ambas metodologias parece indicar que tanto la poblacion muestreada como la
semana en que se realizé el estudio, serian representativos de la poblacién en general y del
consumo de alcohol durante todo el afio, respectivamente. Una buena similitud entre los
resultados derivados de WBE y los datos oficiales también se ha reportado en otros dos estudios
realizados a nivel nacional llevados a cabo en Bélgica, donde la aplicacién de WBE (muestras
recogidas durante una semana y cubriendo el 12% de la poblacién) estimé un consumo medio
de alcohol de 1,2 bebidas estandares/dia/habitante (mayor de 15 afios), muy similar al
reportado por el Instituto Cientifico Belga de Salud Publica de 1,4 bebidas
estandares/dia/habitante (mayor de 15 afios), y en Australia (muestras recogidas durante una
semanay cubriendo el 45% de la poblacién), donde se estimé mediante WBE un consumo medio
de alcohol entre 16 y 25 mL de alcohol/dia/habitante (entre 15-79 afios), similar al reportado
por la Oficina Estadistica Australiana, 26 mL de alcohol/dia/habitante (mayor de 15 afios). A
diferencia de la buena comparabilidad con las encuestas poblacionales a nivel nacional, los
resultados estimados con WBE fueron muy inferiores a los datos de consumo reportados para
Espafia por la OMS (10 L/afio/habitante (mayor de 15 afios)). La misma observacidn (datos de

consumo de alcohol derivados mediante WBE < datos de consumo proporcionados por la OMS)
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se ha dado también en otros estudios realizados a nivel nacional en otros paises (Boogaerts y
cols., 2016; Gao y cols., 2020), lo cual se puede atribuir a que en paises donde los datos de ventas
de alcohol, importacién o exportacion (indicadores que utiliza la OMS para calcular el consumo
de alcohol) no estan estrictamente controlados, se puede sobreestimar la cantidad de alcohol
consumida ya que no se tiene en cuenta el alcohol que se almacena, se desecha o se utiliza para
otros fines diferentes al consumo (por ejemplo, cocinar) (Lai y cols., 2018). Esta hipdtesis se vio
reforzada por el hecho de que en paises donde si existe este control, como Noruega, los datos

estimados con WBE son comparables a los reportados por la OMS (Reid y cols., 2011).

En vista de los resultados obtenidos, WBE se podria utilizar, junto con los indicadores
tradicionales de consumo, para estimar de una manera mas exacta el consumo o la tendencia
de consumo de alcohol en una poblacién. En este sentido, en el afio 2019, la Generalitat de
Cataluia, incorporé WBE como una herramienta complementaria a los indicadores oficiales
(solicitudes a tratamiento, urgencias hospitalarias, incautaciones, etc.) para estimar el consumo
de alcohol, drogas ilegales y psicofarmacos, incluyendo los resultados obtenidos con WBE en el
Informe Anual de 2019 sobre Drogodependencias de Catalunya publicado por la Agencia de
Salud Publica de Catalufia (ASPC) (ASPC, 2020). En este informe se muestran los resultados
obtenidos tras aplicar las metodologias descritas en las publicaciones #3 y #6 para determinar
los niveles de indicadores de consumo de drogas y alcohol, respectivamente, en el agua residual
recogida en las EDARs que dan servicio a las ciudades de Barcelona y Lleida, y estimar mediante
WBE el consumo de drogas y alcohol en ambas ciudades (en la Tabla 5, seccion 1.4, se indican
los indicadores de consumo asi como el factor de correccién aplicado en cada caso). Estos datos,

existentes desde 2016, se han generado en el marco de la presente tesis doctoral.

A modo de ejemplo, la Figura 9 muestra el consumo estimado de alcohol, cocaina,
anfetamina, MDMA, cannabis y metadona mediante la aplicacién de WBE en Barcelona (desde
2011) y Lleida (desde el afo 2016), y el numero (en porcentaje) de admisiones a tratamiento en
Cataluia segun la droga principal que los motiva, ambos resultados publicados en el Informe
Anual 2019 de la ASPC. Comparando ambas metodologias, se observa que el nimero de
admisiones a tratamiento por uso de cocaina en Catalufia aumentd por cuarto afio consecutivo,
mientras que, seglin WBE, el consumo de cocaina en Barcelona durante los ultimos 4 afios
también aumento ligeramente. En el caso de alcohol, se observé un descenso en las admisiones
a tratamiento en los 4 ultimos afos, mientras que, segin WBE el consumo de alcohol tanto en
Barcelona como en Lleida fue estable. En el caso del cannabis, las admisiones a tratamiento se
mantuvieron estables en los uUltimos afios, mientras que segin WBE se observé un ligero

descenso de su consumo desde el afio 2017 cuando se alcanzé un consumo maximo. Por ultimo,
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las admisiones a tratamiento por consumo de heroina se mantuvieron estables durante los
ultimos afios, mientras que tanto en Barcelona como en Lleida se observé una ligera disminucion

del consumo de metadona (sustancia que se utiliza para tratar la adiccidn a opioides).

a) EPIDEMIOLOGIA DE AGUAS RESIDUALES
Alcohol (mL/dia/habitante mayor de 15 afios) Cocaina (g/dia/1000 habitantesentre 15-64 afios)
Barcelona Lleida " Barcelona Lleida
©q . .

SRR L e j T E o
iDh e il
ADINEEN Db CDRMDINNRN  (Ek
IR IR IR IR IR R SEELLSE TS S RS
Anfetamina (g/dia/1000 habitantesentre 15-64 afios) MDMA (g/dia/1000 habitantesentre 15-64 afios)
Barcelona Lleida Barcelona Lleida

06

2 o
02 @ o 85
~ o ;o205 0.4 g;;nmﬁ‘. 1
8 g S 89 02de 2 & ~ . i
i i i illl B e a
0.0 00 &
SILLFO OISO J OO SN D0 NI SRR S S R SR S A e
S BB S B B B S B
Cannabis(g/dia/1000 habitantesentre 15-64 afos) Metadona (g/dia/1000 habitantesentre 15-64 afios)
Barcelona Lleida Barcelona Lleida
150 03 - &
1o :.i'-‘; 0242 £ w0 @
“laiilk ii | 1111 1T
o ? i ' ' T T I ’ ) h oo
o A BRI IR IR o & A S .9
q’o" 5 @\'5 S @ ’19\ o 09\ '& AN q?\" SO '&\ q’s?-’ & "9-3' (9\'5 ‘9\“ {'9\9 ‘19& @'\ ‘I«Q& q?\"-' “9" '79'& q’a\" S "9\’” @'3’ & (&& @\Q
.anavera -Tardav
b) ADMISIONES A TRATAMIENTO
>0 o—-"‘—.—_\‘\‘_‘
40
—e—Alcohol
30

~+—Cocaina

~+=Cannabis
10 = — —

0

Porcentaje (%)

-s—Heroina

N AV A A O A0 A DO
SRS ST SR R SR A A S

Figura 9. a) Consumo de alcohol, cocaina, anfetamina, metanfetamina, cannabis y metadona en
Barcelona y Lleida estimado mediante WBE durante primavera (azul) y otoio (naranja) de 2011
(2016 en Lleida) a 2019; b) evolucidn anual (%) de las admisiones a tratamiento segun la droga
principal que los motiva en Catalufia en el mismo periodo. Fuente: (ASPC, 2020).
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Los resultados de consumo de cocaina obtenidos en Barcelona con WBE fueron similares
a los observados en Catalufia con las admisiones a tratamiento, por lo que se podria decir que
hay una buena comparabilidad entre los resultados obtenidos en Barcelona con ambos
indicadores. Sin embargo, Barcelona y Lleida son sdlo dos ciudades de Cataluiia, que pueden no
ser representativas del consumo de drogas en toda la comunidad, en tanto que las admisiones
a tratamiento son también sélo uno de los indicadores de consumo utilizados por la ASPC para
evaluar el consumo de drogas ilegales en Cataluia, razén por la cual para el resto de sustancias

pueden no tenerse resultados tan comparables.

Los datos de consumo de drogas en Barcelona, generados en el marco de esta tesis
doctoral desde el afio 2016, también se publican anualmente en el Informe Europeo sobre
Drogas (EMCDDA, 2020a) y en la pagina web del EMCDDA (EMCDDA, 2020b), ya que este
organismo utiliza WBE como una herramienta complementaria a las encuestas poblacionales y
otros indicadores. La Figura 10 muestra la prevalencia de consumo de cocaina, anfetamina,
metanfetamina y MDMA en el dltimo afio en los paises europeos y el consumo medio de dichas
drogas estimado mediante WBE en diferentes ciudades europeas. En comparacion con otras
ciudades europeas, Barcelona fue una de las ciudades incluidas en el estudio donde se reporta
un mayor consumo de cocaina. También cabria destacar el consumo elevado estimado de
metanfetamina, estimulante cuyo uso estaba histéricamente concentrado en la Republica Checa
y Eslovaquia, pero que en los ultimos anos se ha extendido también a otros paises de Europa
occidental. Por el contrario, los niveles de anfetamina y MDMA estimados en Barcelona fueron
inferiores a los obtenidos en ciudades del norte, este y centro de Europa donde estd mas
extendido el consumo de estas sustancias. En general, los resultados obtenidos con WBE en las
ciudades europeas fueron comparables a los datos de prevalencia de consumo estimados para
cada pais a partir de otros indicadores. Segin WBE las ciudades donde se estimé mayor consumo
de cocaina pertenecian a Bélgica, Espafia, Holanda y Reino Unido, paises que también eran de
los que presentaban mayores prevalencias de consumo en el Ultimo afio. El consumo de
anfetaminas fue mayor en ciudades de Suecia, Finlandia, Bélgica y Croacia, estando Finlandia y
Croacia entre los paises con mayor prevalencia de consumo de anfetamina en el ultimo afio. El
mayor consumo de metanfetamina se estimd en ciudades de Alemania y Espafia, siendo
Alemania uno de los paises con mayor prevalencia de consumo de esta droga en el ultimo afo,
y el mayor consumo de MDMA se estimé en ciudades de Bélgica, Alemania y Paises Bajos, tres
de los paises que presentan las prevalencias de consumo de MDMA en el Ultimo afio mas

elevadas.
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El andlisis de aguas residuales con fines epidemioldgicos constituye una herramienta
gue permite obtener patrones de consumo de una forma rapida, objetivay econédmica. Ademas,
su alta resolucion temporal (resultados en el término de dias) y espacial (resultados a nivel de
ciudades e incluso lugares especificos (Postigo y cols., 2011a)) la convierten en una herramienta
ideal para determinar cambios de consumo que se podrian utilizar para desarrollar e

implementar medidas de prevencidn o accion contra el uso abusivo de determinadas sustancias.
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Figura 10. Prevalencia de consumo de cocaina, anfetamina, metanfetamina y MDMA durante el Ultimo afio en paises europeos (mapa sombreado) y consumo
medio de estas drogas en ciudades europeas estimado mediante WBE (mapa con circulos) en el afio 2019. Fuente: (EMCDDA, 2020a).
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Capitulo 5. Conclusiones

En esta tesis se han validado tres metodologias analiticas que, junto con una
metodologia previamente desarrollada en el grupo de investigacidon para la determinacién de
sulfato de etilo, se han utilizado para la determinacién de drogas, psicofarmacos y algunos de
sus metabolitos en 3 compartimentos medioambientales, incluyendo agua residual, sedimentos
y biota, con el objetivo de estudiar la presencia, destino e impacto de estos compuestos en el

medio ambiente, y evaluar su consumo por la poblacidn.

Los resultados de estos estudios se han presentado y discutido en 4 articulos cientificos
publicados en revistas internacionales incluidas en el SCI, asi como en diferentes congresos

mediante presentaciones orales y en formato de pdster.
Las principales conclusiones obtenidas de estos trabajos son:

e Las metodologias analiticas desarrolladas para el analisis de drogas, psicofarmacos y
metabolitos en agua residual (basada en on-line SPE-LC-MS/MS), sedimentos (basada
en extraccion mediante PLE, purificacion mediante SPE y analisis con LC-MS/MS) y
mejillones (extraccion y purificacién con QUEChERS y anélisis con LC-MS/MS), presentan
una elevada sensibilidad (limites de cuantificacién inferiores o iguales a 16 ng/L en agua
residual, 2,1 ng/g (p.s.) en sedimentos, y 6,7 ng/g (p.f.) en mejillones, para la mayoria
de compuestos), selectividad (adquisicién de dos transiciones SRM por compuesto),
repetibilidad (RSD < 20% en las tres matrices investigadas) y fiabilidad (debido al uso del
método de dilucién isotdpica para la cuantificacion, utilizando compuestos marcados
isotopicamente para el 97% de los analitos investigados, y ademas, en el caso de las
muestras de agua, debido al procesamiento de las muestras y las soluciones de calibrado
de la misma forma). Otras ventajas de las metodologias desarrolladas en comparacién
con otras descritas en la literatura, son su simplicidad (debido al uso de equipos
automatizados para la preparaciéon y/o el andlisis de las muestras, en el caso de
sedimentos y agua) y su rapidez y sostenibilidad (debido al uso de volumenes pequefios

de solventes).

e La deteccion de numerosas drogas, psicofdrmacos y metabolitos las aguas residuales,
sedimentos y mejillones indica que en las zonas investigadas hay un consumo relevante
de las mismas y que, ademas, algunas de ellas presentan tendencia a adsorberse o
bioacumularse en matrices sélidas con el consiguiente riesgo ambiental que esto

supone.
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Los niveles de drogas, psicofarmacos y metabolitos (n = 37) medidos en el agua residual
recogida a la entrada de la EDAR que da servicio a parte de la ciudad de Barcelona (n =
7) muestran que los compuestos mas ubicuos y abundantes son los relacionados con las
drogas que segun los datos de prevalencia se consumen mas en Espafia, como la cocaina
y su metabolito benzoilecgonina, y el metabolito del cannabis THC-COOH, ademas de
los estimulantes ampliamente utilizados por la poblacién cafeina y efedrina. Todos ellos
se han detectado en el 100% de las muestras y a niveles que alcanzan los pg/L. Por el
contrario, la heroina y su metabolito 6-monoacetilmorfina, LSD y las NSPs, que segun
datos de prevalencia se consumen en menor proporcidén que el resto de drogas ilegales,
no se han detectado en las muestras analizadas, al igual que los psicofarmacos
midazolam, clorpromacina, y algunos metabolitos de drogas y psicofarmacos como el
OH-THC, y el OH-alprazolam. El resto de compuestos investigados se han encontrado a
concentraciones que varian entre 7 ng/L (zolpidem) y 838 ng/L (venlafaxina) y con

frecuencias de deteccion para la mayoria de ellos del 100%.

Los niveles de drogas (n = 20) medidos en muestras de sedimentos (n = 144) recogidas
en 4 cuencas espafiolas (Llobregat, Ebro, Jucar y Guadalquivir) durante dos afios
consecutivos muestran una frecuencia de deteccién baja (inferior al 13% para la mayoria
de los compuestos investigados) y concentraciones medianas también bajas (inferiores
a 1,6 ng/g (p.s.) en la mayor parte de los casos). Los compuestos mas ubicuos y
abundantes son los relacionados con las drogas de mayor consumo, como la cocaina
(encontrada en el 74% de las muestras y a una concentracién maxima de 5 ng/g (p.s.)),
y los que, por sus propiedades fisico-quimicas presentan mayor tendencia a adsorberse
en el material sélido, como la metadona (encontrada en el 51% de las muestras y a una
concentracién maxima de 33 ng/g (p.s.)), el EDDP (encontrado en el 36% de las muestras
Yy a una concentracion maxima de 16 ng/g (p.s.)), el THC (encontrado a una
concentracion maxima de 37 ng/g (p.s.), aunque solo se detecté en el 5,6% de las
muestras), y el cannabinol (encontrado a una concentracién maxima de 44 ng/g (p.s.),

aunqgue Unicamente en el 2,1% de las muestras investigadas).

El andlisis de sedimentos ha permitido establecer diferencias significativas en la
distribucién de drogas tanto a nivel geografico como temporal, gobernadas por una
mezcla de factores (condiciones hidroldgicas, meteoroldgicas, eficacia de eliminacién en
las EDARs, y patrones de consumo). En general, los sedimentos recogidos en afluentes

situados cerca de ciudades de tamafio medio o grande, y en localizaciones cercanas a
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los sitios de descarga de las EDARs son los que presentan una mayor acumulacion de

compuestos.

Los compuestos con mayor tendencia a acumularse en sedimentos son la metadona y
el EDDP, de acuerdo con los valores del coeficiente de distribucion sedimento-agua (Kp)
calculados experimentalmente para estos dos compuestos (log Ko metadona: 2,79; log
Ko EDDP: 2,68). Ademas de para la metadona y el EDDP, el estudio realizado permitid

reportar por primera vez datos experimentales de Kp para MDMA y diazepam.

El riesgo medioambiental causado por la presencia de drogas en sedimentos puede ser
diferente en funcién de los escenarios considerados. En el escenario mas conservador,
el utilizado por la base de datos NORMAN en la que el valor de PNECs.qse estima a partir
del PNEC en agua utilizando un valor de Ko de 0, la acumulacidon de drogas en
sedimentos constituye en la mayoria de los casos investigados un riesgo toxicoldgico
para los organismos acuaticos que se alimentan o viven en estos sedimentos, siendo los
compuestos que mas contribuyen a dicha toxicidad el EDDP, el THC y la metadona. Por
el contrario, en un escenario mas realista, en el que se utiliza el K,c de cada compuesto
para estimar el valor de PNECs.q y por tanto se tienen en cuenta sus propiedades fisico-
guimicas, la presencia de drogas en sedimentos observada en nuestro estudio no

supondria un riesgo toxicoldgico para los organismos acudticos.

La presencia de drogas, psicofdarmacos y algunos de sus metabolitos en el medio
ambiente acudtico, incluyendo el medio marino, puede conducir a la bioacumulaciéon de
estos compuestos en los organismos acuaticos. En el estudio realizado, se encontraron
cafeina y sertralina a concentraciones de 12,8 y 1,5 ng/g (p.f.), respectivamente, en una
muestra de mejillones salvajes recogida en la costa catalana, lo que supone un riesgo

toxicolégico para los organismos (SHQ > 10).

La aplicacién del andlisis de aguas residuales con fines epidemiolégicos en 16 zonas
geograficas de 13 ciudades localizadas en 7 comunidades auténomas para estimar el
consumo de alcohol a nivel local, autonémico y nacional, en el estudio mas extenso de
este tipo llevado a cabo en Espafia hasta la fecha, ha mostrado diferencias significativas
en los patrones de consumo de alcohol tanto a nivel local como autonémicoy a lo largo

de la semana.

La estimacidon del consumo de alcohol en Espafia a partir de los resultados obtenidos en

el 12,8% de la poblacién muestreada mediante el analisis de aguas residuales con fines
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epidemioldgicos es comparable a los datos de consumo publicados por varias fuentes
oficiales como la Encuesta Nacional de Salud de Espaiia, realizada por el Instituto
Nacional de Estadistica, y los datos de consumo de alcohol reportados por el Ministerio
de Agricultura, Pesca y Alimentacién, aunque inferiores a los datos de consumo
reportados por la OMS, tal y como ya se habia observado en otros estudios llevados a

cabo a nivel nacional en otros paises.

La comparacién de los datos de consumo obtenidos con los métodos oficiales y con WBE
se debe hacer con precaucidén ya que ambas metodologias presentan incertidumbres
asociadas. En el caso de WBE, esta incertidumbre se puede reducir aumentando la
poblacién y el periodo de muestreo y realizando mas estudios de metabolismo y de
estabilidad tanto de drogas como de psicofarmacos, para mejorar la exactitud de las

estimaciones.

El andlisis de aguas residuales con fines epidemiolégicos es una herramienta muy util
para evaluar de una forma rapida, objetiva y econdmica patrones geograficos vy
tendencias temporales de consumo de drogas y psicofarmacos a nivel poblacional,
aportando informacién complementaria a la obtenida con los métodos clasicos oficiales,
tal y como se hace ya en el Observatorio Europeo de Drogas y Toxicomanias y en la

Agencia de Salud Publica de Catalufia en Espaiia.
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Anexo |. Abreviaciones y acronimos

6ACM
A.F.
ABN

AcEt
ACN
ADN
AEMPS
AH-7921
ALPZ
AM
APCI
APPI
ASPC
BCF

BE
CAF
CBD
CBN
CE

CG

CL
CHLOR
coc
CTLP
d.i.
DDDym
DIAZ
DiBP
DnBP
d-SPE

6-Monoacetilmorfina

Acido férmico

Sorbente polimérico para la extraccion de compuestos acidos, bésicos y
neutros (del inglés, Acidic Basic and Neutral Analytes)
Acetato de etilo

Acetonitrilo

Acido desoxirribonucleico

Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios
3,4-dicloro-N-[(1-(dimetilamino)ciclohexil)metil]lbenzamida
Alprazolam

Anfetamina

lonizacion quimica a presion atmosférica

Fotoionizacion a presién atmosférica

Agencia de Salud Publica de Catalufia

Factor de bioconcentracion (del inglés, Bioconcentration Factor)
Benzoilecgonina

Cafeina

Cannabidiol

Cannabinol

Cocaetileno

Cromatografia de gases

Cromatografia de liquidos

Clorpromacina

Cocaina

Citalopram

Didmetro interno

Dosis Diarias Definidas (por cada mil habitantes)

Diazepam

Di-iso-butil ftalato

Di-n-butil ftalato

Extraccion en fase sdlida dispersiva (del inglés, dispersive Solid Phase

Extraction)
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ECso Concentracion efectiva media (del inglés, half maximal Effective

Concentration)

EDADES Encuesta sobre Alcohol y otras Drogas en Espaiia

EDAR Estacion depuradora de aguas residuales

EDDP 2-Etilideno-1,5-dimetil-3,3-difenil-pirrolidina

EDTA Acido etilendiaminotetraacético (del inglés, EthyleneDiamineTetraAcetic
acid)

El lonizacidn electrdnica

EMCDDA Observatorio Europeo de las Drogas y las Toxicomanias (del inglés,

European Monitoring Center for Drugs and Drug Addition)

ENSE Encuesta Nacional de Salud de Espafia

EPH Efedrina

ERA Evaluacion de Riesgo Ambiental

ESAR-NET Red espafiola de andlisis de aguas residuales con fines epidemioldgicos
ESI (+/-) lonizacidn por electrospray (modo positivo/negativo)

ETAs Estimulantes de tipo anfetaminico

EtS Sulfato de etilo (del inglés, Ethyl Sulfate)

Fagua-sed Fraccion de agua en sedimento

Faire-sed Fraccién de aire en sedimento

FLX Fluoxetina

Foc.sed Fraccion de carbono organico en sedimento

FS Barrido completo (del inglés, Full Scan)

Fsslido-sedimento Fraccion de sdlido en el sedimento

FV Fibra de vidrio

GABA Acido gamma (y)-aminobutirico (del inglés, Gamma-AminoButyric Acid)
GC Cromatografia de gases (del inglés, Gas Chromatography)

GHB Acido (y)-hidroxibutirico (del inglés, Gamma-HydroxyButyric acid)

HER Heroina

HILIC Cromatografia de liquidos de interaccién hidrofilica (del inglés, Hydrophilic

Interaction Liquid Chromatography)

HLB Sorbente polimérico de equilibrio hidrofilico-lipofilico (del inglés,
Hydrophilic-Lipophilic balanced)

HPLC Cromatografia de liquidos de alta eficacia (del inglés, High Performance

Liquid Chromatography)
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HQ
HXZ
INE
IRSN

IS

ISRD
ISRN
ISRS
Kaire-agua
KET

Ko

Koc

Kow
Ksed-agua
KPsed
LC

LCso
LIT
LODs
LOQs
LORZ
LRMZ
LSD
m/z
MA
Mcllvaine

MCX

MDA
MDEA
MDMA
MDPV
MEC

indice de riesgo (del inglés, Hazard Quotient)

Hidroxicina

Instituto Nacional de Estadistica

Inhibidor de la Recaptacién de Serotonina y Noradrenalina
Patron interno (del inglés, Internal Standard)

Inhibidor Selectivo de la Recaptacion de Dopamina

Inhibidor Selectivo de la Recaptacion de Noradrenalina
Inhibidor Selectivo de la Recaptacién de Serotonina

Coeficiente de reparto aire-agua

Ketamina

Coeficiente de distribucidn sedimento-agua

Coeficiente de reparto carbono organico-agua

Coeficiente de reparto octanol-agua

Coeficiente de reparto sedimento-agua

Coeficiente de reparto sélido-agua en sedimentos
Cromatografia liquida (del inglés, Liquid Chromatography)
Concentracion letal media (del inglés, half maximum Lethal Concentration)
Analizador de trampa lineal de iones (del inglés, Linear lon Trap)
Limites de deteccién (del inglés, Limits Of Detection)

Limites de cuantificacidon (del inglés, Limits Of Quantification)
Lorazepam

Lormetazepam

Dietilamida de acido lisérgico (del aleman, LysergSdure-Diethylamid)
Relacién masa-carga

Metanfetamina

Tampon citrato-fosfato

Sorbente polimérico mixto de intercambio catidnico-fase reversa (del
inglés, Mixed-mode Cation-eXchange reversed phase)
3,4-Metilendioxianfetamina

3,4-Metilendioxo-N-etilanfetamina
3,4-Metilendioximetanfetamina

3,4-Metilendioxi-pirovalerona

Concentracion medioambiental medida (del inglés, Measured

Environmental Concentration)
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MeOH
MEPH
MET
MgSO4
MIDZ
MOR

MS
MS/MS
MXE

n.d.

n.i.

NaCl

Na SO,
NH4CHsCO,
NH4CI
NH4HCO;
NH4OH
NOEC

NSPs
OCDE
OEDA
OH-ALPZ
OH-LSD
OH-MIDZ
OH-THC
OMS
OXA

p.f.

p.s.
PLE

PLRP-s
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Metanol

Mefedrona

Metadona

Sulfato de magnesio

Midazolam

Morfina

Espectrometria de masas (de inglés, Mass Spectrometry)
Espectrometria de masas en tdndem

Metoxetamina

No detectado

No indicado

Cloruro de sodio

Sulfato de sodio

Acetato de amonio

Cloruro de amonio

Formiato de amonio

Hidréxido aménico

Concentracion a la que no se observan efectos toxicoldgicos (del inglés, No
Observed Effect Concentration)

Nuevas Sustancias Psicoactivas

Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmicos
Observatorio Espafiol de las Drogas y las Adicciones
a-hidroxi-alprazolam

Hidroxi-LSD

a-hidroxi-midazolam

11-hidroxi-A°THC

Organizacion Mundial de la Salud

Oxazepam

Peso fresco

Peso seco

Extraccion con liquidos presurizados (del inglés, Pressurized Liquid
Extraction)

Sorbente polimérico de estireno-divinilbenceno reticulado
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PNEC

PS
PSA

QqLIT
QqOrbitrap
QgQ
QqTOF
QSAR

RHOsed
RHOssiido
SAT

SAX

SCI
SCORE

SPE
SRM

STR
Strata-X
Strata-XC
TDAH
TEMZ

THC
THC-COOH
TiO

TOF

UHPLC o UPLC

UNODC

Concentracién mas baja a la que no se esperan efectos toxicoldgicos (del
inglés, Predicted No-effect Concentration)

Barrido de iones producto (del inglés, Product ion Scan)

Sorbente de aminas primarias y secundarias (del inglés, Primary Secondary
Amine)

Analizador hibrido de cuadrupolo-trampa lineal de iones

Analizador hibrido de cuadrupolo-trampa orbital de iones

Analizador de triple cuadrupolo

Analizador hibrido de cuadrupolo-tiempo de vuelo

Enfoques de relacidn estructura-actividad (del inglés, Quantitative
Structure-Activity Relationship)

Densidad del sedimento

Densidad de la fraccion sélida

Sistema de Alerta Temprana

Sorbente de intercambio anidnico (del inglés, Strong Anionic eXchange)
indice de citacién en ciencia (del inglés, Science Citation Index)

Red europea de andlisis de aguas residuales (del inglés, Sewage analysis
CORe group Europe)

Extraccion en fase sdlida (del inglés, Solid Phase Extraction)

Registro de reacciones seleccionadas (del inglés, Selected Reaction
Monitoring)

Sertralina

Cartucho polimérico de fase reversa

Cartucho polimérico de fase reversa-intercambio catiénico

Trastorno por déficit de atencidn e hiperactividad

Temazepam

A’-tetrahidrocannabinol

11-nor-9-carboxi-A°THC

Dioxido de titanio

Analizador de alta resolucién de tiempo de vuelo (del inglés, Time of Flight)

Cromatografia liquida de ultra-alta eficacia (del inglés, Ultra-High

Performance Liquid Chromatography).

Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga y el Delito (del inglés, United

Nations Office on Drug and Crime)
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us Ultrasonidos

uv Ultravioleta

Valencia-PI Valencia Pinedo |

Valencia-Pll Valencia-Pinedo I

Valencia-QB Valencia-Quart Benager

VFX Venlafaxina

WBE Anilisis de aguas residuales con fines epidemioldgicos (del inglés,

Wastewater-Based Epidemiology)
Z0LP Zolpidem

Z-Sep Material sorbente con dtomos de zirconio
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Anexo IV

Anexo IV. Revision de niveles de drogas de abuso, psicofarmacos y

metabolitos en aguas
Tabla AIV- 1. Concentracion de drogas, psicofarmacos y metabolitos (ng/L) en aguas.

Agua
Pais residual Agufa . Agua Referencias
- Superficial potable
Entrada Salida

coc Bélgica 22-678 n.d.-115 [1-4]
Canada 209-823 <LOQ-530 [5]
China 0,2-562 0,2-0,5 <LOD-0,02 [6,7]
Costa Rica 525-2710 29-62 <LOQ-10 [8]
Croacia 0,7-114 0,7-70 [9,10]
Eslovaquia <LOD-193 [11,12]
Espafa 4-4700 1-540 n,d-120 0,1-60 [13-27]
EEUU 10-860 <LOD-27 2,3-4,2 [28-31]
Francia 4,8-1532 1,2-335 [32,33]
Grecia 4,4-49 3,2-11,4 [31]
Irlanda 489 47-138 25-33 [35]
Italia 42-421 0,5-44 [36-40]
Malasia <LOD-11 [41]
N. Zelanda <LOD-167 <LOD - 286 [42]
Paises Bajos 87-957 10-235 2 [43,44]
Reino Unido 5,1-1575 0,6-149 n.d.-17 [40,45-51]
R. Checa 55-155 [52]
Suiza 218-248 10,7-15 0,4 [37,38,53]
Tdnez 25-450 27-234 [54]
Turquia 0,6-3,7 [55]

BE Alemania 78 49 3 [56]
Australia 10-800 25-300 [57]
Bélgica 82-1898 n.d.-520 [1-4]
Canada 287-2624 62-775 [5]
China <LOD-1190 <LOD [6,58]
Costa Rica 2100-4500 340-1450 4-3440 [8]
Croacia 5-325 0,8-174 [9,10]
Eslovaquia 24-219 [11]
Espafia 9-7500 1-3425 n.d.-1350 0,2-150 [13-27]
EEUU 0,6-1590 0,8-2800 2,3-24 [28-31]
Francia 21-3050 7,9-910 [32-33]
Grecia 9-105 3,3-77 [34]
Irlanda 290 22-31 [35]
Italia 117-1132 3,7-183 [36-40]
Malasia <LOD-35 [41]
N. Zelanda <LOD-184 <LOD-85 [42]
Paises Bajos 260-3701 10-351 5 [43,44]
Reino Unido 992-2544 13-1597 0,3-123 [40,45-51]
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Tabla AIV-1 (cont). Concentracidn de drogas, psicofarmacos y metabolitos (ng/L) en aguas.

Agua
Pais Residual Agu‘a‘ Agua Referencias
- Superficial potable
Entrada Salida

R. Checa 116-309 [52]
Suiza 10,7-604 96-100 0,4-16 [37,38,53]
Tunez <LOQ-102 [54]
Turquia 3,2-99 [55]

CE Espafia <LOD-190 <LOD-80 <LOD-11 <lOD-0,9  [17-22,25-27]
EEUU 0,9-44,7 0,5-7,9 [28-31]
Francia 10-167 5-25 [32,33]
Italia 11,5 n,d-1,3 [36,38,40]
Reino Unido 5,4-45 5,4 0,1-0,3 [40,45,48,50,51]
R. Checa 1,8-10,7 [52]
Suiza 5,9 0,2 [37,38,53]

AM Canada <LOQ-25 <L0Q-14 [5]
China <LOD-101 <LOD-2,8 [6,58]
Corea del Sur 2,6-6,6 <LOQ [59]
Croacia 3,6-31 0,9-54 [10]
Eslovaquia <LOD-90 [11,12]
Espaiia 3-1400 0,5-225 n.d.-309 0,4-50 [13-27]
EEUU 80-550 <LOD-12,8 2,3-7,7 [28-31]
Francia 52-82 [32,33]
Grecia 5-10 [34]
Italia 2,7-14,7 n.d. [37,38,40]
N. Zelanda <LOD-137 <LOD-383 [42]
Paises Bajos 40-1779 4,5-12 [43]
Reino Unido 77-4310 2-201 n.d.-21 [40,45-48,50,51]
R. Checa 33-119 [52]
Suiza n.d.-1,2 [53]
Turquia 1,2-203 [55]

MA Australia 17-5064 [57,60,61]
Canada 5-65 3-95 [5]
China 1,2-1153 <LOD-22 <LOD-2,6 [6,7,58]
Corea del Sur <L0Q-43 <L0Q-2,7 [59]
Eslovaquia 79-889 [11,12]
Espafia 3-614 1,3-90 n.d.-5 <0,2-2 [13-27]
EEUU 10-2000 2-350 n.d.-151 [28-31]
Francia 51 24 [32,33]
Grecia <LOD <LOD [34]
Italia 4,5-16 3,5 n.d.-2,1 [36,38,40]
Malasia 47-1640 [41]

N. Zelanda 421-1268 <LOD-59 [42]
Paises Bajos 16-17 [43]
Reino Unido 18-40 0,4-1,3 n.d.-0,3 [40,45,48,50,51]
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Anexo IV

Tabla AIV-1 (cont). Concentracion de drogas, psicofarmacos y metabolitos (ng/L) en aguas.

Agua
Pais residual Agu‘a‘ Agua Referencias
- Superficial potable
Entrada Salida
R. Checa 393-823 [52]
Turquia 1,4-1115 [55]
MDMA Australia 50-450 25-175 [57]
Bélgica 10,5-35 [1-3]
Canada 9-35 <LOD-32 [5]
China 0,2-0,6 <LOD-0,5 <LOD-0,03 [6,7,58]
Croacia 2,2-35 <0,3-34 [9,10]
Eslovaquia <LOD-330 [11,12]
Espafa 2-27500 2-21200 n,d-190 1-40 [13-27]
EEUU 3-108 0,5-38 5,8-6,4 [28-31]
Francia 2,6-136 <0,7-165 [32,33]
Grecia 1-2,2 0,9-7,8 [34]
Italia 4,2-14,2 4,4 0,2-1,7 [36,38,40]
Malasia 5-1296 [41]
N. Zelanda <LOD-26 <LOD-20 [42]
Paises Bajos 12-241 19-222 2 [43,44]
Reino Unido 0,7-455 0,6-178 3,6-25 [40,45,48,50,51]
R. Checa 14-102 [52]
Suiza 14-26 5,1-11 [37,38,53]
Tunez <L0Q-151 <LOQ [54]
Turquia 154-6037 [55]
KET China 0,8-2,5 <LOD-1,2 <LOD-1,7 [6,7,58]
Espania <LOD-50 <LOD-49 <LOD-10 [13,14,22]
Grecia 6,1 [34]
Malasia 188-354 [41]
Reino Unido 145-277 50-228 [45,48]
LSD Espafia 1,1-4,7 0,2-1,6 [16]
EEUU 5-62 [28]
Grecia 0,7-1,5 0,3-0,5 [34]
OH-LSD Espafia <LOD-5,6 <LOD-0,8 [16]
Grecia 4,8-43 23-52 [34]
CoD Alemania 35,8 [56]
China <LOD-11 <LOD-0,6 <LOD-0,07 [6,7,58]
Corea del Sur 1,3-21 [62]
Costa Rica 448-538 11-665 <LOD-252 (8]
Croacia 146-364 4,4-382 [9,10]
Eslovaquia 9-541 [12]
Espafia 5,7-120 3-397 8,9-232 14-76 [15,20,25,63-65]
EEUU 3,9-46 [30]
Italia 1,8-51 [40]
Malasia <LOD-45 [41]
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Tabla AIV-1 (cont). Concentracidn de drogas, psicofarmacos y metabolitos (ng/L) en aguas.

Agua
Pais residual Agu‘a‘ Agua Referencias
- Superficial potable
Entrada Salida
COoD N. Zelanda 317-1140 80-145 [42]
Paises Bajos 73-894 89-599 7 [43]
Reino Unido 236-3973 9,7-1502 29-341 [40,45-47,50]
Suiza 228 204 2,85 [37,38,53]
Turquia 35-146 [55]
Vietnam 40-180 [66]
HER Espafia <LOD-2,4 1,2 n,d-1,6 [16,27]
EEUU <LOD-337 <LOD-8,4 [29,31]
China <LOD-7,0 0,3-1,8 [6]
Francia 25-194 31 [33]
6ACM Croacia 1,4-28 <0,2-7,7 [9,10]
Espaiia 2,7-63 2-3,6 n,d-3,4 [13,15-21,23-27]
EEUU 1,2-1126 <LOD-7,5 [29,31]
Francia 49-756 30-352 [33]
Italia 3,3-20 n.d. [37-40]
Malasia <LOD-13 [41]
Paises Bajos 27-73 7,3-30 [43]
Reino Unido 3-224 0,6-7,7 0,3-0,4 [38,45,48,50]
Suiza 10,4-38 <LOD n,d-1,2 [37,38,53]
MOR Alemania <LOD-820 <LOD-110 30 [56]
Costa Rica 16-77 15-61 <LOD-36 [8]
Croacia 45-476 0,5-157 [9,10]
EEUU 192-768 <LD-167 5,1-7,3 [30,31]
Espafia 17-1346 5-102 n.d.-89 1,5-12 [13-21,23-27,65]
Francia 28-83 29-152 [33]
Grecia 1,8-20 <LOD-2,6 [34]
Italia 11-83 3-38 [37-40]
Paises Bajos 7 [44]
Reino Unido 66-986 13-874 n.d.-42 [40,45,48,50]
R. Checa 81,7 [52]
Suiza 102-1007 55-929 n.d.-14 [37,38,53]
Turquia 5,5-58 [55]
METH Croacia 12-100 7-60 [9,10]
Espafia 3,4-4704 3,4-732 n,d-37 0,2-9 [14,16-27,65]
EEUU 5-62 13-26 2,2-21,1 [28,30,31]
Francia 11-234 10-118 [33]
Grecia 0,9-5,6 0,6-4,4 [34]
Italia 12-50 9,1-33 0,5-8,6 [37-40]
Paises Bajos <LOD 6-58 2 [43,44]
Reino Unido 2,6-171 1,4-91 0,6-24 [45,48,50]
R. Checa 13-19 [52]
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Tabla AIV-1 (cont). Concentracidn de drogas, psicofarmacos y metabolitos (ng/L) en aguas.

Agua
Pais residual Agu‘a‘ Agua Referencias
- Superficial potable
Entrada Salida
EDDP Bélgica 37-109 [1-3]
China 0,6-2,9 [58]
Croacia 27-232 23-219 [10]
Costa Rica <LOD-127 [8]
Espafia 3,3-9262 2,7-1150 2-112 0,3-31 [14,16-27,65]
EEUU 84-208 17-34 [29,31]
Francia 6-260 10-246 [33]
Grecia 1,2-4,4 1,6-6,5 [34]
Italia 20-91 23-72 1-18 [37-40]
Malasia 3-56 [41]
N. Zelanda 32-71 35-50 [42]
Paises Bajos 9-206 [43]
Reino Unido 3,7-342 2,6-162 1,2-15 [45,48,50]
R. Checa 16-28 [52]
Suiza 91-315 72-294 0,6-12 [37,38,53]
THC Espafia 11-127 13-21 <LOD-3,6 <LOD-12  [16,17,19,20,23,
25-27,63-65,67]
EEUU 0,1-140 <LOD-155 [29,31]
Grecia 2,8-32 1,2-22 [34]
Italia 63 [37]
Suiza 91 7,2 [37]
THC-COOH Croacia 15-128 <LOD-5,8 [9,10]
Costa Rica 124-502 10-37 [8]
Eslovaquia 42-412 10-24 [11,12]
Espafia 4,3-2591 1,8-753 <LOD-79 <LOD-15 [16-20,22,23,25-
27,63-65,67]
EEUU 30-2413 99 [29,31]
Francia 44-1196 6-161 [33]
Italia 20-63 0,3-3,7 [37,38,40]
Paises Bajos 73-489 11-22 [43]
Reino Unido <LOD-1 [40]
Suiza 43-91 7,2 [37,38,53]
Turquia <LOD-440 [55]
OH-THC Costa Rica 26-192 20-200 <LOD-458 [8]
Croacia 23-66 <LOD-5,2 [10]
Espafia 19-62 <LOD-0,4 [17,22,25,26]
EEUU 34-1620 32-742 [29,30]
CBN EEUU <LOD-2270 <LOD-313 [31]
CBD Australia 9-2243 [68]
EEUU <LOD <LOD [31]

301



Tabla AIV-1 (cont). Concentracidn de drogas, psicofarmacos y metabolitos (ng/L) en aguas.

Agua
Pais residual Agu‘a‘ Agua Referencias
- Superficial potable
Entrada Salida
CAF Australia 27100 - 136000 [69]
China 20-28600 [70]
Espania 700-209000 <LOD-392 [14,65]
EEUU 31900-97300 359-1140 [31]
Reino Unido 1000-150000 7137 107-1715 [45,48,50]
Tanez 2444-59069  1054-34578 [54]
Vietnam 12140-41000 60-1600 [66]
EPH Corea del Sur 881-2351 15-83 [59]
Espaiia 360-3257 92-266 13-206 [13,14,16,17,20,
21[24-27]
EEUU 580-6900 14-27 [28,31]
Grecia 962-6784 41-320 [34]
Reino Unido 14-1032 127 9,4-15 [45,48,50,71]
R. Checa 819-1368 [52]
EtS Alemania 10300-70700 [72]
Australia 9900-24400 [72,73]
Bélgica 1700-32700 [74]
Canada 5400-20000 [72]
China 500-12100 [75]
Espania 1460-69300 [72,76-78]
EEUU 1600-25100 [79]
Dinamarca 22700-60300 [72]
Grecia 2190-12243 [80]
Italia 2300-5700 [72]
Noruega 4200-32000 [72]
Paises Bajos 13100-36900 [72]
Vietnam 940-5940 [66]
MDPV China 0,5-2,5 0,5-1,6 <LOD-0,1 [7,81]
Europa 0,8-2,6 [82,83]
MEPH Eslovaquia 2,2-7,6 [84]
Europa 1,7-110 [82,83]
Polonia 2,4-8,9 [85]
Reino Unido 14-67 [86]
CTLP 0,4-2040 1,5-840000 1,5-3,4 [87]
<LOD-17100 <LOD-9200 [88]
Alemania 1,8-96 [89]
Canada 3,4-206 [90]
Eslovaquia 11-309 [91]
Espafia 110-183 1,9-140 [22,92-94]
EEUU 90-173 <LOD-107 3,7-139 [30,31,95]
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Tabla AIV-1 (cont). Concentracidn de drogas, psicofarmacos y metabolitos (ng/L) en aguas.

Agua
Pais residual Agu‘a‘ Agua Referencias
- Superficial potable
Entrada Salida
CTLP Grecia 110-541 20-766 [34]
India 400-76000 [96]
FLX <LOD-3465 <LOD-2700 [88]
China 2,6 [97]
Espafa <LOD-64 <LOQ-44 [22,98,99]
EEUU 81-122 41-81 2,6-13 [30,31]
Grecia 0,7-20 0,7-24 [34]
Reino Unido 14-176 43 n.d.-79 [45,48,50]
R. Checa 3,1-6,3 [52]
Nor-FLX <LOD-10400 <LOD-9810 [88]
Espafia <LOD-43 [22,98]
EEUU 2,3-34,4 [30,31]
Reino Unido 3,3-118 20,1 [34]
STR <0,1-997 <LOD-1930 [88]
Espafia <LOD-455 <LOD <LOD-12 [22,98]
EEUU <LOD-44,9 <LOD-49 2,3-34,4 [30,31]
Grecia 13-45 0,5-12,4 [34]
Nor-STR <LOD-386 [88]
Espafia 209-531 [22]
Grecia 13-24 10,4-15 [34]
VFX Eslovaquia 74-852 [91]
Espania <LOD-1063 14-372 <LOD-387 [22,98-100]
EEUU 342-451 261-1000 2-340 [30,95]
Francia 10-17 [101]
Grecia 210-733 328-393 [34]
Reino Unido 120-344 270 0,8-85 [48,50]
R. Checa 253-391 [52]
ALPZ 1,7-2580 0,8-176 2,3-11 [87]
Brasil 5900 [102]
China 7,6 <LOD-0,06 [7,97]
Espafia <LOD-414 <LOD-1554 <LOD-14 [22,98,100,110]
EEUU <LOD-5,8 <LOD-4,3 1,6-8,5 [30,95]
Grecia 6,6-42 2,6-10,3 [34]
OH-ALPZ  Espafia 9-14 [22]
EEUU <LOD-8,5 <LOD [31]
BROMZ 1,3-3662 0,5-15542 [87]
China 2,3 [97]
Eslovenia <LOD 6-158 [103]
Espafia <LOD-3662 <LOD-1554 <LOD-14 [98,100]
EEUU <LOD-25 <LOD [31]
Grecia 52-316 34-87 [24]
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Tabla AIV-1 (cont). Concentracidn de drogas, psicofarmacos y metabolitos (ng/L) en aguas.

Agua
Pais residual Agu‘a‘ Agua Referencias
- Superficial potable
Entrada Salida
DIAZ 1,7-1180 0,6-4000 [104]
0,5-24 [87]
Bélgica 10-1180 [105]
Brasil 524-625 [106]
China 9,5 1-140 <LOD-25  [7,97,107,108]
Eslovenia 21-25 17-111 6-69 [103]
Espafia <LOD-69 <LOD-64 <LOD-569 [22,25,98,109-
112]
EEUU 6,4-18 <LOD-14 2,4-8 [30,31]
Grecia <LOD-1,4 <LOD-1,8 [34]
Italia n.d.-2,1 [113]
Paises Bajos <LOD 2-5 [44,50]
Reino Unido <LOD-8 <LOD-7 n.d.-1,1 [45,48,50]
Nor-DIAZ  China <LOQ [97]
Espafia 5-56 5-25 <LOD [22,109,110]
EEUU <LOD <LOD [31]
Grecia 0,6-3,1 2,6-4,7 [34]
Paises Bajos <LOD-21 5-31 [43,44]
Reino Unido 5-64 <1-16 [45,48]
R. Checa 33-115 [52]
LORZ 2,1-10598 1,2-920 1,6-706 4-562 [87]
China 36 <LOD-0,04 [7,97]
Espania <LOD-502 <LOD-532 6,4-706 [98,110]
EEUU <LOD <LOD 12-20 [30,31]
Francia 1,6-40 [115]
Grecia 13-30 8,3-27 [34]
LRMZ Espafia 4-108 7,7-42 [22,110]
China <LOD-0,7 [7]
MIDZ Grecia 0,5-0,9 0,3-0,6 [34]
oxXz 5,6-3300 6,3-7434 2,5-91 [87]
Alemania 30-400 [56]
China 9,2 <LOD-0,1 [7,97]
Eslovaquia 13-133 [91]
Eslovenia 54-58 11-133 11-31 [103]
Espafia 9-1218 <LOD-532 <LOD-129 [22,98-100,110]
EEUU <LOD <LOD 18-43 [30-31]
Francia 9,1-1400 [116,117]
Grecia 20-63 5,8-74 [34]
Paises Bajos 109-2020 237-1746 [43,44]
Reino Unido 6-155 83 n.d.-20,6 [45,48,50]
R. Checa 106-122 [52]
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Tabla AIV-1 (cont). Concentracidn de drogas, psicofarmacos y metabolitos (ng/L) en aguas.

Agua
Pais residual Agu‘a‘ Agua Referencias
- Superficial potable
Entrada Salida
TEMZ China 10,6 <LOD-1,01 [7,97]
Espafia 5,8-24 12-36 [22,110]
EEUU <LOD-108 <LOD-51 2,4-83 [30,31]
Grecia 2,8-152 3,4-23 [34]
Paises Bajos 92-813 133-1016 [43,44]
Reino Unido 12-278 17-251 1,1-78 [45,48,50]
R. Checa <LOD [52]
Vietnam 520-2900 [66]
Z0LP Corea del Sur 2,6-4,9 0,9-2 [59]
Espafia <LOD-3,9 1,5-1,9 <LOD-6 [98,100,110]
Reino Unido <LOD-2 [86]

n.d.: no detectado; <LOD: por debajo del limite de deteccidn; <LOQ: por debajo del limite de
cuantificacion; COC: cocaina; BE: benzoilecgonina; CE: cocaetileno; AM: anfetamina; MA:
metanfetamina; KET: ketamina; COD: codeina; HER: heroina; 6ACM: 6-monoacetilmorfina;
MOR: morfina; METH: metadona; CBN: cannabinol; CBD: cannabidiol; EPH: efedrina; EtS: sulfato
de etilo; MEPH: mefedrona; CTLP: citalopram; FLX: fluoxetina; Nor-FLX: nor-fluoxetina; STR:
sertralina: nor-STR: nor-sertralina; VFX: venlafaxina; ALPZ: alprazolam; BROMZ: bromazepam;
DIAZ: diazepam; nor-DIAZ: nor-diazepam; LORZ: lorazepam; LRMZ; lormetazepam; MIDZ:
midazolam; OXZ: oxazepam; TEMZ: temazepam; ZOLP: Zolpidem.

[1] (van Nuijs y cols., 2011); [2] (Gheorghe y cols., 2008); [3] (van Nuijs y cols., 2009a); [4] (van
Nuijs y cols., 2009b); [5] (C. Metcalfe y cols., 2010); [6] (Deng y cols., 2020); [7] (Wang y cols.,
2020); [8] (Causanilles y cols., 2017c); [9] (Terzic y cols., 2010); [10] (Senta y cols., 2013); [11]
(Mackul’ak y cols., 2014); [12] (Mackul’ak y cols., 2019); [13] (Huerta-Fontela y cols., 2007); [14]
(Huerta-Fontela y cols., 2008a); [15] (Huerta-Fontela y cols., 2008b); [16] (Postigo y cols., 2008);
[17] (Postigo y cols., 2010); [18] (Bijlsma y cols., 2009); [19] (Gonzalez-Marifio y cols., 2010); [20]
(Gonzalez-Marifio y cols., 2012a); [21] (Mastroianniy cols., 2017); [22] (Gonzdlez-Marifio y cols.,
2018); [23] (Vazquez-Roig y cols., 2010a); [24] (Martinez Bueno y cols., 2011); [25] (Valcarcel y
cols., 2012); [26] (Mendoza y cols., 2014); [27] (Mastroianni y cols., 2016); [28] (Chiaia y cols.,
2008); [29] (Foppe y cols., 2018); [30] (Skees y cols., 2018); [31] (Asimakopoulos y cols., 2017);
[32] (Karolak y cols., 2010); [33] (Nefau y cols., 2013); [34] (Borova y cols., 2014); [35] (Bones y
cols., 2007); [36] (Zuccato y cols., 2005); [37] (Castiglioni y cols., 2006); [38] (Zuccato y cols.,
2008b); [39] (Mariy cols., 2009); [40] (Zuccatoy cols., 2008a); [41] (Du y cols., 2020); [42] (Kumar
y cols., 2019); [43] (Bijlsma y cols., 2012); [44] (van der Aa y cols., 2013); [45] (Baker y cols.,
2014); [46] (Kasprzyk-Hordern y cols., 2008a); [47] (Kasprzyk-Hordern y cols., 2009); [48] (Baker
y cols., 2011a); [49] (Munro y cols., 2019); [50] (Baker y cols., 2013); [51] (Kasprzyk-Hordern y
cols., 2008b); [52] (Baker y cols., 2012); [53] (Berset y cols., 2010); [54] (Moslah y cols., 2018);
[55] (Daglioglu y cols., 2019); [56] (Hummel y cols., 2006); [57] (Yadav y cols., 2019); [58]
(Xiaohan Zhang y cols., 2019); [59] (Kim y cols., 2020); [60] (Irvine y cols., 2011); [61] (Lai y cols.,
2013a); [62] (Kim y cols., 2015); [63] (Boleda y cols., 2007); [64] (Boleda y cols., 2009); [65]
(Boleda y cols., 2011); [66] (Nguyen y cols., 2018); [67] (Racamonde y cols., 2012); [68]
(Pandopulos y cols., 2020); [69] (O’Brien y cols., 2014); [70] (Gao y cols., 2016); [71] (Kasprzyk-
Horderny cols., 2010); [72] (Ryu y cols., 2016); [73] (Zhengy cols., 2020); [74] (Boogaerts y cols.,
2016); [75] (Gao y cols., 2020); [76] (Mastroianni y cols., 2014); [77] (Rodriguez-Alvarez y cols.,
2014); [78] (Andrés-Costa y cols., 2016b); [79] (Chen y cols., 2019); [80] (Gatidou y cols., 2016);
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[81] (Gao y cols., 2017); [82](Gonzalez-Marifio y cols., 2016b); [83] (Bade y cols., 2017); [84]
(Brandeburova y cols., 2020); [85] (Sulej-Suchomska y cols., 2020); [86] (Castrignano y cols.,
2016); [87] (Cunha y cols., 2017); [88] (Mole y cols., 2019); [89] (Schllsener y cols., 2015); [90]
(Lajeunesse y cols., 2008); [91] (Mackul’ak y cols., 2016); [92] (Rodriguez-Gil y cols., 2010); [93]
(Moreno-Gonzalez y cols., 2014); [94] (Acufia y cols., 2015); [95] (Schultz y cols., 2008); [96] (Fick
y cols., 2009); [97] (Wu y cols., 2015); [98] (Huerta-Fontela y cols., 2010); [99] (Gonzélez Alonso
y cols., 2010); [100] (Huerta-Fontelay cols., 2011); [101] (Brieudes y cols., 2016); [102] (Nunes y
cols., 2015); [103] (Kosjek y cols., 2012); [104] (Calisto y cols., 2009); [105] (van der Ven y cols.,
2004); [106] (de Almeida y cols., 2015); [107] (Shao y cols., 2009); [108] (Heeb y cols., 2012);
[109] (Arbeldez y cols., 2015); [110] (Racamonde y cols., 2014); [111] (Silva y cols., 2011); [112]
(Lopez-Serna y cols., 2010); [113] (Calamari y cols., 2003); [114] (Proia y cols., 2013); [115]
(Coetsier y cols., 2009); [116] (Piel y cols., 2013); [117] (Camilleri y cols., 2015).
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