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Resumen

Se realizaron muestreos en dos temporadas (lluvias y estiaje) de los influentes, efluentes
y lodos de tres plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) de la Ciudad de
México (Cerro de la Estrella, C.E., Chapultepec, Ch, y Santa Fe, S.F.) empleando para
la cuantificacion de antibiéticos el método de cromatografia liquida de ultra alta
resolucion acoplada a masas (UPLC-MS/MS, por sus siglas en inglés). Originalmente se
plante6 evaluar la capacidad de remocién de cada uno de los sistemas de tratamiento
mediante balances de masa. Se estudid la presencia de tres antibiéticos B-lactamicos
(ampicilina, ceftriaxona y meropenem) y un glucopéptido (vancomicina) en algunas
muestras de agua residual, sélidos en suspension y lodos de purga de las tres PTAR
estudiadas. Para el desarrollo y planteamiento de la metodologia analitica se tom6 como
punto de partida un trabajo previo donde se establecié una metodologia analitica para la
cuantificacion de los cuatro antibiéticos mencionados en muestras de agua y lodo
residual. El andlisis de las muestras (agua y lodo) del primer muestreo realizado en
temporada de lluvias (septiembre 2021) se efectud de acuerdo con esa investigacion
previa. Sin embargo, se obtuvieron concentraciones de antibidticos muy elevadas,
debido a que no se tomaron en cuenta los efectos causados por la matriz. A partir de
estos resultados se tomo la decision de optimizar la metodologia tomando en cuenta los
efectos causados por la naturaleza de la muestra, con lo cual se procesé el segundo
muestreo (estiaje). En los resultados del segundo muestreo se observé que las
concentraciones de los antibidticos en las muestras de agua oscilaron entre 0.84 y 9.15
Mg/L y en las muestras de lodos entre 0.11 y 799 ug/g de materia seca. En los sélidos en
suspension del influente las concentraciones fueron mas elevadas, entre 177.9y 7749
Mg/g de materia seca. La clase de antibiéticos dominante fueron los B-lactamicos:
Ceftriaxona se cuantifico en el 44% de las muestras, ampicilina en el 28% y vancomicina
en el 22%. Meropenem no logré ser detectado en las muestras de agua debido al ruido
en los cromatogramas (relacion sefial/ruido<3). En las muestras de lodo se detectaron
ceftriaxona, meropenem y ampicilina en todas las muestras, mientras que vancomicina
no logro ser cuantificado. Para ese antibiotico en lodo, a pesar de que las muestras
fueron ‘enriquecidas’ (spiking en inglés), el calculo de su concentracién resulté en valores
negativos indicando que el método no da los resultados esperados. Ceftriaxona presenté
las concentraciones mas elevadas en las muestras de lodo, seguido de meropenem y
ampicilina en tercer lugar. En los sélidos en suspension de cada influente se presento el
mismo comportamiento, con ceftriaxona en mayor concentracion. Con estos resultados
se realizd, como ejercicio, un balance de masa uUnicamente para ceftriaxona,
correspondientes a un dia de muestreo en las plantas C.E. y S.F., ya que se tenian
resultados para los tres tipos de muestras (agua, lodos y sélidos en suspension). La
mayor parte del antibidtico ingresa a la planta adsorbido en los sélidos en suspension.
Con base en el ejercicio de balance de masa debera corroborarse en experimentos
futuros con resultados que sean precisos, exactos, confiables y reproducibles.

Palabras clave: Antibidticos, plantas de tratamiento de aguas residuales, lodo residual,
UPLC-MS/MS (CLUAR-EM/EM)



Abstract

Sampling was carried out in two seasons (rainy and dry) of the influents, effluents, and
sludge from three wastewater treatment plants (PTAR) in Mexico City (Cerro de la
Estrella, C.E., Chapultepec, Ch, and Santa Fe, S.F.) using for the quantification of
antibiotics the ultra-high performance liquid chromatography method coupled to masses
(UPLC-MS/MS). Originally, it was proposed to evaluate the removal capacity of each of
the treatment systems through mass balances. The presence of three 3-lactam antibiotics
(ampicillin, ceftriaxone and meropenem) and a glycopeptide (vancomycin) was studied in
some samples of wastewater, suspended solids, and purge sludge from the three
WWTPs studied. For the development and approach of the analytical methodology, a
previous work was taken as a starting point where an analytical methodology was
established for the quantification of the four antibiotics mentioned in samples of water and
residual sludge. The analysis of the samples (water and biomass sludge) of the first
sampling carried out in the rainy season (September 2021) was carried out according to
that previous investigation. However, very high concentrations of antibiotics were
obtained, because the effects caused by the matrix were not taken into account. Based
on these results, the decision was made to optimize the methodology taking into account
the effects caused by the nature of the sample, and with it the second sampling (dry
season) was processed. It was observed in the results of the second sampling, that the
concentrations of antibiotics in the water samples ranged between 0.84 and 9.15 ug/L
and in the biomass sludge samples between 0.11 and 799 ug/g of dry matter. In the
suspended solids of the influent, the concentrations were higher, between 177.9 and 7749
Mg/g of dry matter. The dominant class of antibiotics were B-lactams: Ceftriaxone was
guantified in 44% of the samples, ampicillin in 28%, and vancomycin in 22%. Meropenem
could not be detected in the water samples due to noise in the chromatograms (signal to
noise ratio <3). In the sludge samples, ceftriaxone, meropenem, and ampicillin were
detected in all samples, while vancomycin could not be quantified. For this antibiotic in
sludge, despite the fact that the samples were ‘enriched’ (spiking in English), the
calculation of its concentration resulted in negative values, indicating that the method
does not give the expected results. Ceftriaxone presented the highest concentrations in
the sludge samples, followed by meropenem, and ampicillin in third place. In the
suspended solids of each influent the same behavior was presented, with ceftriaxone in
higher concentration. With these results, as an exercise, a mass balance was carried out
only for ceftriaxone, corresponding to one day of sampling in the C.E. and S.F. WWTPs,
since there were results for the three types of samples (water, sludge, and suspended
solids). Most of the antibiotic enters the plant adsorbed on suspended solids. Based on
the mass balance exercise, it should be corroborated in future experiments with results
that are precise, exact, reliable, and reproducible.

Keywords: Antibiotics, wastewater treatment plants, sewage sludge, UPLC-MS/MS
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Glosario

Concepto Significado
Antibidtico betalactamico perteneciente al grupo de las penicilinas
Ampicilina semisintéticas. Es bactericida para bacterias Gram positivas y para
bacterias Gram negativas
: En el reactor anaerobio se opera en condiciones sin oxigeno
Anaerobio
molecular
Proceso que ocurre en ausencia de oxigeno, pero en el que existen
ANGXICO of[ros compuestos aceptor_es de e_Iegtrpnes como Io_s pompuestos
nitrogenados, que se convierten biolégicamente en nitrdgeno como
resultado de la desnitrificacion
Ceftriaxona Antibidtico betalact_é,mico perteneciente al grupo de las cefalosporinas
de tercera generacion.
CE Contaminantes emergentes
C.E. Cerro de la Estrella (planta de tratamiento)
Ch. Chapultepec (planta de tratamiento)
CLAR Cromatografia de liquidos de alta resolucién
CLUAR Cromatografia de liquidos de ultra alta resolucion
COVID-19 Siglas en inglés para !a enf_ermedad provocada por el coronavirus en
el afio 2019 (Coronavirus disease 2019)
DQO Demanda quimica de oxigeno
EFS Extraccion en fase soélida (SPE por sus siglas en inglés)
El Estandar interno
GRA Genes de resistencia a antibioticos

Gram Hans Christian

Bacteridlogo danés que desarroll6 la tincion de Gram, un método de
amplio uso en microbiologia que ayuda a clasificar bacterias y a
hacerlas mas visibles en el microscopio (Nacio el 13 de septiembre de

Joachim 1853, Copenhague y falleci6 el 14 de noviembre de 1938,
Copenhague) (Faculties of the University of Copenhagen, 2008)
HPLC Siglas en inglés para cromatografia de liquidos de alta resolucion
Il Instituto de ingenieria
LC Limite de cuantificacion
LD Limite de deteccion
LIA Laboratorio de Ingenieria Ambiental
LM Licor mezclado
MAE Método de adicidn estandar
Antibiético betalactdmico perteneciente al grupo de carbapenémicos
Meropenem L h
gue presenta actividad frente a P. aeruginosa
Su traduccién del inglés es granulo o comprimido (de pila en latin o
p pelota en espafiol). En esta tesis se utiliza el término en inglés para
ellet . o
hacer referencia a los solidos concentrados en el fondo de un
recipiente, resultado de la centrifugacion
pH Potencial de hidrégeno
PTAR Planta de tratamiento de agua residual
PUCRA Plan Universitario para el Control de Resistencia Antimicrobiana de la
UNAM
SAM Método de adicidn estandar (SAM por sus siglas en ingles)
SARS-CoV-2 Siglas para Sindrome de respiracién aguda severa causada por el

coronavirus 2
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Concepto Significado
S.F. Santa Fe (planta de tratamiento)
SPE Extraccion en fase sélida (SPE por sus siglas en inglés)

Temporada de estiaje

Es el periodo en que los cuerpos de agua alcanzan su nivel minimo
durante la temporada de mayor calor debido a la sequia. Es esta tesis
se trabajé durante este periodo en el mes de marzo.

Temporada de lluvias

Es la época del afio en la que se produce la mayor parte de la
precipitacion media anual en la regién. En esta tesis se trabaj6 durante
este periodo en los meses de agosto y septiembre.

UF Ultrafiltracién
UNAM Siglas para la Universidad Nacional Autbnoma de México
UPLC-MS/MS Cromatografia liquida de ultra alta resolucion acoplada a un

espectrometro de masas (UPLC-MS/MS por sus siglas en inglés)

Vancomicina

Antibiotico del grupo de los glucopéptidos. Se caracteriza por su gran
tamafio y elevada masa molecular. Inhibe la sintesis de la pared
bacteriana

Vortex, Vortex

Nombre comercial de un mezclador de laboratorio dotado de un motor
al que se fija un recipiente ligeramente excéntrico, de tal modo que la
rotacion de aquel genere un vértice en el contenido del recipiente

WWTP

Siglas para la planta de tratamiento de aguas residuales, en inglés

Simbolos y caracteres griegos

B Beta

¥ Micro (prefijo)
° Grados

+ Méas/Menos

> Mayor que

< Menor que

Ecuaciones, variables usadas

b: Pendiente de la curva

C inf: Concentracion de antibiético disuelto en el influente (g/L)

Ca: Concentracion del analito de interés

Cefi(ss): Concentracion de antibiético adsorbido en los sélidos suspendidos en el
efluente (g/g)

Cinf(ss): Concentracion de antibiético adsorbido en los sélidos suspendidos en el
influente (g/g)

Clodo: Antibiotico adsorbido en el lodo (g/g)

Cs: Concentracion del estandar afiadido (10 pg/mL)

Cx: Concentracion del analito de interés en la muestra
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k:

Meti:

Minf:

Miodo:

na.

Qagua residual.
Qiodo:

S:
Se:
SSinf:
SSefi:
STiodo:

Vs:
Vi:
VX:

Constante de proporcionalidad
Masa de cada antibiético en el efluente (g/dia)

Masa de cada antibiético en el influente (g/dia)

Masa de cada antibiotico en el lodo de purga (g/dia)

Numero total de moles del analito (de la muestra + el estdndar afiadido)
Flujo diario (L/dia)

Flujo de lodo de purga (L/dia)

Sefial de la muestra en el equipo UPLC-MS/MS (area "y")

Desviacion estandar residual

Concentracion de sélidos suspendidos en el agua residual influente(g/L)
Concentracion de sélidos suspendidos en el agua residual efluente (g/L)
Concentracion de sélidos totales en el lodo (g/L)

Volumen del estandar afiadido, spiking en inglés ("X")

Volumen total (5 mL)

Volumen de la muestra con el analito de interés (3 mL)
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INTRODUCCION

El avance de la ciencia, a lo largo de la historia de la humanidad, ha favorecido el
desarrollo de una amplia gama de productos quimicos que en cierta medida han
mejorado la calidad de vida de una parte de la poblacién. Estos productos son utilizados
con fines diversos, entre los que se encuentran los farmacos (antibioticos). El rapido
crecimiento poblacional ha provocado el incremento en la demanda de estos farmacos
y, como resultado, su liberacién al ambiente. Esto se debe a que estas sustancias no son
completamente metabolizadas por el cuerpo humano y, como resultado, son excretados

a través de la orina y las heces.

Las sustancias de sintesis quimica (como los antibioticos), que no existen originalmente
en la naturaleza, han sido llamadas contaminantes emergentes (CE). Estos CE se
encuentran en el ambiente en concentraciones muy bajas, desde ng/L, por lo que pueden
pasar inadvertidos. Sin embargo, son continuamente introducidos al ambiente,
incrementando su capacidad para generar impactos ecoldgicos. La presencia de
antibidticos en los sistemas de drenaje y tratamiento de aguas residuales puede
favorecer el desarrollo de genes de resistencia a antibioticos (GRA) en los
microorganismos presentes en esos ambientes, representando un riesgo para la salud

publica.

Las plantas de tratamiento de agua residual no estan disefiadas para la remocion de este
tipo de contaminantes (antibiéticos); sin embargo, se ha demostrado que tienen la
capacidad de remover parcialmente estos contaminantes del agua, mediante diferentes
mecanismos como la degradacion biotica y abidtica o bien, sorbidos en los lodos de
purga, aunque todavia no se sabe el mecanismo real. En diversos paises se ha evaluado
la remocién de dichos compuestos empleando diferentes tecnologias de tratamiento de
aguas residuales y en cada una se han obtenido resultados distintos, debido a que la
presencia de antibiéticos en el agua residual depende de la manufactura en industrias
presentes en la region, el consumo de éstos en la poblacién, la disposicion de farmacos

caducos en los drenajes, entre otros. Por otro lado, la remocién de los farmacos en las
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plantas de tratamiento se podria ver favorecido o no por las propiedades fisicoquimicas
del compuesto y de la tecnologia y condiciones de operacion de la planta estudiada.

En la literatura se reportan concentraciones de antibiéticos en agua residual y solamente
unos pocos trabajos analizan muestras de lodo residual. Lo anterior debido a la dificultad
que conlleva el analisis de dichas muestras debido al alto contenido y variedad de

compuestos presentes en éstas.

En México se ha reportado la cuantificacién de algunos antibiéticos en agua residual,
como la ampicilina que fue cuantificada por Robledo-Zacarias et al. (2017) en 17.1 ug/L,
en una planta de tratamiento de lodos activados el estado de Michoacan. Por otro lado,
Calderon et al. (2019), Estrada-Arriaga et al. (2016) y Pefia-Alvarez y Castillo-Alanis
(2015) analizaron agua residual de plantas de tratamiento para la cuantificacion de
farmacos (entre ellos algunos antibidticos) en Guanajuato y la Ciudad de México. De los
trabajos reportados en México solamente se encontré uno que evaluo la capacidad de
remocion de antibidticos en una planta de tratamiento de agua residual en Acapulco,
Guerrero, la cual utiliza tecnologia de lodos activados con tratamiento terciario basado
en desinfeccion UV (Martinez-Organiz et al.,, 2021). Estos autores analizaron cuatro
antibidticos (sulfametoxazol, ciprofloxacina, norfloxacino y ofloxacino) con remociones
desde el 62.2 al 97.9%.

En el presente trabajo se realizaron muestreos en tres plantas de tratamiento de agua
residual de la Ciudad de México (Cerro de la Estrella, Santa Fe y Chapultepec). Cada
planta emplea una tecnologia de tratamiento diferente. Por ello, con el fin de cuantificar
cuatro antibioticos representativos en México (ampicilina, ceftriaxona, meropenem y
vancomicina) y evaluar la capacidad de remocion en cada planta para cada antibiético
determinando el principal mecanismo de remocion en cada proceso para cada antibiotico

se planteé la presente investigacion.
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Capitulo 1. MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

A lo largo de la historia de la humanidad, el avance de la ciencia ha privilegiado el
desarrollo de la industria. Las investigaciones de diversas disciplinas cientificas estan
impulsadas por las exigencias econdémico-sociales de cada época (Mulet-Hing y Hing-
Cortén, 2008). Un ejemplo de ello se observd en la Segunda Guerra Mundial,
caracterizado como uno de los periodos mas destructivos de la historia, pero también fue
uno de los periodos con gran avance en la investigacion y desarrollo de nuevos productos
con aplicaciones en diversas ramas de las ciencias, nuevas sustancias y materiales que
condujeron a un mayor bienestar para una pequefia parte de la sociedad, aumento de
su esperanza y calidad de vida. Entre ellos, productos quimicos y materiales que han
incrementado el bienestar de esas sociedades, su longevidad y mejorado las condiciones
generales de vida de ese sector del mundo (Calvo-Flores et al., 2018). El resto, la

mayoria de la poblacion mundial, sigue viviendo en situaciones precarias.

Se ha desarrollado una amplia gama de productos quimicos que han mejorado la calidad
de vida de ese pequefio sector de la poblacion. Un tipo de productos son utilizados con
fines médicos (productos farmacéuticos como antibioticos, antiinflamatorios,
analgésicos, hormonas, drogas licitas), higiénicos y cosméticos (productos del cuidado
personal), proteccion contra plagas a cultivos (plaguicidas) y aditivos industriales, entre
otros. Por su parte, el rapido crecimiento demografico ha incrementado la demanda de
estas sustancias y, como resultado, su liberacion al ambiente. Ante ello, ha aumentado
el interés por el destino de tales productos, convertidos en contaminantes del ambiente,
con diversos impactos ambientales. En este contexto, el agua es uno de los recursos
mas afectados en términos de pérdida de la disponibilidad y deterioro de la calidad en
fuentes de agua superficial y subterranea para todos (Pefia-Guzman et al., 2019), son

pocos los beneficiados y el resto del planeta es el que sufre de este supuesto beneficio.
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Las sustancias de sintesis quimica que no existen originalmente en la naturaleza han
sido llamadas contaminantes emergentes (CE). Este término es utilizado para referirse a
compuestos producto de la actividad humana, cuya presencia en el ambiente no se
considera significativa (en términos de concentracion: ug/L, ng/L), por lo que pueden
pasar inadvertidos. Sin embargo, tienen una alta capacidad de generar impacto
ecoldgico, asi como efectos adversos en la salud. Los CE son continuamente
introducidos al ambiente principalmente en agua residual de tipo doméstico e industrial,
efluentes de las plantas de tratamiento, efluentes hospitalarios, actividades agricolas y
ganaderas (Gil et al., 2012).

Los CE pueden clasificarse en (Vaz, 2018):

e Farmacos: Como antibioticos, antiinflamatorios, analgésicos, drogas psiquiatricas,
reguladores lipidicos, esteroides y hormonas.

e Productos del cuidado personal que pueden contener en su formulacion CE:
Fragancias, agentes de proteccion solar, repelentes de insectos, antisépticos,
jabones, pasta de dientes, champus, cremas, desodorantes, tintes de cabello, etc.

e Plaguicidas: Insecticidas, fungicidas, herbicidas.

e Productos industriales y domésticos: Formulaciones de limpieza, desengrasantes,
aerosoles, lubricantes, recubrimientos, pinturas, selladores, tratamientos para la
madera, etc.

e Surfactantes: I6nicos y no iénicos.

e Aditivos y disolventes industriales: Agentes dispersantes, agentes humectantes y
de superficie, antiespumantes, modificadores reoldgicos y agentes formadores de

pelicula.

En la literatura se puede encontrar que parte de estos CE pueden ser eliminados del
agua residual durante su depuracién en plantas de tratamiento convencionales a pesar
de que estos sistemas no estan expresamente disefiados para la remocién de estos
compuestos (Pomiés et al., 2013). Su remocién depende directamente de sus

propiedades fisicoquimicas (estructura quimica, polaridad, solubilidad en el agua,
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coeficiente de particion octanol/agua), asi como de las condiciones operacionales de
cada proceso. Como resultado, diferentes reacciones de transformacion en estos
compuestos pueden producir metabolitos que, a menudo, difieren con respecto del
contaminante original, en su comportamiento ambiental y en su perfil ecotoxicoldgico
(Virkutyte, 2010).

Entre los contaminantes emergentes, los productos farmacéuticos son uno de los grupos
de sustancias predominantes en el ambiente debido a su uso en las zonas urbanas y a
sus propiedades fisicoquimicas. Estos productos biolégicamente activos han recibido
particular atencion debido a su persistencia y el posible efecto perjudicial en el
ecosistema acuatico. Un importante conjunto de estos contaminantes cae en la categoria
de los compuestos perturbadores (disruptores) endocrinos, que continuamente entran en
el medio acuatico en pequefia concentracion. Permanecen activos incluso en bajas
concentraciones, deterioran la calidad del agua y tienen un impacto adverso en el
ecosistema y la salud humana e incluso animal (Tiwari et al., 2017). Por su parte, la
presencia de antibidticos en las aguas residuales puede provocar que los
microorganismos presentes en los sistemas de tratamiento o en el medio receptor
adquieran resistencia a esos productos, lo que da pie a la llamada resistencia de

bacterias a los antibiéticos o antimicrobianos (Koopaei y Abdollahi, 2017).

El consumo y la aplicacion de los productos farmacéuticos pueden variar
considerablemente de un pais a otro. Se estima que varios cientos de miles de toneladas
de productos farmacéuticos se utilizan para el tratamiento de enfermedades humanas y

animales, asi como en la ganaderia y la acuicultura (Calvo-Flores et al., 2018).

Las principales fuentes a partir de las cuales se liberan productos farmacéuticos en el
ambiente son del tratamiento médico y terapéutico en humanos y el ganado. Estos
farmacos son normalmente absorbidos y metabolizados parcialmente; es asi como el
compuesto original, los residuos de los ingredientes activos y sus metabolitos se excretan
en la orina y las heces como "compuestos parentales”, "compuestos conjugados" o

"metabolitos". Los residuos fecales y urinarios son vertidos directamente en los sistemas
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de drenaje domésticos o municipales, llegando posteriormente a las plantas de
tratamiento de agua residual. Estos contaminantes también pueden llegar al ambiente a
través de la eliminacién inapropiada de productos no utilizados y caducos (Calvo-Flores
et al., 2018).

Los principales componentes de los desechos farmaceéuticos son los antibidticos, los
productos de quimioterapia, las hormonas, los analgésicos, los antipiréticos y los
antidepresivos (Tiwari et al., 2017).

Tras la administracion de los productos farmaceéuticos y su posterior liberacion del
organismo se da lugar a concentraciones del orden de pg/L en el agua superficial en
paises desarrollados y hasta de mg/L en los paises con economias emergentes como se

les llama a los paises en desarrollo (Calvo-Flores et al., 2018).

1.2. Antibiéticos

En 1928, Alexander Fleming, quien trabajaba en el Hospital St. Mary en Londres, not6
gue una colonia (en una caja Petri) de bacterias de Staphylococcus (causante de
enfermedades en la piel) se habia inhibido debido a un moho verdoso que crecia en un
area adyacente al cultivo de Staphylococcus. Fleming extrajo la sustancia del moho
verdoso, responsable de la inhibicibn de la bacteria, y demostré6 que su actividad
antibacteriana se presentaba también en ratones infectados. El cientifico nombré a esta
sustancia penicilina, en honor al moho Penicillium del que la obtuvo. En 1945 Fleming

obtuvo el premio Nobel en Medicina por su trabajo (Bhattacharjee, 2016).

El término antibidtico fue utilizado por primera vez por el bioquimico y microbidlogo
Selman Waksman en la Universidad de Rutgers en 1943, quien junto con sus
colaboradores descubrieron el antibiético estreptomicina. Segun la definicion de Selman,
un antibiético es una sustancia producida por microorganismos con capacidad de inhibir
el crecimiento e incluso destruir otros microorganismos. Posteriormente, se lograron

desarrollar compuestos sintéticos que tenian propiedades antibidticas. Asi que los
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antibidticos pueden definirse como moléculas que matan o inhiben el crecimiento de
microorganismos y causa un dafio minimo a las células huéspedes, ya que la aplicacién
practica de los antibidticos es curar las infecciones en los seres humanos o animales,

por lo que deben tener propiedades selectivas (Bhattacharjee, 2016).

1.2.1. Clasificacion de antibidticos

De acuerdo con la interaccién microorganismo-antibiético, estos farmacos pueden

dividirse en:

a) Bactericidas: Su accion es letal, llevando a la lisis bacteriana.
b) Bacteriostaticos: Impiden el desarrollo y multiplicacion bacteriana, pero sin llegar
a destruir las células; de hecho, cuando se retira el antibiético, el microorganismo

se puede multiplicar de nuevo

Segun el espectro de accion:

c) Amplio: Aquellos antibiéticos que son activos sobre un amplio nUmero de especies
y géneros diferentes.

d) Reducido: Antibidticos que solo son activos sobre un grupo reducido de especies.

De acuerdo con el mecanismo de accion:

Es el mecanismo por el cual un antibiético es capaz de inhibir el crecimiento o destruir
una célula bacteriana Se dividen en inhibidores de la formacion de la pared bacteriana,
inhibidores de la sintesis proteica, inhibidores de la duplicacion del ADN, inhibidores de

la membrana citoplasmatica, inhibidores de vias metabdlicas (Betancourt et al., 2006).

A lo largo del tiempo han ido surgiendo diferentes tipos de antibidticos y clasificAndose
en grandes grupos como los betalactamicos, peptidicos, aminoglucésidos, macrolidos,

guinolas, tetraciclinas, entre otros (Betancourt et al., 2006).
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1.2.2. Betalactamicos

Los betalactamicos son un grupo de antibiéticos de origen natural o semisintético que se
caracterizan por poseer en su estructura un anillo betalactamico (Figura 1.1). Actdan
inhibiendo la udltima etapa de la sintesis de la pared celular bacteriana. Constituyen la
familia mas numerosa de antimicrobianos y la mas utilizada en la practica clinica. Su
espectro se ha ido ampliando a lo largo de los afios por la incorporacion de nuevas
moléculas con mayor actividad frente a los bacilos Gram negativos; pero la progresiva
aparicion de resistencias adquiridas ha limitado su uso y su eficacia en determinadas
situaciones. El espectro de utilidad de los betalactamicos incluye bacterias Gram
positivas, Gram negativas y espiroquetas. Se pueden clasificar en cuatro grupos
diferentes: Penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos y carbapenémicos (Betancourt
et al., 2006).

/—NH

Figura 1.1. Anillo betalactamico (Suarez y Gudiol, 2009)

El anillo betalactdmico consiste en un anillo heterociclico de cuatro atomos, tres de
carbono y uno de nitrogeno (Figura 1.1). Segun la naturaleza de los radicales se
diferencian las distintas moléculas (Tabla 1.1), siendo las cadenas laterales
complementarias las mas relacionadas con su actividad antimicrobiana, farmacocinética
y toxicidad (Gémez et al., 2015).

Los antibidticos betalactamicos se encuentran dentro de los mas consumidos a nivel
mundial; sin embargo, estos compuestos no han sido detectados con frecuencia en las
plantas de tratamiento de agua residual (PTAR), lo cual se atribuye a la inestabilidad del
anillo betalactdimico que les confiere la propiedad de ser compuestos faciimente
hidrolizables (Wang et al., 2020b; Zhang y Li, 2011).
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Tabla 1.1. Estructura quimica de antibiéticos betalactdmicos (Cruz-C. y Diaz-R., 2010)
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1.2.2.1. Penicilina

El grupo de las penicilinas se puede clasificar en penicilinas naturales, semisintéticas y
resistentes a penicilasas. En las penicilinas semisintéticas se encuentra la ampicilina
(Figura 1.2). La ampicilina es bactericida tanto para bacterias Gram positivas como para

bacterias Gram negativas (Gémez et al., 2015).
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Ampicilinz(l)

Figura 1.2. Estructura quimica de la ampicilina (una penicilina) (Opris et al., 2013)

En la Tabla 1.2 se presentan propiedades caracteristicas de la ampicilina.

Tabla 1.2. Propiedades fisicoquimicas de la ampicilina (Bartzatt et al., 2007)

Ampicilina
Tipo de antibiético B-lactamico: Penicilina
Férmula C16H19N304S
Masa molecular (g/mol) 349.4
log Kow -1.546
pKa 244+ 05
Solubilidad en agua (mg/L) a 25°C | 6133

1.2.2.2. Cefalosporina

Estos farmacos constituyen el segundo grupo de derivados betalactamicos descubierto
y probablemente es el mas amplio en cuanto a moléculas desarrolladas y
comercializadas. Se agrupan en generaciones, cuatro en el momento actual. La
ceftriaxona (Figura 1.3) pertenece a la tercera generacion de cefalosporinas (Gémez et

al., 2015). La Tabla 1.3 presenta propiedades fisicoquimicas de este antibidtico.
H,N

s

Ceftriaxona
Figura 1.3. Estructura quimica de la ceftriaxona (Opris et al., 2013)
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Tabla 1.3. Propiedades fisicoguimicas de la ceftriaxona (Ram et al., 2018)

Ceftriaxona
Tipo de antibiotico B-lactamico: Cefalosporina
Formula Ci18H18NsO7S3
Masa molecular (g/mol) 554.58
log Kow 0.025
pKa 257+0.5
Solubilidad en agua (mg/L) a 25°C | 105

1.2.2.3. Carbapenémicos

Este grupo de sustancias se divide en dos subgrupos, segun tengan o no actividad frente
a P. aeruginosa. El antibiético meropenem pertenece a este grupo, presentando actividad
frente a P. aeruginosa (Gomez et al., 2015). La estructura molecular del antibiético y sus

propiedades fisicoquimicas se presentan en la Tabla 1.4.

Tabla 1.4. Propiedades fisicoquimicas del meropenem (Le et al., 2018; Wang et al., 2020a)

Meropenem

Tipo de antibiético B-lactamico:

Carbapenem
Formula C17H25N30sS
Masa molecular (g/mol) 383.46
log Kow -1.25
pKa 4.27 £ 0.6
Solubilidad en agua (mg/L) a 25°C | 2200 Meropenem

1.2.3. Glucopéptidos

Los glucopéptidos son un grupo de antibiéticos formado por dos Unicos componentes:
La vancomicina y la teicoplanina. Ambos son farmacos de estructura quimica compleja,
muy parecida, pero sin similitud con otros grupos terapéuticos (Figura 1.4). Se
caracterizan por su gran tamafo y elevada masa molecular. El nlcleo central es un

heptapéptido que se encuentra unido a distintos glucidos y residuos de aminoacidos,
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algunos de ellos arométicos. El mecanismo de accion es similar en los dos farmacos del
grupo, ya que inhiben la sintesis de la pared bacteriana. En el caso de la vancomicina a
este mecanismo se suman otros, como la alteracion de la permeabilidad de la membrana
o la inhibicion de la sintesis de RNA (Garcia-Quetglas et al., 2003).

Aproximadamente un 80% a 90% de la dosis de vancomicina se excreta inalterada por
la orina durante las primeras 24 horas tras su administracion (Garcia-Quetglas et al.,
2003). La Tabla 1.5 presenta las principales propiedades de la vancomicina.
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Vancomicina
Figura 1.4. Estructura quimica de la vancomicina (Garcia-Quetglas et al., 2003)

Tabla 1.5. Propiedades fisicoquimicas de la vancomicina (Stephan et al., 2004)

Vancomicina
Tipo de antibidtico Glucopéptido
Férmula CesH75CI2NoO24
Masa molecular (g/mol) 1449.25
|Og Kow -2
pKa 2.2
Solubilidad en agua (mg/L) a 25°C 1000

1.3. Uso de antibioticos en México

El uso de antibidticos en México ha sido tema de investigacion, sin embargo, es aln poca
la informacion publicada que represente la situacion en el pais durante de la pandemia
del SARS-CoV-2 (2019).
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En el 2018 se lanz6 el Plan Universitario de Control de la Resistencia Antimicrobiana
(PUCRA) por parte de la UNAM (Meza et al., 2018), en el que se tuvo la colaboracién de
catorce hospitales de segundo y tercer nivel de atencion, pertenecientes a los estados

de Nuevo Ledn, Durango, Jalisco, Guanajuato, Estado de México y la Ciudad de México.

El PUCRA presenta resultados de niveles de resistencia a antimicrobianos de la red de
hospitales (Meza et al., 2018) con datos de mas de 100,000 egresos hospitalarios, 3,000
camas y 11,900 aislamientos clinicos, de los cuales 3,182 provinieron de hemocultivos y

8,718 de urocultivos.

De los catorce hospitales participantes, ocho corresponden a la Ciudad de México, la
mayoria de ellos son de tercer nivel, para los cuales corresponden 1,522 camas y mas

de 55,000 egresos hospitalarios del total evaluado (Meza et al., 2018).

En aislamientos a partir de hemocultivos para E. coli y K. pneumoniae se presentaron los
porcentajes de resistencia mas elevados para ampicilina con 87 y 99%, respectivamente.
Para ceftriaxona los porcentajes fueron 60 y 62%, respectivamente. En el caso de
meropenem se presentaron bajos porcentajes de resistencia de esos microorganismos

con 1.6 y 15%, respectivamente (Meza et al., 2018).

En los aislamientos de E. coli y K. pneumoniae a partir de urocultivos los mayores
porcentajes de resistencia se presentaron de nuevo para ampicilina con 82 y 96%,
respectivamente, seguido de trimetroprim + sulfametoxazol (56 y 64%, respectivamente);
en el caso de ceftriaxona los porcentajes de resistencia fue de 49 y 61%, respectivamente
(Meza et al., 2018).

Los antibiéticos con mayor consumo en los hospitales evaluados fueron los 3-lactdmicos
del grupo de las cefalosporinas: Cefalotina, cefepime, cefotaxima, ceftazidima vy
ceftriaxona. En segundo lugar, los carbapenémicos ertapenem, imipenem y meropenem

y en tercer lugar el glucopéptido vancomicina. El grupo de las penicilinas también
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present6 un papel importante dentro de los antibioticos de mayor consumo, aunque en

menor proporcion que los anteriores mencionados (Meza et al., 2018).

1.4. Mecanismos de remocién de farmacos en agua residual

Las propiedades fisicas y quimicas (como solubilidad, volatilidad, coeficiente de particion
octanol-agua, foto-degradacion y biodegradabilidad) de los contaminantes farmacéuticos
y las condiciones operativas de las plantas de tratamiento de aguas residuales (como
condiciones aerobias 0 anaerobias, tiempo de residencia hidraulica (TRH), tiempo de
retencion de solidos (TRS), temperatura, influyen directamente en el destino y la eficacia
de la eliminacion de los contaminantes farmacéuticos. En los sistemas anaerobios se ha
observado degradacion abittica de algunos antibiéticos debido a la influencia del pH
(Sipma et al., 2010).

El tiempo de retencion de solidos (TRS) se considera como uno de los parametros mas
importantes que afectan a la biodegradacion de los micro contaminantes, como los
productos farmacéuticos. Se ha reportado una clara dependencia directa de la tasa de
eliminacion de productos farmacéuticos y el tiempo de retencion de lodos (Sipma et al.,
2010).

La influencia del tiempo de retencién de lodos en la remocion de farmacos podria
explicarse debido a los cambios inducidos en las comunidades microbianas. Por un lado,
un prolongado TRS tiene un efecto positivo en la expansion de la diversidad microbiana.
Este aumento en la biodiversidad puede deberse al enriquecimiento en bacterias de
crecimiento lento, cepas degradantes capaces de utilizar eficientemente los sustratos a
bajas concentraciones. Esto puede traducirse en un aumento del potencial de
biotransformacion general de la comunidad. Por otro lado, la biomasa esta expuesta a
condiciones de disponibilidad de sustrato limitadas y, como resultado, las bacterias
pueden verse obligadas a utilizar sustancias organicas que no acostumbran utilizar como
sustrato de crecimiento; a esta estrategia se le conoce como expansién metabdlica
(Polesel et al., 2016).
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El tiempo de residencia hidraulica (TRH) es un parametro que también presenta
importancia en cuanto a la degradacion de los compuestos contaminantes, ya que
determina el tiempo de contacto entre el contaminante y los microorganismos. Se ha
sugerido en la literatura que un aumento en el tiempo de contacto entre el producto
farmacéutico y la biomasa mejora la biodegradacién de dichos compuestos (Polesel et
al., 2016).

En las plantas de tratamiento de aguas residuales, los mecanismos de eliminacién de
productos farmacéuticos son los procesos de sorcion y biodegradacion. La volatilizacién
y la foto-degradacion en las plantas de tratamiento de agua residual son insignificantes
para este tipo de contaminantes farmacéuticos (Tiwari et al., 2017).

1.4.1. Sorcién

La tendencia a acumularse en los solidos del lodo puede evaluarse utilizando el
coeficiente de particion de octanol-agua (Kow). Este valor representa la relacion entre la
concentracion en la fase de n-octanol y en la fase acuosa en el equilibrio. Es una medida
de la hidrofobicidad o la afinidad hacia los lipidos, de una sustancia disuelta en agua. Los
compuestos quimicos con valores altos de Kow (mayores a la unidad) tienden a
acumularse en las porciones lipidicas de los organismos y a concentrarse en suelos y
sedimentos. Por el contrario, los compuestos con bajos Kow (Mmas solubles en agua;
menores a la unidad) tienden a distribuirse en el agua. Hay estudios que indican que los
compuestos con un alto Kow se absorben en el material organico de la matriz del lodo
(Tiwari et al., 2017; Virkutyte, 2010).

Se han propuesto guias para evaluar el potencial de sorcion de contaminantes organicos
en los lodos. Con un valor log Kow< 2.5 indica bajo potencial de adsorcion (por ejemplo,
tetraciclinas, sulfonamidas, aminoglucosidos); 2.5 < log Kow< 4.0 indica potencial de
absorcion medio (por ejemplo, B-lactamicos, macrolidos) y log Kow> 4.0 indica potencial
de absorcion alto (por ejemplo, glucopéptidos). Sin embargo, es importante mencionar

gue la prediccion de la absorcién de antibiéticos sobre los sdlidos o el lodo es posible
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para los compuestos no polares, mientras que la prediccion del comportamiento de los
compuestos polares en ocasiones no es correcta (Michael et al., 2013).

En general, la adsorcion a los lodos activados residuales es de menor importancia para
muchos productos farmacéuticos, ya que en su mayoria presentan coeficientes Kow

relativamente bajos (Sipma et al., 2010).

1.4.2. Volatilizaciéon

La volatilizaciéon de cada compuesto esta definida por la constante de la ley de Henry
(kH). Es necesario un valor de kH >3x10° (mol/ m® Pa) para una volatilizacion
significativa. En el caso de los productos farmaceéuticos, tienen un valor de la constante
aproximado de kH <10-° (mol/m? Pa), por lo tanto, la volatilizacién de los contaminantes
farmacéuticos en las plantas de tratamiento es minima (Sipma et al., 2010, Tiwari et al,
2017).

La mayoria de los productos farmaceuticos son moléculas grandes con valores bajos de
las constantes de la ley de Henry. Por lo tanto, la volatilizacion generalmente se
considera insignificante como mecanismo de eliminacién y rara vez se considera un

mecanismo de eliminacion (Tiwari et al, 2017; Virkutyte, 2010).

1.4.3. Fotodegradacion

Se ha propuesto la fotodegradacion como una posible via de eliminacién de productos
farmacéuticos. Se ha demostrado que este mecanismo es un proceso de eliminaciéon de
compuestos como el diclofenaco en aguas superficiales. En el caso de las plantas de
tratamiento de aguas residuales convencionales, la fotodegradacion de los productos
farmacéuticos presente en las aguas residuales resulta insignificante debido a la alta
concentracion de lodo, lo que hace que el agua residual sea turbia y bloquee la

penetracion de la luz solar (Tiwari et al., 2017).
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1.4.4. Biodegradacion

A pesar de que muchos productos farmacéuticos fueron disefiados para ser persistentes,
se ha observado la biodegradacién de muchos de estos productos en plantas de
tratamiento y, en realidad, este mecanismo representa la remocion méas importante en
los sistemas de tratamiento. Sin embargo, el gran niamero de diferentes productos
farmacéuticos, con estructuras moleculares altamente variables, complica su eficiente

eliminacion por acciéon microbiana (Sipma et al., 2010).

La biodegradacion de los productos farmacéuticos depende de su estructura y
biodisponibilidad y se rige por la complejidad y la estabilidad de los compuestos. Las
cadenas laterales cortas y los compuestos alifaticos insaturados son mas facilmente
biodegradadas que los compuestos aromaticos o muy ramificados de cadenas laterales

largas (Tiwari et al., 2017).

1.4.5. Degradacion abiotica

En sistemas anaerobios de dos fases (acidogénica y metanogénica), donde se presentan
dos diferentes rangos de pH (en promedio 6 y 7, respectivamente), esta variable puede
influir en el destino de eliminacion de los antibioticos. Por un lado, se tiene la inestabilidad
guimica que pueden presentar algunas moléculas en condiciones &acidas y ser
degradadas. Por otro lado y, como ya se menciong, la sorcién se rige principalmente por
la hidrofobicidad de la molécula, aunque las interacciones electrostaticas con el lodo y
los intercambios catidnicos son también parte importante de este proceso. Un medio
acido puede favorecer gque el antibidtico se ionice si sus caracteristicas quimicas lo
permiten. La molécula, al ser un cation en medio acuoso tenderé a ser recubierto por las
moléculas de agua, formando una capa de hidratacion y, por lo tanto, habra menos

interaccion con el lodo (Carneiro et al., 2020).

33



1.5. Procesos de tratamiento bioldgico

Existen diferentes tipos de tratamientos de aguas residuales, dentro de los que destacan
los procesos fisicoquimicos y biolégicos. Los segundos presentan ventaja sobre los
primeros por su menor costo de operacion, ya que no requieren reactivos, entre varias
ventajas. Por ello, se opta por utilizar los procesos bioldgicos, siempre y cuando la
materia organica del efluente a tratar sea biodegradable (Noyola et al., 2013).

Dentro de los procesos de tratamiento de tipo biol6gico se encuentran los sistemas
aerobios, los cuales requieren la presencia de oxigeno molecular en el medio (como los
lodos activados). Por otro lado, se tiene los sistemas anaerobios, los cuales no requieren

oxigeno para su funcionamiento (Noyola et al., 2013).

1.5.1. Lodos activados

Es el proceso de tratamiento de aguas residuales mas comunmente utilizado y fue
desarrollado inicialmente en Inglaterra, alrededor de 1914. El proceso de lodos activados
tiene como objetivo remover la materia organica, en términos de demanda bioquimica de
oxigeno (DBO), de las aguas residuales. La remocion de DBO se logra por la conversion
biologica, en presencia de oxigeno molecular, por microorganismos, principalmente

bacterias (Spencer, 2005).

Una planta de tratamiento tipica puede comprender tres fases de tratamiento: Primaria,
secundaria y terciaria. En todos los casos se recurre antes a un pretratamiento,
consistente de rejillas y desarenador, para retener sélidos gruesos y muy densos. El
tratamiento primario implica el asentamiento de los solidos suspendidos en un tanque
sedimentador y la separacion de los menos densos por desnatado. Posteriormente, el
agua residual pasa a los tanques de tratamiento secundario o de aireacion. La fase
terciaria puede utilizarse para mejorar aun mas la calidad del efluente secundario,
eliminando el nitrégeno, fésforo, los sélidos en suspension o los patdgenos o sustancias

recalcitrantes al tratamiento biol6gico, segun sea necesario.
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La fase secundaria es la principal fase biologica de tratamiento realizada por las bacterias
(lodos activados), requiriendo aireadores para suministrar oxigeno y para mantener el
lodo activado en suspension. El tanque de aireacion recibe el flujo del agua residual
proveniente del clarificador primario y también se recibe un flujo de recirculacién de lodos
provenientes del sedimentador secundario, como un inéculo (Figura 1.5). Esta
combinacién de agua residual y lodo activado se conoce como licor mezclado (LM). Las
bacterias se alimentan de la materia organica y de los nutrientes contenidos en el agua

residual, logrando la remocion de DBO (Spencer, 2005).

Influente i Efluente
— 2 ”| Licor mezclado (LM) Sedimentador —>

Recirculacion de lodo (reinoculacién) Purga de lodos

Figura 1.5. Diagrama de las operaciones unitarias del sistema de lodos activados (elaboracién
propia)

Controlados por un determinado tiempo de retencion y de residencia, lodos y agua, en el
tanque de aireacion, el licor mezclado pasa al tanque de sedimentacion secundaria,
donde se separa el agua tratada y la biomasa. No se menciona en la figura pero hay
también aerosoles provocados por la aireacion que esparcen a los alrededores particulas
liquidas y solidas potencialmente dafiinas. El agua sale por la parte superior del tanque
de sedimentacion mientras que los microorganismos y otros productos de la degradacion
sedimentan y constituyen la suspension llamada lodo. Una parte de la biomasa
sedimentada se retorna al tanque de aireacion para mantener una concentracion
deseada de solidos suspendidos volatiles (microorganismos) en el licor mezclado y la
otra parte se retira del sistema como desecho, denominado "lodo residual o de purga”
(Figura 1.5).
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1.5.2. Lodos activados con aireacion extendida

El proceso de aeracion extendida es una variante del proceso convencional de lodos
activados, que no considera el uso del sedimentador primario; consistente en el empleo
de:

- Altos tiempos de residencia hidraulica,
- Altas concentraciones de lodos activados en el reactor,
- Altos valores de tiempo de retencién de lodos y

- Bajas relaciones alimento / microorganismos

Bajo estos parametros el proceso bioldgico opera bajo condiciones de sustrato muy
limitado (fase de respiracion enddgena), con lo cual puede lograrse una alta eliminacion
de contaminantes presentes en el agua residual y una menor producciéon de lodos de
purga, ya que en el mismo tanque se digiere la biomasa (CONAGUA, 2007). Esta
variante presenta un mayor consumo de energia eléctrica para la aeracion, en

comparacion con la variante convencional.

1.5.3. Reactor anaerobio-an6xico-aerobio

El sistema anaerobio-andxico-aerobio (A%0), propuesto por Barnard en 1976 (Amy et al.,
2008), estad diseflado para eliminar del agua, ademas de la materia organica

contaminante, nitrdgeno amoniacal (Figura 1.6).

Recirculacion de nitratos

Influente | .
27| Reactor anaerobio

Sedimentador | Efluente

A A

Anéxico » Aerobio

h 4

Recirculacién Purga de lodos
>

Figura 1.6. Diagrama de las operaciones unitarias del sistema anaerobio-andxico-aerobio
(elaboracion propia)
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Esté constituido por tres médulos: Un reactor anaerobio, un reactor anoxico (en el que
se lleva a cabo la desnitrificacion) y un reactor aerobio (donde se lleva a cabo la
nitrificacién). Entre los reactores anodxico y aerobio se recircula el lodo para favorecer el
proceso nitrificacion-desnitrificacion y eliminar el nitrogeno del agua. El nitr6geno
molecular (N2) es liberado al ambiente (Amy et al., 2008).

1.6. Presencia de antibidticos en el ambiente y su control en plantas de

tratamiento

Los antibioticos han desempefiado un papel fundamental en la calidad y esperanza de
vida, ya que, a través de ellos se han logrado controlar enfermedades que afectan al
humano, como la tuberculosis, peste, escarlatina, lepra, entre otras. Como bien se sabe,
la penicilina fue el primer antibiotico que se descubrié (en 1928), seguido de las
sulfamidas. A partir de entonces se han desarrollado otras clases de farmacos, ante los
cuales los microorganismos han logrado desarrollar resistencia. Se ha observado con
preocupacion que la resistencia a un determinado antibiotico surge en un plazo de una

década o menos tras su comercializacion (Tabla 1.6) (Pruden, 2014).

Tabla 1.6. Surgimiento de la resistencia a antibiéticos (Pruden, 2014)

Antibiético Afo de desarrollo Comienzo de resistencia
Sulfonamidas 1930 1940

Penicilina 1943 1946
Estreptomicina 1943 1959
Cloranfenicol 1947 1959
Tetraciclinas 1948 1953
Eritromicina 1952 1988
Vancomicina 1956 1988

Meticilina 1960 1961
Ampicilina 1961 1973
Cefalosporinas 1960 Finales de la década de 1960

La presencia de antibidticos en los sistemas de drenaje y tratamiento de aguas
residuales puede favorecer el desarrollo de genes de resistencia a antibioticos (GRA)
en los microorganismos presentes en ese ambiente. La propagacion de organismos

resistentes a los antibidticos en el ambiente es motivo de preocupacion, ya que puede

37



dar lugar a la transmision de resistencia a antibiéticos en bacterias patdogenas
(Marinescu et al., 2019). Estudios desarrollados en las ultimas décadas mostraron un
aumento de la resistencia a los medicamentos en los patégenos transmitidos por el
agua contra los antibioticos comiunmente usados para el tratamiento de enfermedades
entéricas incluyendo la tetraciclina, la eritromicina, la ampicilina y el cotrimoxazol (Cotar
et al., 2012).

La principal fuente de productos farmacéuticos hacia el ambiente circundante se observa
principalmente debido a la eliminacion incontrolada de aguas residuales no tratadas o
parcialmente tratadas. Algunos farmacos son altamente degradables, sin embargo, las
continuas descargas pueden dar lugar a que sean contaminantes pseudopersistentes

(Vinayagam et al., 2022).

Las plantas de tratamiento reciben aguas residuales que contienen antibidticos
excretados por pacientes o vertidos directamente por el drenaje, asi como bacterias
resistentes a los antibidticos, incluidos patdégenos humanos. Las altas tasas de
crecimiento y de densidades microbianas, que son necesarias para la operacion de las
PTAR convencionales, junto con la presencia de antibidticos residuales, pueden
representar el ambiente propicio para promover la transferencia genética horizontal de

resistencia multiantibidtica entre las bacterias residentes (Pruden, 2014).

De igual manera, la liberacion de antibiéticos y sus metabolitos al medio natural puede
ejercer una presion selectiva sobre los microorganismos que habitan en dicho medio y
favorecer que las bacterias desarrollen mecanismos de resistencia a los antibioticos,

incrementando el problema (Zielinski et al., 2021).

Es importante mencionar que la pandemia mundial de SARS Cov- 2 (OMS, 2019) podria
contribuir al aumento mundial del consumo de antibiéticos. Aunque la COVID-19 es una
enfermedad causada por un virus, los antibidticos se suelen prescribir para tratar
coinfecciones bacterianas, por lo que pueden administrarse antibioticos a los pacientes

aun sin una confirmacion de la existencia de la coinfeccién bacteriana. En consecuencia,
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la pandemia de SARS-Cov-2 podria contribuir al incremento del consumo de antibiéticos
y la consecuente descarga a las aguas residuales y asi ejercer una mayor presion

selectiva para la proliferacion de GRA en el medio receptor o en la planta de tratamiento.

Pueden producirse diversas interacciones entre los antibiéticos y el ambiente. Debido a
esto sus efectos pueden observarse en diferentes estratos del ecosistema. Estas
interacciones suelen ser complejas y sus efectos pueden variar segun el tipo de
antibidtico, la concentracion, el tiempo de exposiciéon y la composicion de la biota del
ambiente (Langbehn et al., 2021).

1.6.1. Productos farmacéuticos en cuerpos de agua en México

En México son escasos los estudios para determinar la presencia de antibidticos en el
ambiente y en los sistemas de tratamiento de aguas residuales. Por lo tanto, es
importante investigar su presencia y remocion en las condiciones del pais. A la fecha se
ha reportado la presencia de diversos productos farmacéuticos en diferentes cuerpos de
agua como la superficial, subterranea (Tabla 1.7) y en los influentes y efluentes de

plantas de tratamiento (Tabla 1.8).

Se ha cuantificado una amplia variedad de compuestos farmaceéuticos en los cuerpos de
agua, tanto potable como residual, mostrando la importancia que representa tener
sistemas de tratamiento de agua residual eficientes en la remocién de compuestos

contaminantes.

Tabla 1.7. Productos farmacéuticos identificados en agua residual, superficial y subterranea

Concentracion Tipo de L .
Compuesto Institucion Lugar Referencia
(ng/L) muestra
Agua
Acido salicilico 464 subterrédnea
309 . . - ~
Ibuprofeno 45 Instituto ple CluQaq de (Félix-Cafiedo
Agua ingenieria, México et al., 2013)
Ketoprofen 42 superficial UNAM
Gemfibrozil 10 P
Naproxeno 186
Diclofenaco 32
Penicilina G 3770
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Concentracion Tipo de o )
Compuesto Institucion Lugar Referencia
(ng/L) muestra
Penicilina V 420 .
Diclofenaco 590 _Aguas Facu]ta_d de Toluca, Estado (Pérez-
Ibuprofeno 620 resrl]dual_cf slde QUUAITE:SIa' de México Alvazrgizae tal,
Naproxeno 1790 osprta ' )
Paracetamol 940 Universidad
?filrﬂ(;tzi)lrlicr:wl:o 1339300 Agua residual Autc’mqma Rl%ii zr;cf\ggel, (Calderon et
: Municipal Metropolitana, " al., 2019)
Ofloxacina 390 Iztapalapa México
Sulfametoxazol 310
Paracetamol 27010
Aspirina 6240
Acido salicilico 1710
Naproxeno 9230 Universidad Hospital de
Diclofenaco 1790 Agua residual Autébnoma Especialidades, (Calderoén et
Ibuprofeno 3790 de hospital Metropolitana, Ciudad de al., 2019)
Ciprofloxacina 190 Iztapalapa México
Sulfametoxazol 7660
Carbamazepina 5680
Bisfenol A 3750
Paracetamol 9650°
51220°
. <LD? . . Hospital de San .
Ampicilina N.DP Agua residual Alfjr;gvnec:rsr:g?e Nicolas de los T(eHr?c:rr}gneqceafl_
Sulfametoxazol 630° de hospital Nuevo Ledn Garza, !\luevo 2021) !
3290° Ledn
Naproxeno 5910°
10630°

@ Muestreo mayo 2017; °: Muestreo marzo 2018; <LD: Debajo del limite de deteccién; N.D: No detectado

Tabla 1.8. Productos farmacéuticos identificados en plantas de tratamiento de agua residual en

México
Influente Efluente o Planta de )
Compuesto Institucion . Lugar Referencia
(ng/L) (ng/L) tratamiento
Cerro de la (Pena-
Naproxeno 51130 2200 Facultad de Estrella Alvarez 'y
Quimica, Lodos activados - ! Castillo-
UNAM Ciudad de Alanis,
Ibuprofeno 2830 60 Mexico 2015)
Naproxeno 12800 119
Ibuprofeno 1800 56.6
Tetraciclina 112 24.1 ias d
Amfetamina 102 90.1 Instituto Z.gnl"’!ﬁ e Estrad
Paracetamol 66000 17.3 Mexicano de ?])i(t'riﬁg;%?éi? Guanajuato ersiargaae_t
Clprpfloxgglna 1860 166 Tecnologia desnitrificacion al., 2016)
Claritromicina 658 279 del Agua simultanea
Sulfadiazina 1190 292
Sulfadimetoxina 6.6 -
Sulfametoxazol 2050 2330
Ampicilina 17100 15500
Tetraciclina 72700 64900 .
Cefaclor 3200 2300 ”l‘.St,'t”‘.o dos activad hoach (Robledo-
Paracetamol 600 200 Po |tgcn|co Lodos activados Michoacan Zacarias et
- Nacional al., 2017)
Secobarbital 2100 1000
Amfetamina 500 100
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Influente Efluente o Planta de )
Compuesto Institucion ) Lugar Referencia
(ng/L) (ng/L) tratamiento
Naproxeno 4790 0
Ibuprofeno 0 0 Universidad
Trimetoprima 180 550 Autonoma Lodos activados Cerrodela | (Calderén et
Ofloxacina 0 290 Metropolitana Estrella al., 2019)
Ciprofloxacina 270 0 Iztapalapa
Sulfametoxazol 2760 630
Ciprofloxacina 2733 494 . . .
Norfloxacina 45.8 8.3 A‘trt‘g’:gz‘;a(;’e Acapuico, gﬂa;r:?ze;
Ofloxacina 338 64 Lodos activados Guerrero 9
Guerrero al., 2021)
Sulfametoxazol 231 87

1.6.2. Remocion de productos farmacéuticos en plantas de tratamiento

El monitoreo y la remocion de productos farmacéuticos en plantas de tratamiento de agua
residual se han estudiado en diversos paises desde hace varios afos. Es importante
resaltar que los resultados publicados pueden cambiar significativamente debido al

mayor consumo de antibidticos que ha provocado la pandemia del COVID-19.

En efecto, durante el tratamiento de casos graves de COVID-19 puede ser necesario
prevenir complicaciones, como infecciones secundarias, ademas de proporcionar apoyo
a la funcion de los 6rganos. El tratamiento de las coinfecciones al COVID-19 se basa en
una terapia antimicrobiana para tratar todos los patégenos que causan infeccion
respiratoria aguda grave Yy la sepsis. Entre los antimicrobianos utilizados se encuentran
las cefalosporinas, quinolonas, carbapenémicos, macrolidos y glucopéptidos. Estos
antibidticos contribuyen a salvar millones de vidas ahora, pero en las préximas décadas,
la posible resistencia desarrollada por las bacterias puede ser responsable de un gran

numero de muertes (Miranda y Silva, 2020).

Los sistemas convencionales, como el proceso de lodos activados, se emplean
ampliamente para el tratamiento de aguas residuales, principalmente porque producen
efluentes que cumplen las normas de calidad exigidas (aptos para su descarga al
ambiente o reciclado), con unos costos de funcionamiento y mantenimiento razonables.
Sin embargo, este tipo de tratamiento tiene una capacidad limitada para eliminar los

productos farmacéuticos de las aguas residuales (Jelic et al., 2011).
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El destino de compuestos farmacéuticos en plantas de tratamiento de lodos activados ha
sido ampliamente estudiado existiendo, sin embargo, poca informacién para sistemas
anaerobios vy, la mayoria de estos ultimos, se centran en la digestion de los lodos.
Alvarino y colaboradores (2014) documentaron la diferencia en la remocion de productos
farmacéuticos (analgésicos, antibidticos, antidepresivos, hormonas y antiepilépticos) en
un sistema de lodos activados y un reactor anaerobio de flujo ascendente de lecho de
lodos. Obtuvieron mayores eficiencias de remocién en el sistema aerobio, siendo la
biodegradacion el principal mecanismo de remocion. Solamente para el caso de dos
antibidticos (sulfametoxazol y la trimetoprima) se obtuvo mayor eficiencia de remocién
en el sistema anaerobio, en donde la biodegradacion también fue el principal mecanismo

de remocion.

Iversen et al. (2002) examinaron muestras de aguas residuales urbanas sin tratar, aguas
residuales tratadas, aguas superficiales y aguas residuales de hospitales en Suecia. Se
detectaron enterococos resistentes a vancomicina en los diferentes cuerpos de agua
analizados. En el afio 2020, Cuetero et al. (2023) detectaron coliformes resistentes a -
lactamicos y a vancomicina en plantas de tratamiento de agua residual en la ciudad de

México.

En la Tabla 1.9 se puede observar como varia la remocion del mismo compuesto
farmacéutico en un proceso de tratamiento (lodos activados) aplicado en diferentes
plantas. Estas diferencias pueden deberse a los parametros (TRH, TRS, temperatura)
de operacion cada planta. Por esto mismo es que no es posible definir un porcentaje de
remocion especifico para un compuesto, ya que esto va a depender de factores que

varian en cada planta de tratamiento, incluso cuando se emplea la misma tecnologia.

Otro factor importante para tomar en cuenta en la comparacién de los trabajos de
investigacion son las diferencias en las metodologias seguidas para la extraccion y
cuantificacion de los contaminantes. En cada trabajo se ajusta la metodologia de acuerdo

con el equipo y recurso disponibles.
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En la Tabla 1.9 también se pueden observar las diferencias que se han reportado en las
concentraciones de antibidticos en los influentes de plantas de tratamiento antes y
durante la pandemia de COVID-19. Samandari y colaboradores (2022a,b) reportan para
ampicilina concentraciones de 809 a 447 ug/L en influentes de agua residual municipal y
resaltan las elevadas concentraciones obtenidas en comparacién con estudios
realizados en otras partes del mundo antes del COVID-19. Samadari y colaboradores
(2022a,b) también relacionan las elevadas concentraciones de antibiéticos debido al uso,

en cierta forma indiscriminado, de antibi6ticos durante la pandemia del COVID-19.

Tabla 1.9. Remocion de antibiéticos en plantas de tratamiento de lodos activados (en negritas
los antibidticos estudiados en esta investigacién)*

- Influente Remocién Biodegradacién Sorcién . .
Antibiético (ng/L) (%) (%) (%) Pais Referencia
_d d ; (Li'y Zhang,
383 80 China 2011)
(Robledo-
17100 -d -d -d México Zacarias et al.,
2017)
Ampicilina d d Estados
17 235 Unidos (Cha et al., 2006)
_d _d d . (Ngigi et al.,
200 Kenia 2020)
809600 93 -d -d Irén (Samandari et al.,
447100 80 -d -d 2022a)"
809.5 29 29 0 . (Guerra et al.,
188.2° -142° 0 42 Canada 2014)
170 17.6 d d (Gobel et al.,
Suiza 2005)
Azitromicina 235 -22a.¢ -d -d (Gébel et al.,
235 38.5° -d -d 2007)
d d . (Younes et al.,
240 100 Eqgipto 2019)
297 18 -d -d China (Yan et al., 2014)
189420 82 -d -d Iran (Samandari et al.,
Cefalexina 183690 87 -d -d 2022b)"
1718 32 -d -d (Liy Zhang,
Cefotaxima 93 39 -d -d China 2011)
15150 -d -d -d (Yu et al., 2016)
Ceftriaxona d d d . (Opris et al.,
334000 - Rumania 2013)
1,214 86 66 20 . (Guerra et al.,
276.5° 404 0 480 Canada 2014)
33.2 70 57.1 13.1 China (Waznc?lg; al.
Ciprofloxacina (Golet et al
_d _d i 3]
434 82 Suiza 2002)
4 . (Zuccato et al.,
513 71 71 Italia 2010)

1 Ver significado de letras al final de la tabla
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. Influente Remocion Biodegradacion Sorcién . .
Antibidtico (ng/L) (%) (%) (%) Pais Referencia
4 4 . (Younes et al.,
320 22 Eqgipto 2019)
_d _d ; (Li'y Zhang,
1033 48 China 2011)
(Martinez-
2733 83 -d -d México Orgéniz et al.,
2021)
1,190.5 -440° 0 0 . (Guerra et al.,
823.5° 15 14 1 Canada 2014)
380 316 _d _d (Gobel et al.,
. - ) . 2005)
Claritromicina 265 142 —a —a Suiza (Gobel et al.,
465 12° -d -d 2007)
Zuccato et al.
319 63 63 -d ( '
Italia 2010)
12 0 0 d (Zuccato et al.,
2010)
Eritromicina 208 40 -d -d China (Yan et al., 2014)
d d d . (Ngigi et al.,
10 Kenia 2020)
100 -116°¢ 0 0 . (Guerra et al.,
Eritromicina- 82.4° 0 0 0 Canada 2014)
H20 d d . (Liy Zhang,
409 0 - - China 2011)
Espiramicina 603 25 25 -d Italia (Zuccato et al.,
Lincomicina 9.7 37 37 -d 2010)
84.4 -d -d . (Tran et al.,
Meropenem 433 84 59 3 3 Singapur 2016)
. (Wang et al.,
575 78.4 57.5 20.9 China 2018)
d d : (Golet et al.,
388 82 Suiza 2002)
i _d _d (Liy Zhang,
Norfloxacina 264 48 China 2011)
191 70 -d -d (Yan et al., 2014)
(Martinez-
45.8 82 -d -d México Organiz et al.,
2021)
309.5 63 46 17 Canada (Guerra et al.,
117.6° 128 0 245 2014)
. (Wang et al.,
376 62.2 62.2 0 China 2018)
463 49 49 .d ltalia (Zucggtfog"t al.,
Ofloxacina -
1042 56 _d _d (Li y Zhang,
China 2011)
243 34 -d -d (Yan et al., 2014)
(Martinez-
338 78 -d -d México Organiz et al.,
2021)
- d . (Zuccato et al.,
Oleandomicina 2.2 0 0 Italia 2010)
107 66 _d _d (Liy Zhang,
Oxitetraciclina China (le%lg al
161 81.5 78.1 34 2018)
- d d d . (Ngigi et al.,
Penicilina G 200 Kenia 2020)
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Influente

Remocion

Biodegradacion

Sorcién

Antibidtico (ng/L) (%) (%) (%) Pais Referencia
1050540 95 -d -d Iran (Samandari et al.,
2055120 93 -d -d 2022a)"
_d _d ; (Gobel et al.,
20 0 Suiza 2005)
d d (Li'y Zhang,
Roxitromicina 135 44 China 2011)
301 25 -d -d (Yan et al., 2014)
25 12 -d -d . (Gobel et al.,
25 215 -d -d Suiza 2007)
_d _d (Li'y Zhang,
55 100 China 2011)
Sulfadiazina 22.9 3 -d -d (Yan et al., 2014)
d d d . (Ngigi et al.,
70 Kenia 2020)
d d ~ (Carballa et al.,
580 67 Espaia 2004)
d d (Gobel et al.,
430 35 Suira 2005)
400 -93a.¢ -d -d (Gobel et al.,
400 -39b:¢ -d -d 2007)
d . (Zuccato et al.,
246 81 81 Italia 2010)
Sulfametoxazol d d : (Younes et al.,
760 17 - - Egipto 2019)
203 -6° -d -d (Yan et al., 2014)
China (Liy Zhang,
.d _d
127 97 2011)
(Martinez-
231 62 -d -d México Organiz et al.,
2021)
7800 -d -d -d . (Ngigi et al.,
Sulfadoxina 20 3 ~d ~d Kenia 2020)
e 105 -652 ¢ -d -d . (Gébel et al.,
Sulfapiridina 105 60.57 —3 —3 Suiza 2007)
83.3 100 91 9 Canada (Guerra et al.,
24.1¢° 93 0 125 2014)
- 78 83.5 79.4 4.1 . (Wang et al.,
Tetraciclina 595 20 3 3 China 2018)
d d d . (Ngigi et al.,
120 Kenia 2020)
Triclocarban 107 130 0 130
32.4° 3642 0 3700 Canada (Guerra et al.,
261.9 19 19 0 2014)
226.5° 7 7 0
d d (Gobel et al.,
290 31 Suira 2005)
325 53 -d -d (Gobel et al.,
Trimetoprima 325 -10>¢ -d -d 2007)
d d (Liy Zhang,
154 45 China 2011)
44.9 26 -d -d (Yan et al., 2014)
d d d . (Ngigi et al.,
1430 Kenia 2020)
a1 2 2 d ltalia (Zuccato et al.,
. 2010)
Vancomicina iy Zhang
_d _d ; ,
60 52 China 2011)
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G Influente Remocion Biodegradacion Sorcién . .
Antibidtico (ng/L) (%) (%) (%) Pais Referencia
d d d . (Louvet et al.,
3600 Francia 2017)
99.9 -d -d . (Tran et al.,

43700 99.99 3 3 Singapur 2016)
_d _d d . (Rossmann et al.,

664 Alemania 2014)
54900000 -d -d -d China (Qiu et al., 2016)

3 TRH: 15 h; TRC: 10-12 d; °: TRH: 31 h; TRC: 21-25 d; ° : Valores negativos: La concentracion en el efluente fue mayor a la
cuantificada en el influente; ¢ (sin nimero): Dato no encontrado; ¢: 50% Influente es agua industrial; TRH: 6.5 h; TRC: 4 d; f: Lagunas
anaerobias-aerobias-facultativas; ¢: Andxico-Oxico acoplado a membranas; ": Después del COVID-19; : Agua residual farmacéutica

En algunos trabajos de investigacion se reporta la eficiencia de la eliminacién del
contaminante como el porcentaje de reduccién de la concentracion del contaminante
disuelto en la fase acuosa del influente, con relacion a la concentracion del contaminante
disuelto en fase acuosa del efluente, lo cual estrictamente no es adecuado. En esos
trabajos no se consideran los contaminantes adsorbidos en los lodos de purga o en los

solidos suspendidos, ya sea en el influente o en el efluente (Miege et al., 2009).

Puede darse el caso en que la eficiencia de remocion para algunos compuestos sea
negativa, lo que indicaria que las concentraciones del efluente fueron superiores a las
del influente, los cual puede deberse a diferentes razones. Una de las explicaciones
probables tiene que ver con el muestreo, donde no se ha tomado en cuenta el desfase
del tiempo de residencia hidraulica. Otra explicacion es que algunos de esos compuestos
son excretados principalmente en las heces, pudiendo quedar encerrados en las
particulas fecales (no en forma soluble) y liberarse durante el tratamiento bioldgico, lo
gue sugiere que la carga de contaminantes emergentes se subestima cuando el analisis
se basa exclusivamente en la fraccion disuelta (Sipma et al., 2010). También puede
explicarse por la formacion de los conjugados de los farmacos, los cuales regresan al

compuesto original durante el tratamiento del agua residual (Yan et al., 2014).

Estudios mas recientes toman en cuenta la fraccion del contaminante sorbido en los
lodos y en los sdlidos en suspensién contenidos en los influentes y efluentes para
analizar el destino de cada uno de ellos, pudiendo realizar un balance de materia mas
completo. Para ello, sin embargo, se necesitan métodos analiticos sensibles para la

extraccion, identificacion y cuantificacion de estos compuestos en las matrices de lodos.
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Los métodos analiticos sensibles para el analisis de los compuestos antibiéticos en los
lodos siguen siendo escasos, en gran medida debido a la complejidad de las matrices de
los lodos, a su concentracién a nivel traza y a la complejidad de las interacciones
fisicoguimicas, especialmente en los analisis multiclase, donde se analizan compuestos
de diferente tipo (Ajibola et al., 2020).

La determinacion simultdnea de antibiéticos multiclase en muestras ambientales suele
ser muy dificil debido a la gran diversidad de propiedades fisicoquimicas que presentan
las distintas clases de antibiéticos y también los antibiéticos individuales dentro de una

clase de antibioticos (Ajibola et al., 2020).

Enla Tabla 1.10 se muestran las concentraciones reportadas para diferentes antibidticos

en lodo residual en diferentes paises.

Tabla 1.10. Concentraciones reportadas de antibiéticos en lodos residuales de diferentes

paises?
Lodo Lodo
Antibiético primario secundario PTAR Pais Referencia
< . .. .
Agitromicin ~ 555 2 VMBR-D? Nigeria (Ajibola y Zwiener, 2022)
- <LC LA (Ajibola et al., 2020)
147° LA Turquia (Aydin et al., 2022)
a
52_'2 ggg§ Mléé-Da Nigeria (Ajibola y Zwiener, 2022)
Ciprofloxacina -* 484 LA (Ajibola et al., 2020)
- 114000 LA India (Arun et al., 2020)
93P LA Turguia (Aydin et al., 2022)
7 6.6 LA2 " .
Claritromicina 54 MBR-D? Nigeria (Ajibola y Zwiener, 2022)
- 3.7 LA (Ajibola et al., 2020)
147° LA Turguia (Aydin et al., 2022)
- | 850.45 ne China (An et al., 2015)
Clortetraciclina 11.3° LA Turquia (Aydin et al., 2022)
<LD LA Espafia (Pamreddy et al., 2013)
- | 754.4 Ne China (An et al., 2015)
Doxiciclina 23° LA Turquia (Aydin et al., 2022)
31.1 LA Espafia (Pamreddy et al., 2013)
19.8 19.8 LA?2 - .
tomicin - Nd MBR-D? Nigeria (Ajibola y Zwiener, 2022)
- 19 LA (Ajibola et al., 2020)
6.22° LA Turquia (Aydin et al., 2022)
Norfloxacina <LC <LC LA2 Nigeria . .
Norfloxacina - <LC MBR-D? Nigeria (Ajibola y Zwiener, 2022)

2 E|l asterisco y las letras se definen al final de la tabla
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Lodo Lodo

Antibidtico primario secundario PTAR Pais Referencia
(ng/g) (ng/g)
- 333 LA (Ajibola et al., 2020)
a
Ofloxacina 95-.2 ;sgg Mé_é-Da (Ajibolay Zwiener, 2022)
- 320 LA (Ajibola et al., 2020)
a
<ch ztg Mé_é-Da (Ajibola'y Zwiener, 2022)
Oxitetraciclina - 2894 LA ' (Ajibola et al., 2020)
- 1553.5 ne China (An et al., 2015)
12.4° LA Turguia (Aydin et al., 2022)
21.4 LA Espafia (Pamreddy et al., 2013)
Sulfadiazina - 21.06 ne China (An et al., 2015)
<LC <LC LA2 " .
Sulfadimetoxina - 21.3 MBR-D? Nigeria (Ajibolay Zwiener, 2022)
- <LC LA (Ajibola et al., 2020)
Sulfadimidina - 16.45 ne China (An et al., 2015)
a
Sulfadoxina 2;6 ‘,7'\'3 MIB_Q-DB‘ Nigeria (Ajibola y Zwiener, 2022)
- Nd LA (Ajibola et al., 2020)
Sulfamerazina - 14.37 ne China (An et al., 2015)
a
<'jC <1L(é MBLRA-DAa Nigeria (Ajibola y Zwiener, 2022)
Sulfametazina - <LC LA (Ajibola et al., 2020)
0.73° LA Turquia (Aydin et al., 2022)
<LD LA Espafia (Pamreddy et al., 2013)
a
<IjC :tg MBLQ-D"" Nigeria (Ajibola'y Zwiener, 2022)
Sulfametoxazol - 1 LA _ (Ajibola et al., 2020)
- 26.47 ne China (An et al.,, 2015)
2.98° LA Turquia (Aydin et al., 2022)
<LD LA
Sulfatiazol 54.2 LA Espafia (Pamreddy et al., 2013)
Sulfapiridina 294 LA
a
252'7 ;%g(ls Méé-Da Nigeria (Ajibola y Zwiener, 2022)
Tetraciclina - 503 LA (Ajibola et al., 2020)
- 1007.76 ne China (An et al.,, 2015)
<LD LA Espafia (Pamreddy et al., 2013)
a
Tianfenicol n_d <I\II_(§: MIB_/IQ-Da (Ajibolay Zwiener, 2022)
- Nd LA - (Ajibola et al., 2020)
14.8 3.5 LA® Hoeria Ajibola y Zwiener, 2022)
i Wi
Trimetoprima . <LC MBR-D" w = ’ :
- <LC LA (Ajibola et al., 2020)
1.43° LA Turquia (Aydin et al., 2022)

LA: Lodos activados; MBR-D (por sus siglas en inglés): Biorreactor de membrana y digestién; *: No se muestreé el lodo; ne: No se
especifica; nd; no detectado; <LC: Debajo del limite de cuantificacién; <LD: Debajo del limite de deteccién. #: Agua residual de

hospital; ®: lodo digerido

En esta tabla se observan grandes diferencias en las concentraciones para el mismo
antibiético. Aunque algunos de estos articulos son recientes, en todos los casos los

muestreos fueron antes de la pandemia del COVID-19.
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Algunos autores han sugerido que los biorreactores de membrana (MBR) proporcionan
una ventaja a los microorganismos capaces de degradar compuestos recalcitrantes. Esta
caracteristica se debe a la alta concentraciébn de biomasa y los largos tiempos de
retencion de sélidos que se alcanzan en el sistema. Las altas concentraciones de
biomasa en los MBR también limitan la relacién alimento-microorganismos, en el mismo
sentido que sucede en la variante aeracion extendida de lodos activados. Dicha escasez
de materia organica (biodegradable) puede obligar a los microorganismos a metabolizar
compuestos poco degradables (Sipma et al., 2010).

Gobel et al. (2007) reportaron remociones favorables en MBR para algunos antibiéticos
como el caso de la trimetoprima, azitromicina y roxitromicina (Tabla 1.11) encontrando
eficiencias de remocion superiores a las reportadas en el sistema de lodos activados
(Tabla 1.9).

Tabla 1.11. Remocion de productos farmacéuticos en biorreactores de membrana (MBR, en

inglés)
Compuesto Influente Remocién Biodegradacién Sorcién Referencia
(ng/L) (%) (%) (%)
Sulfametoxazol 400 >40 - -
Trimetoprima 325 >75 - -
Claritromicina 465 >85 - - .
Azitromicina 235 <50 - - (Gobel et al., 2007)
Roxitromicina 25 >50 - -
Sulfapiridina 105 >54 - -

Por su parte, los sistemas anaerobios han sido utilizados para la digestién de lodos de
purga primarios y secundarios, asi como, aun en forma limitada, para el tratamiento
secundario de agua residual en paises tropicales. Uno de los principales mecanismos de
remocion de contaminantes recalcitrantes en las plantas de tratamiento es la sorcién del
contaminante en los lodos, que posteriormente son sometidos a digestion. Carneiro et al.
(2020) analizaron la eliminacion de contaminantes recalcitrantes en la digestion de lodos,
poniendo especial atencion en las primeras fases del proceso, la hidrélisis-acidogénesis.
Los autores encontraron que la biodegradacion de los compuestos es el principal
mecanismo de remocion para la mayoria de los contaminantes estudiados, seguido por
la remocién por sorcion (Tabla 1.12). También analizan la remocién de los contaminantes

por degradacion abiética como efecto ante cambios de pH en el sistema.
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Tabla 1.12. Remocion de productos farmacéuticos en la digestion

Compuesto Influente Remocion Biodegradacioén Sorcion Referencia
(ng/L) (%) (%) (%)
Sulfametoxazol 10,000 97 97 0
Trimetoprima 10,000 68 67 1
Eritromicina 10,000 >57 55 2
Roxitromicina 10,000 56 53 3
Tonalida 40,000 92 65 27
Celestolida 40,000 89 68 21
Ibuprofeno 10,000 26 23 3
Naproxeno 10,000 36 34 2
Diclofenaco 10,000 35 28 7
Fluoxetina 10,000 48 33 15 .
Carbamazepina 10,000 15 13 2 (Cameiro et al., 2020)
Diazepam 10,000 30 26 4
Citalopram 10,000 21 19 2
Bisfenol A 20,000 26 21 5
Triclosan 20,000 89 22 67
Octifenol 20,000 94 56 38
Nonilfenol 20,000 94 51 43
Estrona 1000 34 26 8
17B-estradiol 1000 34 26 8
17a-etinilestradiol 1000 39 28 11

1.7. Antecedentes en el grupo de investigacion

En 2020, Valencia inici6 su trabajo de tesis de licenciatura “Determinacion de antibiéticos
en plantas de tratamiento de agua residual de la Ciudad de México usando cromatografia
de liquidos de ultra-alta en resolucién acoplada a espectrometria en masas” (Valencia,
2023) para el que se analizaron diferentes métodos para la extraccion de antibioticos a

partir de muestras de agua.

A continuacion, se presentan los principales resultados de esa investigacion en el
planteamiento de la metodologia para el andlisis de las muestras y la cuantificacion de
antibidticos ya que ese trabajo constituye una base importante para la presente tesis.

1.7.1. Extraccion a partir de agua residual

Las muestras de agua residual (45 mL) fueron centrifugadas a 1500 rpm durante 20 min.
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En un matraz aforado de 2 mL se adicionaron los cuatro estandares de antibioticos para
asegurar tener las concentraciones de la Tabla 1.13 y mejorar la sefial en el equipo de
cromatografia liquida de ultra alta resolucién acoplada a un espectrometro de masas
(UPLC-MS/MS por sus siglas en inglés).

El matraz fue aforado con las muestras de agua residual (previamente centrifugada) y
agitado en “vortex” (Glosario). La disolucion final fue filtrada con un filtro grado masas de

0.2 micrasy el filtrado se recuper6 en un vial para su inmediato analisis en UPLC-MS/MS.

Tabla 1.13. Concentraciones de antibidticos adicionados a las muestras (Valencia, 2023)

Antibiotico Concentracion (pg/L)
Ampicilina 100
Ceftriaxona 1000
Meropenem 1000
Vancomicina 1500

Valencia (2023) también evaluo la extraccion en fase solida (EFS) aunque los resultados
gue obtuvo con ambos métodos no presentaron diferencias significativas, por lo que se
decidi6 realizar unicamente el enriqguecimiento de las muestras con la adicion de los

estandares.

1.7.2. Extraccion a partir de lodo

Valencia (2023) report6 la extraccion de antibioticos a partir de muestras de lodos de una
planta de tratamiento de aguas residuales utilizando un medio polar acompafiado de una
disminucién del pH. El valor de pH fue de 3, lo cual no afecta la estructura de los

antibiodticos a extraer.

El lodo residual es considerado como un medio hidréfobo, debido a las porciones
lipidicas de los microorganismos que lo conforman (Tiwari et al., 2017). Por otro lado,
aunque los antibidticos estudiados son compuestos polares que tienen mayor afinidad
por los medios hidrofilicos, sus coeficientes de particion octanol-agua (Kow) indican que

una porcion de ellos puede estar adsorbida en los lodos; esto es debido a interacciones
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intermoleculares (dipolo-dipolo y dipolo-dipolo instantdneo) que existen entre las
moléculas de interés y los compuestos no polares del lodo (Chang, 2008).

Las constantes de disociacion (pKa) de cada uno de los antibidticos, indican que la
vancomicina es el antibiético méas 4cido de los analitos estudiados (pKa=2.2), por lo que
es mayor su capacidad de ionizarse en medios acuosos, mientras que meropenem es el
de menor acidez (pKa= 4.2) y menor ionizacion. Al acidificar el medio acuoso utilizado
para solubilizar las moléculas (pH= 3) se permite que se inhiba la ionizacién de las
moléculas de interés, manteniéndolas estables. A continuacion, se describe el
procedimiento. Las muestras de lodo residual (45 mL) fueron centrifugadas a 1500 rpm
durante 20 min y decantadas. Al “pellet” recuperado se le afiadié acetato de amonio a
0.05 M, se agitd en “vortex” y, posteriormente, se adiciond acido acético concentrado
hasta obtener un pH de 3 en la muestra. El acido acético fue empleado para formar el
sistema amortiguador que mantuviera el pH constante (pH 3) e impidiera la ionizacion de
los analitos de interés. La mezcla resultante fue utilizada para aforar un matraz de 2 mL
gue contenia los estandares (Tabla 1.13). La muestra enriquecida fue filtrada con papel
filtro de 4 micras. Posteriormente, se filtré6 una segunda vez con filtro grado masas de 0.2

micras. El filtrado fue recuperado en un vial para su posterior analisis en UPLC-MS/MS.

1.7.3. Resultados

En las muestras de agua residual tomadas en la llamada temporada de lluvias (Glosario)
en una de las cuatro plantas de tratamiento de aguas residuales que estudio (llamadas
Cerro de la Estrella, Chapultepec, Santa Fe, Ecoducto y ubicadas en la Ciudad de
México) Valencia (2023) logré detectar ceftriaxona y vancomicina con valores entre los
100 y 3000 pg/L, mientras que ampicilina y meropenem se encontraron por debajo del
limite de deteccion. Los valores obtenidos para vancomicina se encontraron por arriba
del ultimo nivel de la curva de calibracion (denominado por el autor N5), raz6n por la cual
dichos valores se toman como informativos (Figura 1.7a). En las muestras de agua

residual de la temporada de estiaje se detectaron los cuatro antibiéticos. Ceftriaxona y
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vancomicina fueron detectadas a concentraciones entre 1689.9 a 4999 ug/L y 1369 a
4344 pgl/L, respectivamente.

Antibidticos en agua residual (Temporada de lluvias)
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Figura 1.7a. Antibidticos en agua residual, temporada de lluvias: Se detectaron ceftriaxona y
vancomicina con valores de entre 100 y 3000 ug/L; ampicilina y meropenem se encontraron por
debajo del limite de deteccion (<LD). Los valores para vancomicina exceden el dltimo nivel de la
curva de calibracién (N5=2200 pg/L) (Resultados de la investigacion realizada por Valencia,
2023)

Estas concentraciones se encontraron por arriba del ultimo nivel de las curvas de
calibracion (N5) de cada antibiético, motivo por el cual los valores son tomados como
informativos. Ampicilina y meropenem fueron cuantificadas a concentraciones mucho
mas bajas, teniendo a la ampicilina entre 0.6 a 49.3 pg/L presente en todas las muestras,
mientras que meropenem se cuantificé en la mayor parte en las muestras de la planta de
tratamiento conocida como Santa Fe y de la otra conocida como Ecoducto entre 19.5 a
767.1 pg/L (Figura 1.7b). En las muestras de lodo residual, también de esas plantas de
tratamiento de aguas residuales en el muestreo de temporada de lluvias, los antibiéticos
ampicilina y ceftriaxona se encontraron por debajo del limite de deteccién. En el caso de
meropenem y vancomicina se detectaron en concentraciones entre 2 a 20 ng/mg de

sélido (Figura 1.7c).
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Antibioticos en agua residual (Temporada de estiaje)
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Figura 1.7b. Antibiéticos en agua residual, temporada de estiaje: Se detectaron los cuatro
antibiéticos; ceftriaxona y vancomicina se cuantificaron a concentraciones muy elevadas, incluso
por arriba del dltimo nivel (N5) de la curva de calibracién de cada antibidtico (N5: 2200 ug/L
vancomicina y 1500 ug/L ceftriaxona). Meropenem se cuantificd a concentraciones de entre 19.5
a 767.1 ug/L, mientras que ampicilina se encontré entre 0.6 a 49.3 pg/L (Resultados de la
investigacion realizada por Valencia, 2023)

Antibidticos en lodo secundario (Temporada de lluvias)
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Figura 1.7c. Antibiéticos en lodo secundario, temporada de lluvias: En las muestras de lodo se
cuantificaron meropenem y vancomicina, mientras que ampicilina y ceftriaxona se encontraron
por debajo del limite de deteccion (Resultados de la investigacion realizada por Valencia, 2023)
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Ampicilina en lodo secundario (Temporada de estiaje)
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Figura 1.7d. Ampicilina en lodo secundario, temporada de estiaje: En lodo de la temporada de
estiaje solamente se logré detectar ampicilina; fue cuantificada en concentraciones de entre 0.4
a 3.5 ng/mg (Resultados de la investigacion realizada por Valencia, 2023)

En las muestras de lodo de la temporada conocida como de estiaje (Glosario)
unicamente fue posible cuantificar ampicilina a concentraciones entre 0.4 a 3.5 ng/mg.

Los otros tres antibioticos no fueron detectados (Figura 1.7d).

1.7.4. Andlisis por cromatografia de liquidos de ultra alta resolucion acoplada con

espectroscopia de masal/espectroscopia de masas (UPLC/MS/MS, en inglés)

En apoyo al trabajo desarrollado por Valencia (2023) aqui presentado, la M. en C.
Tonantzin Ramirez Pérez y la Q.F.B. Denisse Reyes Garcia, encargadas de la operacion
del equipo de cromatografia de liquidos de ultra alta resolucion acoplado a masas
(UPLC/MS/MS) en el Laboratorio de Ingenieria Ambiental (LIA) del Instituto de ingenieria
UNAM, desarrollaron la técnica que permite la cuantificacion de antibidticos en ese

equipo. Los detalles se presentan en el inciso 3.6.1.6 del Capitulo 3.
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1.8. Metodologias analiticas reportadas para la cuantificacion de

farmacos en agua

La deteccién y cuantificacion de farmacos en matrices ambientales requiere el uso de
técnicas analiticas muy sensibles y selectivas. Una de las técnicas mas utilizadas es la
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS/MS). Esta técnica se
basa en la separacion de los compuestos de la mezcla a analizar a partir de las
propiedades fisicoquimicas de cada compuesto. Es por esto que la determinacién
simultanea de diferentes compuestos es especialmente dificil debido a las grandes
diferencias que pueden existir en sus propiedades fisicoquimicas (Rivera-Jaimes et al.,
2018).

La cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas puede verse obstaculizada
por los efectos matriz de compuestos co-eluyentes que, por su naturaleza, se encuentran
en las muestras ambientales; por ejemplo, materia organica natural, sales vy
contaminantes no objetivo (Kowal et al., 2013). El efecto de los compuestos co-eluyentes
procedentes de la matriz puede aumentar o disminuir la sefial del analito de interés en el
equipo, la cual permite su cuantificacion. Durante el desarrollo del método analitico se
debe prestar mucha atencion a disminuir los efectos de la matriz en la medida de lo

posible (Steene y Lambert, 2008).

La cromatografia liquida se divide en dos métodos de amplia aplicacion, la cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC, por sus siglas en inglés) y la cromatografia liquida de
ultra alta resolucién (UPLC, por sus siglas en inglés), la cual es una técnica derivada de
la evolucion del HPLC. Estas técnicas se diferencian en que el UPLC permite una mayor
sensibilidad, resolucion y disminucién de tiempo de analisis en comparacion con la
cromatografia tipo HPLC. Por su lado, la cromatografia tipo HPLC tiene una mayor

facilidad de uso, buena robustez y sensibilidad ajustable (Gumustas et al., 2013).

Un inconveniente importante en ambos equipos es su susceptibilidad a los efectos de la

matriz afectando la precision de los resultados. Para garantizar una cuantificacion precisa
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de los analitos objetivo, con el fin de compensar los efectos de la matriz, en la literatura

se menciona el empleo de técnicas como (Kowal et al., 2013):

e Lacalibracién externa con estandares de matriz; sin embargo, en el caso de zonas
de muestreo 0 masas de agua variables, no esta garantizada la disponibilidad de
blancos apropiados ajustados a la matriz libres de residuos del analito objetivo.

e Estandares internos (El) marcados isotépicamente con un comportamiento igual
al de los analitos objetivo. Los EI marcados isotépicamente no estan disponibles
comercialmente para nuevos metabolitos.

e El método de adicion estandar (SAM, por sus siglas en inglés) se considera la
alternativa precisa para compensar diversos efectos de matriz. EI SAM asegura
una calibracion in situ de la matriz real; este método requiere mucho trabajo y

tiempo.

La preparacion de la muestra antes de inyectarla en el instrumento analitico es un paso
gue requiere mucho tiempo y trabajo, aunque existen varias técnicas de preparacion de
muestras que tienen objetivos comunes como eliminar las posibles interferencias de la
matriz de la muestra y, si es necesario, aumentar la concentracion de los analitos objetivo
proporciona un método reproducible que sea independiente de la matriz de la muestra.
Los principales pasos de la preparacion de muestras son el pretratamiento, la limpieza y

la concentracion (Jiang et al., 2013).

En el pretratamiento de las muestras liquidas se pueden aplicar operaciones como la
filtracion y la centrifugacion para la remocion de sélidos en suspension, seguido del
proceso de limpieza o extraccion, donde se emplean técnicas como la extraccién liquido-
liquido en donde se favorece la dilucion del compuesto de interés en la fase organica o
acuosa. Por otro lado, la extraccion en fase soélida, EFS (SPE, por sus siglas en inglés)
es una de las mas frecuentemente utilizadas (Han et al., 2021; Martinez-Organiz et al.,
2021; Rivera-Jaimes et al., 2018; Rossmann et al., 2014). Consiste en el paso de la

muestra a través de un sélido con afinidad por los analitos ya extraidos. Esta técnica
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consiste en cuatro importantes etapas: Acondicionamiento del cartucho, paso de la

muestra, elucion de sustancias interferentes y elucion del analito.

Por otro lado, las técnicas mas utilizadas para la extraccion de farmacos en lodo residual
implican liofilizacién o molienda de la muestra como primer paso de preparacién, seguido
de la extraccion liquido-sélido, que generalmente es asistida por ultrasonido, o por
microondas. También se ha reportado la extraccion de liquidos a presién. La extraccion
de lodos suele ir seguida de una fase de limpieza y preconcentracién mediante extraccion
en fase sélida, EFS (SPE) utilizando distintos tipos de cartuchos, como los de intercambio

cationico fuerte o los de equilibrio hidrofilico-lipofilico (Ajibola et al., 2020).

A continuacion, con base en este marco tedrico, en el siguiente capitulo se presenta el

planteamiento del problema, la justificacion, la hipétesis y los objetivos.
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Capitulo 2. PROBLEMATICA, JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y
OBJETIVOS

2.1. Planteamiento de problema

Los antibidticos son un importante grupo de farmacos utilizados para el tratamiento de
enfermedades causadas por bacterias. Estas sustancias no son completamente
metabolizadas por el cuerpo humano (o animal), que las excreta a través de la orina y
las heces, ya sea en forma de compuesto original inalterado, como metabolitos 0 como

conjugados (Virkutyte, 2010).

La presencia de antibidticos en los sistemas de drenaje y tratamiento de aguas residuales
puede favorecer el desarrollo de genes de resistencia a antibidticos (GRA) en los
microorganismos presentes en ese ambiente. Este hecho constituye un riesgo para la
salud, puesto que una vez que los microorganismos son liberados al ambiente (en los
efluentes y lodos residuales), pueden entrar en contacto con otros microorganismos
receptores de esos genes y, por lo tanto, adquirir resistencia al antibiético (Koopaei y
Abdollahi, 2017). De hecho, el agua residual municipal es una de las vias principales
para la introduccion de productos farmacéuticos en el ambiente (Virkutyte, 2010).La
rapida propagacion de la resistencia a los antibioticos representa un importante reto para
la salud publica, ya que limita la capacidad de la humanidad para tratar infecciones

potencialmente mortales (OMS, 2019).

Se ha reportado que estos compuestos no son totalmente removidos durante el
tratamiento del agua residual, ya que son detectados en los efluentes y biosoélidos
(Guerra et al., 2014; Hou et al., 2016; Qiu et al., 2016). Debido a sus propiedades
fisicoquimicas muy variables (estructura quimica, solubilidad, coeficiente de particion
octanol/agua), asi como a las condiciones operacionales de cada proceso de tratamiento,
las eficiencias con las que se eliminan los productos farmacéuticos varian
sustancialmente. Los sistemas convencionales para el tratamiento de agua residual no

estan disefiados para la remocion de compuestos farmacéuticos (Tiwari et al., 2017).
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En la literatura, la mayoria de los trabajos de investigacion reportan la eficiencia de
remocion del contaminante como la reduccién de la concentracion del contaminante
disuelto en la fase acuosa del influente con respecto al efluente. Sin embargo, no toman
en cuenta la cantidad del contaminante que pudiera estar adsorbida en los lodos de
purga y en los sélidos en suspension, lo cual se debe principalmente a la dificultad para
el analisis de muestras de este tipo.

2.2. Justificacion

Las plantas de tratamiento de aguas residuales tienen la funcidbn de remover
contaminantes de las descargas liquidas municipales y, entre estos contaminantes, se
encuentran los antibidticos. Estos compuestos pueden favorecer la proliferacion de
bacterias resistentes en el medio receptor. Ante el problema de incremento de la
resistencia bacteriana a los antibioticos resulta de gran importancia conocer la presencia
y el destino de estos farmacos durante los procesos de tratamiento de aguas residuales
(Wang et al., 2018). El fin es mejorar la eficiencia en su remocion evitando que se
favorezca el intercambio de genes de resistencia antimicrobiana (GRA) dentro del

sistema, o fuera de él, una vez descargados los efluentes al ambiente.

En diversos paises se ha evaluado la remocion de antibidticos con distintas tecnologias;
sin embargo, en América Latina, existe escasa informacion al respecto (Pefia-Guzman
et al., 2019). En México, algunos estudios han reportado la presencia de compuestos
farmacéuticos en cuerpos de agua potable (superficial y subterranea) (Calderén et al.,
2019; Félix-Cafedo et al., 2013; Hernandez-Tenorio et al., 2021; Pérez-Alvarez et al.,
2018) asi como en los influentes y efluentes de plantas de tratamiento (Estrada-Arriaga
et al., 2016; Martinez-Organiz et al., 2021; Pefia-Alvarez y Castillo-Alanis, 2015;
Robledo-Zacarias et al., 2017;).

En 2020, Cuetero y colaboradores (2023) aislaron y cuantificaron bacterias resistentes a
antibioticos (ARB, por su siglas en inglés) B-lactamicos y a vancomicina, a partir de lodos

primarios de una planta de tratamiento de agua residual en la Ciudad de México. Entre
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las bacterias aisladas se encontraron patdégenos de importancia clinica como

Enterobacter, Escherichia y Klebsiela.

En México, los principales procesos de tratamiento de agua residual son convencionales.
En el 49% del caudal tratado a nivel nacional se emplea el sistema de lodos activados y
es en la zona centro del pais, en el llamado Valle de México en donde se tiene el mayor
caudal tratado de agua residual (33 m?/s, de los cuales 26 m?/s son tratados actualmente
en la PTAR Atotonilco) a nivel nacional (CONAGUA, 2019).

Ante ello, resulta pertinente el estudio de la remocién de estos compuestos que
contribuya a la generacién de conocimiento para la mejora de los procesos utilizados

actualmente.

En un inicio se tenian los objetivos e hipotesis que se muestran a continuacion, sin

embargo, debido a

-la restriccion de accesos a laboratorios por la cuarentena del Covid-19, del 20 de marzo
de 2020 hasta junio de 2022,

-la averia del UPLC-MS/MS,

-la necesidad de ajuste de los métodos de analisis establecidos por Valencia (2023) y

-el tiempo limitado para el uso del equipo UPLC-MS/MS para el establecimiento de
nuevas metodologias analiticas,

se tuvo la necesidad de ajustar la hipotesis y objetivos establecidos para el trabajo que

se logro realizar a pesar de las limitantes mencionadas.

2.3. Hipotesis y objetivos (propuesta original)

2.3.1. Hipotesis original

La remocién de los antibidticos analizados sera mas completa en sistemas aerobios
operados con mayores tiempos de residencia hidraulica y de retencién de lodos y con

mayor grado de tecnificacion, en comparacion con los sistemas aerobios convencionales.
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Los antibidticos B-lactdmicos seran removidos en mayor proporcion con respecto a

aquellos con estructuras moleculares mas grandes y complejas.

2.3.2. Objetivo general original

Evaluar la capacidad de remocién de cuatro antibioticos representativos en México en
tres procesos diferentes de tratamiento de aguas residuales elucidando el destino de los

antibidticos dentro de cada proceso.

2.3.3. Objetivos especificos originales

e Cuantificar cada uno de los antibioticos seleccionados en los influentes, efluentes
y lodos de purga de tres diferentes procesos biologicos utilizados en el tratamiento
de agua residual municipal.

e Determinar el mecanismo principal de remocion de cada uno de los antibiéticos
en los tres diferentes procesos biolégicos de tratamiento de agua residual

estudiados.

A continuacioén, se presentan la hipétesis y objetivos planteados para esta investigacion.

2.3. Hipotesis y objetivos (actualizados)

2.3.1. Hipotesis

El grado de remocion real (degradacion o adsorcion en los lodos) del antibiético en las
plantas de tratamiento podra ser determinado siempre y cuando se cuente con
metodologias analiticas capaces de cuantificar el antibiético en la fase liquida y

adsorbida en la fase sélida.

62



2.3.2. Objetivo general

Establecer metodologias analiticas para la cuantificacion de cuatro antibidticos
representativos en México utilizando el equipo UPLC-MS/MSa partir de muestras de
agua residual de plantas de tratamiento (influente y efluente en fases liquida y

suspendida) y lodos de purga.

2.3.3. Objetivos especificos

e Establecer los procesos de acondicionamiento de las muestras de agua, lodos y
soélidos en suspension para su cuantificacion en UPLC-MS/MS.

e Establecer las condiciones de analisis en UPLC-MS/MS para la cuantificacion de
los cuatro antibioticos seleccionados.

e Cuantificar cada uno de los antibioticos seleccionados en los influentes, efluentes
y lodos de purga de tres diferentes procesos biolégicos utilizados en el tratamiento

de agua residual.
Con base en esta nueva hipotesis y los nuevos objetivos planteados, en el siguiente

capitulo se presenta la metodologia que se siguid para la realizacion de esta

investigacion.
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Capitulo 3. METODOLOGIA

3.1. Seleccidén de antibidticos

Se realiz6 una revision bibliogréfica para la seleccion de los antibiéticos a analizar en
este trabajo de investigacién. La eleccién de estos compuestos se tomé bajo el criterio
su representatividad (mayor uso) en México. De acuerdo con el PUCRA (Glosario),
programa establecido en el 2018, los antibidticos de mayor consumo en México son -
lactdmicos y la vancomicina del grupo de los glucopéptidos (Meza et al., 2018). Para este
estudio se eligieron ampicilina, ceftriaxona, meropenem (antibiéticos B-lactamicos de

mayor consumo en México) y vancomicina (glucopéptido de mayor consumo en México).
3.2. Seleccion de las PTAR a evaluar

La revision bibliografica permitié conocer que los sistemas biolégicos convencionales son
los mayormente implementados en México (CONAGUA, 2019). Con el fin de comparar
la remocion de los antibioticos seleccionados se identificaron sistemas de tratamiento

biologico que operaran bajo diferentes condiciones.

El presente trabajo de investigacion forma parte del proyecto “Analisis de la eficacia en
la remocién de patdégenos en efluentes y lodos de plantas de tratamiento de aguas
residuales en la Ciudad de México con fines de ‘redso’ seguro” financiado por la
Secretaria de Educacion, Ciencia, Tecnologia e Innovacion de la Ciudad de México
(SECTEI, convenio 265/2019), en el cual se analizan las plantas de tratamiento de aguas
residuales, PTAR, de Cerro de la Estrella, Chapultepec, Santa Fe y Ecoducto. Estas
plantas emplean lodos activados, reactor biolégico acoplado a membranas de filtracion
(MBR), lodos activados por aeraciéon extendida y un sistema de biodigestores acoplados
a humedales construidos, respectivamente, para el tratamiento del agua residual de tipo

municipal. En esta investigacion se decidio estudiar la presencia de estos antibioticos en

64



algunos de los influentes y efluentes de las plantas de Cerro de la Estrella, Chapultepec
y Santa Fe.

3.3. Muestreos

Se realizaron muestreos compuestos cada hora durante 6 horas del carcamo de
alimentacion de las plantas de tratamiento de Cerro de la Estrella (C.E.), Santa Fe (S.F.)
y Chapultepec (Ch.), asi como del efluente, de acuerdo con la norma mexicana
correspondiente segun el Apéndice Normativo de la NOM-001-SEMARNAT-2021 (DOF,
2021). Cada planta se muestre¢ tres dias (Tabla 3.14), en temporada de lluvias y en
estiaje (septiembre del 2021 y marzo del 2022, respectivamente). Los muestreos se
realizaron en las primeras horas de la mafiana comenzando a las 9 horas. y terminando
a las 14 horas. Se tomaron muestras de un litro y medio cada hora, teniendo en total 9
litros de muestra compuesta por dia. En el caso de los lodos primarios en Cerro de la
Estrella y Santa Fe se tomaron muestras puntuales, asi como del licor mezclado de los

reactores de las tres plantas.

Tabla 3.14. Dias de muestreo en cada planta de tratamiento visitada

PTAR Temporada

Lluvias Estiaje
29/08/2021 08/03/2022
Cerro de la Estrella, C.E. 31/08/2021 10/03/2022
03/09/2021 13/03/2022
12/09/2021 22/03/2022
Santa Fe, S.F. 15/09/2021 24/03/2022
16/09/2021 27/03/2022
26/09/2021 15/03/2022
Chapultepec, Ch. 28/09/2021 17/03/2022
30/09/2021 20/03/2022

Es importante mencionar que el dia 31 de agosto del 2021, durante el muestreo en la
planta C.E. el influente fue interrumpido debido a obras de mantenimiento en la planta

de bombeo Aculco de donde proviene el agua residual, lo cual resulté en que no se
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pudieran tomar las tres ultimas muestras del dia, contando asi, con la toma de

Unicamente tres muestras de influente y efluente en ese dia.

3.4. Plantas de tratamiento muestreadas

A continuacion, se describen cada una de las plantas de tratamiento muestreadas.
Posteriormente se detallara el procedimiento, asi como las fechas de muestreo.

3.4.1. Planta de tratamiento de agua residual Cerro de la Estrella (C.E.)

Se localiza en la alcaldia de Iztapalapa en la Ciudad de México entre las calles de
Naranjo y San Lorenzo en la colonia San Juan Jalpa. La planta actualmente opera a un
caudal promedio de 1500 L/s y recibe el agua proveniente de la planta de bombeo Aculco,
en donde se conjunta el agua de las alcaldias de Iztapalapa, Iztacalco, Venustiano

Carranza y Benito Juarez de la Ciudad de México.

En la planta de bombeo Aculco se realiza un pretratamiento que consiste en un sistema
de rejillas en el cual se eliminan soélidos de gran tamafio y posteriormente el agua es

bombeada hasta la PTAR Cerro de la Estrella a través de una tuberia de 8 km de longitud.

En el carcamo de recepcion de la PTAR se tienen rejillas donde se retienen solidos que
no fueron retenidos en la planta de bombeo Aculco, complementando el proceso de

pretratamiento (Figura 3.8).

La planta estd conformada por dos trenes de tratamiento (Sur y Norte). Cada tren
consiste en cuatro modulos que conforman el proceso de tratamiento. Los modulos
corresponden al sedimentador primario rectangular, el reactor biolégico de lodos
activados (Figura 3.9) (el cual cuenta con un carcamo de recirculacion de lodos por
bombeo), sedimentador secundario rectangular y terminar con filtros de placa Porex y el
tanque de cloracion. El tiempo de residencia hidraulica promedio en el tanque de

aireacion es de 6 h.
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El agua tratada es recibida en un carcamo desde el cual se distribuye a los sitios de
disposicion final en donde es destinada para reutilizacion como riego de areas verdes y
el llenado de los canales de Xochimilco.

En la Figura 3.10 se observa un diagrama de bloques del proceso en planta en donde se

precisan los puntos de muestreo de agua y lodos.

3.4.2. Planta de tratamiento de agua residual Santa Fe (S.F.)

Esta ubicada en la Delegacion Alvaro Obregén de la colonia Jalalpa, calle Encino. El
agua residual que alimenta a la planta proviene de la zona de corporativos de Santa Fe.
La planta esta disefiada para una capacidad de 140 L/s, aunque el promedio tratado

reportado es de 70 L/s.

Figura 3.8. Toma de muestra en el carcamo Figura 3.9. Toma de muestra en el reactor
de recepcion de agua residual, PTAR Cerro aireado PTAR Cerro de la Estrella
de la Estrella

El influente de la planta recibe un pretratamiento a su llegada, el cual consiste en rejillas
gruesas, medianas y un desarenador respectivamente (Figura 3.11). Posterior al
pretratamiento, el agua es conducida a los sedimentadores primarios rectangulares, los
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cuales estan equipados con un sistema de rastras de lodo. El proceso de tratamiento del
agua residual contintia con el tratamiento secundario en los reactores biolégicos de lodos
activados (Figura 3.12), sedimentadores secundarios circulares, filtros de grava y arena.
La planta cuenta con un tratamiento terciario que consiste en 7 filtros de carbon activado
gue se localizan a la salida de los filtros de grava y arena; sin embargo, no se encuentran
en funcionamiento. Finalmente, el agua llega al tanque de cloracion y termina en el
tanque de almacenamiento de agua tratada desde el cual se distribuye a los sitios de
consumo (clientes que demandan el agua tratada).

Proceso de tratamiento en PTAR Cerro de la Estrella

[ Purga

A . @
i . Sedimentador
—_ Carcamo de . .
Influente .. il
recepcion v
A ([
Tanque de Sedimentador
contacto con |, secundario < Reactor aireado |,
cloro

Recirculacié

y Parga

Tanque de agua
tratada

Efluente

APunto de muestreo de agua residual
@ Punto de muestreo de lodo

Figura 3.10. Diagrama de proceso e ilustracion de puntos de muestreo de la planta de
tratamiento Cerro de la Estrella
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Aunque la planta de tratamiento de agua residual opera bajo la tecnologia de lodos
activados, el limitado caudal que trata resulta en tiempos de residencia hidraulica de 18
a 20 h y tiempos de retencién de solidos de 15 a 20 dias, lo que corresponde a un
tratamiento de lodos activados con aireacion extendida (Amy et al., 2008).

El agua tratada en la PTAR Santa Fe es distribuida para reutilizacién en areas verdes de
Santa Fe y para venta en algunas empresas de la zona. En la Figura 3.13 se ilustran los

puntos de muestreo dentro del proceso de tratamiento.

.

Figura 3.11. Toma de muestra en el Figura 3.12. Reactor aireado, PTAR Santa Fe
carcamo de recepcion de agua
residual, PTAR Santa Fe

3.4.3. Planta de tratamiento de agua residual Chapultepec (Ch.)

Se localiza en la parte norte-oeste de la segunda seccion del Bosque de Chapultepec
sobre la calle de Pedregal esquina con Ferrocarril de Cuernavaca, alcaldia Miguel
Hidalgo. La planta esta disefiada para tratar un caudal de 170 L/s, pero su caudal
promedio es de 85 L/s. El agua residual que alimenta la planta proviene de la zona de
Lomas de Virreyes y Lomas de Chapultepec.
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Proceso de tratamiento en PTAR Santa Fe

” Sedimentador
Rejill P——
Influente A | Relasy | primario
Desarenador \.

A

Sedimentador
Filtro de gravay secundario

N

) Reactor aireado |,

Recirculacion

Purga

Tanque de
A Tanque de agua
contacto con -,
cloro tratada Efluente

A Punto de muestreo de agua residual
@ Punto de muestreo de lodo

Figura 3.13. Diagrama de proceso e ilustracion de puntos de muestreo de la planta de
tratamiento Santa Fe

El influente de la planta recibe un pretratamiento que consiste en rejillas gruesas,
medianas, desarenador y tamiz rotatorio. Posteriormente, el caudal es dirigido hacia el
reactor bioldgico el cual esta constituido por cuatro modulos: anaerobio, andxico, aerobio
(Figura 3.14) y enddgeno. El caudal continda a un tanque con médulos de membranas

de ultrafiltracion (fibra hueca) (Figura 3.15).

El agua se desinfecta mediante un sistema de luz UV (que, durante los dias de muestreo

no se encontraba en operacién el sistema UV) para terminar en el tanque de agua tratada
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desde el cual es conducida hacia los lagos del bosque de Chapultepec donde puede

estar en contacto con los paseantes.

imz e

Figura 3.14. Reactor aireado, PTAR Figura 3.15 Médulos de membranas de
Chapultepec ultrafiltracion

El tiempo de residencia hidraulica en los médulos anaerobio, andxico y aerobio es de 2

h en cada uno, mientras que el tiempo de retencion de solidos es de 3 d.
En la Figura 3.16 se ilustra los puntos de muestreo dentro del proceso de tratamiento.

En la Tabla 3.15 se muestran las condiciones de operacion de cada sistema de

tratamiento estudiado.

3.5. Analisis de parametros fisicoquimicos

Durante los muestreos realizados en las plantas de Cerro de la Estrella, Santa Fe y
Chapultepec se midi6é la temperatura, el pH y la conductividad de cada una de las
muestras simples tomadas para la conformacion de la muestra compuesta. Se empled

el equipo portatil multiparamétrico Hanna, modelo HI9828.
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Proceso de tratamiento en PTAR Chapultepec

?
A Rejillas Reactor
— Influente > ) v > . “
Desarenador anaerobio
A
° °
Reactor
enddégeno Reactor aireado Reactor andxico
Membranas MBR
= x
' Recirculacion de lodo S S
\4
Tanque de A Tanque de agua
N Efluente
permeado > tratada — >

A Punto de muestreo de agua residual
@ Punto de muestreo de lodo

Recirculacién de lodo

Figura 3.16. Diagrama de proceso e ilustracién de puntos de muestreo de la planta de
tratamiento Chapultepec

Tabla 3.15. Condiciones de operacion de las plantas de tratamiento en estudio

) Caudal
PTAR Tipo de proceso TRH (h) TRS (d)
real (L/s)
Cerro de la Estrella (C.E.) Biolégico- Lodos activados 1500 6 4
Bioldgico- Lodos activados.
Santa Fe (SF) Operado como aireacion 70 18 15
extendida
Bioldgico- Lodos activados,
Chapultepec (Ch) 85 62 3
membrana de UF

a: tiempo total en los tanques anaerobio-andxico-aerobio; UF
residencia hidraulica; TRS: Tiempo de retencién de sélidos

: Ultrafiltracion; TRH: Tiempo de
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El pH es un factor importante a controlar en los procesos de tratamiento biologico de
aguas residuales, debido a que constituye un factor clave en el crecimiento de los
microorganismos responsables del tratamiento del agua residual. Ademas del
crecimiento microbiano, el pH tiene importancia debido a que puede favorecer la
degradacion de compuestos contaminantes al provocar la disociacién de las moléculas
(Carneiro et al., 2020).

El rango permisible de pH establecido por la NOM-001-Semarnat-2021 (Diario Oficial de
la Federacion, 2021) para descargar agua residual en cuerpos de agua y bienes
nacionales esta entre 6 y 9.

La temperatura tiene un efecto importante en la tasa de crecimiento de los
microorganismos responsables del tratamiento del agua residual. Los cambios en la
temperatura del agua residual pueden modificar la velocidad de las reacciones que
intervienen en el proceso, por lo tanto, al afectar la actividad biolégica afecta también la
degradacion de contaminantes (Grandclément et al., 2017). Por otro lado, la temperatura
influye directamente en la concentracion del oxigeno disuelto en el agua, ya que a mayor

temperatura la concentracion de oxigeno disuelto disminuye.

La NOM-001-Semarnat-2021 (Diario Oficial de la Federacion, 2021) establece que la
temperatura maxima para descargar agua residual en cuerpos de agua y bienes

nacionales es de 35°C.

La conductividad es una medida proporcional a la cantidad de soélidos disueltos totales
en el agua, que se refiere a sales inorganicas, las cuales pueden restringir el uso del
agua tratada si se encuentran en altas concentraciones (Noyola et al., 2013). En agua
residual municipal un valor medio de este parametro es de 1000 mS/cm (Amy et al.,
2008).

En el laboratorio se evaluaron parametros fisicoquimicos de las muestras compuestas

de agua residual y lodos (Tabla 3.16).
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Tabla 3.16. Técnicas analiticas para la determinacién de parametros fisicoquimicos

Parametro Técnicas
Demanda quimica de oxigeno DQO Métodos establecidos para el andlisis de agua
(total y soluble) y agua residual de la Asociacion
Sélidos totales, volatiles y fijos Estadounidense de Salud Publica (2540 B,C y

Solidos suspendidos totales, volatiles y fijos D;5220 D) (APHA, AWWA y WEF, 2012)

3.6. Analisis de antibidticos

Este subcapitulo se divide en cuatro secciones (Figura 3.17):

La primera corresponde a los apartados 3.6.1.1 al 3.6.1.3 y describe la metodologia
aplicada para el analisis de agua y lodo en el primer muestreo (lluvias) donde se
implementé la metodologia planteada por Valencia (2023). La segunda seccion
corresponde al apartado 3.6.1.4 que describe los ajustes realizados al método de
Valencia (2023) para el andlisis de las muestras de agua del segundo muestreo (estiaje),
donde se implement6 el método de adicion estandar. La tercera corresponde al apartado
3.6.1.5 que corresponde al analisis de las muestras de lodo y solidos en suspension del
segundo muestreo (estiaje), donde se describen los ajustes al método planteado por
Valencia (2023) para el analisis de dichas muestras. La cuarta y ultima seccion (apartado
3.6.1.6) describe las condiciones de operacion del UPLC-MS/MS para cada una de las

tres secciones anteriores.
3.6.1. Extraccion de antibioticos
Con la finalidad de implementar una metodologia confiable para lograr la cuantificacion

de los cuatro antibiéticos seleccionados en las diferentes matrices de cada planta de

tratamiento muestreada, se optimizaron los métodos planteados por Valencia (2023).
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Analisis de antibidticos

1. Muestras de 3. Muestras de
agua, lodosy 2. Muestras lodo y sélidos
solidos en de agua dela en suspension
suspension la temporada de dela
temporada de estiaje temporada de
lluvias estiaje
y y
Métodos de
i Método de Método de
Valencia (2023) L, .
adicion Valencia (2023)
para aguay ) ]
estandar con ajustes
lodos

v v

4. Andlisis de muestras mediante UPLC-MS/MS con condiciones especificas
para cada tipo de muestra

Figura 3.17. Diagrama de bloques para las metodologias aplicadas para el analisis de
antibioticos en muestras de agua, sélidos en suspensioén y lodo residual

En el primer muestreo (lluvias), realizado en agosto-octubre 2021, las muestras de agua
y lodo se analizaron con el método implementado por Valencia (2023) de acuerdo con el
apartado 3.6.1.1. Cabe mencionar que el equipo UPLC-MS/MS se encontraba en
reparacion, por lo que fue necesario almacenar las muestras del primer muestreo hasta
su reparacion (noviembre 2021). La preparacion para el almacenamiento de las muestras
consistié en lo sefalado en la Figura 3.18.

e Las muestras de agua residual (influente y efluente) fueron centrifugadas a 1500
rom durante 20 min, el sobrenadante fue filtrado con filtro grado masas de 0.2
micras y almacenado.

e Las muestras de lodo fueron centrifugadas a 1500 rpm durante 20 min, se

recupero el “pellet”.
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Almacenamiento de muestras de agua, lodo y sélidos en suspension

Muestreo en tres plantas de

tratamiento

I

A 4

Agua

Almacenamiento de 45
mL de las muestras
compuestas en
laboratorio

A 4

Centrifugacién a 1500
rpm, por 20 min.
Filtracion con filtro
grado masas 0.2 micras.
Almacenamiento a -4°C

A 4

Descongelacién de las
muestras colocdndolas
en refrigeracion hasta su
completa
descongelacion

Lodo

v

Recuperacion de sélidos
en suspensién a partir
del influente

Almacenamiento de 45 mL
muestras de lodo en
laboratorio

v

Filtracionde 1 L de
influente con papel filtro
4 micras y recuperacién

del pellet.
Almacenamiento a -4°C

Ceftrifugacion a 1500 rpm,
por 20 min. Decantaciény
recuperacion del pellet .
Almacenamiento a -4°C

A 4

\4

Descongelacién de las
muestras colocéndolas
en refrigeracidn hasta su
completa
descongelacién

Descongelacion de las
muestras colocandolas en
refrigeracion hasta su
completa descongelacion

Figura 3.18. Diagrama de bloques del almacenamiento de muestras en laboratorio previo a su

analisis

Para la recuperacion de solidos en suspension, fue necesario filtrar (con papel

filtro, tamafio de poro de 4 micras) un litro de agua del influente de cada muestra

compuesta (debido a la baja concentracion de sélidos en suspension de los

efluentes, no fue posible recuperar sélidos de esas muestras), el pellet recuperado

en el filtro fue guardado hasta su analisis.
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Del total del volumen muestreado, se almacenaron muestras de 45 mL de cada una de
las muestras compuestas del influente y efluente en tubos Falcén®, asi como de lodos
en congelacioén a -4 °C hasta su posterior andlisis en el UPLC-MS/MS.

Debido a los resultados obtenidos en el primer muestreo, se decidio realizar ajustes en
el método de acondicionamiento de las muestras para su cuantificacion (se describen en
el apartado 3.6.1.4). Las muestras de ambos muestreos requirieron ser almacenadas en
congelacién (-4°C) debido a la averia del UPLC-MS/MS (primer muestreo) y a la

optimizacion del método de analisis (segundo muestreo).

3.6.1.1. Cuantificacion de antibidticos en agua residual por el método de Valencia
(2023) (temporada de lluvias)

Para esta cuantificacion se emplearon curvas de calibracion que se construyeron
incrementando paulatinamente la concentracion del estandar. En la Figura 3.19a se
presenta un ejemplo de una de estas curvas de calibracion, la de la ampicilina, construida
por la M. en C. Denise Reyes Garcia. Ella acostumbra llamar a cada punto nivel y por

tanto el punto cercano al origen es N1, el siguiente punto es N2 y asi hasta N5.

Ampicilina
600000
y = 420.14x + 1095.4
500000 R?=0.9999
400000
« 300000
g
*< 200000

100000

-200 0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Concentracidn (pg/L)

Figura 3.19a. Curva de calibracién de la ampicilina con sus cinco puntos (conocidos como
niveles)
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En el Anexo A.2 se encuentran las curvas de calibracion de los cuatro antibiticos en

estudio y en cada una se tienen los puntos denominados niveles.

Debido a que el equipo UPLC-MS/MS se encontraba en reparacion durante el primer
muestreo, las muestras de agua residual (influente y efluente) se encontraban en
almacenamiento (-4°C), hasta su acondicionamiento y andlisis. Una vez que fue posible
proceder a su analisis, se prepararon soluciones estandar de cada antibiético (las
soluciones siempre fueron preparadas en el dia que se utilizarian). Cada antibiético fue
pesado y diluido en agua ultrapura (Milli-Q), hasta tener una concentracion de 10,000

Mg/L de cada uno.

A continuacion, en un matraz de 2 mL se adicionaron alicuotas de las soluciones
estandar de antibidticos con el fin de mejorar la sefial en el equipo UPLC-MS/MS (Tabla
3.17).

Tabla 3.17. Alicuotas de soluciones estandar adicionados a las muestras de agua residual
Concentracion (pg/L) en

Antibiotico Alicuota (uL) matraz de 2 mL
Ampicilina 20 100
Ceftriaxona 200 1000
Meropenem 200 1000
Vancomicina 300 1500

Ese matraz de 2 mL fue aforado con la muestra de agua residual (previamente
centrifugada vy filtrada). Posteriormente se agitd con ayuda de un “vortex” durante 2 min.
La disolucion resultante fue filtrada con una jeringa filtro grado masas de 0.2 micras y el
filtrado fue recuperado en un vial para su posterior analisis en el UPLC-MS/MS (Figura
3.19b).

3.6.1.2. Extraccion en lodo por el método de Valencia (2023)

Al igual que las muestras de agua residual, las muestras de lodo (45 mL) primario y del
licor mezclado fueron centrifugadas, con las mismas condiciones que las de agua

residual, decantadas y almacenadas en congelacion hasta su posterior analisis.
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|| Cuantificacion de antibidticos en muestras de agua y lodo por los métodos de Valencia ||

Muestras de agua (temporada de Muestras de lodo y sélidos en suspension
lluvias) (temporada de lluvias)
\ \
Anadir alicuotas de estandares Anadir 1 mL de actato de amonio (0.05
(Tabla 3.17) al matraz de 2 mL M) al pellet de lodo almacenado
v v
Aforar matraz con la muestra de | Agitar en vortex por 2 min
agua (filtrada y centrifugada)
l v
Afadir acido acético concentrado hasta
Agitar con vortex durante 2 min | ajustar el pH de 3
\ 4 l
Filtrar con jeringa grado masas de Agitar en vortex por 2 min |
0.2 micras l
v Afadir alicuotas de estandares (Tabla
Recuperar el liquido en un vial y 3.17) al matraz de 2 mL
analizar en UPLC-MS/MS

A
Aforar matraz con la disolucién de lodo y
agitar

Filtrar la mezcla resultante: primero papel
filtro de 4 micras y segundo con filtro de
0.2 micras

H !
E Recuperar muestra en un vial y analizar
en UPLC-MS/MS

Cuantificar a partir de las curvas de
calibracidn (Anexo 1)

Figura 3.19b. Diagrama de bloques de la cuantificacion de antibioticos en muestras de agua,
solidos en suspension y lodos de la temporada de lluvias
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Una vez que fue posible proceder a su analisis, al “pellet” almacenado se le afiadiéo 1 mL
de acetato de amonio (0.05 M) y la disolucion fue agitada en “vortex” durante 2 min
(Figura 3.19). Posteriormente, se afiadié &cido acético concentrado hasta ajustar el pH
a 3, se agito la suspension en el vortex. A un matraz aforado de 2 mL se afiadi6 el
estandar de antibiéticos (Tabla 3.17), se afor6 con la disolucion y se agité con ayuda del

vortex.

Finalmente, a la mezcla resultante se le realizaron dos filtraciones: la primera fue una
filtracion rapida con papel filtro con tamafio de poro 4 micras, la segunda con una jeringa
filtro grado masas de 0.2 micras. La muestra resultante fue recuperada en un vial para

su posterior analisis en UPLC-MS/MS.

3.6.1.3. Extraccion de los analitos en los sdlidos en suspension

La metodologia seguida para la extraccion de antibidticos a partir de los solidos

suspendidos recuperados fue la misma que para los lodos.

3.6.1.4. Cuantificacion de antibioticos en agua residual por el método de adicion

estandar (temporada de estiaje)

En el segundo muestreo (marzo 2022) se tomaron muestras de las PTAR de C.E., Ch.y
S.F., las cuales fueron analizadas con el método de adicion estandar con el fin de tomar
en cuenta los efectos causados por la matriz. Estos efectos de la matriz se vieron
reflejados en los resultados del primer muestreo con el incremento de la sefial del UPLC-
MS/MS, particularmente con dos de los antibidticos, ceftriaxona y vancomicina.
Consecuentemente, se vieron reflejados en concentraciones de antibiéticos muy
elevadas como se observara en el capitulo de resultados, que estdn muy por encima de

los puntos de la curva de calibracion (el altimo o N5 y lo encontrado en la literatura).

La Figura 3.20 muestra el diagrama de bloques del método de adicion estandar para el

analisis de las muestras de agua residual de la temporada de estiaje.
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|| Cuantificacion de antibidticos por el método de adicién estandar ||

Muestras de agua (temporada de estiaje)

Para conocer la concentracidn de los analitos en la
muestra problema

l

\4

Afadir 3 mL de la muestra problema (centrifugada y
filtrada) a 4 matraces aforados de 5 mL

Graficar los voliumenes de las alicuotas afiadidas (eje x)
contra el drea obtenida en el equipo de cada una de
ellas (eje y)

l

v

Enumerar los matraces del 1 al 4 y a cada uno afadir la
solucién de los estandares de antibidticos en
volumenes crecientes (Tabla 3.18)

Graficar la linea de tendencia y extrapolarla a la
interseccidn de las abscisas (Cuando y=0)

A 4

N\ siguiente paso

]
v y | v
Matraz 1: No
se le afiaden Matraz 2] Matraz 3| Matraz 4
estandares
v I v !
!

Si la relacion sefial/ruido de la muestra problema (del\
matraz 1) es mayor a 3 y en la grafica el ajuste de la
linea de tendencia T%s mayor a 0.97 se continta con el

Aforar todos los matraces con agua Milli-Qy agitar

l

Utilizar la ecuacién (1) para conocer la concentracion
del analito en la muestra problema (hacerlo para cada
antibidtico)

Guardar cada una de las disoluciones en viales bien

A 4

identificados y analizar en UPLC-MS/MS

Repetir el procedimiento para todas y cada una de las
muestras de agua (influente y efluente)

Figura 3.20. Diagrama de bloques de la cuantificacion de antibiéticos por el método de adicion
estandar para las muestras de agua de temporada de estiaje

En el método de adicion estandar se afladen cantidades conocidas del analito a la
muestra que se requiere analizar. A partir del aumento de la sefial, se deduce la cantidad
de analito que habia en la incégnita original. EI método de adicion estandar requiere una

respuesta lineal al analito (Harris, 2010).

Para la realizacion del método se utilizaron matraces aforados de 5 mL. A cada uno se
le adicionaron 3 mL de la muestra de agua residual (influente o efluente) previamente

centrifugada (1500 rpm durante 15 min) y filtrada (0.5 um).

Posteriormente, se adicionaron volimenes crecientes de los estandares de cada

antibidtico para tener diferentes concentraciones en cada matraz (Tabla 3.18).
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Tabla 3.18. Busqueda de las condiciones de analisis para el método de adicion estandar

Namero Volumen » Alicuota de estandar Concentracion del antibiético
Concentracion ] o
de (Vx) 3 afiadido(mL) (ug/L) afiadida en el matraz
estandar
matraz (5 | muestra
(Mg/mL) Amp | Ceft Mero | Vanco | Amp | Ceft | Mero | Vanco
mL) (mL)
1 0 0 0 0 0 0 0 0
2 3 10 0.01 0.1 0.1 0.01 20 200 200 20
3 0.03 0.3 0.3 0.03 60 600 600 60
4 0.05 0.5 0.5 0.05 100 | 1000 | 1000 100

Amp: Ampicilina; Ceft: Ceftriaxona; Mero: Meropenem; Vanco: Vancomicina

Una vez realizada la adicion de la muestra y los estandares, cada matraz fue aforado

con agua Milli-Q. Las muestras fueron guardadas en viales y se analizaron en UPLC-

MS/MS.

Este procedimiento fue realizado para todas las muestras del influente y efluente de cada

planta.

El volumen de cada alicuota de los estandares se graficd (eje de las x) contra el area

obtenida (eje de las y) para construir curvas como la mostrada en la Figura 3.21 para la

ampicilina en la PTAR Cerro de la Estrella.

Area

Ampicilina: muestra influente Cerro de la E. dia 3

30000
25000
20000
15000
10000

5000

fa)

y = 478914x + 366.43

v

003 002 -00d500

-10000
-15000

0.01

0.02

Volumen (mL)

0.03

0.04

0.05

0.06

Figura 3.21. Respuesta del método de adicion estandar
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A manera de ejemplo, a continuacion, se presenta como se obtuvo una curva con cuatro
puntos (blanco de muestra y tres puntos con adiciones crecientes de estandares de cada
antibidtico) para la ampicilina en una muestra del influente de Cerro de la Estrella (Figura
3.21 mencionada arriba). Esto mismo se realizé para cada muestra y antibiético y los
resultados se presentan en el Anexo A.1 (Tablas A.1.36 a 38).

Para conocer la concentracion del analito en la muestra se grafico la linea de tendencia
y se extrapolé a la interseccion con el eje de las abscisas (cuando y=0). A partir de esta
informacién se calcul6 la concentracion del analito de interés en la muestra analizada

como se muestra a continuacion (Harris, 2010):

Vx: Volumen de la muestra con el analito de interés (3 mL)

Cx: Concentracion del analito de interés en la muestra

Vs: volumen del estandar afiadido ("X")

Cs: Concentracién del estandar anadido (10 ug/mL)

Vt: Volumen total (5 mL)

Ca: Concentracion del analito de interés

S: Sefal de la muestra en el equipo UPLC-MS/MS (area “y")

k: Constante de proporcionalidad

na: Numero total de moles del analito (de la muestra + el estandar afadido)

S=kxCa
c _na
=

na= Cs * Vs + Cx « Vx

Cs* Vs + Cx x Vx
Ca =
Vt

S_k*Cs*Vs+k*Cx*Vx
B vt vt

Yy = mx + bEcuacién de una recta

donde:
m_k*Cs x=1Vs b_k*Cx*Vx
Vt Vvt
Por lo tanto:

_(Cs*k)v+k*Cx*Vx
B vt s vt
Cuando:
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S=y=0
Cs * Vs k * Cx x Vx
o:(—)v5+—

vt Vt
k*Cs*Vs_ k* Cx * Vx
Ve T Ve
La concentracion del analito de interés en la muestra:
Cx = — Cs xVs )
Vx

Las concentraciones de cada muestra se calculan con la ecuacion 1.

Como se menciono, cada muestra se analizd con un blanco de muestra al cual no se le

afiadieron estandares, dicho blanco de muestra es el primer punto sobre la recta.

Se debe tener respuesta en el blanco de muestra (la relacion sefal/ruido debe ser mayor
a 3: s/r >3) (Figura 3.22), lo cual da certeza de que el antibiotico se encuentra en la
muestra en cantidades detectables y cuantificables. Hasegawa et al. (2021) mencionan
gue el primer paso para saber si el compuesto xenobiotico se encuentra en la muestra
es comparar la sefial de una muestra sin la adicion de ningun estandar con otra muestra
gue contiene una cantidad conocida del estandar. Ambos deben presentar sefial del

compuesto, siendo la sefial en la muestra adicionada mayor que la que no se le adiciono.

Sample Name: Inf_ce102 EM_120522

Agua F2:MRM of 9 channels,ES+
350.2 = 106.1
100 Ampicilina  3.292e+002
1 0.19 3.28
{1/ 101 173 a.60 59
- i rmin

1.00 200 3.00

Figura 3.22. Sefial en el blanco de muestra (muestra sin adicion de estandares) del influente de
la C.E.; relacion sefial/ruido>3)
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3.6.1.5. Cuantificacién de antibidticos en el lodo residual (temporada de estiaje)

Para el analisis de estas muestras se tomd como base el método planteado por Valencia
(2023), descrito en el apartado 3.6.1.2. Sin embargo, se realizaron algunas

consideraciones, como se describe a continuacion.

Al “pellet” de lodo residual (previamente centrifugado y decantado) se le anadié 1 mL de
acetato de amonio (0.05 M) y la disolucién fue agitada en “vortex” durante 2 min (Figura
3.23). Se ajustd el pH a 3 de la muestra adicionando &cido acético concentrado. La

agitacion se hizo en el equipo “vortex”.

A un matraz aforado de 2 mL se afadio el estandar de antibiéticos con concentracion al
nivel 3 de la curva de calibracion (tercera concentracion del estandar de dicha curva)
(Tabla 3.19) para procurar que la concentracion de la muestra a cuantificar se encuentre

dentro del intervalo de la curva de calibracion.

Tabla 3.19. Curvas de calibracion de los estandares internos para muestras de lodo (temporada

de estiaje)
Concentracion (ug/L)
Antibiotico N1 N2 N3 N4
Ampicilina 7.3 73.5 294 734.9
Ceftriaxona 1048 1310.1 1572.1 1965.1
Meropenem 605.4 756.8 908.1 1135.1
Vancomicina 47.7 477.2 954.4 1431.6

Datos acordes con las masas de estandares obtenidas; N1: Nivel 1 de la curva
Posteriormente, se afor6 el matraz con la suspension de lodo acidificado.
Finalmente, a la mezcla se le realizaron dos filtraciones, la primera fue con papel filtro de

4 micras y la segunda con filtro grado masas de 0.2 micras. El liquido resultante fue

recuperado en un vial para su inmediato andlisis en UPLC-MS/MS.
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Cuantificacidon de antibidticos en muestras de lodo y sélidos en suspension método de Valencia
(2023) ajustado
Cuantificacién de antibiéticos en _ [ Para conocer la concentracién de
muestras de lodo y sélidos (temporada de antibidtico en las muestras
estiaje) l
v Cdlcular del factor de correccién (FC)

Afiadir 1 mL de actato de amonio (0.05 Area de la muestra enriquecida al nivel 3

M) al pellet de lodo almacenado " Area del nivel 3 (N3) de curva de calibracién

A
| Agitar en vortex por 2 min l

Calcular la concentracién 1 del
antibidtico a partir de la ecuacién de la
curva de calibracion (Figura 3.24)

v

Afiadir 4cido acético concentrado hasta
ajustar el pH de 3

i area — b
Concentracion 1 = (x1) =|——
v m

Agitar en vortex por 2 min l

v
Afiadir alicuotas de estandares al nivel 3
(N3) de la curva de calibraciéon (Tabla Concentracion (x) = (x1)(FC)
3.19) al matraz de 2 mL

Cdlcular la concentracion real (x)

\4
Aforar matraz con la disolucion de lodo y
agitar

v

Filtrar la mezcla resultante: primero papel

filtro de 4 micras y segundo con filtro de
0.2 micras

Recuperar muestra en un vial y analizar | |

en UPLC-MS/MS

Figura 3.23. Diagrama de bloques de la cuantificacion de antibi6ticos por el método de Valencia
(2023) ajustado para las muestras de lodo de temporada de estiaje

Para el calculo de la concentracion de antibiéticos fue necesario utilizar un factor de
correccién para cada muestra analizada con el fin de tomar en cuenta los efectos

causados por la matriz.
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El factor de correccion (FC) utilizado fue calculado a partir de la relacién de la sefial (area)
obtenida en las muestras y la sefal obtenida en el nivel 3 de la curva de calibracién de
cada antibiotico (preparadas con agua Milli-Q) (Tabla 3.19). Para ello, las muestras
fueron enriquecidas al nivel 3 de la curva de calibracion de cada antibi6tico, asegurando

gue la sefal estuviera dentro del rango manejado en la curva de calibracion.

Area de la muestra enriquecida a nivel 3

"Area de la curva de calibracién al nivel 3

El resultado obtenido (FC) fue utilizado para corregir la concentracién, la cual se calcul6
a partir interpolar el area de la muestra en la ecuacion de la linea de tendencia de cada

curva de calibracion (Figura 3.24 a - d; ecuacion 2):

. b 2
Concentracion (x) = (%) (FC) @

donde:

X: concentracion del antibidtico

b: interseccion de la linea de tendencia con el eje de las ordenadas (de cada
curva)

m: pendiente de la linea de tendencia

FC: factor de correccion

3.6.1.6. Andlisis en el UPLC-MS/MS

El andlisis instrumental se realizé con un cromatografo de liquidos de ultra alta resolucién
acoplado a un espectrometro de masas (UPLC-MS/MS). EI UPLC-MS/MS es un
cromatégrafo de liquidos de la marca Waters, modelo ACQUITY, el cual esta acoplado
al espectrometro de masas Xevo TQD (triple cuadrupolo) de la misma marca (Figura
3.25). El equipo UPLC-MS/MS esta a cargo de la técnica académica M.C. Denise Reyes
Garcia, quien fue la responsable del establecimiento de las condiciones de operacion del

equipo y de todos los andlisis realizados ya que los estudiantes no deben usar esos
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equipos tan sofisticados. Por ello, todo lo que se describe a continuacion fue informacion
dada por la responsable.

Ampicilina Ceftriaxona
1500000 50000
y =1315x + 7040.1 40000 y =24.439x -9781.2
1000000 R?=0.9996 R? = 0.9995, .0+
8 g 30000 | e
< G annnn | T
500000 < 20000 | e
10000
0 0
0 200 400 600 800 900 1400 1900 2400
Concentracion (ug/L) (a) Concentracion (ug/L) (b)
Meropenem Vancomicina
120000 3000
100000 y=111.66x - 21662 5500 y = 1.6795x + 4.6565
R?*=0.98 e RZ =0.9969
80000 s 2000 :
§ 60000 ;goo
<< 40000 1000
20000 500
0 0
400 600 800 1000 1200 0 500 1000 1500 2000
Concentracion (ug/L) (C) Concentracion (ug/L) (d)

Figura 3.24. Curvas de calibracion (Tabla 3.19) en agua Milli-Q para la cuantificacion de
antibiéticos en muestras de lodo: (a) ampicilina, (b) ceftriaxona, (c) meropenem y (d)
vancomicina

 OWATOGRAFIA
GROMATOGRA!
LlquiDA DE ULTRA |
ALTARESOLUCION |

Figura 3.25. Cromatdgrafo de liquidos de ultra alta resolucion acoplado a un espectrémetro de
masas. Laboratorio de Ingenieria Ambiental, Instituto de Ingenieria, UNAM, Ciudad de México
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Las muestras (agua y lodos) de la temporada de lluvias y las muestras de agua residual
de la temporada de estiaje (método de adicidon estandar) fueron analizadas con una

columna Poroshell C18, 2.1 x 100 mm, 1.9 ym de Agilent.

Debido a la averia de la columna Poroshell C18 fue necesario utilizar otra columna para
el andlisis de las muestras de lodo (temporada de estiaje) por una columna RP-Amide
C16 2.1 x 75 mm, 2.7 ym de Halo, que se tenia disponible en el LIA. Las condiciones de

operacion para cada lote de muestras se muestran en la Tabla 3.20.

Tabla 3.20. Condiciones de operacion del UPLC-MS/MS

Parametro Muestras y temporada
Aguay lodo (lluvias) | Agua (estiaje) | Lodo (estiaje)
Condiciones de funcionamiento de cromatografia liguida de ultra alta resolucién
Vol. Inyeccién (uL) 5 10 10
Tiempo de corrida (min) 7 4 7
Flujo (mL/min) 0.2 0.2 0.2
Composicién Fase Agua + Ac. férmico Agua Agua
movil A (0.01%)
Composicion Fase MeOH+ Ac. férmico Acetonitrilo + Ac. Férmico | Acetonitrilo + Ac. Formico
mévil B (0.01%) (0.01%) (0.01%)
Caracteristicas de la columna
Identificacién Poroshell Agilent Poroshell Agilent RP- AmideHalo
Soporte C18 C18 C16
Longitud (mm) 100 100 75
Diametro (mm) 2.1 2.1 2.1
Tamafio de particula 1.9 1.9 2.7
(pm)
Condiciones de operacién del espectrémetro de masas
Voltaje del capilar (kV) 1.7 2.08 3.5
T de la fuente (°C) 150 150 150
T de desolvatacién (°C) 350 350 550
Voltaje de cono (V) 30 32 35
Energia de colisién (V) 20 20 0

Los gradientes la fase moévil para cada lote de muestras analizadas se muestran en la
Tabla 3.21.

Se realizaron curvas de calibracion para cada antibiotico analizado en las muestras del

agua y lodo de la temporada de lluvias y, los criterios de aceptacion de cada curva se

presentan en la Tabla 3.22.
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Tabla 3.21. Descripcion del gradiente de la fase mévil del UPLC

Aguay lodo (lluvias) Agua (estiaje) Lodo (estiaje)
Tiempo (min) %A Tiempo (min) %A Tiempo (min) %A
0.0 100 0 100 0 100
0.5 75 0.5 50 0.5 100
1.0 55 3 50 1 0
2.0 30 4 100 2 0
25 100 5 0
7 100 7 100

Tabla 3.22. Criterios de aceptacion para la cuantificacién de antibiéticos (Agua y lodo:
temporada de lluvias; agua: temporada de estiaje)
Ampicilina Ceftriaxona Meropenem Vancomicina

Coeficiente de correlacion de la

) . 0.9992 0.9955 0.9962 0.9913
curva de calibracion (R?)
Limite de deteccién (LD) (pg/L) 0.03 833.87 33.39 14.91
Limite de cuantificacién (LC) (ug/L) 0.1 2526.89 101.17 45.19

Para el caso de las muestras de lodo (temporada de estiaje), las curvas de calibracion

para cada antibiético (Figura 3.24) presentaron los siguientes criterios (Tabla 3.23).

Tabla 3.23. Criterios de aceptacién para la cuantificacion de antibiéticos en muestras de lodo
(temporada de estiaje)
Ampicilina Ceftriaxona Meropenem Vancomicina

Coeficiente de correlacion de la curva

) ) 0.9996 0.9995 0.9825 0.9969
de calibracion (R?)
Limite de deteccién (LD) (ug/L) 0.0768 0.527 0.311 0.105
Limite de cuantificaciéon (LC) (ug/L) 0.233 1.597 0.944 0.32

3.6.1.7. Control de calidad en el andlisis en UPLC-MS/MS

Para cada curva de calibracion y lote de muestras se analiz6 el blanco de reactivos (agua
Milli-Q) para comprobar la ausencia de los antibiéticos objetivo en ella y evitar la
contaminacién cruzada. Para la identificacion y cuantificacion de cada antibiético se
utilizaron un ion precursor y dos transiciones (Li et al., 2009; Shibata et al., 2003;Wang
et al., 2020b; ) (Tabla 3.24).
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Tabla 3.24. lones utilizados para la identificacion y cuantificacion de los antibioticos en el

UPLC-MS/MS
Antibiético 16n Antibiético 16n
- 350.2 >114.1 384.1> 141
Ampicilina Meropenem
350.2> 106.1 384.1> 68
. 555.1> 396.2 o 725.5> 144.2
Ceftrixona Vancomicina
55.1 >167.2 725.5> 100.1

3.7. Analisis de resultados

De acuerdo con la nueva hipotesis y los objetivos se planteé que esta investigacion se
desarrollara en la direccion de nuevos enfoques para las metodologias propuestas por

Valencia (2023) ya que los resultados obtenidos no estaban en los intervalos esperados.

Originalmente se habia planteado la realizacion de balances de materia y, aunque esto
es muy ambicioso dado el contexto real, como esta investigacion es parte de un proyecto
mas amplio, se presentan a continuacion los principios en los que se basa la realizacion
de balances de materia, como los plantea la ingenieria quimica desde hace mas de un

siglo (Duran-Dominguez-de-Bazua, 2008, 2013), para quien tome la estafeta.

La carga masica de cada antibiético en el influente, efluente y los lodos se calculé con

base en las ecuaciones (3) — (5):

Minf = Cinf X Qaguaresidual + Cinf(SS) X Qaguaresidual X SSinf (3)
Mefl = Cefl X Qagua residual + Cefl (SS) X Qagua residual X SSefl (4)
Mioao = Ciogo X Quodo X STiodo 5)

donde:

e Min: Masa de cada antibiético en el influente (g/dia)
e M ei: Masa de cada antibiético en el efluente (g/dia)

91



e M odo: Masa de cada antibiético en el lodo de purga (g/dia)

¢ Cinr: Concentracion de antibiético disuelto en el influente (g/L)

e  Qaguaresidual: Flujo diario (L/dia)

¢ Cinfss): Concentracion de antibiético adsorbido en los sélidos suspendidos en el
influente (g/g)

e Cefiss): Concentracion de antibiotico adsorbido en los sélidos suspendidos en el
efluente (g/g)

e SSint: Concentracion de sélidos suspendidos en el agua residual influente(g/L)

e SSefi: Concentracion de sélidos suspendidos en el agua residual efluente (g/L)

e STido: Concentracion de solidos totales en el lodo (g/L)

¢ Qiodo: Flujo de lodo de purga (L/dia)

e Ciodo: Antibidtico adsorbido en el lodo (g/g)

Se supone gque la carga del influente (entrada) es igual a la carga en el efluente mas la
purga de lodos (salida) y las pérdidas por degradacion (transformado o degradado).
Debido a la estructura quimica de los antibidticos a analizar y sus caracteristicas
fisicoquimicas, las pérdidas por volatiidad y foto degradaciéon se considerarian
despreciables en esta fase. Por lo tanto, es posible conocer la masa real de antibiotico
gue entra y sale suponiendo que los analisis efectuados sean confiables, precisos y
exactos- La ecuacion (6) daria la cantidad de antibidtico transformado (al no ser medido

como compuesto original):

MTransformado = Minf - Mefl - Mlodo (6)
Minf - Meflu - Mlodo (7)
%MTransformado = . . x 100
in
M, s — M 8
%Remocion = el (2 (8)
My ¢

De esta forma podria determinarse si el antibiético que ingres6 al sistema fue
transformado, adsorbido en los lodos o bien evacuado con el efluente, recordando que

la materia y la energia no se crean ni se destruyen solamente se transforman.
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3.8 Analisis estadisticos

Debido a las limitantes ya mencionadas, no fue posible obtener suficientes resultados
para realizar un analisis estadistico confiable, exacto y preciso.

En el siguiente capitulo se presentan los resultados obtenidos de las metodologias

propuestas para medir los antibidticos de interés en las diferentes muestras de las
plantas de tratamiento de aguas residuales seleccionadas.
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Capitulo 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ParAmetros de campo

A continuacién, se realiza una comparacion de los pardmetros medidos en campo de las

tres plantas muestreadas en las dos temporadas (Tabla 4.25).

4.1.1. Valor de pH

El pH en los influentes de las tres plantas en ambas temporadas se encuentra entre 7.11

y 8.22 (Tabla 4.25). Estos valores se encuentran dentro del rango adecuado para el

desarrollo de la microbiota de las plantas con procesos bioldgicos (entre 6 y 9) (Metcalf

y Eddy, 2003).

Tabla 4.25. Parametros de campo de las dos temporadas de muestreo

G d(%IE)Estrella Chapultepec (Ch) Santa Fe (SF)
Influente Efluente Influente Efluente Influente Efluente
(n=18) (n=18) (n=18) (n=18) (n=18) (n=18)
Temporada de lluvias
oH 7112032 (17*032 | 9551043 7.28+0.42 | 7.8740.32  6.7+0.47
Temperatura (°C) 20+0.92 21+0.72 21+0.1 22104 20+0.6 20+0.6
Conductividad
eléctrica (uS/cm) 592 +2482@ 672 £120? 357 £37 199 +57 790 +88 523 +41
Temporada de estiaje
pH 7.32+0.33  7.05+0.46 | 7.12+0.39  6.82+0.41 | 7.77+0.35 6.31+0.1
Temperatura (°C) 20 +0.2 20 +0.3 20 £0.2 21 +0.5 20 +0.8 20 +0.4
Conductividad
eléctrica (uS/cm) 1227 +344 1134 +312 615 +60 388 £75 1067 +405 648 +8

a: El nimero de muestras en esta planta es de 15 (n=15), debido a la interrupcion del influente en uno de los dias
de muestreo como se menciona en el apartado 3.3. Los pardmetros presentados en esta tabla fueron medidos en
campo con un equipo de campo multiparamétrico; a cada muestra simple tomada se le midieron pH, temperatura
y conductividad eléctrica; en cada muestreo se tomaron 6 muestras simples (una cada hora por 6 h) y cada planta
se muestreo por 3 dias

En cuanto a los efluentes de las plantas en ambas temporadas, el rango esta entre 6.31

y 7.28. Estos valores se encuentran dentro de los limites permitidos en la NOM-001-
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Semarnat-2021 (DOF, 2021) para descargar agua residual en cuerpos de agua y bienes
nacionales, que establece valores de pH entre 6 y 9.

4.1.2. Temperatura

La temperatura del agua residual a la entrada y salida de las plantas se encontré entre
20y 22°C (Tabla 4.25), rango que se encuentra muy por debajo del limite establecido en
la NOM-001-Semarnat-2021 (DOF, 2021) para descargar agua residual en cuerpos de
agua y bienes nacionales que establece una temperatura maxima de 35°C.

4.1.3. Conductividad eléctrica

Comparando ambas temporadas se puede observar (Tabla 4.25) que en temporada de
estiaje la conductividad eléctrica es mayor que en temporada de lluvias, debido a que en
temporada de lluvias se tiene un efecto de dilucién por el aumento en el volumen de agua
por las lluvias. Hubo una diminucién de la conductividad entre el influente y el efluente
de las plantas de Ch. y S.F. de 158 y 267 unidades, respectivamente, lo que estaria

indicando que en la planta de S.F. se removio una mayor cantidad de solidos del agua.

Por otro lado, la planta de C.E. presenta un incremento de la conductividad eléctrica en
el efluente con respecto al influente de 80 unidades. Este hecho indica un aumento de
las concentraciones de sélidos en el efluente, contrario a lo que se espera del proceso
de tratamiento de agua residual. Estos valores podrian explicarse porque, durante uno
de los dias de muestreo, el flujo del influente se vio interrumpido por obras de

mantenimiento en la planta de bombeo.

En temporada de estiaje se observa una disminucion de la conductividad en el efluente
con respecto al influente en las tres plantas, C.E, Ch. y S.F., con una disminucién de 93,
227 y 419 unidades, respectivamente. Se observa que, para S.F., se tuvo la mayor

disminucién en la conductividad de su efluente con respecto a las otras dos plantas,
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también se observa que el influente de la planta de S.F. fue el que present6 la mayor

variabilidad en los datos.

4.2. Andlisis fisicoquimicos

4.2.1. DQO total

En temporada de lluvias y estiaje la PTAR Chapultepec tuvo la eficiencia de remocién

promedio mas elevada de DQO total con 93 y 99%, seguido de Santa Fe y Cerro de la

Estrella con 89y 97 y 42 y 86%, respectivamente (Tabla 4.26). Esta ultima, C.E., vierte

esa agua ‘tratada’ a los canales de Xochimilco para resarcir el agua que el Sistema de

Aguas extrae de pozos y manantiales para darla a los habitantes de la zona urbana de

la Ciudad de México. La planta de Chapultepec envia el agua tratada a los lagos del

bosque de Chaputepec, mientras que en Santa Fe el agua tratada es enviada para riego

de areas verdes en la zona de corporativos.

Modulando estos datos con los caudales procesados, los balances de masa sefialados

en el capitulo anterior dan cantidades menos halaguenas.

Tabla 4.26. Promedio de influentes, efluentes y eficiencias de remocién de DQO total y soluble

y sélidos suspendidos en las plantas de C.E., Ch.y S.F.

Temporada de lluvias

Temporada de estiaje

C.E. (n=6) | Ch. (n=6) S.F. (n=6) C.E. (n=6) Ch. (n=6) S.F. (n=6)
Inf (mg/L) 163 +61 384 +84 444 +127 228 +17 363 76 570 +265
DQO total Efl (mg/L) 93 +34 27 +9 45 5 31 +20 312 12 +8
Ef'c('oi);‘c'a 42% 93% 89% 86% 99% 97%
Inf (mg/L) 87 £35 189 +50 163 +24 85 +37 85 +20 95 £33
DQO soluble Efl (mg/L) 52 +10 24 +9 41 +8 11 +8 1+0.3 4 £3
Ef'c('o‘/i;‘c'a 36% 88% 75% 88% 99% 96%
Inf (mg/L) 60 +17 144 +23 205 +91 104 +0 169 +41 367 +97
Sélidos Efl (mg/L) 24 +12 2+1 3+1 24 +4 73 27 +2
suspendidos PR
Ef'c('ozg‘c'a 54% 99% 98% 7% 96% 92%

n= 6 nimero de muestras; se analizaron las muestras compuestas de cada dia de muestreo (tres dias de muestreo cada planta:
C.E., Cerro de la Estrella; Ch., Chapultepec; S.F., Santa Fe); se analizaron por duplicado cada una
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Tabla 4.27. Condiciones de operacién de las plantas de tratamiento en estudio

Caudal DQO DQO SSTresids, SSTresids,
. solubleresid, | solubleresid, kg/d kg/d
PTAR Tipo de proceso real ; .
kg/d kg/d lluvias Estiaje
(L/s) . -
Lluvias estigje
Cerro de la .
Estrella (C.E.) Biol.-Lodos acts. 1500 6739 1426 3110 3110
Santa Fe (SF) Biol.-Lodos acts. 70 248 24 18 163
(aireacion ext.)
Chapultepec Biol.-Lodos acts.,
(Ch) membrana UF 85 176 / 15 51

De aqui la importancia de los balances de masa y por eso es trascendente concientizar
al personal que opera las plantas del destino de sus efluentes liquidos, gaseosos y
semisoélidos y mas si van a estar en contacto con nifilos(as), jovenes y adultos(as) como

es el caso de los efluentes de estas tres plantas.

4.2.2. DQO soluble

Siguiendo con el ejercicio anterior, la cantidad promedio de DQO soluble residual en
temporada de lluvias y estiaje sigue el mismo caso que la total, la PTAR Chapultepec fue
la mas eficiente en ambas temporadas, con 176 y 7 kg/d residuales en lluvias y estiaje
respectivamente (Tablas 4.26 y 4.27), seguida de Santa Fe y Cerro de la Estrella.
Obviamente, las tres plantas de tratamiento tuvieron cantidades menores en sus

efluentes de DQO total y soluble en temporada de estiaje en kg/d.

4.2.3. Solidos suspendidos

En el caso de la cantidad de sdlidos suspendidos residuales, la PTAR Chapultepec fue
la mas eficiente en ambas temporadas de muestreo (Tabla 4.27) con 15 y 51 kg/d en
temporada de lluvias y estiaje, respectivamente. Cerro de la Estrella tuvo las eficiencias
de remocion mas bajas de las tres plantas en ambas temporadas y estos solidos se van
a azolvar los canales de Xochimilco, patrimonio de la humanidad, sitio Ramsar y area

natural protegida.
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4.3. Puesta a punto de la metodologia analitica

4.3.1. Primer muestreo (aguay lodo)

Las soluciones de los estandares de antibiéticos que se utilizaron para construir las
curvas de calibracién y enriquecer las muestras fueron preparadas siempre el dia de
procesamiento y andlisis de muestras utilizando agua Milli-Q; las curvas de calibracion

también se prepararon con la misma agua.

La linealidad de las curvas de calibracion presento un buen ajuste, tomando al coeficiente
de regresion (R?) como indicador. Para ampicilina se obtuvo 0.9999, ceftriaxona 0.962,
meropenem 0.9924 y vancomicina 0.9935 (Anexo A.2, Tabla A.2.39).

Como parte del control de calidad en el analisis, en los blancos de reactivos (Agua Milli
Q) no se detectaron los antibiéticos (ejemplo para ampicilina Figura 4.26 [A]). Por otro
lado, el nivel 1 de la curva de calibracién de ampicilina presentdé un area de 2491.8

(Figura 4.26 [B]).

Sample Name: FM10 Sample Name: B16-4-54D_N1

FM10 Smooth(Mn,1x2) MRM of 8 channels,ES+ 110 MRM of 8 channels,ES+
109 350.2 > 106.1 350.2 > 106.1
10 2.26 2.88 8.540e+001 10 Ampicilina._ 4.330e+004

min min

2.00 3.00 2.00 3.00
[A] [B]

Figura 4.26. Cromatogramas del blanco de reactivos [A] y la lectura N1 [B] para la curva de
calibracion de ampicilina (B16-4-54D_N1)

Los limites de deteccion LD y limite de cuantificacion LC se mencionan en el apartado
3.6.1.6 (Tabla 3.22).
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En este primer muestreo no se tomaron en cuenta los efectos de la matriz. Los resultados
obtenidos se muestran mas adelante, en el apartado 4.4.1 (Figura 4.30), donde se
observan concentraciones muy elevadas, en especial de dos analitos (ceftriaxona y
vancomicina). Kowal y colaboradores (2013) mencionan que para garantizar una
cuantificacion precisa de los analitos objetivo y compensar los efectos de la matriz
(supresion o mejoramiento de la sefial en el equipo), es necesario el empleo de técnicas
como la calibracion con estandares matriz. Sin embargo, en este caso no se contd con

blancos de matriz disponibles que estuvieran libres de residuos de los analitos objetivo.

Kowal y colaboradores (2013) también mencionan el empleo de estandares internos
marcados isotopicamente. Nuevamente, en el Laboratorio de Ingenieria Ambiental, LIA,
no se contaba con dichos estandares. Por otro lado, los autores mencionan el método
de adicion estandar como alternativa para asegurar una calibracion in situ de la matriz
real. Aunque el empleo de esta técnica requiere mucho trabajo y tiempo, se opto por
ajustarla a la metodologia para el analisis de agua residual como se menciona a

continuacion en el analisis de agua residual del segundo muestreo (estiaje).

4.3.2. Segundo muestreo (agua)

En el método de adicién estandar es importante obtener un buen ajuste de R?, debido a
gue la concentracion se calcula por extrapolacion de la linea ajustada. En la Figura 4.27
se observan los cromatogramas de una muestra del efluente de la PTAR C.E. Se observa
gue la abundancia de cada cromatograma va en aumento, correspondiendo al
incremento de la adicion (nivel N) del estandar del antibiético. La concentracion del
antibidtico fue calculada como se describe en el apartado 3.6.1.4, con lo cual se obtuvo
una respuesta de la linea de tendencia lineal, con un ajuste R? mayor a 0.99 (Figura
3.21).

En todos los casos (Figura 4.27), la relacion sefal/ruido fue mayor a 3; este parametro

es de interés principalmente en la muestra problema (sin adicion de estandar).
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En el caso de meropenem, los cromatogramas de todas las muestras presentaron mucho
ruido (Figura 4.28) (relacion sefial/ruido <3), y no se logré obtener linealidad en las
curvas, lo cual no permiti6 que fuese cuantificado con los pardmetros de trabajo

establecidos.

Sample Name: Inf_D3 BM_120522 { Sample Name: Inf_D3_N1-120522
d3 F2:MRM of 9 channels,ES+  { d3 F2:MRM of 9 channels,ES+
350.2 > 106.1 350.2 > 106.1

100 Ampicilina  1.352e+002 10 Ampicilina  9.186e+004

Y

3.66
o o '300' min ] AL L SR S min
B)
Sample Name: Inf_D3_N3-120522 Sample Name: Inl_D3_NS120822
d3 F2:MRM of 9 channels,ES+ ’ 350.2 = 106.1
350.2 > 106.1 _— p Y
10 Ampicilina  2.751e+005 100 Ampicilina. - 4.0866+005
o7
o Ye
0y min min
LARRE RRAN R ARR R RN LA AN SRR RAR
1.00 200 300 1.00 2.00 3.00 (D)
©)

Figura 4.27. Cromatogramas de la muestra de influente de Cerro de la Estrella (dia 3) por el
método de adicion estandar para ampicilina. (A): Blanco de muestra; (B) Muestra nivel 1; (C)
Muestra nivel 2; (D) Muestra nivel 3

En el Anexo A.2 (Tabla A.36 a A.38) se presentan las curvas obtenidas para cada
antibiotico en cada muestra. En el caso donde no se obtuvo sefal del antibidtico en la
muestra problema (como fue en la mayoria de las muestras de Chapultepec) se presenta
el cromatograma correspondiente. En el caso donde se obtuvo sefal en la muestra
problema (relacién sefal/ruido >3), pero no se obtuvo linealidad en la curva, también se

muestra el cromatograma de la muestra.
En las Tablas 4.28-4.31 se presentan las concentraciones obtenidas en cada muestra

con el método adicion estandar, asi como los limites de deteccion (LD) y de cuantificacion

(LC). En el método de adicion estandar no es posible calcular los limites de deteccion
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(LD) y de cuantificacion (LC) de la misma manera que los métodos convencionales de

calibracion (Hasegawa et al., 2021).

Los LD y LC fueron calculados para cada una de las muestras analizadas con las
ecuaciones (9) y (10), de acuerdo con la Conferencia Internacional de Armonizacién (ICH

por sus siglas en inglés) (International Conference on Harmonization, 2005).

S
LD = 3.3 x ?e 9)
S
LC = 10 X ?e (10)

donde: Se es la desviacion estandar residual de cada curva; b es la pendiente de cada

curva

Sample Name: Inf_D3 BM_120522

d3 F2:MRM of 9 channels,ES+
406.15 > 317.15
100— 1.48 5.380e+001
1 134 Meropenen
%o .
¢ 0.97. 283 3.28

1.00 2.00 3.00

Figura 4.28. Cromatograma del blanco de muestra del influente de Cerro de la Estrella para
meropenem (dia 3)

Los LD y LC fueron calculados para todas las muestras, incluso aquellas donde no se

cuantificé debido a una relacion sefial/ruido < 3 (menor que) en la muestra problema.

4.3.3. Segundo muestreo (lodos)

Para el andlisis de las muestras de lodo se intentaron diversos procedimientos para la
extraccion, limpieza y concentraciéon de los analitos, como extraccion liquido-liquido con

diferentes disolventes y extraccion en fase sélida.
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Tabla 4.28. Resultados del método de adicion estandar para las muestras del influente de las tres PTAR muestreadas

Cerro de la Estrella
Dia 2
Antibi6tico Ecuacioén de Iallinea de R2 Concentracion Ecuacion de Ia_Iinea de R2 Concentracion Ecuacion de Ia_Iinea de R2 Concentracion
tendencia (ngl/L) tendencia (ngl/L) tendencia (ng/L)
Ampicilina y = 3000000x + 2052.5 | 0.99 2.2 y = 471558x + 335.82 0.99 2.4<LC y = 478914x + 366.43 0.99 2.5%¢
Ceftriaxona y = 17440x + 441.23 0.99 8.4 y = 7874.1x + 103.57 | 0.99 4.4 y =7349.2x + 18551 | 0.99 0.8t
Meropenem * * <LD * * <LD * * <LD
Vancomicina y =102946x + 129.19 0.99 4.2 * * <LD y = 41905x + 21.634 0.99 1.7<t¢
Chapultepec
Ampicilina * * <LD * * <LD * * <LD
Ceftriaxona * * <LD * * <LD * * <LD
Meropenem a a * * <LD
Vancomicina y =14511x + 18.814 0.98 4.3 y = 18545x + 5.4486 0.99 0.9<¢ * * <LD
Santa Fe
Ampicilina * * <LD * * <LD y = 434888x + 46.478 0.99 <LD
Ceftriaxona y = 5543.1x + 26.574 0.99 1.6<L¢ y = 5704.4x + 68.526 0.99 4.0 y = 60659x + 8.1825 0.99 <LD
Meropenem * * <LD * * <LD * * <LD
Vancomicina * * <LD * * <LD * * <LD

*La relacion sefial/ruido fue menor a 3 (s/r <3) en el blanco de muestra (sin adicién de estandares); <LC: Por debajo del limite de cuantificacion; <LD: por debajo del limite de deteccion; @ La

relacién

sefial/ruido fue mayor a 3 pero, no se obtuvo linealidad en la curva
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Tabla 4.29. Limites de deteccién (LD) y cuantificacion (LC) en ug/L de las muestras del influente

Influente(pg/L)
PTAR Dia — Ampicilina — — Ceftriaxona — — Meropenem — I_DV;:1n<:om|C|naLC
1 0.72 2.21 0.26 0.79 0.34 1.02 0.46 1.39
Cerro de la Estrella 2 0.90 2.74 0.52 1.57 0.16 0.49 0.07 0.20
3 1.08 3.27 0.69 2.09 * * 0.87 2.64
1 0.82 2.50 0.37 1.12 3.35 10.15 0.71 2.16
Chapultepec 2 1.35 4.11 0.24 0.73 0 0 0.75 2.28
3 1.09 3.30 * * * * * *
1 1.06 3.23 1.03 3.13 1.29 3.90 0.68 2.06
Santa Fe 2 1.06 3.21 1.19 3.62 1.30 3.96 0.65 1.97
3 0.74 2.24 0.91 2.76 0.31 0.95 0.75 2.27

Limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC) calculados para el método de adicién estandar en las muestras del influente de cada planta muestreada.El calculo de los LD y LC se realizé a partir de las

ecuaciones (9) y (10).
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Tabla 4.30. Resultados del método de adicién estandar para las muestras del efluente de la PTAR Cerro de la Estrella

Cerro de la Estrella

Dia 2
Antibi6tico Ecuacion de Iallinea de R2 Concentracion Ecuacion de Ia_Iinea de R2 Concentracion Ecuacion de Ia_Iinea de R2 Concentracion
tendencia (ngl/L) tendencia (ng/L) tendencia (ng/L)

Ampicilina y =179325x +123.47 | 0.99 2.3<¢ a a

Ceftriaxona * * <LD y = 54738x + 90.36 0.98 55 y = 53905x + 148.09 0.97 9.1
Meropenem * * <LD * * <LD * * <LD
Vancomicina * * <LD a * * <LD

Chapultepec

Ampicilina y =210759x + 15.08 0.98 <LD y = 219086x + 315.88 0.99 4.8 a

Ceftriaxona * * <LD * * <LD * * <LD
Meropenem * * <LD * * <LD * * <LD
Vancomicina A * <LD * * <LD * * <LD

Santa Fe

Ampicilina * * <LD * * <LD * * <LD
Ceftriaxona y = 65187x + 166.31 0.99 8.5 y = 71956x + 98.04 0.99 4.5 * * <LD
Meropenem * * <LD * <LD * <LD
Vancomicina * * <LD * * <LD * * <LD

*La relacion sefial/ruido fue menor a 3 (s/r <3) en el blanco de muestra (sin adicion de estandares); <-°: Por debajo del limite de cuantificacion; <LD: por debajo del limite de deteccion; a: La relacion
sefial/ruido fue mayor a 3 pero, no se obtuvo linealidad en la curva
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Tabla 4.31. Limites de deteccién (LD) y cuantificacion (LC) en ug/L de las muestras del efluente

Efluente(ug/L)
PTAR Dia — Ampicilina — — Ceftrlaxonal_C — Meropenem — I_DV::m(:omlcmaLC
1 1.05 3.18 0.58 1.75 0.27 0.81 0.66 2.02
Cerro de la Estrella 2 0.44 1.35 0.29 0.87 1.31 3.99 0.62 1.89
3 0.89 2.69 0.48 1.46 0.85 2.57 0.87 2.44
1 0.67 2.02 0.41 1.26 0.96 29 0.44 1.35
Chapultepec 2 1.02 3.09 0.72 2.17 1.25 3.79 0.71 2.15
3 0.76 231 0.49 1.49 3.06 9.28 0.55 1.65
1 1.55 4.69 0.57 1.74 0.41 1.23 2.23 6.75
Santa Fe 2 1.55 4.69 0.57 1.71 1.03 3.12 1.03 3.12
3 0.80 2.43 0.26 0.79 0.46 1.40 0.93 281

Limites de deteccién (LD) y cuantificacion (LC) calculados para el método de adicién estandar en las muestras del efluente de cada planta muestreada. El calculo de los LD y LC se realiz6 a partir de las

ecuaciones (9) y (10)
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Es necesario mencionar que la columna Poroshell que se estaba utilizando se averio
antes de que se pudieran obtener resultados satisfactorios para la cuantificacion de los
analitos. Este problema se presenté a menos de dos meses para terminar el ciclo escolar,
por lo cual, se decidié retomar el método planteado por Valencia (2023) y optimizarlo, de

tal manera que se tomara en cuenta el efecto causado por la matriz.

Las muestras fueron procesadas como se menciond en el apartado 3.6.1.5. Para
cuantificar la concentracion de los analitos en las muestras se utilizd6 una curva de
calibracion realizada en agua Milli-Q y se tomd en cuenta el factor de correccion (FC).
En la Figura 4.29 se observan los cromatogramas para la muestra de licor mezclado de
la PTAR C.E. (dia 1), los cuales presentan ruido que podria resultar en una integracion
inadecuada por parte del integrador del equipo.

Sample Name: -222008-041-01 Sample Name: -222008-041-01
-222008-041-01 MRM of 8 channels,ES+ -222008-041-01 MRM of 8 channels,ES+
350.1 > 106 555.1 > 396.2
. Ampicilina 4.852e+005 Ceftriaxona 4.627e+004
100 279 | 100 286
96545.16 || 9906.47 ||
] 9.65e4 || i 9.91e3 ||
1 \ 1021 p [
%-| |\ 3g2 % b
i b 5.55 ‘/(/'I f/w | ‘I 371 e
i 1 46 _5.71
1 ‘_../ 1 ‘| | / 6.51
. 1
G T 11T |\\é‘ob\\]/l‘\|\4|.|0(|J||||\||6||0c\)|\\ min G ‘“‘\‘llz‘kblo"‘\l“4|.\06||||‘||6‘\0c‘)‘|‘ min
. . . (A) . . . ®)
Sample Name: -222008-041-01 Sample Name: -222008-041-01
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Figura 4.29. Cromatogramas de la muestra de licor mezclado de la PTAR Cerro de la Estrella,
dia 1. Muestra enriquecida a nivel 3 (N3) de la curva de calibracion
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Debido a ello, fue necesario realizar “curvas de calibracion” con cada tipo de matriz (licor
mezclado y lodo primario de cada una de las plantas de tratamiento). Estas curvas fueron
procesadas como se describe en el apartado 3.6.1.5, las cuales presentaron linealidad
con R?>0.97. El objetivo de estas curvas Unicamente fue para verificar que la integracion

realizada por el equipo electronico en los cromatogramas de las muestras fuera correcta.

No fue posible cuantificar vancomicina en las muestras de lodos (temporada de estiaje).
A pesar de que las muestras fueron enriquecidas con los estandares de antibiéticos las
concentraciones resultantes del andlisis fueron negativas, lo cual podria deberse a una
supresion en la sefal del equipo debida a la presencia de los contaminantes en la
muestra. La expresion de dicha supresion pudiera verse favorecida por la baja
concentracion de vancomicina en la muestra, sumado al tamafo y la complejidad de la
molécula que incrementan la capacidad de interaccion de la vancomicina con el medio.
También podria deberse a que la metodologia no esta todavia estandarizada teniendo

una oportunidad de mejora a futuro.

Michael et al. (2013) mencionan que los glucopéptidos presentan un alto potencial de ser
adsorbidos en los lodos, por lo que se esperaba obtener altas concentraciones de
vancomicina en las muestras de lodo. Sin embargo, los resultados obtenidos no fueron
coincidentes con esta premisa. El bajo valor del coeficiente de particion (log Kow= -2) y
su alta solubilidad (100,000 mg/L) permitiria también explicar su ausencia en las

muestras de lodo.

Complementando lo mencionado arriba, resulta pertinente sefialar que las metodologias
empleadas deberan optimizarse, tomando en cuenta factores como volumen de las
muestras de agua y del lodo a utilizar. En el presente estudio se ajustaron los métodos

al volumen de muestra almacenada (45 mL).

También se debe considerar la remocion de otros contaminantes (limpieza) de las
muestras y la concentracion de los analitos para mejorar las respuestas en el equipo de
analisis (UPLC).
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En el presente trabajo se experiment6 con extraccion liquido — liquido y extraccion en
fase solida (SPE, por sus siglas en inglés) (Anexo A.3, Figura A.3.38) para la extraccién
de los antibidticos a partir de las muestras de lodo; SPE es la técnica de extraccion y
concentracion mas utilizada en estudios de analisis de compuestos farmacéuticos en
agua (Li et al., 2009; Opris et al., 2013; Wang et al., 2020a). Sin embargo, como ya fue
mencionado, durante el proceso de montaje de dicha técnica, la columna Poroshell C18,
2.1 x 100 mm, 1.9 ym de Agilent que se estaba utilizando se averio, por lo que se debid

replantear la metodologia.

4.4. Cuantificacion de antibioticos

4.4.1. Temporada de lluvias

En la cuantificacion de antibidticos para las muestras de agua y lodo de la temporada de
lluvias se emplearon los métodos establecidos por Valencia (2023) (apartado 3.6.1.1 y
3.6.1.2).

La Tabla 4.32 y su réplica grafica en la Figura 4.30 presentan las concentraciones
obtenidas en las muestras de agua residual analizadas (influente y efluente)

correspondiente a la temporada de lluvias.

Las concentraciones obtenidas de ceftriaxona se encuentran entre 363.19 ug/L (influente
de Santa Fe, dia 2 de muestreo) y 4.31 ug/L (efluente de C.E. dia 3 de muestreo), valores
gue se encuentran incluso por arriba del dltimo nivel (N5) de la curva de calibracién. Yu
y colaboradores (2016) reportaron concentraciones de ceftriaxona en el agua residual de

una industria farmacéutica en China de 15.15 pg/L.

Para vancomicina se obtuvo un minimo de 2.15 ug/L (efluente de C.E. dia 2 de muestreo)
y un méximo de 4,201.27 ug/L (influente de Chapultepec, dia 2 de muestreo). Si bien, la

concentracion maxima obtenida es menor a la reportada por Qiu y colaboradores (2016),
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quienes reportan concentraciones de vancomicina en agua residual farmacéutica de
54,900 ug/L, las concentraciones obtenidas estan por arriba de lo reportado para agua
residual municipal con concentraciones entre 0.041 ug/L en ltalia (Zuccato et al., 2010)
y 43.7 ug/L en Singapur (Tran et al., 2016).

En el caso de ampicilina se obtuvieron concentraciones de 5.2 pg/L (influente de C.E.,
dia 3 de muestreo) y 30.63 pg/L (efluente de S.F., dia 3 de muestreo). Liy Zhang (2011)
reportaron en 2011 la concentracion de ampicilina de agua residual municipal en China
(0.383 pg/L). Por otro lado, en 2017 se cuantificaron 17.1 ug/L de ampicilina en agua
residual municipal en Michoacan, México (Robledo-Zacarias et al., 2017).

Meropenem solamente se logré cuantificar en las muestras del efluente de la PTAR
Santa Fe, con un minimo de 49.5 ug/L y maximo de 223.5 pg/L. Estos valores se
encuentran muy por arriba de lo reportado por Le y colaboradores (2018), quienes

cuantificaron meropenem (0.433 ug/L) en agua residual de Singapur.

Samandari y colaboradores (2022a) evaluaron el impacto de la pandemia COVID-19 en
las concentraciones de antibidticos en agua residual y analizaron el influente de dos
plantas de tratamiento en Iran. Ellos reportaron un incremento en las concentraciones de
los antibidticos estudiados, entre ellos ampicilina (809 ug/L; Tabla 1.9), el cual se atribuyd
al incremento en el consumo de antibidticos debido a la pandemia de COVID-19. Los
autores reportan un incremento importante en las concentraciones de antibioticos de los
influentes, las cuales se encuentran muy por arriba de las concentraciones de ampicilina
del presente este estudio (maxima 30.63 ug/L). En su estudio describen el procesamiento
de las muestras de agua para analisis muy similar al empleado en el método para este
primer muestreo (centrifugacion vy filtrado con filtro grado masas); sin embargo, ellos no

mencionan consideraciones donde tomen en cuenta los efectos de la matriz.

Si bien el estudio de Samandari y colaboradores (2022a) toca un tema importante que

debe ser estudiado y analizado, referente al incremento en el consumo de antibiéticos
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debido a la pandemia del COVID-19, es importante cuestionar el método de

acondicionamiento de las muestras para su analisis (limpieza de la muestra).

Los estudios existentes en México sobre la cuantificacion de antibidticos en agua residual
son escasos. En 2017, Robledo-Zacarias y colaboradores (Tabla 1.8), reportaron
ampicilina (17.1 pg/L) en agua residual de Michoacan. La concentracion reportada por
los autores se encuentra dentro del rango encontrado en el primer muestreo (lluvias) del

presente estudio (Tabla 4.32).

En las muestras de lodo (Figura 4.31), ceftriaxona se cuantific6 en un rango de 5.6 a
18.31 ug/g, meropenem de 7.2 a 30.13 pg/g, ampicilina de entre 0.1 a 1.8 pg/g y
vancomicina no fue detectada en muestras de lodo (Tabla 4.33).

En las muestras de solidos en suspension (Figura 4.32) del influente se obtuvieron
valores de 9.22 a 639.66 ug/g para ampicilina, ceftriaxona solamente se detect6 en las
muestras de C.E. con un rango de 12.57 a 30.14 ug/g, meropenem entre 237.55 a
3367.39 ug/g y vancomicina de 11,406.62 a 15,190.08 ug/g (Tabla 4.33).

Debido a la complejidad de la matriz de lodo, existen pocos estudios donde se
cuantifiquen antibioticos en este tipo de muestras. Se han reportado algunos articulos en
donde se logran cuantificar algunos antibioticos en lodo primario y licor mezclado (Tabla
1.10). Sin embargo, no se encontr6 alguno donde se cuantifiquen los antibiéticos

estudiados en el presente trabajo.

En todos los casos, las concentraciones aqui obtenidas son mayores a las reportadas en
la literatura. Las muestras de agua y lodo residual son matrices complejas (Harris, 2010)
por la diversidad y alto contenido de contaminantes, lo cual puede provocar la supresiéon
o el aumento de la sefial de los analitos objetivo en el equipo de medicién y dificulta la

precision de la cuantificacion por espectrometria de masas (Han et al., 2021).
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Tabla 4.32. Concentraciones de antibiéticos en agua residual, temporadas de lluvias y estiaje

Temporada de lluvias

Ampicilina (pg/L)

Ceftriaxona (ug/L)

Meropenem (ug/L)

Vancomicina (ug/L)

PTAR Dia Influente ‘ Efluente Influente | Efluente Influente ‘ Efluente Influente ‘ Efluente
1 <LD <LD 4301.5 4146.5 <LD <LD 2939.45 3608.8
E;fg"‘;‘]('g'g) 2 <LD <LD 3698.6 3719.3 <LD <LD 3319.01 2154.6
3 5.2 2.3 4079.5 4318.0 <LD <LD 2207.56 2855.0
1 26.7 111 742.6 424.9 <LD <LD 3381.16 3325.2
Cha(%’r']tipec 2 15.4 19.3 706.1 405.3 <LD <LD 4201.27 3350.5
. 3 8.5 25.6 541.4 645.1 <LD <LD 2794.58 3419.2
1 <LD 30.0 <LD 396.3 <LD 223.6 <LD 2599.6
Santa Fe (S.F.) 2 <LD 30.5 363.2 624.7 <LD 167.9 2590.55 2947.8
3 17.5 30.6 657.9 463.1 <LD 49.6 3256.22 2805.1
Temporada de estiaje
Ampicilina (ug/L) Ceftriaxona (pg/L) Meropenem (ug/L) Vancomicina (ug/L)
PTAR Dia Influente l Efluente Influente l Efluente Influente l Efluente Influente l Efluente
1 2.2 2.29 8.4 <LD <LD <LD 4.2 <LD
E;fg”‘;‘]('g'g) 2 2.4 a 4.4 5.5 <LD <LD <LD a
3 2.5 a 0.8 9.1 <LD <LD 1.7 <LD
1 <LD <LD <LD <LD <LD <LD 4.3 a
Cha(%‘r']t‘;‘pec 2 <LD 4.8 <LD <LD <LD <LD 0.9 <LD
3 <LD a <LD <LD <LD <LD <LD <LD
1 <LD <LD 1.6 8.5 <LD <LD <LD <LD
Santa Fe (S.F.) 2 <LD <LD 4.0 4.5 <LD <LD <LD <LD
3 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD

a: La relacion sefial/ruido fue mayor a 3 pero, no se obtuvo linealidad en la curva. <LD: Por debajo del limite de deteccién
Resultados de la cuantificacion de antibiéticos en agua residual (influente y efluente) de las tres plantas. La cuantificacion del muestreo de temporada de lluvias se realiz6 con el método
desarrollado por Valencia (2023) y la cuantificacion del muestreo de estiaje se realizé con el método de adicion estandar
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Concentracién de antibidticos en agua residual (temporada de lluvias)
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Figura 4.30. Concentracion de antibiéticos en agua residual, temporada de lluvias
Resultados de la cuantificacion de antibiéticos en agua residual (influente y efluente) de las tres plantas en temporada de lluvias. La cuantificacion se realizé con el método desarrollado
por Valencia (2023, tesis en redaccién), donde no se tomaron en cuenta los efectos de la matriz. Se observan concentraciones muy elevadas para Ceftriaxona y vancomicina, incluso
por arriba del ultimo nivel (N5) de la curva de calibracién.
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Concentracién de antibidticos en lodo (temporada de lluvias)
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Figura 4.31. Concentracion de antibiéticos en lodo residual, temporada de lluvias
PTAR C.E.: Cerro de la Estrella; PTAR S.F.: Santa Fe; PTAR Ch.: Chapultepec. Numero (1, 2, 3...): dia de

muestreo.

Resultados de la concentracion de antibiéticos en lodo residual de las tres plantas en temporada de lluvias, analizados con el método
planteado por Valencia (2023). El antibiético vancomicina no fue detectado

Resultados de la concentracion de antibiéticos en los sélidos en suspension de los influentes de las tres plantas en temporada de
lluvias, analizados con el método planteado por Valencia (2023)
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Figura 4.32. Concentracion de antibioticos en sélidos en suspension del influente (temporada
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Tabla 4.33. Concentraciones de antibiéticos en lodo residual y solidos en suspension del influente, temporadas de lluvias y estiaje

Temporada de lluvias (pg/g)

3 Ampicilina Ceftriaxona Meropenem Vancomicina
PTAR Dia
LP [ LM | ss LP | LM | ss P | M | ss [p[wm| ss
1 <LD <LD 253.2 <LD 18.3 30.1 <LD <LD <LD <LD <LD 15190.1
C‘Er;frg:fa'a 2 | <tlb 06 1241 | <LD 6.0 <LD <LD <LD <LD |<LD <LD <LD
3 <LD 0.1 639.7 <LD 5.6 12.6 <LD <LD <LD <LD <LD 29416.3
1 1.8 1.0 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 11406.6
Chapultepec 2 0.2 0.5 <LD <LD <LD <LD 121 <LD <LD <LD <LD <LD
3 0.6 0.6 9.2 <LD <LD <LD 7.2 <LD 3367.4 | <LD <LD <LD
1 <LD <LD 33.9 <LD <LD <LD <LD 15.3 237.6 <LD <LD <LD
Santa Fe 2 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 30.1 <LD <LD <LD <LD
3 <LD 0.3 <LD <LD <LD <LD <LD 10.8 <LD <LD <LD <LD
Temporada de estiaje (ug/q)
. Ampicilina Ceftriaxona Meropenem Vancomicina
PTAR Dia
P | tm | ss tP | M | ss LP | M | ss LP | LM |  ss
1| 264 198 * 516.5 226.8 * 310.2 139.5 * <LD <LD *
corocela 2| = sz > s 4119 . . 250.0 . x <D »
3 7.7 359 859.6 114.0 378.3 7409.4 122.4 273.2 71555 | <LD <LD <LD
1 2.2 15.0 410.2 10.8 120.3 4136.0 17.2 118.0 1381.4 <LD <LD <LD
Chapultepec 2 18.0 8.8 546.6 80.2 54.5 6548.2 141.7 59.2 2096.2 <LD <LD <LD
3 15.1 5.6 724.8 71.1 28.4 7749.0 121.3 40.7 1056.5 <LD <LD <LD
1 1.0 <LD 177.9 23.8 <LD 19154 18.5 <LD 14415 <LD <LD <LD
Santa Fe 2 1.1 46.9 0 171 599.6 2444.7 11.5 451.9 3459.3 <LD <LD <LD
3 11 49.7 * 20.0 799.1 * 19.9 351.6 * <LD <LD *

LP: lodo primario; LM: licor mezclado; SS: sélidos en suspension del influente; <LD: por debajo del limite de deteccién; *Sin muestra; en la PTAR Chapultepec las muestras del reactor
andxico corresponden a la columna de LP, las del reactor aireado a la columna LM
Resultados de la cuantificacion de antibiéticos en lodo de las tres plantas. La cuantificacién del muestreo de temporada de Iluvias se realizé con el método desarrollado por Valencia
(2023) y la cuantificacion del muestreo de estiaje se realiz6 con ajustes de ese método
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A partir de esto se tomo la decision de realizar ajustes al método de extraccion y
cuantificacion de antibiéticos en las muestras de agua y lodo residual, lo cual se aplicé

para el muestreo en estiaje.

4.4.2. Temporada de estiaje

En el procesamiento de las muestras de agua residual (influente y efluente) se utilizé el
método de adicion estandar (apartado 3.6.1.4). Para cada muestra de agua (de cada
planta y cada dia de muestreo) se obtuvieron cuatro curvas (una para cada antibidtico)
con las cuales se determind la concentracion de cada analito. En total se realizaron 36

curvas de las muestras de influente y 36 curvas de muestras del efluente.

Los resultados obtenidos para las muestras de agua con el método de adicion estandar
se muestran en la Tabla 4.32 y Figura 4.33 para los influentes y efluentes de las tres
PTAR. Todas las concentraciones obtenidas para cada antibiético se encontraron dentro

de lo reportado en la literatura.

Ampicilina fue cuantificada en el influente de C.E. (2.28 - 2.55 pg/L), en el efluente fue
detectado en las tres muestras, pero solamente se logré cuantificar en una (2.29 pg/L).
Se anexan las curvas obtenidas para cada muestra donde se logré cuantificar. En
aquellos casos donde no se logré obtener linealidad de las curvas o no se detect6 el
antibidtico en los blancos de muestra se anexan los cromatogramas de los blancos de
muestra (sin adicion de antibidticos) (Anexo A.1 Tablas A.1.36 — A.1.38). En el influente
de la PTAR de Ch. la ampicilina no fue detectada, en el efluente se detecté en dos
muestras, pero solamente se logré cuantificar en una de ellas (4.80 ug/L). En la PTAR
de S.F. no logré ser detectada ni cuantificada en ninguna de las muestras (influente y
efluente). Las concentraciones encontradas se encuentran por debajo de lo reportado
por Robledo-Zacarias et al. (2017), quienes reportaron 17.1 ug/L en el influente de una
planta de tratamiento en Morelia, México. Por otro lado, en otros paises, como los

EE.UU., Chinay Kenia, se han reportado concentraciones de ampicilina en los influentes
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de plantas de tratamiento por debajo de las concentraciones obtenidas en el presente
estudio (0.017- 0.38 pg/L) (Cha et al., 2006; Li y Zhang, 2011; Ngigi et al., 2020). En
contraste, Samandari et al. (2022a,b) reportan concentraciones de ampicilina en
influentes de plantas de tratamiento en Iran de 809 a 447 pg/L y Ngigi et al. (2020) en
Kenia de 200 ng/L. Las altas concentraciones del antibiotico son atribuidas por los
autores al incremento en el consumo de de estos farmacos debido a la pandemia de
COVID-19.

Ceftriaxona no fue detectado en ninguna de las muestras de la PTAR Ch. (influente y
efluente). Por otro lado, en el influente de C.E. se cuantificé en todas las muestras (0.84-
8.43 pg/L), mientras que en el efluente solamente se cuantificé en las muestras de los
dias dos y tres de muestreo (5.50- 9.15 ug/L). En la PTAR de S.F. se cuantificd en los
dos primeros dias de muestreo del influente (1.59- 4.0 pg/L) y efluente (4.54- 8.50). Las
concentraciones obtenidas se encuentran por debajo de lo reportado en otros paises
como China, donde Yu et al. (2016) reportaron 15.15 pg/L de ceftriaxona. Opris et al.,

(2013) reportan concentraciones mas elevadas en una planta en Rumania con 334 pg/L.

Meropenem no fue cuantificado en ninguna de las muestras (influente y efluente). Como
se menciono en el apartado 4.3.2, los cromatogramas de este antibiotico presentaron
mucho ruido (relacién sefal/ruido <3), y no se logro obtener linealidad en las curvas, lo

cual no permitié que fuese cuantificado con los parametros de trabajo establecidos.

Vancomicina no fue detectado en ninguna de las muestras de la planta de S.F. En la
planta de Ch. fue cuantificado en los dos primeros dias de muestreo en el influente (0.97-
4.32 ug/L) y en el efluente solamente se detectd en el primer dia de muestreo, pero no
se logro cuantificar. En la PTAR de C.E. se cuantificé en el influente de las muestras del
dia uno y tres de muestreo (1.72- 4.18 ug/L), en el efluente solo se detecté en una
muestra, sin embargo, no logré ser cuantificado. En paises como China, Alemania e
Italia, se han reportado concentraciones de vancomicina por debajo de lo encontrado en
el presente trabajo (0.04- 0.66 ug/L) (Liy Zhang, 2011; Rossmann et al., 2014; Zuccato

et al., 2010). Por otro lado, en Francia, Louvet et al. (2017) reportaron concentraciones
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similares a las de esta investigacion, con 3.6 pg/L. En contraste Tran et al., (2016)
reportaron concentraciones mas elevadas con 43.7 ug/L, mientras que Qiu et al. (2016)

reportan 54,900 ug/L en una planta de tratamiento de agua residual farmacéutica.

Los resultados obtenidos a partir del método de adicién estandar se encuentran dentro
del rango de concentraciones reportadas en la literatura. A diferencia de los resultados
obtenidos en el primer muestreo, analizados con el método de Valencia (2023), las
concentraciones de antibidticos detectados en el segundo muestreo no rebasan los 10
Mg/L, en todos los casos (Figura 4.33), habiendo una diferencia muy marcada en las
concentraciones obtenidas con ambos métodos. El método de adicion estandar toma en
cuenta los efectos de la matriz. Por lo tanto, presumiblemente se obtuvieron resultados

con mayor confiabilidad que los obtenidos en el primer muestreo.

Aunque el método de adicion estandar (empleado en el segundo muestreo en temporada
de estiaje) presento resultados mas confiables, es importante mencionar que, debido al
volumen limitado de muestra almacenada (45 mL), no fue posible realizar réplicas para

cada muestra.

Las muestras de lodo (licor mezclado, lodo primario y solidos en suspension) fueron
analizadas tomando en cuenta las consideraciones mencionadas en el apartado 3.6.1.5.

para el método de Valencia (2023).

En las muestras del lodo primario y licor mezclado se detectaron los antibidticos
ampicilina, ceftriaxona y meropenem, mientras que vancomicina no fue detectado (Figura
4.34). Como se mencioné anteriormente, la vancomicina no pudo ser cuantificada debido
al ruido obtenido en los cromatogramas, ya que el procesamiento de la muestra no
conlleva un paso de limpieza donde los contaminantes que pueden alterar la sefial del
equipo sean retirados. La vancomicina es la molécula mas grande y compleja de los
antibidticos estudiados, ademas de ser mas polar que las demas moléculas estudiadas.
Esta propiedad le da mayor afinidad a interactuar con el agua, donde si se logré su

cuantificacion.
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Concentracion de antibidticos en agua residual (temporada de estiaje)
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Figura 4.33. Concentraciones de antibidticos en muestras de agua residual (influente y efluente) de las PTAR (temporada
de estiaje). Meropenem no fue detectado en ninguna muestra
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Concentracién de Ceftriaxona en lodo residual (estijae) Concentracion de meropenem en lodo residual (estijae)
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Figura 4.34. Concentraciones de antibidticos en muestras de lodo residual (temporada de estiaje). Vancomicina no fue detectada
en ninguna muestra
LP: Lodo primario (en la PTAR Ch corresponde al reactor anoxico); LM: Licor mezclado (en la PTAR Ch corresponde al reactor aireado)
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En las muestras de Cerro de la Estrella y Santa Fe se observa que se tuvo mayor
concentracion de antibioticos en el licor mezclado que en los lodos primarios, en la
mayoria de los casos. Para Chapultepec, esta diferencia de concentraciones entre el
lodo del reactor andéxico (RANn) y el reactor aerobio (RAe) no se hizo tan notable,
solamente ampicilina presentdé una mayor concentracion en el lodo del reactor andxico
qgue en el reactor aerobio. Debido a la complejidad del analisis de este tipo de muestras,
existen pocos estudios que reporten cuantificacion de antibiéticos en lodos residuales.
No se encontraron datos de concentraciones de los antibidticos estudiados en este
trabajo en muestras de lodo.

En las muestras de solidos en suspension, de cada influente, se obtuvieron las
concentraciones mas elevadas de los tres antibioticos en la PTAR Cerro de la Estrella
(Tabla 4.33 y Figura 4.35). En la PTAR Santa Fe se tuvieron las concentraciones mas
bajas para ampicilina en sélidos en suspensién (117.9 ug/g) y ceftriaxona (1915.3 pg/g).
Las muestras faltantes en las PTAR C.E. y S.F. fueron utilizadas para realizar pruebas
para el planteamiento de la metodologia de analisis y con ello se consumieron los

mililitros resguardados.

Antibidticos en sélidos en supension del influente
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Figura 4.35. Concentraciones de antibiéticos en muestras de sélidos suspendidos del influente.
Vancomicina no fue detectada en estas muestras
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Tant en las muestras de lodo como de soélidos en suspension la ceftriaxona es el
antibiético con mayor concentracién, seguido de meropenem y ampicilina, mientras que
vancomicina no fue detectado en estas muestras. Este comportamiento puede ser
atribuido a su valor de coeficiente de particion octanol-agua (Kow), Ya que, de los
antibidticos estudiados, ceftriaxona presenta un valor Kow mayor al de los otros tres,

seguido por meropenem, ampicilina y en altimo lugar vancomicina (Tabla 4.34).

Tabla 4.34. Coeficientes de particion octanol-agua (Kow) de los antibiéticos estudiados

Antibiético Kow
Ceftriaxona 1.059
Meropenem 0.056
Ampicilina 0.028
Vancomicina 0.01

En las muestras de sélidos en suspension se obtuvieron concentraciones mas elevadas
gue las obtenidas en las muestras de lodo en todos los casos, incluso se obtuvieron
concentraciones de hasta 100 veces mas, como es el caso de soélidos en suspension de

la PTAR Chapultepec y sus lodos de purga.

Dado que no se encontrd informacién sobre los antibidticos en estudio, se toma como
ejemplo el estudio de Wang et al., (2018), quienes reportan concentraciones de hasta 10

veces mas de ofloxacino en los sélidos en suspension que en los lodos.

4.5. Balances de materia como un ejercicio?

Para el desarrollo de los balances de materia del presente estudio se tom6 como base
el estudio sobre el desempefio de las tres plantas consideradas, realizado por el Instituto
de Ingenieria de la UNAM en el marco del proyecto SECTEI obtenido con el convenio

265/2019, que también comprende este trabajo de tesis. Los datos relacionados con los

3 Se usa esta expresidon porque no hay suficientes datos y los que se tienen no son confiables, precisos y exactos
dado que la metodologia no pudo ser estandarizada por los problemas mencionados desde el capitulo 2 y
complementados con los del capitulo 3. La razén de realizarlos es para ejemplificar esta metodologia para quienes
tomen la estafeta de esta investigacion
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balances de materia en particular pertenecen a un informe interno hecho por el Ing. Jorge
E. Lopez Hernandez, participante del mencionado proyecto (Morgan-Sagastume y Lopez
Hernandez, 2022).

El ejercicio se realizo utilizando Unicamente los resultados obtenidos de las muestras de
la temporada de estiaje. Para los calculos se utilizaron las ecuaciones 3-5 (apartado 3.7).
Para realizar los balances de masa se tomo en cuenta la concentracion del antibiético en
el influente, tanto en su forma disuelta como adsorbida en los sélidos en suspension, la
concentracion del antibiético adsorbida en los lodos de purga (primario y secundario o
anoxico y aireado, segun el tipo de planta) y la concentracion del antibiético disuelto en
el efluente (la concentracion obtenida de los sdlidos en suspension del efluente fue muy
baja en las tres plantas y, por lo tanto, la fraccion del antibiotico adsorbida en dichos

solidos no fue tomada en cuenta).

Solamente el antibiotico ceftriaxona presentd resultados cuantificables en todas las
muestras (agua y lodo) del dia 3 de muestreo de C.E. y el dia 2 de S.F. (Anexo A.4, Tabla
A.4.40). A partir de esos exiguos datos y la metodologia con la que se obtuvieron, se
procedio a realizar los balances de masa para estas plantas en esos dias (Figuras A.6.37
y A.6.38, los balances representados en estas Figuras no toman en cuenta los productos
de degradacion resultantes de la molécula original ni el porcentaje de mineralizacion que
pudo haberse alcanzado). En la Tabla 4.35 se observa el balance de masa de ceftriaxona
en los dias mencionados. En el influente de las PTAR C.E. y S.F. la mayor parte de
ceftriaxona ingresa adsorbida en los sélidos en suspension del influente y menos del 1%
ingresa disuelta en el influente; la cantidad del antibiético que ingresan a cada planta es
proporcional a su flujo de trabajo (ver Tablas 3.15 y 4.27), por lo que la PTAR de C.E.

recibe la mayor cantidad de antibiético.

Ceftriaxona es el antibiético de mayor consumo, segun lo reportado por el Plan PUCRA
(Meza et al., 2018). Esta podria ser una razén por la cual se encontré en cantidades
cuantificables en todas las muestras de agua y lodo de al menos un dia de muestreo en

dos de las plantas analizadas (C.E. y S.F.).
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Tabla 4.35. Carga mésica diaria (g/d) y porcion faltante de ceftriaxona en dos plantas de
tratamiento de la Ciudad de México en época de estiaje

Antibiotico Masa
Influente Influente disuelto Lodo P. Licor M. Efluente resumiblemente
Antibiético | PTAR | (disuelto) (adsorbido) en el (adsorbido) (adsorbido) (disuelto) P transformada
(g/d) (g/d) influente (g/d) (g/d) (g/d) om1
(%) (%)
C.E. 121.7 111678.4 0.11% 203.5 889.9 1320.8 97.80%
Ceftriaxona
S.F. 15 2780.3 0.54% 315 38.75 16.7 96.90%

1 La técnica analitica no fue validada sobre una base de resultados robusta, por lo que las concentraciones determinadas en las
muestras no se consideran plenamente confiables. Por lo anterior y considerando que las concentraciones de los antibidticos
estudiados son del orden de micro y nanogramos, no es posible afirmar que los contaminantes estudiados fueron removidos.

En la planta de C.E., del total de la masa que ingresa a la planta, el porcentaje que se
adsorbe en los lodos de purga no rebasoé el 1%, por otro lado, en la PTAR de S.F. el
porcentaje de la masa del antibi6tico adsorbida en los lodos fue de 2.5%. Aunque esta
diferencia no es muy marcada, este comportamiento indicaria que ceftriaxona se pudo
haber adsorbido en los lodos de la planta de S.F., ligeramente mas que en los lodos de

C.E.

En el efluente de la planta de C.E. se observa que del total del antibiético que ingreso el
1.2% salio disuelto en el efluente, mientras que en la planta S.F. solamente fue el 0.6%.
En la Tabla 4.35 también se observa que la masa de ceftriaxona que ingresa a ambas
plantas adsorbida en los sélidos en suspension es notablemente mayor que la masa del
antibidtico adsorbida en los lodos de purga. Esto es un hallazgo que invita a continuar la
investigacion a nivel basico para comprender las interacciones quimicas entre los

antibidticos en estudio y los lodos y los sélidos en suspension.

La ampicilina se cuantific6 en muestras de lodo y agua. Sin embargo, en ninguno de los
casos se logré cuantificar en todas las muestras de al menos un dia de muestreo para
poder realizar un balance del antibidtico (Anexo A.4, Tabla A.4.40). En el caso de
meropenem solamente fue posible cuantificarlo en muestras de lodo. El caso opuesto
fue la vancomicina que solamente pudo cuantificarse en muestras de agua. Sin embargo,

debido a la falta de informacién de estos antibidticos (ampicilina, meropenem vy
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vancomicina) en México, se realizan, a manera de ejercicio informativo, balances de
masa tomando los promedios de los resultados con los que se cuenta. En el Anexo A.4,
donde esta la Tabla A.4.40) se presentan los resultados obtenidos. Se enfatiza que esta
informacién se presenta Unicamente con fines informativos, debido a su importancia por

la carencia de datos en México.

Aungue los métodos establecidos para la cuantificacion de antibiéticos en muestras de
lodo y agua residual permitieron conocer las concentraciones en las cuales pueden
encontrarse los antibiéticos de interés, ademas de ser coincidentes con lo reportado en
la literatura, es importante mencionar que dichos resultados no estan exentos de posibles

errores analiticos.

Para el célculo de la cantidad de antibioticos removido se utilizo la ecuacion (8) (apartado
3.7), donde se utilizan las cargas masicas del antibiotico en el influente y el efluente.
Como ya se mencion6 anteriormente, solamente fue posible realizar un ejercicio de
balance de masa para ceftriaxona en el dia de muestreo 3 en la planta de C.E. y en el
dia 2 en la PTAR de S.F. Por ello, solamente se calculd para esos dias la cantidad
presumiblemente transformada, o mejor dicho, no cuantificada de ceftriaxona de acuerdo
con los analisis realizados con la metodologia seguida por el personal académico del
Instituto de Ingenieria a cargo del equipo. Es importante sefialar que los estudiantes no
tienen acceso a operar los equipos como el mostrado en la Figura 3.25. Por otro lado, no

hubo réplicas ya que las muestras almacenadas fueron insuficientes.

Generalmente, en la literatura el calculo de las eficiencias de remocion de antibi6ticos en
sistemas de tratamiento se basa Unicamente en las concentraciones del contaminante
disuelto en el influente y el efluente, incluso se reportan remociones negativas. En el

presente trabajo, esto no seria valido por falta de datos experimentales suficientes.

Al respecto, Wang et al. (2018) resaltaron la importancia del calculo de la eficiencia de

remocion de contaminantes a partir de balances de masa ya que no hacerlo podria
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resultar en una subestimacion de la eficiencia de remocién o en remociones negativas,

en particular al no considerar el antibiético que ingresa adsorbido en fase soélida.

Con base en estos resultados y la discusion derivada de ellos en el quinto y dltimo
capitulo se presentan las conclusiones de esta investigacion, asi como las
recomendaciones que se proponen a quien tome la estafeta, ahora que la COVID-19 ha
reducido sus estragos y la UNAM ha tomado nuevamente su ritmo de trabajo.

125



Capitulo 5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Considerando el objetivo de esta investigacion, el cual fue establecer metodologias
analiticas para la cuantificacion de cuatro antibidticos representativos en México
utilizando el equipo UPLC-MS/MSa partir de muestras de agua residual (influente y
efluente), lodos y solidos en suspension, se presentan las conclusiones obtenidas:

e Las concentraciones obtenidas con la metodologia desarrollada previamente por
Valencia (2023) se encontraron por arriba de lo esperado y lo reportado en la
literatura, debido a que la metodologia no toma en cuenta el efecto de la matriz,
por lo que se desarrollaron dos metodologias tomando en cuenta dicho efecto.

e Se establecieron metodologias que permitieron la deteccion y cuantificacion de
los cuatro antibioticos elegidos, aunque meropenem no logro ser detectado en
muestras de agua y vancomicina en muestras de lodo.

e Los resultados obtenidos a partir de las metodologias establecidas para las
muestras de agua se encontraron dentro de lo reportado en la literatura para
dichos antibiéticos en muestras de agua residual. En cuanto a los antibiéticos
cuantificados en muestras de lodo no se encontraron referencias que permitieran
sSu comparacion.

e El ejercicio realizado de balance de masa con el antibiotico ceftriaxona permitio
observar que ceftriaxona ingresa a las plantas adsorbido en los soélidos en
suspension en mayor proporcion que disuelta en el influente.

e Ceftriaxona fue el Unico antibiotico que logrd ser cuantificado en las muestras de
un dia de muestreo de C.E. y S.F. permitiendo realizar un ejercicio tentativo de
balance de masa para esas dos plantas (dando la pauta para adicionar un ultimo

punto en el siguiente inciso sobre recomendaciones).
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Por ultimo, con respecto de la hipotesis planteada que era: El grado de remocion real

(degradacion o adsorcion en los lodos) del antibiético en las plantas de tratamiento podra

ser determinado siempre y cuando se cuente con metodologias analiticas capaces de

cuantificar el antibiotico en la fase liquida y adsorbida en la fase sélida no se cumplié ya

gue las metodologias montadas todavia son perfectibles.

Por ello, se sefalan las siguientes recomendaciones.

5.1. Recomendaciones

Considerar que este es un analisis primario el cual es necesario optimizar en su
metodologia y aumentar el nimero de observaciones que permitan reafirmar y
complementar los resultados de este estudio.

Incluir en la metodologia de analisis de las muestras un proceso de extraccion,
limpieza y concentracion que permita la cuantificacion de los antibidticos en
concentraciones mas bajas.

Reducir el tiempo entre el muestreo y el analisis de las muestras para disminuir
en lo maximo posible la transformacion de los antibiéticos en las muestras.
Considerar en todo estudio sobre degradacion o destino de antibiéticos en plantas
de tratamiento, la determinacion del contaminante adsorbido en la materia en
suspension del influente y en los lodos de purga asi como su posible paso a la
fase gaseosa en forma de aerosol especialmente en los sistemas de aeracién al
aire libre para corroborar lo sefalado por Tiwari et al. (2017) de que la
‘volatilizacion’ en las plantas de tratamiento de agua residual es insignificante para
este tipo de contaminantes farmacéuticos.

Realizar balances de masa para cada contaminante, como se hizo en el gjercicio
realizado en esta investigacion ya que, cuando se tienen suficientes datos para
hacer los balances de masa confiables, precisos y exactos permiten conocer la
eficiencia de remocion de contaminantes con base en un analisis integral,
contrario a lo que normalmente se reporta en la literatura, donde el calculo de la

eficiencia de remociodn se basa en la concentracion del contaminante disuelto en
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el influente y el efluente. Tal procedimiento conduce a una subestimacion al no
tomar en cuenta la porcion del contaminante adsorbido en los sélidos en
suspensién o en otra corriente.

Una ultima recomendacién para quienes tomen la estafeta en esta investigacion.
Por recomendacion del personal académico del LIA, del total del volumen
muestreado, se almacenaron muestras de 45 mL de cada una de las muestras
compuestas del influente y efluente en tubos Falcon®, asi como de lodos en
congelaciébn a -4°C hasta su posterior andlisis en el UPLC-MS/MS. La
consecuencia de esta accién impidié que se pudieran ampliar los estudios ya que
con un volumen de 45 mL de cada muestra ya no se pudieron corroborar los
resultados obtenidos. La recomendacion es buscar espacios de congelacion y/o
refrigeracion suficientes para garantizar que investigaciones tan importantes como
la de este proyecto con la SECTEI de la Ciudad de México que se realizan en el

Instituto de Ingenieria de la UNAM puedan concluirse satisfactoriamente.
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Anexos

Anexo A.l. Resultados del método de adicion estandar, muestras de agua

Tabla A.1.36. Curvas obtenidas a partir del método de adiciéon estandar: Influente y efluente Cerro de la Estrella
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EM10 F2:MRM of 9 channels,ES+ BM13 F2:MRM of 9 channels,ES+
8000 350.2 > 1086.1 . 350.2 > 106.1
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— ©
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-4000 , 0 U | IR, min
Voltmen (mL) 100 | 200 300 100200 300
Relacion sefial/ruido>3 pero, sin linealidad en la Relacion sefal/ruido>3 pero, sin linealidad en la
curva curva
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Sample Name: 22008-08

Ceftriaxona CE dia 2

Ceftriaxona CE dia 3

EmMB F2:MBM of 9 channels,E_
0.04 5551= 16 3500 3500
100~ 1.502e+0 3000 . 3000 y= 53?0.5x +148.09
g | 172 201 2500 y=54738x+90.36 . 2500 Ro09782
e T 2qn 308 © 2000 R?=0.9837 .. s 2000 '
.g 0.79 1.12 261 | < 1500 4 < 1500
= 1000 et 1000 =
o  qles2q gl e 0 M o taasl T e T e
O 500 . 500 |
0 0"
0 0.2 0.4 0.6 0.1 0 01 02 03 04 05
1.00 200 3.00 Volimen (mL) Volimen (mL)
Sample Name: 22008-08 Sample Name: 22008-14 Sample Name: 22008-18
BMS F2:MRM of 9 channels,E{ BM10 F2:MRM of 9 channels.E| ppy13 F2:MRM of 9 channels,ES+
406.15 = 317. 406.15 = 317, A06.15 = 317.15
2.920e+0i 1.72 1.760e+(
100 100 1001 45 1940800
& ' ' ] 085 304 |
Q . 0.76 :
8_ | :04? 0.91 3.91
o %
(4] /e ] %—*I '
> ] ] |1 L WJ‘ ‘M | l ‘H
] Ml | ||
ﬂ— 0 |||Ii1|||||||||||||||||||||||||||||||||| min
2.00 3.00
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VVancomicina

Sample Name: 22008-08
F2:MBM of 9 channels,ESA

BME

100

%]

2.13
0.43
2.04

1.201 g7
0.70

I,

725.5> 1443
1.520e+001

3.59
™

Sample Name: 22008-14

BM10 F2:MBM of 9 channels.ES+
72551442
Vancomicina 2.002e+002
100
%]
10,01 o
5 \V ancomicina
T 1.01 1.61
1 1.86 287 339302
0 |‘"’““h““ A 8 min

1 T
1.00 200 30{]

Relacion sefial/ruido>3 pero, sin linealidad en la
curva

Sample Name: 22008-18

BM13 F2:MBM of 9 channels,!
7255 = 14
100 1.92 3.660e+
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Tabla A.1.37. Curvas obtenidas a partir del método de adicion estandar: Influente y efluente Chapultepec

Chapultepec: Influente

Sample Name: Inf_CH1 BM_120522

Sample Name: Inf_CH2 BEM_120522

No fue posible analizar
la muestra en el equipo

1.00 2.00 3.00

chi F2:MAM of 8 channels,ES+ CH2 F2:MRM of 9 channels,ES+
350.2 = 1081 50,2 = 1061
100 325, 6.440e+001 10 0.82 4.280e+001
2 - 379
S
Q_ o
= &, Ampicilina
< ] 096 224
0.08 “- 3.97
a min min
100 200  3.00 100 200 3.00
No fue posible analizar
Sample Name: Inf_CH1 BM_120522 Sample Name: Inf_CH2 BM_120522 la muestra en el equipo
chi F2:-MBAM of 9 channals. ES+ CHz2 F2:MRM of 9 channels ES+
E55.1 = 1672 565.1 = 167.2
< 10 Ceftriaxona  1.930e+002 10 Caftriaxona 3 943a+000
c Cefiriaxona
e 3.79
i
© <
o 01
0.88 313
179 |3 .90 0.571.05 420 69
Y min min

1.00 2.00 3.00
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Sample Name: Inf_CH1 BM_120522

Sample Name: Inf_CH2 BM_120522

No fue posible analizar
la muestra en el equipo

chi F2:MRAM of 9 channeals ES+ CHz2 F2:MRM of 9 channels, ES+
406.15 = 31715 406.15 = 317.15
267  2.850e+002 Meropenan 3.768a+002
10 10
€
7}
c
o
o
e Ve
[}
=
3.4 3.97 383394
- min
min
100 200  3.00 100 200 3400
Relacién sefial/ruido>3 pero, sin linealidad en la curva Relacién sefial/ruido>3 pero, sin linealidad en la curva
. . . ] No fue posible analizar
Vancomicina Ch dia 1 Vancomicina Ch dia 2 .
la muestra en el equipo
800 1000
© y=14511x+ 18.8 800 y = 18545x + 5.4486
< 600 R2=0.9 R?=1
k) 600
e 400 © 400
S o
o < 200
c
< 200 0.
> 0.02 .00 0 0.02 0.04 0.06
0:
20.02 -00#" 0 001 002 003 004 005 006 -400 .
200 Volimen (mL)
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Chapultepec: Efluente

Ampicilina

Ampicilina Ch dia 1

y =210759x + 15.08
R2=0.9861

Area
U
o
o
o

.*
.

0 0.02

0.04 0.4

Volumen (mL)

Ampicilina Ch dia 2

12000
10000
8000
6000
4000
2000
0

y =219086x + 315.88
R?=0.9974

Area

0.05 0

0 0.01

0.02 0.03 0.04

Volumen (mL)

Sample Name: 22008-45

BMCH20 F2:MRM of 9 channels.ES+
o 350.2 > 106.1
100+ Ampicilina 8.3282+002
%

.ot ?mpicilina
O—brrrperrreerip e nse= min

1.00 200  3.00

Relacion sefial/ruido>3 pero, sin linealidad en la
curva

Ceftriaxona

Sample Name: 22008-35

BEMCH15 F2:MBM of 9 channels,ES+
EBE.1 = 167.2
Ceftriaxona 3.3132+002
100
7 Ceftriaxona-.
i Ceftriaxona
%_- Ceftriaxona 373

1 0,37 0.67 1.20

Ml

min

1.00

2.00 3.00

Sample Name: 22008-41

BEMCH17 F2:MBM of 9 channels,ES
5551 = 167
100 Ceftriaxona 6.486e+0(
i Ceftriaxona.. Ceftriaxona
| Ceftriaxona
G.'"ID_ l
] 3.35
| 1.56 ( ‘
O-bmretrrrprertdie ,llT*I'-‘*‘L m
1.00 2.00 3.00

Sample Name: 22008-45

BMCH20 F2:MBM of 9 channels.ES
_ 5556.1 = 167
1004 Ceftriaxona 9.69%+0(
% .
Ceftriaxona
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Sample Name: 22008-35

Sample Name: 22008-41

Sample Name: 22008-45

Relacion sefial/ruido>3 pero, sin linealidad en la

curva

BMCH15 F2:MBM of 9 channels,E{ BMCH17 F2:MRM of 9 channels.ES4  BMCH20 F2:MRM of 9 channels,E
406.15 > 317, 0 406.;56303%55 408.15 = 317
24 ) 1
S i 3.50 . 1.09 3.50
c ] )
o 1 173 28
8— ] 0.35 . 3.29 368
a G.'"ln_ l
= ]
o] "
1 b0 5 00 3 00 1.00 2.00 3.00
Sample Name: 22008-35 Sample Name: 22008-41 Sample Name: 22008-45
BMCH15 F2:MRBM of 9 channels,ES+ EMCH17 F2:MBM of 8 channels.ES4 BMCHZ20 F2:MRM of 9 channels,ES
N 726.5 > 144.2 7255 > 144.7 725.5 = 144,
100 Vancomicina  1.338e+003 100 Vancomicina3-11~, 2.820e+001 | g7 2.440e+00)
g 1 ] 1617 279 |384
5 ] {1 0.9 3.44
= ] N i 1.47 3.03
o % \/ancomicina b
g i o O m III H | |.3.5
c ] ici ] h |
3 . W ancomicina ] % m' Hl N |
o ""|"""|""|"""l|"'"|""T"'"'|"" min i l
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145



Tabla A.1.38. Curvas obtenidas a partir del método de adicion estandar: Influente y efluente Santa Fe

Santa Fe: Influente

Sample Name: Inf_SF1 BM_120522

Sample Name: Inf_SF2 BM_120522

Ampicilina SF dia 3

Volumen (mL)

Volumen (mL)

F2:MRM of 9 channels,ES d3 F2:MBM of 8 channels,E 25000
350.2> 106 3502 = 10|
| 2.60 1.780e+00 20000 |V =434888x+46.478
1004 00 L% 100= 265  8.7608+0 R? = 0.9954
© 15000
£
= 1
S g 0000
=% oL < 5000
e
< 0.
002 . 0 0.02 0.04 (
-5000
-10000
1.00 2.00 3.00 Volumen (mL)
1.00 2.00 3.00
Ceftriaxona SF dia 1 Ceftriaxona SF dia 2 Ceftriaxona SF dia 3
2000 2000 1500
= 4 y=57044x+68526 . |
g 1500 Y =02431x 26574 .. 1500 R2=0997 y=60659x+8.1825 .=
S RB=1 e T REERESI 1000 7
= w00 e 1000 g R=1
8 3 g 0w = o
~ 50 Lt e 500 et
= < 500 L.t 500 | T e
I R B Rt
&) 0 0 o 0w
0.1 500 0 0.1 0.2 0.3 q 0 0.1 0.2 03 0 0 0.005 001 0015 0.02 O,

Volumen (mL)
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Meropenem

Sample Name: Inf_SF2 BM_120522

Sample Name: Inf_SF1 BM_120522 Sample Name: Inf_SF3 BM_120522

F2:MRM of 8 channels B - F2:MRM of 8 channels, By 5., F2-MRM of  channels, &
406.15 > 317. b
406.15 > 317 0.53 o 15> 317
10 431 3. 740a+( 1ﬂ|:]—_ 10 013 274 020e+
_ » 0a257 .87
o _ 313540 (39
3.9

1.00 2.00 3.00 1.00 2.00 3.00 1.00 2.00 3.00

Vancomicina

Sample Name: Inf_SF1 BM_120522 Sample Name: Inf_SF2 BM_120522 Sample Name: Inf_SF3 BM_120522

d3 F2:MRM of 9 channelz 8 d3 F2:MRM of 9 channels,ES+ | Agua F2:MRM of 9 channels, E!
725 5= 14 725568 = 1442 7255 » 144
10 1.2 4.380e+ o0 1.01 3. 800e+001 10 0.73 197 322 1.900e+(

2497

min
1.0 2.00 3.00 1.00 2.00 3.00 1.00 2.00 3.00
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Santa Fe: Efluente

Sample Name: 22008-22

Sample Name: 22008-28

Sample Name: 22008-32

BMSF27 F2:MRM of 9 channels,ES+ | BMSF24 F2:MRM of @ channels, £y ~ BMSF22 F2:MRM of 9 channels, E
350.2 = 106.1 3502 = 106 350.2 = 10€
100 Ampicilina 3.084e+002 100~ Ampicilina 5.460e+0( 50 2.09 3.518e+0I
gl 1 : I
© ] ] ]
g- L:'-';o_ 0"{:_
< i ]
1 3.46 i -
] 0.88 1.31 258 .04 1 043 108 1.93 Ampicilina 3_68
0= min [ m
1.00 2.00 3.00
1.00 200 3.00 1.00 2.00 3.00
Ceftriaxona SF dia 1 Ceftriaxona SF dia 2 Sample Name: 22008-32
3000 4000 BMSF22 F2:MRBM of 9 %g%n?ili,g}?z
y = 65187x + 166.31 3500 , ; -
© 2500 R? = 0.9997 3000 100 Ceftriaxona  7.224e+004
c 2000 2500 : 1 .
e 3 o J Ceftriaxona
X £ 1500 £ 2000 “" y=71956x + 98.04 ]
= 1000 1500 R2 =0.9944 |
= 1000 o ]
8 500 500 Yo | 3.33
0 0" |
0 001 002 003 004 O 0 001 002 003 004 005 ( 1
Volumen (mL) Volumen (mL) 1 o o .
) S AN AL i naaks aanas naaas naiaal Tl
1.00 2.00 3.00
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Sample Name: 22008-22

Sample Name: 22008-28

Sample Name: 22008-32

IOCI

30{]

BMSF27 F2:MBM of @ channels,ES+| BMSF24 F2:MRM of 9 channels, ES+ .
408,15 > 317 15 406.%53;0313":.'2]5 BMSF22 F2:MBM offughfgr;e;,??
. 1 . :
100 Meropenen  2.680e+001) g0 283 © 100 3.560e+00
£ . 2.71 1 500 ]
o i 1.71 |2.19|2.79 ' 3.623.85 3.50
c J 1.92 : - .
oy 10.03 1_00 3.76 ] o7e 3.04 2.97 274
. OV - -
o Yo ( 320, [.-3.82 117 |3_9}'
o 4 0. ]3 1 I % 0.44 1.90 2.71 3.0F
g ] k iil-292 LAl | ] 65 | l :
i blmli ’LI |IN Il i Wil '! |
I:I Il TTT I T mln D_ mln h
1 {]CI 3.00 1.00 2.00 3.00
Sample Name: 22008-22 Sample Name: 22008-28 Sample Name: 22008-32
BMSF27 F2:MBEM of 9 channels,ES+ BMSF24 F2:MBM of 9 channels.ES+ | ppmsE22 F2:MBM of 9 channels ES+
406,15 = 31715 406.15 = 317.15 406.15}-31,?.15
< 100— Meropenen 2.680e+001 1004 283 3.320e+001 100 3 GR0e+001
< - 2.71 1 200 ]
o 1 1.71 219|279 ' 3.623.85 3.0
] 1912, 1.92 e 2.97
£ Joos “D 376 3.94 3.74
o Ve .3.82
2 ( N 13 3.20 = |3_9?
B m. *I MH | |
1 ] | | VU \ ' -
0 l’ [‘ L I,L, min min
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Anexo A.2. Curvas de calibracion del primer muestreo (Aguay lodo)

Tabla A.2.39. Curvas de calibracion del primer muestreo (agua residual y lodo)

Concentracion (ug/L)

Ampicilina Ceftriaxona
600000 20000
y= 420.14x + 1095.4 y= 8.577x - 1396.9 .

760000 R*=0.9999 15000 RZ=0962 e

400000 T e
. 306000 3 10000 | e
o .
< 200000 < 5000 e

100000 e

0 o
0 500 1000 1500 2000 2500
200 10 © 200 400 600 800 1000 1200 1400 -5000
Concentracion (ug/L) Concentracién (ug/L)
Meropenem Vancomicina
200 2500
1967 0.1099x +4.6253 e 200
R2 =09923 T y= 1.2622x-24.017 _&©
o 10981 e 1500 R?=0.9935 ¥
g0 P e
< | o 1000 e
500 < e
......... 500 ..._,....
0 e 0 e
0 500 1000 1500 2000 500 00 500 1000 1500 2000

Concentracion (ug/L)

150



Anexo A.3. Prueba de extraccion en fase solida para la extraccidn de antibioticos a partir de

muestras de lodos (biomasa)

Aunque se habia conseguido extraer y concentrar los analitos mediante la técnica SPE, aln no se habia logrado cuantificar. En la
extraccion en fase solida se trabajo con cartuchos Bond Elut Plexa PCX, de Agilent Technologies, que se tenian disponibles en el LIA.

El modo de separacién que emplean estos cartuchos es de intercambio i6nico para compuestos basicos (Figura A.3.38).

= I
"}4- ,.-""_*'

1. Licor mezclado (45 mL)
centrifugado v
desaguado

[ Cantucho

3 Agua 1mL
o /
7. Eluir cartucho con:
= ple0H (79%)1 mbL+ 200ul
ac. fermico

*ACM 1 mL + 200 ul &c.
formica

| 1. WG (pH 411 mL
| Z ALN [pH %) TmL

b L-’ i

-

— b —g— 1@

2. Adicidn de estdndares
al lodo + 5 mL de agua

Agitar en wortex

6. Cargar muestra en
cartuchos Band Elt Plexa

— iy — ! —

8. Concentrar 9, Reconstituir 200 ul

ACN: Aqua 50:50

Anitar en vortex
3. Adicion de acido
acalico hastapH 3

3
A
5. Adicion de hidroxide
de amonio hasta pH 9

& Analizar en UPLC

Agitar en vortex

4. Filtrar muestra
acldificada (2 veces)

b

Figura A.3.36. Diagrama de las pruebas de extraccion en fase sélida realizadas para la extraccion (paso 3), limpieza (paso 6) y concentracion

(paso 8) de los analitos de interés a partir de las muestras de lodo
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Anexo A.4. Resultados de las concentraciones de antibidticos en muestras de la temporada
de estiaje

Tabla A.4.40. Resultados de las concentraciones de antibiéticos en muestras de la temporada de estiaje

Dia 1 Dia 2 Dia 3
Amp Ceft Mero Vanc Amp Ceft Mero Vanc Amp Ceft Mero Vanc
Cerro de la Estrella
Influente disuelto (ug/L) 2.2 8.4 <LD 4.2 2.4 4.4 <LD <LD 2.5 0.8 <LD 1.7
Influente adsorbido en ss(ug/g) * * * * * * * * 859.6 7409.9 71555 <LD
Lodo del sedimentador primario(ug/g) | 26.4  516.5 310.2 <LD * * * * 7.7 114 122.4 <LD
Lodo del R. Aireado-Purga(ug/g) 19.8 226.8 139.5 <LD 37.7 4119 250 <LD 359 3783 273.2 <LD
Efluente (ug/L) 2.29 <LD <LD <LD <LD 5.5 <LD <LD <LD 9.1 <LD <LD

Chapultepec

Influente disuelto(ug/L) <LD <LD <LD 4.3 <LD <LD <LD 0.9 <LD <LD <LD <LD
Influente adsorbido en ss(ug/g) 410.2 4136 1381.4 <LD 546.6 6548.2 2096.2 <LD 724.8 7749 1056.5 <LD
Lodo del R. Anéxico(ug/g) 2.2 10.8 17.2 <LD 18 80.2 141.7 <LD 15.1 71.1 121.3 <LD
Lodo del R. Aireado-Purga(ug/g) 15 120.3 118 <LD 8.8 54.5 59.2 <LD 5.6 28.4 40.7 <LD
Efluente(ug/L) <LD <LD <LD <LD 4.8 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Santa Fe

Influente disuelto(ug/L) <LD 1.6 <LD <LD <LD 4 <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Influente adsorbido en ss(ug/g) 177.9 19154 14415 <LD <LD 2444.7 3459.3 <LD * * * *

Lodo del sedimentador primario(ug/g) 1 23.8 18.5 <LD 11 17.1 115 <LD 1.1 20 19.9 <LD
Lodo del R. Aireado-Purga(ug/g) <LD <LD <LD <LD 469 599.6 4519 <LD 49.7  799.1 351.6 <LD
Efluente(ug/L) <LD 8.5 <LD <LD <LD 4.5 <LD <LD <LD <LD <LD <LD

Amp: Ampicilina; Ceft: Ceftriaxona; Mero: Meropenem; Vanc: Vancomicina; <LD: por debajo del limite de deteccion; * sin muestra

Solamente Ceftriaxona en C.E. del dia 3 y en S.F. del dia 2 presenté valores en todas muestras (desde influente hasta efluente) para
realizar balances de masa (como un ejercicio). En el caso de los demas antibiéticos se tomaron los promedios de los tres dias de
muestreo para realizar balances de masa (como un ejercicio informativo: Anexo A.5 ya que los datos no son concluyentes).
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Anexo A.5. Ejercicio informativo: Carga méasica diaria de los antibioticos estudiados en tres

plantas de tratamiento de la Ciudad de México

Tabla A.5.41. Carga masica diaria (g/d) de los antibi6ticos estudiados en tres plantas de tratamiento de la Ciudad de México en época de estiaje,

datos informativos

o In_fluente Influen_te Antib_disuelto Lodo P Licor M. Efluente Masa
Antibidtico (disuelto) (adsorbido) en el influente  (adsorbido) (adsorbido) (g/d) (disuelto) faltante
(9/d) (9/d) (%) (9/d) (9/d) (%)
CERRO DE LA ESTRELLA
Ampicilina 347.85 4319.02 7% 14.36 73.17 110.34 95.8%
Ceftriaxona 659.46 37226.14 2% 247.46 797.45 704.83 95.4%
Meropenem 0.00 35949.93 0% 196.77 519.63 0 98.0%
Vancomicina 285.04 0.00 100% 0.00 0.00 0 100.0%
Total 1292.35 77495.08 1.6% 458.58 1390.24 815.175
CHAPULTEPEC
Ampicilina 0.00 731.74 0% 0 1.98 12.99 98.0%
Ceftriaxona 0.00 7977.46 0% 0 12.69 99.8%
Meropenem 0.00 2085.91 0% 0 14.38 99.3%
vancomicina 14.37 0.00 100% 0 0.00 100.0%
Total 14.37 10795.11 0.13% 0.00 29.04 12.99
SANTA FE

Ampicilina 0.00 109.16 0% 2.03 2.01 0 96.3%
Ceftriaxona 6.99 2101.94 0.33% 38.27 28.93 16.01 96.1%
Meropenem 0.00 2195.87 0% 31.24 16.78 97.8%
vancomicina 0.00 0.00 0% 0.00 0.00 *
Total 6.99 4406.97 0.16% 71.54 47.73 16.01
Total 1313.70 92697.15 1.40% 530.13 1467.01 844.17

153



Para realizar los balances de masa, de donde se obtienen los resultados de esta tabla, se tomo6 el promedio de las
concentraciones obtenidas en los tres dias de muestreo para cada muestra en cada planta. Estos datos son estrictamente de
caracter informativo y se mencionan en los anexos de este trabajo debido a su importancia por la carencia de informacion de
dichos antibigticos en México. Ceftriaxona habria sido el antibidtico que ingresé en mayor cantidad en las plantas de C.E. y Ch.,
entrando principalmente adsorbido en los sélidos en suspensidn, mientras que meropenem habria sido el que ingresé en mayor
cantidad en S.F. (solamente pudo ser cuantificado en muestras de sélidos; adsorbido en los sélidos suspendidos del influente.
El antibiético meropenem no logré ser cuantificado en muestras liquidas) y el segundo que habria ingresado en mayor cantidad
en C.E. y Ch. El antibi6ético ampicilina habria ingresado en tercer lugar de proporcion en las tres plantas. Vancomicina habria
sido el antibiético que ingresara en menor cantidad en las tres plantas (el antibiético vancomicina solamente logré ser
cuantificado en muestras de agua). El orden de las proporciones en el influente corresponde a la proporcion en el consumo de
antibioticos reportados en el Plan PUCRA. Debido a las limitantes en el desarrollo de las metodologias analiticas no fue posible
cuantificar todos los antibioticos en todas las muestras, resultando en una sobre-estimacion en el calculo de los balances de
materia como se muestra en la Tabla A.5.41, donde se tienen faltantes desde 98 hasta 100%, lo cual definitivamente debera
ser corroborado con otro tipo de experimentaciones.
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Anexo A.6. Ejercicio informativo: Balance de masa de ceftriaxona en las PTAR Cerro de la
Estrellay Santa Fe

Diagrama del proceso de tratamiento en PTAR Cerro de la Estrella

LODO SEDIMENTADOR PRIMARIO PURGA
Caudal= 7200 L/h
Stotales= 7 g/L
Ceftriaxona
Antib adsorb ss= [3 g/s
Masa de antib= c (7200 x 7) g/h
Purga
INFLUENTE
Caudal= 6039000 L/h
SST= 0.104 g/L ¢ L
Ceftriaxona Sedimentador
Antib disuelto= a g/L Influente Céarcamo de recepcion primario
Antib adsorb ss= b g/g
Masa de antib= a (6039000) + b (6039000 x 0.104) g/h
L ([ J
Tanque de contacto con Sedimentador .
cloro dario < i
L5
/ E
=1
! E LODO R. AIREADO PURGA
P2 Caudal= 21960 L/h
i - Stotales= 4 g/L
I Purga Ceftriaxona
Antib adsorb ss= d g/s
EFLUENTE Masa de antib= d (21960 x 4) g/h
Caudal= 6009840 L/h
SST= 0,'02 gL Tanque de agua tratada
Ceftriaxona ]
Antib disuelto= e g/L M transformada = M influente - M lodos - M efluente
Antib adsorb ss= f g/g
Masa de antib= e (6009840) + f (6009840 x 0.02) g/h

@ Punto de muestreo de agua residual
@ Punto de muestreo de lodo

Figura A.6.37. Ejercicio de balance de masa de ceftriaxona en la PTAR Cerro de la Estrella
Balance de masa de ceftriaxona del dia 3 de muestreo de la planta de C.E. Las cargas masicas de las formas disueltas (en los influentes y efluentes) y adsorbidas (lodos y sélidos
en suspension) se calcularon mediante las ecuaciones 3-5 (apartado 3.7).
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Caudal=!
SST=

Antib disuelto=
Antib adsorb ss=!
Masa de antib=

Caudal=
SST=

Antib disuelto=
Antib adsorb ss=
Masa de antib=

INFLUENTE

155880

0.367

Ceftriaxona

A
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Figura A.6.38. Ejercicio de balance de masa de ceftriaxona en la PTAR de Santa Fe

Balance de masa de ceftriaxona del dia 2 de muestreo de la planta SF. Las cargas masicas de las formas disueltas (en los influentes y efluentes) y adsorbidas (lodos y sélidos en
suspension) se calcularon mediante las ecuaciones 3-5 (apartado 3.7)
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Anexo A.7. Disposicion de residuos generados en esta investigacion

Los residuos peligrosos producidos en la fase experimental de este trabajo de investigacién fueron dispuestos como se encuentra
descrito en el procedimiento del Instituto de Ingenieria de la UNAM Control de Residuos Peligrosos (II-LIA-PSE-05). Los residuos deben
ser entregados en recipientes cerrados y etiquetados. Debe llenarse una solicitud con el listado y caracteristicas de las sustancias a
disponer (Figura A.6.39). La autora siguio estas instrucciones.

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
LABORATORIO DE INGENIERIA AMBIENTAL Codigo: II-LTA-PSE-05-FO1 oy
Formato Fecha de emisién: 23-Nov-2020 =3
LI R ENTREGA-RECEPCION DE RESIDUOS PELIGROSOS PARA SU TRASLADO AL Versién: 05 3 l | A
UNAM AREA DE TRANSFERENCIA TEMPORAL DE RESIDUOS PELIGROSOS Pégina: idel X .
Nombre del usuario generador: Fecha: Hoja 1 de 1
Correo electrénico institucional: Extension: Cubiculo:
Responsable Académico: Extension: Cubiculo:
Técnico Académico Supervisor: Extension: Cubiculo:
Detalle de los residuos a entregar
Tipo de residuo N . Estado fisico Cantidad . . Tipo de Observaciones
RQ REI Descripcion de su origen Ciquido] Solido [Volmen] Peso Sustancias contenidas envase (Para ser llenado por el LIA)
NOTA 1: Tipo de residuo: RQ Residuo Quimico; RBI Residuo Bioldgico Infeccioso.
NOTA 2: Los residuos sélidos deben entregarse en paquetes de un maximo de 2 kg, envueltos en papel y bolsa oxobiodegradable resistente para asegurar que no se rompa.
UNA VEZ QUE HAYA LLENADO ESTE FORMATO CON LA INFORMACION REQUERIDA FAVOR DE ENVIARLO AL CORREO LIAresiduos@iingen.unam.mx
Los residuos se reciben el dia de de alas hen el Area de Transferencia Temporal de Residuos Peligrosos: RQ RBL
Firma del usuario generador Nombre de quien recibe Firma de quien recibe Fecha de recoleccion Ndmero de manifiesto
Modificaciones al formato II-LIA-PSE-05-F01 (05): emision 23-Nov-2020.-

Figura A.7.39. Solicitud de disposicion de residuos peligrosos (LIA, 1, UNAM)
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