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1. Objetivos generales
Describir la problemética actual del uso de antibioticos y su incidencia en el

medio ambiente.

1.1 Objetivos particulares

Describir las técnicas analiticas mas comunes para la determinacion de
antibioticos en matrices acuosas.
Comparar las ventajas del uso de microtécnicas analiticas verdes para

determinar antibiéticos en matrices acuosas.

2. Antecedentes

La terapia antibacteriana es uno de los desarrollos médicos mas importantes del
siglo XXy es un pilar de la medicina moderna para la disminucion de la mortalidad

debido a infecciones microbianas.

Previo a los afios 1950, la tasa de mortalidad por infecciones de Streptococcus
pneumoniae y Staphylococcus aureus fue del 40 y 80%, respectivamente. Antes de
los antibidticos, el remedio para combatir las infecciones era mediante la
amputacion del area afectada, por ejemplo, durante la Primera Guerra Mundial, el

70% de las amputaciones fueron a causa de infecciones por heridas de guerra.

Las nuevas generaciones de antibiéticos son mas especificas por lo que la eficiencia
de los tratamientos ha mejorado. El avance de la medicina en cirugia, trasplantes y
guimioterapia, han incrementado la capacidad para tratar y curar infecciones.
Desafortunadamente el uso de antibibéticos ha provocado que algunos
microorganismos desarrollen resistencia a los tratamientos antibioticos,

disminuyendo su eficacia y eficiencia (1).



Un ejemplo histérico de resistencia bacteriana es el de S. aureus. A principios de
los afios 1950, se implemento el tratamiento de infecciones por S. aureus con
penicilina, sin embargo, a mediados de esta época, se identificaron varios casos de
resistencia antibiotica de esta bacteria. Se comenz6 a utilizar meticilina en lugar de
la penicilina para tratar las infecciones producidas por S. aureus y a principios de
los afios 1960 se reportaron las primeras cepas resistentes a este medicamento (1).

Existen varias clasificaciones de los antibiéticos, una de ellas depende de la
estructura quimica, por ello la resistencia a un agente antibiético concreto puede
ocasionar farmacorresistencia a un grupo de antibiéticos con estructuras quimicas

similares.

Las bacterias farmacorresistentes se pueden desarrollar en poblaciones de seres
humanos y animales a través de los alimentos, el agua y el medio ambiente; en la
propagacion influyen el comercio, los viajes y la migracion humana. También puede
haber bacterias resistentes en los animales destinados a la alimentacion y en los
productos alimentarios designados al consumo humano (2).

Como se mencion6 anteriormente, existen muchos casos de resistencia microbiana
a nivel mundial, por ello es importante desarrollar lineas de investigacion sobre
farmacorresistencia y proponer planes de accion que ayuden a reducir este

problema.

3. Introduccioén

La disponibilidad y el uso de antimicrobianos en animales terrestres y acuaticos, es
fundamental para su salud y productividad. Contribuye a la seguridad alimentaria,
la inocuidad de los alimentos y el bienestar animal y, a su vez, a la proteccion de los
medios de vida y la sostenibilidad de la produccién animal. Sin embargo, la creciente
preocupacion a nivel mundial en torno a la resistencia a los medicamentos

antimicrobianos podria anular estos beneficios (3).



La resistencia a los antimicrobianos es un fendmeno natural de adaptacion de los
microorganismos ante la presencia de estos agentes, este problema puede ser
agravado por el uso innecesario o0 excesivo de los mismos. Entre las consecuencias
de la resistencia a los antimicrobianos se encuentra la incapacidad de tratar las
infecciones de forma acertada, lo que provoca enfermedades mas graves o
prolongadas, y en caso de los animales de consumo pérdidas de produccion y

perdidas de la seguridad alimentaria.

En 2014, la solucién planteada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), fue
la elaboracion de un Plan de Accién Mundial (PAM) sobre la resistencia a los
antimicrobianos en colaboracion de la FAO y la Organizacién Mundial de Sanidad
Animal (OIE) (2).

3.1 Farmacos en matrices ambientales

En la dltima década, la determinacién de residuos farmacéuticos ha incrementado,
especialmente en agua superficial, en agua freatica, suelo, biota e incluso en agua

potable.

Dado que los farmacos se disefian especificamente para causar efectos
farmacoldgicos en organismos vivos, un numero creciente de estudios han
demostrado que los farmacos tienen efectos adversos en la flora, fauna y en la salud

de los ecosistemas.

Los desperdicios presentes en agua residual y rellenos sanitarios contienen materia
organica (carbono, nitrégeno y fésforo totales principalmente), biomasa (coliformes
totales, Escherichia coli, entre otros) y residuos peligrosos (como cationes metélicos
y farmacos) generados a partir de actividades industriales o domesticas. Por ello las
descargas directas a cuerpos de agua naturales limitan el uso de este recurso con
fines productivos como el riego o la pesca, la agricultura y el consumo de agua

potable.



Debido a la complejidad en sus estructuras quimicas, los principios activos que se
emplean en la fabricacibn de medicamentos pueden llegar a convertirse en
compuestos persistentes en los ecosistemas. Ante esta situacién, es necesario
desarrollar alternativas para el manejo y la eliminacién de estos residuos, disminuir
Su impacto ambiental, los riesgos a los que se exponen los seres vivos y promover

la concientizacion de los usuarios y fabricantes (4).

3.2 Clasificacion de los farmacos

Los farmacos se pueden clasificar segun el efecto bioldgico que provocan. Esta
clasificacion es util si se desea conocer los farmacos efectivos para una enfermedad
especifica. Sin embargo, esta clasificacion contiene subconjuntos variados de
farmacos. Muchos farmacos no se clasifican en una u otra categoria y algunos
pueden tener mas de un uso. Por ejemplo, un sedante también podria tener usos
como un anticonvulsivo.

Los farmacos se clasifican segun la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de los farmacos (5).

Antibidticos Antisépticos
Analépticos Antipiréticos
Anestésicos Midriaticos
Anticonvulcivantes Midticos
Antiacidos Narcéticos
Antiamebianos Purgantes
Desinfectantes Sedantes
Colagogos Tranquilizantes
Astringentes Tonicos

Antitiroideos

Antihelminicos

Antihistaminicos

Antiespasmaddicos

Diuréticos Antidepresivos
Ecbdlicos Anticoagulantes
Eméticos Hipnéticos

Estimulantes

Hipotensores

Expectorantes

Diaforéticos

Fungicidas

Carminativos

Hematinicos

Antitoxinas




Desde 2005, la OMS actualiza peridédicamente una lista de los antimicrobianos mas
usados en medicina humana y veterinaria, agrupandolos en tres categorias en
funcion de su importancia (Tabla 2). El objetivo de la lista es destacar la importancia
del problema de la resistencia a los antimicrobianos y garantizar que todos ellos

sean usados de forma prudente en medicina tanto humana como veterinaria.



IMPORTANCIA CRITICA

MUY IMPORTANTES

IMPORTANTES

Tabla 2.

Lista OMS de antimicrobianos de importancia critica para la medicina humana (6) .

-

*MAXIMA
PRIORIDAD

*GRAN PRIORIDAD

Clase de Antimicrobiano
«Cefalosporinas (de tercera, cuarta y quinta generacion)
*Glicopéptidos
+Macrolidos y Cetdlidos
*Polimixinas
*Quinolonas
+Aminoglucosidos
=Ansamicinas
«Carbapenémicos y otros penémicos
Glicilciclinas
*Lipopéptidos
*Monobactamicos
*Oxazolidianonas
+Penicilinas (naturales, aminopenicilinas y antipseudomonales)

sDerivados del acido fosfénico

*Farmacos utilizados tinicamente para tratar la tuberculosis u otras
enfermedades micobacterianas

*Amidinopenicilinas
*Anfenicoles

+Cefalosporinas (primera y segunda generacion) y cefamicinas

*Lincosamidas

*Penicilinas (antiestafilocdsicas)

+Acidos pseudomoénicos

*Riminofenazinas
+Antibacterianos esteroideos

*Estreptograminas

*Sulfonamidas inhibidores de la dihidrofolatoreductasa y combiaciones

*Sulfonas

sTetraciclinas

*Aminociclitoles
*Polipéptidos ciclicos
Nitrofurantoinas
+Nitroimidazoles
+Pleuromutilinas

*P2

'P3

“C1

Clase de antimicrobianos que
constituye uno de los pocos o
el tnico tratamiento disponible
para tratar infecciones
bacterianas graves en
humanos.

—C2

Clase de antimicrobianos
utilizada para tratar
infecciones humanas causadas
por: 1) bacterias que pueden
ser transmitidas a los humanos
a partir de fuentes no
humanas, o 2) bacterias que
pueden adquirir genes de
resistencia a partir de fuentes
no humanas.

"P1

Gran niamero absoluto de
Personas, 0 Uso en una
elevada proporcion de

pacientes con infecciones

graves en entornos de atencion

sanitaria, afectadas por
infecciones bacterianas en las
que esa clase de

antimicrobianos es la unica

alternativa, o una de las pocas

existentes para tratar

infecciones humanas graves.

P2

Clase de antimicrobianos de
uso muy frecuente en
cualquier indicacion médica
humana o de uso en una gran
proporcion de pacientes con
infecciones graves en entornos
de atencion sanitaria, dado
que dicho uso puede favorecer
la seleccion de resistencias en
ambas circunstancias.

“P3

Clase de antimicrobianos
utilizada para tratar
infecciones humanas en las
que hay pruebas de la
transmision de bacterias
resistentes o de genes de
resistencia a partir de fuentes
no humanas.

La Agencia de Proteccién Ambiental de Estados Unidos de América (USEPA por

sus siglas en inglés “United States of America Environmental Protection Agency”)

elaboré en 2007, una lista de contaminantes emergentes de mayor importancia,




encontrados en agua, en la cual incluye farmacos y productos de cuidado personal.

En la Tabla 3 se muestran los antibioticos de esta lista.

Tabla 3. Antibi6ticos de mayor importancia segun la USEPA (7)

Macrdlidos:
eAzitromicina eOrmetoprima
eClaritromicina eRoxitromicina
eEritromicina eTilosina
eEritromicina Anhidra eVirginiamicina
Betalactamicos:
eAmpicilina ePenicilina G
eOxacilina ePenicilina V
Sulfonamidas:
eSulfacloropiridazina eSulfametazina
eSulfadiazina eSulfametizol
eSulfadimetoxina eSulfametoxazol
eSulfamerazina eSulfanilamida
Tetraciclinas:
eClortetraciclina eDemeclociclina
*Minociclina eTetraciclina
Antimicrobianos:
eTriclocarbdn ‘ eTriclosan
Quinolonas:
eCiprofloxacina eLomefloxacina
¢Clinafloxacina eNorfloxacina
eEnrofloxacina *Ofloxacina
eFlumequina *Acido oxalindico
Fluoroquinolona:
eSarafloxacina
Lincosamida:
eLincomicina
Quinoxaleina:
eCarbadox
Antimicético:
*Miconazol
Pirimidina:
eTrimetoprima
Cefalosporina:
eCefotaxima




La USEPA realizé analisis en agua para consumo humano y ha encontrado
principalmente 3 antibidticos: sulfametoxazol, triclosan y triclocarban, lo cual es un
ejemplo claro de que los métodos de tratamiento de agua no han abordado de la

manera adecuada este problema (8).

En septiembre de 2015, un grupo de trabajo sueco, coordinado por la Agencia
Sueca de Productos Médicos (en inglés, Swedish Medical Products Agency),
presentd una lista de sustancias para ser monitoreadas en el medio ambiente de
forma regular. La Directiva Marco del Agua de la Unién Europea tiene una "lista de
vigilancia" de sustancias prioritarias que presentan un riesgo significativo para el

medio acuatico (Tabla 4).

Tabla 4. Lista de vigilancia de la Directiva Macro del Agua de la Unién Europea (9).

Nombre de la Limite maximo
sustancia permisible (ng/L)
Diclofenaco 10

17-alfa-etinilestradiol 0.035
17-beta-estradiol,
0.4
Estrona.
Macroélidos
(eritromicina, 90

claritromicina,
azitromicina)

Ademas de la 'lista de vigilancia' de la Directiva Marco de Aguas de la Union
Europea, se sugirieron 17 productos farmaceuticos entre los cuales se mencionan

algunos antibidticos (Tabla 5).



Tabla 5. Antibiéticos sugeridos para su monitoreo en conjunto con la lista de vigilancia de la Directiva

Macro de Aguas de la Unién Europea (9).

Antibiético

Justificacion de la Direccion
Nacional de Medicamentos y

Farmacia de Suecia.

Ciprofloxacina

Persistente y esta demostrado el
desarrollo de resistencia por su

presencia en el medio ambiente.

Sulfametoxazol

Ha sido detectado en agua superficial,

peces y lodos.

Trimetoprima

Antibiético de uso constante. Ha sido
detectado en agua potable, agua

superficial y lodos.

3.3 Consumo global y nacional de antibiéticos

En 2012, los principales consumidores de farmacos a nivel global fueron China,

Estados Unidos, Japon, Francia y Bélgica, los cuales abarcaron aproximadamente

el 63% del consumo mundial. Se espera que para el periodo 2013-2020, China sea

el pais con mayor crecimiento en el consumo de farmacos con una tasa media de

crecimiento anual del 14.9%, seguido de Francia con 11.9%, Bélgica con 5.9%,
Japon con 4.6% y Estados Unidos con 4.5% (10).

El consumo global de farmacos aument6 un 65% entre 2000 y 2015 (de 21.1 a 34.8

mil millones de la dosis diaria definida (DDD)) mientras que la tasa de consumo de

antibioticos aumentd un 39% (de 11.3 a 15.7 millones de DDD) durante el mismo

periodo de tiempo (11).




Segun un estudio de la Academia Nacional de Ciencias de Estados Unidos (PNAS
por sus siglas en inglés, Proceedings of The National Academy of Sciences of the
Unites States of America) se calcula que, en una condicién ideal donde el consumo
de antibidticos se mantiene constante respecto a los niveles actuales de uso, el
consumo mundial de antibiéticos aumentaria un 15% entre 2015 y 2030. Si todos
los paises continlan aumentando sus tasas de consumo de antibiéticos, al igual
que las tasas anuales de crecimiento poblacional, el consumo total aumentaria un
202% (128 mil millones de DDD), mientras que la tasa de consumo de antibiéticos
aumentaria un 161% (41.1 DDD). Finalmente, si todos los paises tuvieran un
consumo igual a la tasa media global de consumo de antibiéticos del 2015, para
2020 se estima que el consumo mundial de antibiéticos aumentaria un 32%, es
decir, a 55,6 mil millones de DDD (11).

En la Figura 1 se muestra el aumento en la DDD por cada 1,000 habitantes por dia

a nivel mundial.
DDD/1000 habitantes
I 20k
15k

.
K
o o = '

10k

H

5k
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Figura 1. Mapa del cambio en la dosis diaria definida (DDD) por cada 1000 habitantes por dia. *La DDD
es la dosis de mantenimiento diaria promedio prevista para la indicacién principal del medicamento, en
este caso se habla del conjunto de antibidticos (12).
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La PROFECO realiz6 una encuesta en el afio 2010 en la cual cuestiond cuales eran
los antibioticos mas consumidos por la poblacion. Dicha encuesta se realizé en 29

estados de la Republica Mexicana. Los resultados se muestran en la Gréfica 1.

T . Eritromicina Claritromicina
erramicina 2% 2%

2%

Sulfametoxazol
2%

Lincomicina
2% Ampicilina

. . 37%

Ciprofloxalina

7%

Penicilina
20%

Amoxicilina
26%

Gréfica 1. Principales antibiéticos consumidos en México (13).

En el afio 2010 entré en rigor el articulo 226 de la Ley General de Salud en México,
el cual establecio que todos los medicamentos requieren una prescripcion o receta
expedida por un profesional de la salud, con la excepcién de algunos medicamentos
de uso general y de venta no controlada. Los medicamentos de venta libre deben
cubrir ciertos requisitos como: no generar tolerancia o adiccion, no contener
sustancias psicotropicas o estupefacientes, entre otros. Entre los medicamentos de
venta controlada se encuentran los antibiéticos, los cuales pueden enmascarar la

existencia de enfermedades graves si se consumen de manera inadecuada.
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La nueva ley logré implementar la disminucién del uso de antibidticos en México

como se observa en la Gréfica 2.

5,000
4,000
3,000
2,000

1,000

DDD por cada 1000 habitantes

Antibidticos

Gréfica 2. Uso de Antibidticos en México 2000-2015 (12).

A nivel global solo algunos paises manejan normativas respecto al consumo de
medicamentos, por ejemplo, la Union Europea, Japdon y México cuentan con
regulaciones para consumo de antibidticos, mientras que EE. UU. y Canada no
cuentan con estas regulaciones (14). En la Gréafica 3 podemos observar, para el

afio 2015, el consumo de antibiéticos de algunos paises por grupo de antibiéticos.
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Gréfica 3. Consumo de antibiéticos por grupo de antibiético y pais (afio 2015) (12).

3.3.1 Normatividad para el control del consumo de antibi6ticos en el mundo.

En América Latina, la legislacién aplica el principio obligatorio de que la prescripcion
y la adquisicién de los medicamentos sean realizados por profesionales legalmente
habilitados para ello. Se exceptian los productos que la autoridad sanitaria declare
de venta libre o directa. Este principio queda establecido explicitamente en algunas
legislaciones y en otras es implicito pues se considera que la venta directa o libre
sin receta constituye una situacion excepcional que la autoridad sanitaria debe
determinar en cada caso. En algunas legislaciones también se determina el tipo de
establecimiento donde el medicamento puede expenderse segun el tipo de receta

impuesto por la autoridad sanitaria (16).

De los 36 paises pertenecientes a la OCDE (Organizacién para la Cooperacion y el
Desarrollo Econdmicos), 29 contestaron una encuesta respecto a las politicas
implementadas para a regulacion en el consumo de antibidticos (Figura 2),
obteniendo que el 100% de ellos ha implementado sistemas de monitoreo para el

consumo de antimicrobianos.
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Pruebas de diagnéstico rapido disponibles en todo el pais

Directrices sobre el uso racional de antimicrobianos para la

profilaxis a escala nacional Nota: 29 paises de

la OCDE
respondieron el
cuestionario.

Estrategias para concientizar sobre el uso de antimicrobianos

Directrices sobre el uso racional de antimicrobianos para el
tratamiento a escala nacional

Implementacion de programas para la administracion de
antimicrobianos

Implementacion de sistemas de monitoreo para el consumo
de antimicrobianos

Figura 2. Politicas implementadas por los paises de la OCDE (15)jError! No se encuentra el origen de la referencia..

Los gobiernos estan implementando legislaciones para disminuir el dafio
relacionado con el uso inapropiado de antimicrobianos en humanos. En la mayoria
de los casos, las acciones para disminuir el uso incorrecto de antimicrobianos son

parte de estrategias mas amplias para abordar el tema de la resistencia microbiana.

Una encuesta reciente mostré que aproximadamente el 60% de los paises de la
OCDE han introducido estrategias para concientizar a los usuarios y fabricantes
respecto al uso de antimicrobianos, y un 37% adicional estan en proceso de

desarrollo uno (15).

En la Tabla 6 se pueden ver las regulaciones existentes para algunos paises

pertenecientes a la OCDE en cuanto al uso de antimicrobianos en animales(14).
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Tabla 6. Regulaciéon en el uso de antimicrobianos en animales (16).

) Estado legislativo del pais en cuanto a uso de antimicrobianos en animales.
Miembro
de la OCDE Prohibicién de antimicrobianos Requerimiento de prescripcion para el uso
promotores de crecimiento de antimicrobianos en animales
Si, pero algunos promotores de ; L .
. ] . La mayoria de los antimicrobianos
. crecimiento estan permitidos . . L,
Australia ) ) veterinarios requieren prescripcion
(fluoroquinolonas, avoparcina, L
o veterinaria.
virginiamicina, etc.)
No. El gobierno canadiense emitié en
abril de 2014 un aviso a las partes No. Existe un plan para desarrollar opciones
interesadas, que imita el enfoque de la | para fortalecer la supervision veterinaria del
Canada |FDA, respecto al retiro voluntario del uso uso de antimicrobianos en animales
de antibidticos médicamente destinados a la alimentacion de acuerdo con
importantes como promotores del el enfoque de la FDA.
crecimiento.
Chile No hay registro. No hay registro.
Unién Si. Todos los antimicrobianos promotores si
. . i
Europea de crecimiento estdn prohibidos.
Israel No hay registro. No hay registro.
Japon No Si.
Si, los antimicrobianos promotores de
crecimiento estan prohibidos desde el
México 2007 con excepciones (avoparcina, Si.
vancomicina, bacitracina, tilosina,
virginiamicina, etc.)
Si, para los antibioéticos criticos , g . .
Nueva P K Y Si, para los antibiodticos identificados con
altamente importantes enumerados por . . R
Zelanda potencial para el problema de resistencia.
laOMSy laOIE.
Si, desde 2011 se descontinud el uso de
antimicrobianos promotores de , . L N
Coreadel . Si, el sistema de supervisidn veterinaria se
crecimiento hasta que se pueda ,
Sur . .. estd desarrollando actualmente.
establecer un sistema de supervision
veterinaria.
Turquia No hay registro. No hay registro.
No. La FDA publicé directrices voluntarias| No. Segun la nueva guia de la FDA parala
Estados para que la industria retire el uso de industria, el uso de antibidticos
Unidos promotores de crecimiento como médicamente importantes estara bajo la
antibidticos de importancia médica. supervisidon de veterinarios autorizados.
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3.4 Incidencia y destino de farmacos en el medio ambiente

Una de las principales formas en las que se introducen los productos farmacéuticos
en el medio ambiente es a través de las plantas de tratamiento de agua residual.
Las industrias farmacéuticas, hogares y hospitales desechan medicamentos a
través de descargas, ya sea como consecuencia de su produccion, el desecho
inadecuado de los medicamentos o mediante excreciones posteriores a su
consumo.(17) Se estima que una proporcién considerable de los medicamentos
vendidos no se llegan a consumir, esto aunado a la eliminacion inadecuada de

medicamentos caducos 0 no consumidos son una via importante de contaminacion.

Si los productos farmacéuticos no se eliminan cuantitativamente, se pueden
descargar a los rios, lagos y mares, que se pueden usar como fuentes primarias
para la produccién de agua potable. Por lo tanto, la presencia de dichos

contaminantes podria tener un impacto negativo en la calidad del agua potable (17).

Los farmacos de uso veterinario empleados en la cria de animales pasan al suelo,
donde se utiliza abono como fertilizante. Con el tiempo, los residuos de estos
medicamentos se acumulan en el suelo o desembocan en agua freatica o

superficiales, los cuales pueden ser absorbidos por plantas.

En el medio ambiente los medicamentos se transfieren a través de agua, suelo y
aire. La persistencia de los contaminantes en la naturaleza depende, entre otros
factores, de las caracteristicas quimicas de los farmacos, el volumen excretado y el
medio donde permanecen. Por ejemplo, los farmacos liposolubles pueden

acumularse en el tejido graso animal e incorporarse a la cadena alimentaria (18).
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INDUSTRIA FARMACEUTICA

MEDICA

Agua de

Excremento

VETERINARIA

Agua Residual

Suelo/ Agricultura

Agua Subterrdnea

Figura 3. Incidencia y destino de los productos farmacéuticos en el medio ambiente (19).

3.5 Riesgos de la existencia de farmacos en el medio ambiente

La presencia de farmacos en agua residual tratada fue reportada por primera vez

en el aflo de 1976 en Estados Unidos, donde se determin6 acido clofibrico en un

intervalo de concentracion entre 0.8 a 2 ug/L. Para el afio de 1981 fue detectado en

rios del Reino Unido en concentraciones de mas de 1 ug/L. Posteriormente, se

determind la presencia de ibuprofeno y naproxeno en agua residual de Canada. Sin
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embargo, los farmacos han sido detectados en el ambiente con mayor frecuencia a
partir de 1990 (20).

Actualmente se ha investigado la presencia de varios farmacos en el ambiente,
dentro de los cuales destaca los medicamentos que causan efectos ecotoxicos.
Estos farmacos también han sido detectados en agua potable dentro del orden de
ng/L (8). Los principales farmacos encontrados en el medio ambiente se muestran
en la Figura 4.
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Antibidticos:
Eritromicina, afloxacina, clortetraciclina, oxitetraciclina,
estreptomicina, flumequina, ciprofloxacino,

trimetoprima, sulfametoxazol, lincomicina, penicilina,
amoxicilina, espiramicina.

Reguladores de los lipidos:

—|Bezafibrato, 4cido clofibrico, gemfibrozilo, fenofibrato,
etofibrato.

Antihipertensivos:

B- bloqueadores: metoprolol, propranolol, nadolol,
atenolol, sotalol, betaxolol, bisoprolol, carazolol,
timolol.

medio ambiente
I

Citotoxicos (antineoplasticos): ciclofosfamida,
ifosfamida.

Diuréticos: furosemida.

Antiepilépticos: carbamazepina.

Farmacos determinados en el

Tranquilizantes: diazepam.

Antidepresivos: paroxetina, fluoxetina, fluoxamina.

Esteroides/hormonas:

— 17-B- estradiol, estrona, 17-a-etinilestradiol, dietil
estilbestrol, acetato de dietil estilbestrol.

Figura 4. Farmacos determinados en el medio ambiente (21).

Sin embargo, la determinacién de antibidticos involucra un gran numero de
farmacos con diversos mecanismos de accion y estructuras quimicas diferentes, lo
cual dificulta la determinacion de estos en el medio ambiente. Una forma de
clasificarlos para facilitar el manejo y determinacion de los antibiéticos es segun el
grupo funcional (betalactdmicos, quinolonas, etc.). No obstante, existe una

problematica importante, ya que al utilizar un método de deteccion para un grupo
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funcional especifico (por ejemplo, el anillo beta-lactamico) este puede no ser
detectado si esta parte es desnaturalizada por los métodos de preparacion de

muestra u otros procedimientos que afecten la estructura del compuesto.

La existencia de mezclas de farmacos en el medio ambiente dificulta la
determinacién de algun antibiotico especifico y sus efectos ya que no se sabe si los
efectos tdxicos o nocivos son provocados por un solo farmaco o es el resultado de

varios farmacos que acttan al mismo tiempo (20).

Existen varios antibioticos que son compuestos naturales que han estado en
contacto con la microbiota ambiental durante millones de afios por lo que son
biodegradables. Sin embargo, son degradados a diferentes velocidades en entornos
naturales. Se ha demostrado que la ciprofloxacina presente en muestras de agua
del rio es completamente degradada después de 3 meses, mientras que solo el 20
% de acido oxolinico presente en estas muestras se degrada después de cinco

meses (22).

Una de las razones de la existencia de antibidticos en medio ambiente es la
biodisponibilidad de estos. En algunos antibiéticos hasta el 60% de la dosis
consumida es excretada pocas horas después de su consumo, por ejemplo: la
amoxicilina con una biodisponibilidad del 40% por via oral (23), el sulfametoxazol
con biodisponibilidad de 50% por via oral (24) y la ampicilina con una
biodisponibilidad de 25% por via intramuscular (25). Por esta razén es importante

llevar un control estricto del consumo de antibidticos.

3.1.1 Ecotoxicidad

La ecotoxicologia es definida como "La ciencia que estudia la polucion, su origen,

evolucion e interacciones con las moléculas que integran dinamicamente los
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ecosistemas, sus acciones y efectos sobre los seres vivos que forman estos
ecosistemas, con su evaluacion, como determinantes de criteriologia y profilaxis

bioldgica o socioeconémica".

La ecotoxicologia tiene como materia fundamental de estudio la polucién sobre los
sistemas bidticos en forma de toxicidad, alteracion de especies, reduccion de una

determinada productividad, etc.

Algunos efectos ecotoxicolégicos provocados por la presencia de farmacos en
matrices ambientales estan reflejados en la fauna y flora de muchos ecosistemas

entre ellos:

1) La disminucion del tamafio poblacional de los buitres en el subcontinente indio,
causada por la ingestion indirecta de diclofenaco, al alimentarse con cadaveres
de ganado previamente tratado con este medicamento.

2) Un experimento en un lago que incluia el uso del estrogeno sintético
etinilestradiol, compuesto empleado en las pildoras anticonceptivas, que pro-
voca peces macho feminizados.

3) Los efectos del uso del parasiticida ivermectina en la descomposicién de
estiércol sobre poblaciones de insectos copréfagos e invertebrados acuaticos
(26).

Uno de los principales efectos del mal uso de antibioticos es la toxicidad aguda o
cronica en especies de plantas y animales expuestos a estos farmacos, debido
principalmente a que la mitad de los antibiéticos administrados a los seres humanos
y los animales se excreta en forma activa a través de la orina y las heces. En la
literatura se describe que existe absorcion incompleta, hasta del 95 %, en los
antibioticos administrados y sus metabolitos, estos ultimos pueden ser mas toxicos
que el compuesto original y pueden llegar a acumularse en todas las matrices
ambientales, principalmente el agua superficial, subterrdnea, suelos y sedimentos
(22).
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En la Unién Europea se manejan normativas que regulan el uso de nuevos

farmacos, mediante las cuales se exige un estudio en laboratorios estandarizados

con especies modelo. Estos laboratorios estan obligados a reportar los limites

maximos permisibles de cada farmaco para evitar efectos ecotoxicolégicos. El

constante problema esta en los farmacos comercializados previamente a la

normatividad, los cuales no han sido objeto de evaluacion debido a su uso tan

habitual. En la Tabla 7 se pueden observar varios casos de ecotoxicidad por

antibioticos en especies acuaticas.

Tabla 7. Ecotoxicidad de especies acuaticas por antibioticos (27).

Amoxicilina

eAnabaena,

eMicrocystis aeruginosa

eSynechococcus leopoliensis.

Inhibicion del crecimiento.

Bencilpenicilina

eMicrocystis aeruginosa

Reduccion en la frecuencia
de crecimiento.

Ciprofloxacino

eLemna minor,

- Reduccién de la frecuencia

eMicrocystis aeruginosa

ePseudokirckneriella subcapitata.

de crecimiento
- Problemas en la
reproduccion.

Cinafloxacina

el_emna minor,

- Reduccién de la frecuencia

eMicrocystis aeruginosa

ePseudokirckneriella subcapitata.,

de crecimiento
- Problemas en la
reproduccion.

Enrofloxacino

el_emna minor,

eMicrocystis aeruginosa

ePseudokirckneriella subcapitata.,

eDaphnia magna

eMoina macrocopa

- Inhibicién del crecimiento
- Problemas en la
reproduccion
- Inmovilizacién
-Aumento de mortalidad.

Levofloxacino

eDaphnia magna

«Oryzias latipes

eThamnocephalus platyurus,

eAnabaena,

ePseudokirckneriella subcapitata.,

eLemna minor,

eMicrocystis aeruginosa

- Inhibicién del crecimiento
- Aumento de mortalidad
- Problemas en la
reproduccion.

Norfloxacino

ePseudokirckneriella subcapitata.,

eBrachionus calyciflorus,

e Anabaena,

eChlorella vulgaris,

eSelenastrum capricornutum.

- Inhibicién del crecimiento
- Aumento de mortalidad
- Problemas en la
reproduccion.

Ofloxacino

ePseudokirckneriella subcapitata.,

eL_emna minor,

eMicrocystis aeruginosa

eBrachionus calyciflorus

eCeriodaphnia dubia

eThamnocephalus platyurus,

eDaphnia magna

- Inhibicién del crecimiento
- Aumento de mortalidad
- Problemas en la
reproduccion.

- Inmovilizacién
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Continuacién Tabla 7.

e Anabaena,

ePseudokirckneriella subcapitata.,

eBrachionus calyciflorus,

eCeriodaphnia dubia

eChlorella vulgaris,

- Inibicion del crecimiento
- Aumento de mortalidad

Eritromicina

eDaphnia magna

eLemna minor,

*Oryzias latipes,

eSelenastrum capricornutum.

eThamnocephalus platyurus,

- Inmovilizacién

eMicrocystis aeruginosa

- Inhibicién de la fotosintesis

ePseudokirckneriella subcapitata.,

Tilosina

eDaphnia magna

eSelenastrum capricornutum.

- Inmovilizacién
- Inhibicion del
crecimiento
- Frecuencia del
crecimiento.

Sulfacloropiridazina

eDaphnia magna

eLemna minor,

*Oryzias latipes,

eVibrio fischeri

- Inmovilizacién
- Decoloracion verde
- Aumento en la mortalidad
- Inhibicién de la
luminiscencia.

Sulfadimetoxina

eLemna gibba,

eLemna minor,

oVibrio fischeri

eChlorella vulgaris,

eDaphnia magna

eMoina macrocopa

- Inhibicién del crecimiento
- Inhibicién de la
luminiscencia
- Inmovilizacién.

Sulfametazina

eLemna gibba,

eVibrio fischeri

- Inhibicién del crecimiento
- Inhibicién de la
luminiscencia

eDaphnia magna

-Inhibicién de la
reproduccion

eMoina macrocopa

- Inmovilizacién
-Aumento de la mortalidad.

*Oryzias latipes,

Sulfametoxazol

eLemna gibba,

oVibrio fischeri

eMicrocystis aeruginosa

-Inhibicién del crecimiento

ePseudokirckneriella subcapitata.,

- Inhibicién de la
luminiscencia

eBrachionus calyciflorus

- Inhibicién de la fotosintesis
-Aumento de la mortalidad

eCeriodaphnia dubia

- Inmovilizacién
-Problemas en la
morfologia.

eDaphnia magna

eHydra attenuata,

eSelenastrum capricornutum.
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Continuacién Tabla 7.

Oxitetraciclina

eArtemia parthenogénica,

eTetraselmis chuii,

eMicrocystis aeruginosa

ePseudokirckneriella subcapitata.,

eBrachionus calyciflorus

eCeriodaphnia dubia

eChlorella vulgaris,

eDaphnia magna

eHydra attenuata,

eLemna minor,

eSelenastrum capricornutum.

- Aumento de la mortalidad
-Reduccion del crecimiento
- Inhibicién de la fotosintesis
- Inhibicién del crecimiento

- Inmovilizacioén,
-Problemas en la
reproduccion
- Problemas en la
morfologia
- Decoloracion verde,

- Inhibicién del crecimiento.

Trimetoprima

eMicrocystis aeruginosa

ePseudokirckneriella subcapitata.,

eDaphnia magna

eLemna minor,

-Inhibicién de la fotosintesis

- Inmovilizacién
- Problemas en la
reproduccion

- Inhibicién del crecimiento
- Reduccién en la frecuencia

eRhodomonas salina, del crecimiento.

eSelenastrum capricornutum.

1.1.1 Resistencia microbiana

El uso de antibidticos en animales destinados al consumo humano proporciona
ventajas, ya que permite una mejora en la produccién. Sin embargo, existe la
posibilidad de que residuos de dichos compuestos persistan en el animal y por lo
tanto pasen a la cadena de alimentacién humana, originando una serie de riesgos
gue implican problemas de indole sanitaria como toxicidad y resistencia microbiana
(26).

Los antibiéticos también contaminan los vegetales para consumo humano. Estos
farmacos viajan desde los lagos y riachuelos hasta los sembradios de vegetales por
medio del agua que se utiliza para riego. Por lo regular, el agua utilizada es agua

tratada que proviene de un efluente local y estos no cuentan con la tecnologia
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necesaria para eliminar antibioticos (21). Al llegar a los sembradios los antibioticos
entran en contacto con el subsuelo y son absorbidos por las raices de los vegetales,
permaneciendo ahi hasta que son consumidos.

El consumo de alimentos con residuos de antibioticos puede producir los mismos
efectos que consumir antibidticos de forma directa. Debido a que los antibioticos en
los alimentos se encuentran en concentraciones de trazas (ng/L), los efectos toxicos
no han sido evaluados, pero en un hecho que en ciertos individuos pueden producir
reacciones alérgicas (27).

Un ejemplo de resistencia microbiana estudiado recientemente por la OMS, es el de
la gonorrea. Datos procedentes de 77 paises muestran que la resistencia a los
antibiéticos esta dificultando mucho, y a veces imposibilitando, el tratamiento de la

gonorrea, una infeccion de transmision sexual (ITS) frecuente (28).

El Programa Mundial de Vigilancia de Antimicrobianos para la Gonorrea (GASP) de
la OMS, monitorea el caso de la gonorrea farmacorresistente. Los datos del GASP
para el periodo 2009-2014 muestran una resistencia del 97% a la ciprofloxacina, del
81% a la azitromicina y del 66% a las cefalosporinas, antibiéticos que constituyen

actualmente el Ultimo recurso terapéutico para esta enfermedad.

El desarrollo de nuevos antibidticos para enfermedades temporales no resulta
redituable para la industria farmacéutica. Los tratamientos son breves al contrario
de lo que ocurre con los tratamientos de las enfermedades crénicas, y van
perdiendo eficiencia a medida que se desarrolla resistencia microbiana, por lo que
hay que sintetizar constantemente nuevos farmacos. En la Figura 5 se pueden ver
los microorganismos reportados por la OMS para los cuales se requieren nuevos

antibitticos debido a la resistencia microbiana adquirida.
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s Prioridad 1 (Critica)

eAcinetobacter baumannii; resistente a carbapanémicos.
ePseudomonas aeruginosa; resistente a carbapanémicos.

eEnterobacteriaceae (incluyendo Klebsiella neumonia, Escherichia coli, Enterobacter spp, Serratia spp,
Proteus spp, Providencia spp y Morganella spp); resistente a carbapanémicos, resistente a la 32
generacion de cefalosporinas.

e Prioridad 2 (Alta)

eEnterococcus faecium; resistente a vancomicina.

eStaphylococcus aureus; resistente a meticilina, intermediario y resistente a vancomicina.
eHelicobacter pylori; resistente a claritromicina.

eCampylobacter; resistente a fluoroquinolona.

e Salmenolla spp; resistente a fluoroquinolona.

*Neisseria gonorrhoeae; resistente a la 32 generacion de cefalosporinas, resistente a fluoroquinolona.

s Prioridad 3 (Media)

eStreptococcus neumoniae; no sensible a la penicilina.
eHaemophilus influenzae; resistente a la ampicilina.
eShigella ssp; resistente a fluoroquinolona.

Figura 5. Lista de principales patégenos con resistencia microbiana para los cuales es necesaria la
sintesis de nuevos antibioticos segun la OMS (29).

3.6 Quimica Verde

La Quimica Verde nacié en la USEPA a inicios de los afios 1990 como una
herramienta conceptual para la proteccibon del medio ambiente ante la
contaminacion originada por la industria quimica. Fue expresada de manera sucinta
y atractiva por medio de los 12 principios de Paul Anastas y John Warner en el afio
de 1998 (30).

La Quimica Verde se centra en el disefio de productos y procesos quimicos que

logren reducir o eliminar el uso de sustancias peligrosas para los seres vivos y el

medio ambiente.
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Lo que se busca describir en este trabajo es describir y comparar técnicas analiticas
para la determinacion de antibiéticos en matrices acuosas y definir cuales de ellas
producen menos residuos toxicos, es decir, cuales pueden definirse como “técnicas
verdes”, con el fin de evitar la contaminacion del recurso que se busca resguardar:

el agua.

En la Figura 6 se muestran los principios de la quimica verde.
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1.-Prevencion

2.-Economia atémica

3.-Sintesis quimicas menos
peligrosas

4.-Diseiio de compuestos
menos agresivos con el
entorno

5.-Uso de disolventes y
dispositivos auxiliares solo
cuando son inevitables

6.-Disefio sintético enfatizando
la eficiencia con el consumo de
energia

7.-Uso de materias primas
renovables

8.-Reduccién de productos
derivados o secundarios no
deseados

9.-Catalsis

10.-Disefio sintético
favoreciendo una degradacion
6ptima del producto

11.-Analisis en tiempo real para
la prevencién de
contaminantes

12.-Disefio de rutas sintéticas
inherentemente inocuas para
la prevencion de accidentes

eAnticipar el dafio al entorno

eLa ruta sintética debe ser disefiada para maximizar
la incorporacidon total de los reactivos en el
producto final.

eUsar, en la medida de lo posible, sustancias y
procesos que posean bajos o nulos efectos toéxicos
para el ser humano o el medio ambiente.

eMinimizar el uso de compuestos toxicos y usar los
gue sean menos nocivos para el entorno.

eEvitar el uso de disolvenes y dispositivos de
separacion (membranas) y verificar que estos sean
inocuos en caso de ser inevitable su uso.

eLos requerimientos de energia para todo proceso
guimico deben ser disefiados haciendo un balance
entre el impacto econdmico y el ambiental.

eUsar materias primas renovables para evitar
agotarlas, siempre y cuando sea econémicamente
y técnicamente factible.

eEvitar el uso de quimicos auxiliares con el objetivo
de no tenerlos como desechos al final del proceso.

eUsar reactivos cataliticos selectivos en lugar de
reactivos estequiométricos.

eLos productos de cualquier proceso quimico
deben ser disefiados de modo que su funcién no
persista en el medio ambiente.

*Es necesario desarrollar técnicas analiticas
apropiadas para mantener el control en la
produccién de contaminantes in situ.

eSeleccién de procesos y/o reactivos que no
generen riesgos a lo largo de la reaccion como
pueden ser explosiones o incendios.

Figura 6. Postulados de la quimica verde (31).
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Para evaluar un proceso quimico con base en los postulados de la Quimica Verde,
existe una escala ecoldgica del “verdor” llamada EcoScale. La evaluacion consiste
en asignar “puntos de penalizacion” con base en el uso de productos quimicos, el
consumo energeético y la produccién de residuos durante el proceso. Los puntos de

penalizacion a considerar se muestran en la Tabla 8.

29



Tabla 8. Puntos de penalizacion para calcular EcoScale (32).

PARAMETRO CONDICIONES PUNTOS D!E
PENALIZACION
Rendimiento - (100-%Rendimiento) /2
Precio de la reaccién y sus| Barato (< $10 USD) o
componentes (para Caro (>$10USD y <$50 a3
obtener 10 mmol de USD)
PreElEi® ) Muy caro (> $50 USD) 5
N=peligroso para el 5
medio _ambiente
T= toxico 5
i F= altamente inflamable 5
Seguridad
E=explosivo 10
F+= extremadamente 10
inflamable
T+=altamente toxico 10
Configuraciobn comuin (0]
Instrumentos para adicion
controlada de sugtancias 1
quimicas
Técnica de activacion no >
Configuraciéon técnica convencional
Equipo presurizado <1 3
atm
Cristaleria adicional 1
Gas inerte
Caja de guantes 3
Temperatura ambiente 0
<1lh
Temperatura ambiente 1
<24h
Temperaturaftiempo Calentamiento <1h 2
Calentamiento >1h 3
Enfriamiento a 0°C 4
Enfriamiento < 0°C 5
Ninguna (0]
Enfriamiento a o
temperatura ambiente
Adicion de disolventes (]
Filtracién simple
Remocién de disolventes o
con bp < 150 °C
L Cristalizacion y Filtracion 1
Preparacién de muestra y
purificacion
Remocién de disolventes 2
con bp > 150 °C
Extraccion en fase Solida 2
Destilacion
Sublimacion
Extraccion Liquido- 3
Liquido
Crom&toqrafia Clasica 10

2De acuerdo a los simbolos de advertencia de peligro; "Embudo de separacion, bomba de jeringa, regulador de presion de
gas; “Irradiacién de microondas, ultrasonido o activacion fotoquimica, etc.; “CO,, equipo de hidrogenacién a alta presion, etc.;
€Si corresponde, el proceso incluye el secado del solvente con desecante y la filtracion del desecante.
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4. Generalidades de los antibidticos

Los antibidticos son medicamentos utilizados para prevenir y tratar las infecciones
bacterianas, los cuales actuan inhibiendo diferentes funciones que llevan a cabo las
bacterias y otros microorganismos como: sintesis de acidos nucléicos, sintesis de
proteinas o el procesamiento de aminoacidos o azucares en el medio necesarios
para la biosintesis de sus paredes o membranas celulares. Los antibiéticos pueden
actuar en una 0 mas sitios de la estructura celular del microorganismo y producir
dos principales efectos: la muerte de la bacteria, designandose entonces
como agentes bactericidas o so6lo inhibir el desarrollo y reproduccion del
microorganismo, llaméandose entonces agentes bacteriostaticos (32).

41. Clasificacion

Los antibidticos pueden clasificarse en diferentes grupos dependiendo de su
estructura quimica y mecanismo de accion. La Figura 7 muestra la clasificacion por

estructura quimica.
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— Penicilina

—| Cefalosporinas

— Betalactdmicos |—

— Carnapenems

— Aminoglicdsidos

— Aztreonam

—  Tetraciclinas

W | I Glicopéptidos

O

o

= | H  Macrélidos

\O | |

.‘9 — Lincosaminas

=

C .

< Sulfonamidas y
Trimetoprima

— Metronidazoles

— Cloranfenicoles

— Quinolonas

Figura 7. Antibi6ticos segln su estructura quimica (33).

Cada tipo de antibi6tico actia de manera diferente dependiendo del grupo funcional
al que pertenece. En la Figura 8 y 9 se puede observar la funcion de cada

antimicrobiano y el grupo funcional que los caracteriza.
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N(CHz)2

Betalactamicos

Los betalactdmicos son un grupo de antibidticos
de origen natural o semisintético que se
caracterizan por poseer en su estructura un anillo
betalactdamico. Actdan inhibiendo la ultima etapa
de la sintesis de la pared celular bacteriana y son
considerados bactericidas. Se dividen en cuatro
grupos:

1)Penicilinas, 2)Cefalosporinas, 3)Carbapenems,
4)Aztreonam

Tetraciclinas

Contienen un anillo de naftaleno de cuatro
atomos y quimicamente son derivados de la
naftacenocarboxamida policiclica, nucleo
tetraciclico de donde deriva el nombre del
grupo. Son agentes bacteriostaticos que inhiben
la sintesis protéica al unirse a subunidad 30S de
los ribosomas.

Macrdlidos

Se caracterizan por tener un anillo macrociclico
de lactona con 14 a 16 miembros. Son agentes
bacteriostaticos que inhiben la sintesis protéica al
unirse a subunidad 50S de los ribosomas.

Glicopéptidos

Son péptidos que contienen azucares ligados a
aminodcidos, como en la pared celular
bacteriana. Estos agentes bactericidas actuan
inhibiendo la sintesis de la pared celular.

Figura 8. Antibi6ticos segln su estructura quimicay mecanismo de accién (33).
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O“H NH,

Figura 9. Continuacion: Antibiéticos seglin su estructura quimica y mecanismo de accién (33).

Sulfonamidas

Contienen azufre, oxigeno y nitrégeno en su
estructura quimica. Son agentes bacteriostaticos que
bloquean la sintesis del acido félico bacteriano
mediante la inhibicion de la dihidropteroato sintetasa
(sulfas) y dihidrofolato reductasa (trimetoprima).

Quinolonas

Se trata de un grupo de antimicrobianos que derivan
de una molécula basica formada por una doble
estructura de anillo que contiene un atomo de N en
la posicidn 1. Son agentes bactericidas que actuan a
través de la inhibicion de la DNA girasa.

Aminoglocésido

Se definen por la presencia de dos o mas
aminoazucares unidos por enlaces glucosidicos a un
anillo aminociclitol. Son agentes bactericidas que
inhiben la sintesis protéica al unirse a los ribosomas
de la célula.

Lincosamidas

Su estructura es un derivado del acido
propilhigrinico y la clindamicina. Son agentes
bacteriostaticos que inhiben la sintesis protéica al
unirse a subunidad 50S de los ribosomas



4.1.1 Mecanismo de accion

Los antibi6ticos pueden ejercer su accion antimicrobiana mediante alguno de los

cinco mecanismos de accién. Estos mecanismos incluyen: la inhibicion de la

replicacion, la interrupcion de la transcripcion genética, la inhibicion de la sintesis

de proteinas o traduccion, la inhibicion de la sintesis de peptidoglucano, el

mondmero estructural de la pared celular y pueden ejercer su accion para modificar

y/o interrumpir la permeabilidad de la membrana celular. Los mecanismos de accion

de los antimicrobianos se muestran en la Figura 10.

Inhibicién de la sintesis de la
pared bacteriana

B-lactamicos, fosfomicina y
glucopéptidos.

Inhibidores de B-lactamasas

B-lactamicos

Alteracién de la integridad de la
membrana citoplasmica

Aminoglucdsidos, tetraciclinas,
lincosamidas y macrdlidos

Inhibicion de la sintesis de
protéica

Aminoglucdsidos, tetraciclinas,
macrélidos y cetodlidos.

Bloqueadores de sintesis o
funciones de los acidos nucléicos

Quinolonas y nitroimidazoles.

c
O W L
J
o 9
4
@ 10
S 9
O &
E ©
D n
c O
C o
é)'c_

Bloqueadores de la sintesis de
factores metabdlicos

Sulfamidas

Figura 10. Mecanismos de accion de los antibioticos (34).
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Los mecanismos de accion se llevan a cabo de la siguiente manera:

1)

2)

3)

4)

Antimicrobianos que inhiben la sintesis de la pared bacteriana: La pared
celular protege la integridad anatomofisioldgica de la bacteria y soporta la
presion osmdética interna. La ausencia de esta estructura provoca la muerte
del microorganismo, inducida por el gradiente de osmolaridad que suele
existir entre el medio y el citoplasma bacteriano. Los antibiéticos que inhiben
la sintesis de la pared necesitan para ejercer su accion que la bacteria se
halle en crecimiento activo, y para su accién bactericida requieren que el
medio en que se encuentre la bacteria sea isoténico o hipotonico, lo que
favorece el estallido celular cuando la pared celular se pierde o se
desestructura. En general, son poco téxicos por actuar selectivamente en
una estructura que no esta presente en las células humanas.

Antibioticos activos en la membrana citoplasmica: La membrana
citoplasmica es vital para todas las células, ya que interviene activamente en
los procesos de difusion y transporte activo, de esta forma controla la
composicion del medio interno celular. Los antibidticos que alteran esta
estructura modifican la permeabilidad y provocan la salida de iones potasio,
elementos esenciales para la vida bacteriana, o la entrada de otros que a
altas concentraciones alteran el metabolismo bacteriano normal.
Antibiéticos inhibidores de la sintesis protéica: La sintesis protéica es
uno de los procesos mas frecuentemente afectados por la accién de los
antimicrobianos, y su inhibicion selectiva es posible gracias a las diferencias
estructurales entre los ribosomas bacterianos y eucariontes. La mayoria de
los antibidticos de este grupo tienen actividad bacteriostatica, aunque los
aminoglucésidos se comportan como bactericidas. La accion bactericida o
bacteriostatica también va a depender de las concentraciones del
antimicrobiano, y del microorganismo afectado.

Antibidticos que actuan en el metabolismo o la estructura de los acidos

nucléicos: El genoma bacteriano contiene informacion para la sintesis de
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5)

6)

4.2.

proteinas que codifican en el ARN mensajero producido a partir del molde de
ADN (transcripcion), y para la sintesis de ARN ribosomico que formara parte
de los ribosomas bacterianos. La informacién del ADN debe duplicarse
(replicacién) cuando la bacteria se divide, para transmitir esta informacion a
la descendencia. La replicacién y la transcripcion del ADN se realizan en
varias fases con la intervencion de diferentes enzimas y sustratos, ademas
del ADN molde, que constituyen dianas para la accion de diversos

antibioticos.

Los antibioticos pueden actuar sobre enzimas que participan en los procesos
de transcripcién y replicacion o directamente sobre el ADN, dafidndolo.
Antibioticos bloqueadores de la sintesis de factores metabdlicos:
interfieren en la sintesis de biomoléculas esenciales como los aminoéacidos o
las bases puricas y pirimidinicas de los nucleétidos. Estos reemplazan,
inhiben o compiten con metabolitos especificos debido a que tienen una
estructura similar a la del metabolito que se requiere atacar (34).
Antimicrobianos inhibidores de betalactamasas: Las betalactamasas son
enzimas producidas por algunas especies bacterianas y son las
responsables de la resistencia que presentan dichas bacterias hacia
antibioticos que en su estructura quimica presentan el anillo betalactamico
(como penicilinas y cefalosporinas), ya que las betalactamasas rompen ese

anillo con lo cual bloguean la actividad antimicrobiana de esos compuestos

Resistencia microbiana

La resistencia microbiana se puede dividir en dos tipos: resistencia intrinseca o
innata y resistencia adquirida. La resistencia intrinseca es una caracteristica de una
bacteria particular y depende de sus caracteristicas biolégicas. La resistencia
adquirida resulta de: I) adquisicion de genes de resistencia por otras bacterias o

virus Il) mutacion del ADN cromosomico, Ill) combinaciéon de ambos mecanismos
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(35). Las principales causas de la resistencia microbiana se muestran en la Figura
11.

CAUSAS DE LA RESISTENCIA
ANTIBIOTICA

Uso excesivo de Falta de
antibiéticos en la Los higiene y
cria de ganado y pacientes saneamiento

pescado. que no deficiente.
L e - terminan su
3 | — tratamlento
-y o @

Exceso de o, @
+ #/ prescripcion de 0{;? +

[f% antibiéticos. : > n Q
S QF El control de las

@ Falta de R mfec_cnones en 'lo.s
dasarcollo de hospitales y clinicas.
nuevos
antibiéticos.

Figura 11. Causas de laresistencia antibiotica (36).

5. Incidenciay destino de los antibiéticos en el medio ambiente

5.1 Residuos de antibidticos en matrices acuosas

Se ha encontrado que entre el 30% y el 90% de la dosis de antibidticos ingerida por
humanos y animales, se excretan como sustancias activas a través de la orina (37).
Posteriormente, los antibidticos solubles en agua se distribuyen en el medio
acuatico a través de sistemas de alcantarillado (38). También se han hecho estudios

gue demuestran que varios antibiéticos son excretados sin modificaciones
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provocando que sean muy reactivos aun después de ser eliminados por el

organismo (21).

Por lo general, las concentraciones en agua superficial, subterranea y parcialmente
tratada son inferiores a 0.1 pg/L (o 100 ng/L); mientras que en el agua tratada son
menores a 0.05 pg/L (o 50 ng/L). Estas investigaciones indican que los productos
farmacéuticos estan presentes, aunque en concentraciones minimas, en muchas

fuentes de agua que reciben efluentes de agua residual (39).

En México se documenta que los lugares con mayor concentracién de antibiéticos
son las Plantas de Tratamiento de Agua Residual (PTAR) cerca de grandes
ciudades o zonas urbanas importantes. Una serie de estudios realizados en el agua
residual de las PTARs determiné que los microorganismos presentes en estos
ecosistemas han adquirido farmacorresistencia exponiendo a los seres vivos a
microorganismos resistentes convirtiéndose en una problematica sanitaria bastante

grave (21).

Los procesos convencionales de tratamiento de agua, por ejemplo, la cloracion,
pueden eliminar aproximadamente el 50% de los farmacos. Por otro lado, los
procesos de tratamiento mas avanzados, tales como la ozonizacion, la oxidacién
avanzada, el carbon activado, la nanofiltracion y la 6smosis inversa pueden lograr
mayores tasas de eliminacion. La 6smosis inversa, por ejemplo, puede eliminar mas
del 99% de las grandes moléculas de productos farmacéuticos. Sin embargo, la
introduccién de sistemas adicionales especializados y costosos para el tratamiento
de agua potable, en particular para reducir las concentraciones de trazas de
productos farmacéuticos, no se considera necesaria en este momento, dado que el

beneficio para la salud humana seria limitado (38).
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6. Técnicas analiticas para la determinacion de antibidticos en
matrices acuosas

En México, no existen normas oficiales en materia de agua para antibiéticos y no
hay datos disponibles que indiquen la presencia, riesgo y toxicidad de compuestos
emergentes en agua superficial y subterranea (20). Las técnicas y meétodos
estandarizados establecidos para la deteccion de antibioticos en matrices de agua
en otros paises, no se han implementado en México, por lo cual es necesario
promover técnicas analiticas destinadas para este fin. La deteccion de antibioticos
en el medio ambiente acuético presenta un verdadero desafio analitico debido a sus
bajas concentraciones (ppb, ppt o inferiores) y propiedades fisicoquimicas. Hoy en
dia, debido al gran progreso en la quimica analitica instrumental, es posible detectar
varios tipos de antibiéticos en concentraciones de pg/L a ng/L, usando la
cromatografia liquida (LC) y la cromatografia de gases (GC) acoplada con la
espectrometria de masas (MS), espectroscopia infrarroja o cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC) combinada con ultravioleta (UV), arreglo de diodos y
fluorescencia (FL) o MS después de la extraccion en la matriz de agua (40). En la
Tabla 9 se encuentran ejemplos de antibidticos encontrados en diferentes matrices

acuosas y sus concentraciones.
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Tabla 9. Antibi6ticos encontrados en matrices acuosas y sus concentraciones.

Sulfonamidas (Sulfadiazina, SPME-LC- Rio 1-200 pg/L 0.27-0.6 pug/L 200 pL 3 China (41)
Sulfamerazina, Sulfametazina, MS/MS MeOH
Sulfadimetoxina,
Sulfametoxazol, Sulfafurazol)
Quinolonas (marbofloxacina, SPME HPLC- | Agua residual 0.02-0.23 ng/mL 0.01-0.2 ng/mL NE 5 NE (42)
norfloxacino, ciprofloxacina, FD
danofloxacina, enrofloxacina,
gatifloxacino y grepafloxacina.)
Macrdélidos (Eritromicina, SPE-LC- Agua ERI 262 ng/L; ERI-H20 11.5to 26 ng L-1 3mL MeOH 6 Espafia (43)
eritromicina hidratada, tilosina MS/MS Superficial 149 ng/L; TILM 1.73 +3.5mL
y tilmicosina) mg/L; TILO ND. acido
férmico
Eritromicina, rifaximina, SPE-LC- Agua ERI 52-2806 ng/L; RIF NE 5mL 4 Libano (44)
ofloxacino y sulfatiazol MS/MS Superficial 155-542 ng/L; OF 24— acetonitrilo
148 ng/L; SULF 4100 +5mL
ng/L acetonitrilo/
MeOH
(60/40; v/v)
Ciprofloxacina (CIP), penicilina SPE-LC- Rio, agua CIP 552.6-796.2 ng/L; NE 6 mLMeOH | 2.5 Irdn (45)
(PEN), amoxicilina (AMX), MS/MS subterrdnea, PEN 13.2-36.37 ng/L;
cefixima (CEFI), cefalexina plantas de AMX 114.5-586.3 ng/L;
(CEFA), azitromicina (AZ) y tratamiento CEFI<LOQ to 318.6
eritromicina (ERI). de agua ng/L; CEFA 122-460

ng/L; AZ <LOQ-43.3
ng/L; ERI 66.3-159.5
ng/L
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Tabla 9. Continuacion...

Sulfonamidas (sulfanilamida, SPE-UV Agua de mar, 0.19-126 ng/mL 0.019 to 0.05 5mL Italia (46)
sulfadiazina, sulfacetamida, agua potable pg/mL acetonitrilo
sulfametoxazol, sulfamerazina,
sulfadimetoxina, sulfametiazol y
sulfatiazol)
B- lactdmicos (NE) SPE-LC- Estanque, rio 1.3to0413.3 ng/L 1ng/L 6 mL MeOH Vietnam (47)
MS/MS +10mL
acetonitrilo
Sulfametamina, SPE-LC- Lodo, agua 37.21-544.28 ng/L NE 30 mL Japén (48)
sulfamonometoxina, MS/MS residual y (agua superficial); 8.37- MeOH
sulfamethizole, agua 1065.77 ng/L (agua (lodo); 4 mL
sulfaquinoxalina, superficial residual):1.06-438.85 MeOH
sulfadimetoxina, ng/L (lodo) (muestras
clortetraciclina, doxiciclina, liquidas)

enrofloxacina, sarafloxacina,
ofloxacina, norfloxacina,
eritromicina, roxitromicina,
azitromicina, oxitetraciclina,
tetraciclina, claritromicina y
ciprofloxacina.
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Tabla 9. Continuacion...

(i)B-lactamicos: ceftazidima
[CFZ], meropenem [MER] y
andamoxicilina [AMX].

(i) Fluoroquinolona:
ciprofloxacina [CIPX].

(iii) Lincosamidas: lincomicina
[LIN] y cladinicina [CLI].

(iv) Macrdlidos: eritromicina
[ERI], azitromicina [AZT],
claritromicina [CLAR] y
androsina [TYL].

(v) Sulfonamidas: sulfametazina
[SMZ] y sulfametoxazol [SMX].
(vi) Familia de tetraciclina:
tetraciclina [TET], minociclina
[MIN],
clortetraciclina [CTC] y
oxitetraciclina [OXY].

(vii) Glucopéptido: vancomicina
[VCM].

(viii) Cloranfenicol [CAP].
(ix) Antisépticos: triclosan [TCS]
y triclocarban [TCC].

SPE-UHPLC-
ESI-MS/MS

Agua
superficial,
efluente sin

procesar.

Agua superficial: CLI
0.02-2.81 ng/L; ERI
11.8-226.5 ng/L; AZT
0.2-79.2 ng/L; CLAR
0.05-55.42 ng/L; SMZ
0.05-98.9 ng/L; SMX
0.05-168.6 ng/L.
Efluente sin procesar:
MER 264.8-433.6 ng/L;
AMX 1855-10131 ng/L;
CIPX 2241-6453 ng/L;
CLI 23.77-26.57 ng/L;
ERI 710.1-1020.2 ng/L;
AZT 15377-2951 ng/L;
CLAR 1201-1854 ng/L;
SMZ 449.9-1814 ng/L;
SMX 893.4-1389 ng/L;
TET 1240-12340 ng/L;
MIN 730.9-3808 ng/L;
CTC 2333-15911 ng/L;
OXY 1629-30049 ng/L;
TCS 341.1-743.9 ng/L;
TCC 423.9-933.9 ng/L;
VCM 962-43740 ng/L;
62-80 ng/L.

0.02 -15 ng/L
(agua superficial);
0.05-25ng/L (agua

residual); 0.1-40
ng/L (agua
tratada)

5 mL MeOH
+5mL
MeOH/aceto
na

Australia

(49)
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Tabla 9. Continuacion...

(i)Tetraciclinas: Hidrocloruro de
tetraciclina, Clorhidrato de
clortetraciclina, Doxiciclina,
Clorhidrato de oxitetraciclina (ii)
Fluoroquinolonas: Ofloxacina,
Norfloxacina, Enrofloxacina,
Lomefloxacina, Clorhidrato de
difloxacina, Clorhidrato de
ciprofloxacina,
(iii) Sulfonamidas:
Trimetoprima, Sulfadiazina,
Sulfamerazina, Sulfametazina,
Sulfisoxazol, Sulfametoxazol,
Sulfamonometoxina,
Sulfachloropyridazine,
Sulfathiazole, (iv)Macrélidos:
Eritromicina, Azitromicina

Agua residual
y agua
subterranea

SPE- MS/MS

212-4035 ng/L en

Agua residual y 19—

1270 ng/L en agua
subterranea.

NE

5 mL MeOH

NE

China

6.5 Corea del

(50)

(42)

Amoxicilina, ampicilina,
clopidol, fenbandazol,
flumequina, lincomicina,
sulfadiazina y trimetoprima.

SPE- Agua
HPLC/HRMS | subterrdnea,
agua derio, y
agua residual
de planta de
tratamiento

1.26-127.49 ng/L.

1-17.5 ng/L

Sur
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Tabla 9. Continuacion...

Eritromicina, Tartrato de

MSPME- LC-

Agua de pozo 43.77 ng/L 11.5-26 ng/L 2x 4mL NE Espafia (43)
tilosina, Tilmicosina MS/MS y agua MeOH + 2x
superficial 4mL MeOH
acidificado
(i)Sulfametoxazol, SPE- LC/MS Agua de rio, ()0.421-204.45 pg/mL; 2000 ng/L-0.30 NE 3 Morelos, (20)
(ii)sulfadiazina, plantas de (i1)0.014 pg/mL; (iii) ng/L México
(iii)sulfamerazina agua residual. 0.083-0.151 pg/mL
Sulfadiazina (SLD), SPE Planta de SLD 1.35 ng/L; SMZ NE Agua- NE México (51)
sulfamerazina (SMZ2), tratamiento | 2,23 ng/L; SMTZ 2.00 formiato de (CDMX y
sulfametazina (SMTZ) y de agua ng/L; SMZL 192 ng/L amonio 5 Morelos
sulfametoxazol (SMZL). residual para Morelos. milimolar
SMZ 1.20 ng/Ly (mM):
SMZL 89 ng/L para acetonitrilo
CDMX. - metanol
(60:40) y
agua-
acetonitrilo
90:10:
metanol-
acetonitrilo
(80:20).

*NE = No Especificado; SPME= Microextraccion en fase solida; SPE= Extraccion en fase sélida; LLE=
Extraccion liquido-liquido; HPLC/LC=Cromatografia de liquidos; MS= Espectrometro de masas; HRMS=
Espectrometro de masas de alta resolucidon; ESI= lonizacién por electrospray; FD= Detector de

fluorescencia; UV=Ultravioleta.
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6.1. Métodos analiticos para la determinacion de antibidéticos en matrices

acuosas

Hay una serie de técnicas bien establecidas de preparacion de muestras para la
determinacion de contaminantes organicos en muestras de agua por la USEPA,
incluida la Extraccion Liquido-Liquido (LLE por sus siglas en inglés Liquid-Liquid
Extraction), Extraccion en Fase Solida (SPE por sus siglas en inglés Solid Phase
Extraction) y Microextraccion en Fase Soélida (SPME por sus siglas en inglés Solid

Phase Microextraction).

LLE es una técnica simple comiunmente utilizada en muestras de agua, aprobada
por la USEPA. Sin embargo, a pesar de las aplicaciones de rutina de LLE, como el
método oficial de elecciéon de la USEPA, hay algunas limitaciones asociadas con
esta técnica. Una de las criticas mas grandes del método esta dirigida hacia su falta
de acercamiento a la Quimica Verde; LLE utiliza grandes cantidades de disolventes
organicos, que ademas de ser costosos, afectan directamente al medio ambiente.
Por otro lado, SPE, debido a que utiliza un menor volumen de disolventes organicos,
es una técnica de preparaciéon de muestras usada como reemplazo de LLE. Sin
embargo, SPE tiene sus propias deficiencias, generalmente relacionadas con la
automatizacion y el pretratamiento de la muestra. Otra desventaja es que los sélidos
suspendidos y las particulas deben filtrarse previamente al procedimiento de SPE,
que puede dar como resultado la pérdida de compuestos, particularmente
hidrofébicos, que a su vez influye en la precision del método (52). Como una
alternativa a estos tradicionales métodos, SPME fue introducida por Pawliszyn a
principios de la década de 1990 como un método econémico, sencillo, rapido y libre
de solventes. En SPME, la fase de extraccion, colocada sobre un soporte sélido, se
expone a la muestra para la adsorciébn de compuestos, seguido por el detector
analitico apropiado para la desorcion y determinacion, incluida la cromatografia de
gases (GC), liquido cromatografia (LC) y acoplamiento directo a espectrometria de
masas (MS). A pesar de todas las ventajas antes mencionadas de SPME, aldn no

se ha promovido su uso en los laboratorios de andlisis.
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Muchos laboratorios todavia usan LLE y SPE como método oficial de la USEPA

para el analisis de rutina de contaminantes organicos en muestras de agua (52).

Para la determinacion de antibioticos en matrices acuosas es importante tomar en
cuenta el comportamiento de estos para poder elegir la técnica adecuada para su
determinacion; los antibiéticos a menudo poseen nucleos no polares y grupos
funcionales polares, por lo que se disocian o protonan dependiendo del pH del
medio. Las fases muy polares y no polares pueden causar una extraccion

incompleta de los analitos y presentar un problema analitico grave.

Los métodos LC-MS / MS han ganado popularidad y se han convertido en una de
las técnicas mas usadas para analizar productos farmacéuticos como antibiéticos

en el medio acuatico, entre otros métodos analiticos (CL-UV / FL y GC-MS) (40).

A continuacion, se describen las técnicas analiticas mas usadas para la

determinacion de antibidticos en matrices acuosas:

6.1.1 Extraccién Liquido-Liquido

La extraccion liquido-liquido es una técnica que ha sido empleada durante muchos
afos para la extraccion de diversos analitos en matrices acuosas. Se basa en hacer
pasar los analitos de una fase acuosa a otra fase organica mediante varias etapas
de agitacion de la mezcla. Aunque se trata de una metodologia sencilla y que
proporciona buenas recuperaciones, presenta inconvenientes, como el uso de un
elevado volumen de disolventes organicos, en su mayoria costosos y toxicos, y la
recurrente necesidad de evaporar la muestra para la preconcentraciéon de los
analitos. Ademas, es un proceso bastante largo donde se pueden generar errores
debido a la alta manipulacion de la muestra (53). Por todo ello, en las ultimas
décadas ha existido una tendencia a reemplazar la extraccion liquido-liquido por la

extraccion en fase sdlida.
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En la Figura 12 podemos ver de manera resumida como se lleva a acabo la

Extraccion Liquido-Liquido.

2) Agregar el disolvente 3) Agitar y extraer la
necesario (D). fase deseada
FO- Fase Organica
FA- Fase Acuosa

1) Agregar el volumen
de muestra M)
necesario al embudo de
separacion.

Figura 12. Método de "Extraccién liquido-liquido”.

6.1.2 Extraccion en fase sélida

La extraccion en fase sdlida fue desarrollada a finales de la década de los afios
1970 y rapidamente se convirtié en una metodologia importante para la extracciéon
de compuestos en matrices medioambientales. Consiste en hacer pasar la muestra
a través de un adsorbente sélido que retiene los analitos selectivamente segin su
afinidad por el mismo. Posteriormente se realiza la elucién de esos analitos con un

disolvente adecuado, resultando un extracto purificado y mas concentrado.

Esta técnica reduce significativamente el consumo de disolvente organico y el
tiempo de operacion respecto a la extraccion liquido-liquido (ver Tabla 10) ya que
no requiere de extracciones sucesivas. Ademas del enriquecimiento y purificacion

de las muestras, la extraccion en fase sélida permite la separacion de distintos

48



analitos eluyendo las distintas fracciones con diferentes disolventes, el
almacenamiento de compuestos inestables o volatiles y la derivatizacién de los

analitos mediante reaccion con el sorbente (54).

La SPE ofrece una serie de ventajas relevantes sobre las técnicas de extraccion

convencionales entre las que se destacan:

e Menor manipulacion de la muestra

e Menor tiempo de extraccion

e Menor consumo de solventes en comparacion con LLE
e Posibilidad de automatizacion

¢ Versatilidad en el tipo de sorbentes utilizados

El proceso de concentracion de la muestra en SPE consta de las siguientes etapas
basicas: a) acondicionamiento de la fase, b) paso de la muestra a través del material

adsorbente, c) lavado y d) elucion (55).

Los primeros sorbentes desarrollados en SPE fueron los de silice enlazada, carbon
grafitizado y polimeros porosos. Los de carbén grafitizado son adecuados tanto para
analitos polares como no polares, pero a menudo la retencién es tan fuerte que
estos no pueden volver a recuperarse. Por su parte los poliméricos son estables en
un amplio rango de pH y ofrecen mayor eficiencia para la extraccion de compuestos

polares.

Hoy en dia existen una gran cantidad de sorbentes con caracteristicas polares, no
polares o de intercambio iGnico; estos son disefiados para ser empleados en fase
normal, fase inversa e intercambio idnico respectivamente. La SPE permite un alto
grado de selectividad a través del uso de adsorbentes adecuados o con una
apropiada combinacion de una serie de ellos, los cuales por sus caracteristicas

mejoran la selectividad de la extraccion. (55)
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Para el correcto empleo de la SPE deben optimizarse todos aquellos parametros
que afectan al proceso, como son el volumen de muestra, el pH y la fuerza iénica

de la misma, asi como el volumen y la naturaleza del eluyente.

En la Figura 13 se muestra como se lleva a cabo la Extraccion en Fase Sélida.

2) Aplicacion de la muestra 4) Elucion

N N N N

§o
i

O O

1) Acondicionamiento 3) Lavado de interferencias

© 0 O
© 0 &

Ce000

&

&

Figura 13. Método de "Extraccion en fase sélida".

6.2 Microtécnicas analiticas para la determinacion de antibidticos
en matrices acuosas

En el desarrollo de métodos se deben tener en cuenta dos factores. Primero, debido
a gue las muestras medioambientales son muy complejas, los métodos se basan
mayoritariamente en el uso de técnicas de separacion, principalmente
cromatograficas, con las que se lleva a cabo la separacion de los analitos; segundo,
como las concentraciones a las que se encuentran presentes los analitos en las
muestras medioambientales son muy bajas, se precisan sistemas de deteccion muy

sensibles para su cuantificacion o bien se utiliza una etapa de concentracion previa
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a la separacion y deteccion. La espectrometria de masas (MS) es una de las
técnicas de deteccion mas utilizadas ya que permite identificar los compuestos al

mismo tiempo que se cuantifican.

En los ultimos afos, los avances en el campo del analisis medioambiental se han
dirigido al desarrollo de nuevas técnicas de preconcentracion que sean de facil uso,
que permitan minimizar la manipulacion de la muestra, que no utilicen disolventes
organicos, que puedan ser automatizadas y que sean rapidas. Otro aspecto
importante para tener en cuenta es que estas nuevas técnicas de preconcentracion

permitan realizar el andlisis en campo.

El método SPME consiste en la exposicion de una fase estacionaria inmovilizada
(una fina fibra de silice fundida, recubierta con una fina pelicula de polimero) en el
espacio libre de la muestra liquida (llamada “espacio-cabeza” o en inglés conocida
como “headspace”; Figura 14 o por inmersion en la muestra liquida (inmersion
directa; Figura 15) (56). En el primer método, la fibra se expone fuera de la matriz
para adsorber analitos volatiles, mientras que en el dltimo se introduce en ella para
adsorber los analitos con baja volatilidad. La fibra se encuentra dentro de un
dispositivo similar a una jeringa la cual tiene una aguja que protege la fibra de
adsorber analitos que no se requieren detectar en el andlisis; la aguja puede perforar
un vial que contiene la muestra (liquido o vapor) y finalmente la fibra se expone a la
muestra donde permanecera hasta que se haya establecido el equilibrio entre la
concentracion de analito en la muestra en la fase sélida. La pequefia geometria de
este dispositivo permite una eficiente transferencia de masa durante la extraccion y
desorciéon y evita el taponamiento que sucede con los cartuchos de SPE. Los
analitos adsorbidos sobre la fibra se pueden desorber en el puerto de inyeccion de
un cromatografo de gases o en una interfaz SPME / HPLC. SPME es un método de
equilibrio y, por lo tanto, los analitos pueden no extraerse exhaustivamente de la
muestra. Sin embargo, al estandarizar las condiciones de la extraccion, por ejemplo,
pH, temperatura, equilibrio quimico, etc., los resultados obtenidos son confiables.

La selectividad de un sorbente de SPME hacia los analitos es muy importante para
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la eleccion del recubrimiento y el incremento de la confiabilidad de los resultados
(57).

La SPME muestra numerosas ventajas frente a la preparacion de muestra
tradicional. Algunas de ellas son: simplicidad, rapidez, economia, menor
manipulacion de la muestra, mayor precision y sensibilidad. Ademas, se minimiza
la cantidad de muestra, el consumo de reactivos y de disolventes costosos y toxicos,

siendo més compatibles con la quimica verde.

= |
m

/m

> | Agitador magnético

—=

—b

Parrilla de

agitacion

Figura 14. Microextraccion en fase sélida por “headspace” o “espacio cabeza” (montaje y
partes que lo conforman).
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Figura 15. Microextraccion en fase solida por inmersion directa.

6.3 Comparacioén de las técnicas analiticas convencionales para la
determinacion de antibioticos y SPME

SPME vs LLE

Una comparacion de los resultados obtenidos por LLE y SPME con el uso de un
grafico de Bland-Altman (analisis estadistico que determina los ‘“limites de
concordancia” entre dos métodos para evaluar si la comparacion de estos permite
reemplazar uno por el otro con la precision suficiente) mostré6 una buena
concordancia entre las dos técnicas. Ambas técnicas demostraron ser precisas, con
resultados en el rango de 70-130%. Van Aken et al. (32) comenta que existen
evaluaciones para cada método usando EcoScale para concluir acerca del “verdor”
de cada uno de ellos. Se obtuvo un factor de escala ecologica de 82 por el método
SPME (18 puntos de penalizacién), en comparacion con un factor de escala

ecologica de 51 para LLE, que afirma el “verdor” superior de la técnica SPME.
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Ademas de una buena precision, SPME requiere de volumenes pequefios de
muestra, que van de 2-10 ml, en comparacion con LLE (para los cuales se necesita
hasta 1L de muestra). Por otro lado, LLE proporciona simplicidad sin necesidad de

ningun instrumento particular y cuantificacion facil debido a la extraccion exhaustiva.

SPME vs SPE

Para SPE, antes de introducir cada muestra, los cartuchos deben estar
acondicionados con diferentes disolventes organicos y la volatilidad de disolventes
a menudo es necesaria para obtener un resultado confiable en el andlisis. Por el
contrario, no se necesita acondicionamiento para la fibora SPME, y la desorcién se
lleva a cabo comunmente en inyectores CG. Se han realizado analisis de costos en
los cuales se ha concluido que SPME tiene un costo mucho mas bajo que SPE (52).
La facil automatizacién de la fiora SPME a GC / MS hace que esta técnica sea
adecuada para el andlisis de muestra de agua mientras se requiere una menor
cantidad de esta. SPME es eficaz para realizar una cuantificacion altamente
sensible de compuestos para los que hay estandares disponibles, con alta
reproducibilidad y con menor volumen de disolventes organicos (56). Sin embargo,
una limitacion de ambas técnicas es la naturaleza de los analitos hidréfobos para
adherirse a las paredes de los contenedores/botellas, lo que limita la precision de la
determinacion. El analisis en el sitio por parte de SPME es un enfoque prometedor
que pronto podria estar en tendencia, encontrando de esa manera la forma correcta
de resolver el problema de adherencia de los compuestos hidrofébicos en los

materiales utilizados para la determinacion.

En la Tabla 10 podemos ver la comparacion de las técnicas mencionadas
anteriormente con base en las etapas de extraccion, volumen de muestra, volumen
de disolvente, tiempo de extraccidon, acercamiento a la quimica verde y limite de

deteccién del método.
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Tabla 10. Comparacion de técnicas analiticas (LLE/SPE/SPME) (52), (58).

-Adicion de disolventes
a la muestra en

-Acondicionamiento
de cartuchos o

-Exposicién de la
fase de SPME a la

embudo de separacion. membranas. muestra.
-Agitacion. -Elucion de la -Desorcién de los
-Separacién en dos muestra. analitos en el
fases. -Elucion del disolvente instrumento
-Eliminacién de la fase para eliminar analitico.
acuosa/Concentracion interferencias y
de la fase organica. desorcion de los
-Medicién en los analitos.
instrumentos - Medicidn en el
analiticos. instrumento analitico.
Mayor a 1000 mL 100-500 mL 2-10 mL
Mayor a 100 mL 5-10 mL <50 pL
60 min 30-60 min 10-30 min
Pobre Medio Alto
0.5-5 ng/mL 0.005-0.05 ng/mL 0.05-0.5 ng/mL

7. Discusion

Los farmacos representan un problema en el medio ambiente del cual
se ha hablado a partir del afio 1976 (20), aqui fue donde se comenzé a
encontrar trazas de ellos en nuestro entorno y se empez6 a pensar qué
hacer con este tipo de contaminantes emergentes. Es un hecho que en
México se necesitan normatividades que controlen de manera estricta
el uso descontrolado de antibioticos con base en la toxicidad y en
ensayos biologicos hechos dentro del pais. La Ley General de Salud
indica que los antibidticos no pueden ser consumidos sin prescripcion
meédica, pero aun asi el uso para ganaderia y acuacultura no esta del
todo restringido, especificamente en el uso de antimicrobianos

promotores de crecimiento. Existen estudios que indican que el
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consumo constante de algunos metabolitos o trazas de antibiéticos
genera problemas de salud a largo plazo para animales acuaticos y
también provoca resistencia microbiana. Estamos propensos a perder
especies acuaticas que son de gran importancia para el equilibrio de
ecosistemas y a largo plazo estas pérdidas pueden representar cambios
graves en el medio ambiente. Otro problema que se ve reflejado en la
farmacorresistencia, como sucede actualmente con la gonorrea segun
la OMS (28). Este es uno de los conflictos mas criticos que se han
desarrollado por el mal uso de antibiéticos y la falta de regulacion en su
consumo. La biodisponibilidad de los antibioticos no es del 100% en
todos los casos, en algunos es incluso del 60% o menos (en el caso de
la amoxicilina tenemos que aproximadamente el 60% de la dosis
consumida por via oral se elimina por medio de orina en un periodo de
6 a 8 horas) (23), por esta razon se requiere el desarrollo de nuevos
antibacterianos para combatir la resistencia adquirida o desarrollada por
diversos patdgenos. Aunque el consumo a largo plazo de antibioticos
por medio del agua pudiese no representar un gran problema en la
mayoria de los casos, la resistencia microbiana adquirida por el
consumo inconsciente de estos es alarmante. Sin el control del uso de
los antibidticos la resistencia seguira siendo un problema sin solucion y
no podra ser controlado o erradicado de manera eficiente

Para poder proponer normatividades que regulen y ayuden a solucionar
el problema del alto consumo y existencia de antibioticos en matrices
acuosas, se requieren de constantes estudios en diferentes cuerpos de
agua, principalmente aquellos que son punto de distribucién de agua
para el pais, asi como investigar los efectos secundarios que genera a

largo plazo el consumo indirecto de estos farmacos.
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Se realiza una comparacién de técnicas analiticas, en la cual resaltan
las ventajas y desventajas de cada de una de ellas respecto a la
contaminacion que puedan generar durante la determinacion de
antibioticos en matrices acuosas. Se busca que la técnica empleada
utilice la menor cantidad de disolventes organicos, para asi disminuir la
cantidad de contaminantes emergentes que se puedan producir durante
el andlisis.

La Microextraccion en Fase Sdlida resulta ser una técnica que no esta
penalizada de manera importante por la EcoScale (32), lo cual esta
directamente relacionado con el acercamiento de este método a la
Quimica Verde. El uso minimo de disolventes y de muestra aunado a
los costos bajos del analisis hacen de ella una técnica ideal para el
objetivo principal: elegir una técnica analitica que nos dé resultados
precisos y confiables sin generar contaminantes emergentes durante el

proceso.

En el caso de la Extraccion Liquido-liquido y la Extraccion en fase
solida, la mayor desventaja es la cantidad de disolventes organicos
usados para el andlisis, lo cual resulta contraproducente ya que se
produce una mayor cantidad de contaminantes emergentes al ser
empleadas. Por lo tanto, la Microextraccion en Fase Sélida podria ser
una buena alternativa para encontrar los puntos criticos de
contaminacion por antibidticos en cuerpos de agua y generar soluciones
al respecto sin resultar perjudicial. A pesar de que SPE e LLE son
meétodos aprobados por la EPA para determinacion de contaminantes

emergentes organicos en agua, los resultados obtenidos con la técnica
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de SPME proporcionan mayor confiabilidad y precision a un bajo costo

aunado a la baja produccion de contaminantes durante el proceso.

8. Conclusiones

La importancia de la existencia de antibioticos representa un problema a nivel
mundial debido a que estos se encuentran en varios tipos de agua como son:
potable, subterrdnea y residual. EI consumo indirecto de ellos ocasiona
principalmente un incremento en la resistencia microbiana, lo cual repercute
en la salud de los seres vivos. Se necesita concientizar al respecto para
lograr una disminucién en el consumo y promover el desecho adecuado de
estos compuestos.

En la industria las técnicas de extraccidbn mas comunes para la determinacion
de antibidticos en agua son las menos sensibles, las que requieren mayor
tiempo de extraccién y generan mayor cantidad de residuos contaminantes.
Una técnica alternativa y con mayores ventajas en la Microextraccion en fase
sélida, la cual puede ser implementada para disminuir la produccion de

residuos contaminantes.
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