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1.0 Introduccién

El trabajo presentado pretende dar un panorama actual sobre la presencia de
antibiéticos presentes en agua y lodos residuales provenientes de Plantas de
Tratamiento de Agua Residual (PTAR) en la Ciudad de México, conocer la eficacia
de las plantas para la remocién evaluando el agua cruda (agua residual sin
tratamiento) hasta el efluente de la planta (agua tratada), ademéas de los lodos
generados en el mismo tratamiento lo que permitird tener indicios sobre la
persistencia de los antibiéticos en medios acuosos u organicos (proveniente de lodo
residual).

El interés de realizar dicha investigacién surge de la necesidad de conocer la
relacion de la presencia de antibidticos en aguas residuales y las posibles
consecuencias que estas generan, una de las principales lineas de investigacion es
la resistencia bacteriana que se ha presentado actualmente. Tal fenédmeno no es un
hecho que ha ocurrido en los Ultimos afios, mas bien es un problema que tiene
presencia anteriormente pero no habia sido tomada con la importancia adecuada
por los niveles bajos que se presentan de antibi6ticos, sin embargo, se ha
observado que a pesar de encontrarse a bajas concentraciones estos aun pueden
ser perjudiciales y es uno de los retos, analizar y conocer la persistencia asi como
los futuros efectos que pueden tener en la salud y en el medio con el que se
encuentran en contacto.

El hecho de tener una referencia actual ayudara a evaluar la eficiencia de las plantas
de tratamiento para la remocion de los contaminantes emergentes, asi como dar pie
para un futuro desarrollo de plantas de tratamiento que sean capaces para la

degradacion y remocion de estos contaminantes.



En este trabajo se detectaron 4 antibidticos representativos: ampicilina, ceftriaxona,
meropenem y vancomicina, abarcando asi betalactdmicos y un glucopéptido. Para
su determinacion se realizd un tratamiento de la muestra de agua y lodo para
después ser analizada por cromatografia de ultra alta resolucion (UPLC por sus
siglas en inglés) acoplado a espectrémetro de masas, técnica que presenta ventajas
en comparacion con otras técnicas utilizadas tales como HPLC, al ser mas sensible

y capaz de detectar analitos a bajas concentraciones.

2.0 Antecedentes

2.1 Agua como recurso humano
El agua es el recurso mas abundante en la superficie del planeta Tierra, sin
embargo, solo el 2.53% es agua dulce de la cual 2/3 partes se encuentran en
glaciares y nieves perpetuas, mientas que el tercio restante es a la que tenemos

disponibilidad en lagos, rios y acuiferos (ONU, Agua para todos 2003).

El agua es el recurso natural esencial para los seres humanos para lograr su
supervivencia a través de la produccion de alimentos ya sea para riego o para el
consumo de ganado, energia, asi como otras actividades humanas (ONU, Desafios
Globales 2018) asi como un derecho fundamental para todo ser humano, en el que
siempre se busca procurar el sustento saludable de los hogares y la dignidad de

cada persona (ONU, Recursos Hidricos 2019).

En los ultimos afios el uso de agua ha venido aumentando el 1% anual en todo el
mundo desde los afios 80, el aumento de su uso se debe al crecimiento de la

poblacion ademas del cambio de modelos de consumo. Se espera que el aumento



de consumo crezca de tal manera que ese incremento represente del 20 al 30% por
encima del gasto actual de agua, se estima que la demanda industrial y doméstica
aumentara mas rapido de lo esperado sin descartar que el sector agricola es el

principal consumidor de agua en el mundo (ONU, Recursos Hidricos 2019).

Para poder tener disponibilidad de agua se lleva a cabo proceso llamado Ciclo
Urbano del Agua en la cual se lleva la construccion de infraestructura que permite
la captacion del liquido, su transporte, almacenamiento, distribucién, consumo,
alcantarillado, tratamiento, reutilizacion y retorno. Dicha manipulacion afecta

directamente al ciclo natural del agua (INCyTU 2019).

2.2 Contaminacion del agua
Si el aumento en el uso de agua derivado del crecimiento de la poblacién se traduce
en una alerta por la escasez que se genera este alun se ve magnificado por su
contaminacion derivado de su uso, ademas del inadecuado tratamiento de aguas
residuales para permitir un rehdso. La contaminacion del agua se produce por el
desecho de residuos por distintas causas como lo son: en ganaderia se contamina
con desechos fecales del ganado, mismos que pueden contener residuos de
disantos productos que consumen para favorecer su crecimiento, en el caso
industrial este sector puede ser contaminada con productos secundarios de su linea
de produccién mismos que son desechados sin tratamiento previo, en agricultura
pueden ser contaminados los cuerpos de agua por la filtracion de los productos
utilizados como pesticidas, mientras que en uso de consumo humano también es
contaminado a través de desechos fecales, asi como resultado de distintos

procesos de limpieza que se realizan habitualmente o contaminacion por tirar grasas
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0 productos farmacéuticos o de cuidado personal. Es decir, la contaminacion del

agua es el resultado de la introduccion de sustancias que modifican la composicion

y actividad habitual del agua deteriorando su calidad dificultando su funcién

biolégica (Soluciones Medioambientales y Aguas S.A. 2015).

Los principales componentes contaminantes en agua residual son los siguientes:

Agentes patdgenos: se describen como bacterias, virus, parasitos u otros
organismos que pueden provocar enfermedades en animales, plantas o el
ser humano. Dichos patégenos son vertidos a los cuerpos de agua en

desechos organicos.

Desechos organicos: son sustancias denominadas organicas por contener
en su estructura molecular atomos de carbono, las cuales se incluyen las
grasas, aceites, proteinas entre otras sustancias que pueden

descomponerse por bacterias.

Desechos quimicos inorganicos: se describen asi a sustancias como acidos,
sales o metales pesados tales como el plomo o mercurio. Tales

contaminantes provienen de desechos domésticos, agricolas e industriales.

Sedimentos o sélidos suspendidos: son particulas sdélidas que se encuentran
el medio provocando turbidez provocando que el paso de luz viéndose
afectados distintos procesos biolégicos de organismos presentes en los

cuerpos de agua (Soluciones Medioambientales y Aguas S.A. 2015).
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Toxicidad: afecta la flora y fauna del medio que recibe el agua
residual

Infecciones: patdgenos contenidos en aguas residuales son
facilmente transportados a organismos marinos y terrestres con os
que estdn en contacto

Contaminacidn térmica: los residuos industriales pueden tener la
capacidad de elevar la temperatura en zonas de desecho, afectando
procesis bioldgicos

Malos olores: las bacterias y sustancias son responsables de generar
gases resultantes de descomposicion.

Figura 1. Efectos de agua contaminada

El hecho que una gran cantidad de agua dulce sea contaminada conlleva una serie
de consecuencias inmediatas como se observa en el diagrama 1. Aproximadamente
2 millones de toneladas de desechos son incorporados diariamente a los cuerpos
de agua, los contaminantes proceden de residuos industriales, vertidos humanos
derivados de uso doméstico o comercial y desechos agricolas que generalmente
estan compuestos de pesticidas, fertilizantes y residuos bioldgicos de los mismos

(ONU, Agua para Todos 2003).

En 2009 se determindé que la calidad del agua en 21 cuencas de México se
encontraba fuertemente contaminada, teniendo mayor presencia la problematica en

la Zona Central de México donde los sitios fueron evaluados como contaminados o
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fuertemente contaminados (Vega Salazar 2012). Una causa de ello, es el gran
asentamiento urbano en la ciudad de México y aledafios, pues esto se ve reflejado
directamente en el uso y contaminacion del agua, ademas que el niamero de
ciudadanos que ingresan a la CDMX supera el numero de los que salen a realizar
distintas actividades a las zonas aledafias, tan solo en el afio 2016 se mencionaba
que diariamente ingresaban a la Ciudad de México un millon 720 mil 145 personas
provenientes de estados aledafios, mientras que solo 227 mil 657 capitalinos salen
de la ciudad, lo que da un saldo de un millén 492 mil 488 personas en la capital

(Hernandez S. 2016).

La determinacion de las cuencas mas contaminadas fue a través de una evaluacion
de calidad de agua se realizan pruebas por la Comision Nacional del Agua (CNA) a
3 parametros importantes, descritos como: Demanda Bioquimica de Oxigeno
(DBOs) en el cual se determinan la cantidad de materia orgéanica biodegradable,
Descarga Quimica de Oxigeno (DQO) el cual mide la cantidad total de materia
organica y finalmente Sélidos Suspendidos Totales (STT) que son provenientes de
las aguas residuales y la erosién del suelo. Por lo que si se observa un incremento
en estos parametros provoca una disminucion de oxigeno disuelto en los cuerpos
de agua lo que refleja en un fallo de funcionamiento de los ecosistemas acuaticos

(Vega Salazar 2012).
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“alidad del agua DQO (ppm)
m Excelente
B Buena Calidad
Aceptable
Contaminada
m Fuertemente contaminada

[ Sin dato

Figura 2. Calidad del agua en la Republica Mexicana. (Vega Salazar Y. 2012)

Excelente (DQO menor o igual a 10), Buena calidad (DQO mayor a 10 y menor o igual a 20), Aceptable
(DQO mayor a 20 y menor o igual a 40), Contaminada (DQO mayor a 40 y menor o igual a 200),
Fuertemente contaminada (DQO mayor a 200). Fuente: Conagua. Subdireccidon General Técnica. 2010,
modificado de CNA 2010

Como se puede observar en la figura 2, se denotan los sitios de México y su
evaluacion en la calidad de agua, denotando como la parte central de la Republica

Mexicana con mayor presencia de agua fuertemente contaminada.

Tan solo en la Ciudad de México se genera un volumen de aproximadamente 22,
510.98 litros por segundo de agua residual de los cuales solo 3.34 mds es
recuperada para llevarla a un proceso de tratamiento por parte del Sistema de
Aguas de la Ciudad de México (SACMEX), por lo que se puede decir que del 100%
de agua residual generada solo el 15% de ella es tratada en las 26 Plantas de
tratamiento de SACMEX (SEDEMA 2016). Se reporta que México es el segundo

pais después de China el que utiliza agua cruda (residuales sin tratamiento) para
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riego, lo que representa la probabilidad de transportar gran cantidad de organismos
patégenos, metales pesados y residuos de productos de aseo personal y farmacos
que pueden generar problemas de salud ademas de contribuir a la resistencia de
bacterias (INCyTU 2019), o bien, estas aguas residuales son simplemente
desechadas sin tratamiento contaminando el suelo y aguas superficiales creando

un foco de riesgo de la salud publica.

La alternativa de someter a tratamiento el agua residual surge de la idea de asegurar
el abastecimiento de agua logrando un redso en actividades humanas, dicho
procedimiento se lleva a cabo en Plantas de Tratamiento de Agua Residual o PTAR
por sus siglas, el tratamiento en una PTAR consiste en una serie de procesos fisicos
y quimicos que permiten la remocion en mayor parte de los contaminantes
presentes en el agua que permite su reincorporacion a mantos acuiferos o a los

sistemas de agua potable (INCyTU 2019).

Los procesos fisicos son aquellos en los que a través de la operacion por barreras
fisicas se logra la separacién de contaminantes de gran tamafio sin necesidad de

alguna reaccion quimica.

El proceso quimico permite la remocién de componentes contaminantes a través de
reacciones quimicas, mientras que el paso de proceso bioldgico se utilizan

reacciones biolégicas o bioquimicas para contaminantes especificos.
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La operacion de una PTAR se caracteriza principalmente por 6 fases principales:

1. Pretratamiento: en él se remueven los componentes contaminantes de mayor
tamafo tales como piedras, papel, pantas entre otros, con ayuda de filtros

fisicos.

2. Tratamiento primario: se hace una segunda remocion, pero ahora de

residuos mas finos, asi como arena o grava.

3. Tratamiento secundario: el agua residual se pasa por un tratamiento con

lodos para facilitar la remocién de microorganismos.

4. Tratamiento de biosdlidos: los lodos se llevan a incineracion, digestion
anaerobia u oxidacién (depende de cada PTAR) para después ser

almacenados o manejo.

5. Desinfeccién: en este paso se lleva a cabo la inactivacion de cualquier

patégeno para evitar dafios a la salud.

6. Producto final: consiste en la salida del agua depurada que cominmente es
utilizada para el area agricola y ganaderia, mientras que el restante es

reincorporado al cuerpo de agua.
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PRETRATAMIENTO TRATAMIENTO PRIMARIO TRATAMIENTO SECUNDARIO

Desengrasado Tratamiento
Aguas Criba Desarenado Decantador biolégico Decantador
residuales Neutralizacién
LR Agua
— N SR
- el depurada
It
—>Llodos | ¢ -~ Lodos

Biogas

Abono

agricola /

Fiaura 3. Descrincion del Funcionamiento de una planta por fases. (INCvTU 2019)

Digestor de lodos

Para fines practicos se van a nombrar las muestras de acuerdo con la parte del

tratamiento donde fueron obtenidos para el presente proyecto.

Se le llamainfluente al agua residual que aun no recibe ningan tratamiento, es decir

es el agua de entrada de la planta.

Se nombra agua de reactor, al agua residual que es producto pasada por el
proceso de desinfeccion, el proceso de desinfeccion depende de cada planta pues
pueden realizar distintos métodos. En las plantas de muestreo se mencionara

posteriormente los procesos con los que funcionan.

Se denomina efluente al agua que sale de todo el proceso de la PTAR, es decir, es

el agua tratada que ya puede ser utilizada para los fines requeridos.
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Mientras que se nombra lodo residual a las muestras de lodo obtenidas del paso
de digestidon, que estd compuesto de los pasos de desengrasado, decantador y

tratamiento biolégico.

2.2.1 Generalidades
Las Plantas de Tratamiento de Agua Residual convencionales estan disefiadas
principalmente para retirar contaminantes que anteriormente ya estan
caracterizados, sin embargo, se ha notado que las plantas de tratamiento no estan
mostrando eficiencia en la remocién de contaminantes en bajas concentraciones
(nanogramos o microgramos por litro), tales como productos farmacéuticos o de
cuidado personal, surfactantes, aditivos industriales, plastificantes, plaguicidas
entre otros, que, aunque se han detectado a concentraciones bajas no se conoce
del todo los efectos negativos que estos pueden provocar en el medio ambiente en
el que se encuentra en contacto. A este tipo de contaminantes se les denomina

contaminantes emergentes.

Actualmente el estudio de contaminantes emergentes se encuentra en prioridad de
investigacion debido a la escasa informacién con la que se cuenta hoy en dia, que
lleve a su eficaz regulacion que evite dafios colaterales. recientes estudios han
determinado que el uso de carbon activado, reactores de membrana son candidatos
ideales para poder retirar los contaminantes emergentes del agua residual. Los
principales organismos encargados de su investigacion son la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), la Agencia para la Proteccion del Medio Ambiente (EPA) (Garcia

Gbémez et al 2011).
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2.2.2 Contaminantes emergentes
En los ultimos afos se han detectado compuestos persistentes a la biodegradacion
en el ambiente o en la planta de tratamiento. Estos compuestos se denominan
emergentes dada su reciente aparicibn y suelen encontrarse en bajas
concentraciones (Tadeo et al 2012). Actualmente los contaminantes emergentes
estan en estudio para poder conocer los efectos adversos que estos podrian
ocasionar sobre los ecosistemas, se ha observado que pueden provocar disrupcién
enddcrina, microorganismos resistentes a antibiéticos. Anteriormente no eran
conocidos del todo pues su presencia en el medio no era significativa al presentar

niveles bajos, por lo que pasaban por inadvertidos.

La fuente principal de contaminantes emergentes son las aguas residuales al tener
distintas procedencias: industrias, comercios y viviendas. Cada una de ellas puede
tener distintos componentes que al ser sometidas al tratamiento en una PTAR se a
observado que la remocion de los contaminantes emergentes en PTAR

convencionales suele ser bajo o nulo.

Se denominan contaminantes emergentes a detergentes, productos farmacéuticos,
productos de cuidado personal, hormonas, edulcorantes, pesticidas, drogas ilicitas
y sus metabolitos, asi como fragancias, aditivos de gasolina y retardadores de
flama. Aunque estas sustancias se presentan a bajas concentraciones tienen la
particularidad de la persistencia, pues al ser productos de uso diario conlleva una
introduccién continua al medio ambiente a pesar de someterse al proceso de

limpieza en plantas de tratamiento y se debe a que poseen propiedades quimicas
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que los favorecen, tales como solubilidad, absorcion, polaridad, estabilidad entre

otros por lo que su grado de remocion es minima (Robledo Zacarias et al 2017).

Estos compuestos tienen una amplia gama de usos, tanto industriales como

domésticos por lo que se tiene una lista de la variedad de productos que son

sometidos a investigacion como contaminantes emergentes en agua residual,

algunos de ellos son:

Pesticidas y plaguicidas: son mezclas de sustancias con el fin de mitigar o
repeler distintas plagas, a consecuencia de que en los Ultimos afios han sido
regulados por esta razon la preocupacién a sus compuestos de degradacion
pues se ha visto que pueden ser aun mas téxicos que el mismo compuesto.
Los 3 compuestos mas tdxicos mas utilizados en el mundo son el DDT,
heptacloro y atrazina que estan incluidas en el tratado de las Naciones
Unidas de 2011 en Estocolmo para ser prohibidas, pues tienen la capacidad
de ser persistentes, bioacumulables y pueden ocasionar efectos al ambiente
y la salud, asi como cancer hepatico y defectos congénitos en personas y

animales (ATSDR 2002).

Drogas ilicitas: entran a agua residual como drogas inalteradas o como
metabolitos derivados de su excrecion humana, saliva o sudor o por el
desecho de laboratorios clandestinos. Entre las drogas ilicitas mas
estudiadas son anfetamina, cocaina, benzoilecgonina, norcoina,

metanfetamina, heroina entre otros (Gil J. et al 2012).
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Cuidado personal: son productos que son aplicados de manera directa en
la piel, como cosméticos, productos de bafo, fragancias, agentes de
proteccion solar, cremas humectantes, repelentes de insectos entre otros.
Estos productos se diferencian de los farmacos porque son usados en

grandes cantidades.

Surfactantes: son tensoactivos comunmente utilizados como detergentes,
solubilizantes, emulsificantes o0 agentes espumantes entre otros. Los
tensoactivos se dividen en dos tipos como: tensoactivos aniénicos de tipo
sulfonato  alquilbenceno lineal (LAS) y no aniénicos de tipo
alquilfenolpolietoxilado (APEO) (Terzic 2008). los APEO presentan una
toxicidad alta, ya que sus productos de degradacion (nonil y octil fenoles)
adsorben sélidos obteniendo una propiedad para imitar hormonas naturales
por interacciones con el receptor de estrogenos ademas de efectos

cancerigenos (Scott et al 2000).

Compuestos de consumo cotidiano: en los ultimos estudios se ha
detectado gran presencia de cafeina y el metabolito de la nicotina, asi como
edulcorantes artificiales, entre otros que son sustancias que se encuentran

en productos de consumo diario (Gil J. et al 2012).

Productos farmacéuticos: es uno de los principales puntos de
preocupacion. La principal fuente de antibiéticos es a través de la excrecién
humana, el desecho de producto no utilizado, asi como es consumido por el
ganado para su crecimiento. Las PTAR son una de las principales fuentes de

incorporacion de productos farmacéuticos a cuerpos de agua, pues la
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mayoria de estos productos no son retenidos en los procesos de limpieza

gue se manejan en una planta de tratamiento.

Los farmacos méas usados a nivel mundial son: analgésicos, antihipertensivos y

antimicrobianos.

Analgésicos. Son medicamentos capaces de suprimir o aliviar el dolor, dichos
farmacos son los de mayor consumo a nivel mundial y mayor automedicacion
(ASHP 1999). Por ejemplo, altas cantidades de naproxeno se han detectado en

aguas residuales de las ciudades México, Colombia, Ecuador y Brasil (IMTA 2018).

Antihipertensivos. Son consumidos para tratar la hipertension arterial, en 2020 se
determiné que en México 1 de cada 4 personas padece de hipertension, es decir el
25.5 % de la poblacién de los cuales el 79.3% afirma tener tratamiento farmacologico
(Pifia Pozas 2020), donde los mas consumidos en 2016 son los IECA (inhibidores
de la enzima convertidora de angiotensina) con un 63.78 % de pacientes (Alba L.

2016).

Antibiéticos. Son aplicables contra microorganismos patégenos en animales vy
humanos, ademas para la preservacion de alimentos. Su consumo ha aumentado
significativamente lo que se traduce en un incremento de su descarga en los cuerpos
de agua, y la posibilidad de alterar el equilibrio del medio con el que tiene contacto,

un ejemplo claro de ello es la resistencia microbiana (Gil J. et al 2012).
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Al no conocer del todo las consecuencias de verter farmacos a los cuerpos de agua
aun no se cuenta con una regulacion que permita disminuir significativamente

futuros dafos.

Actualmente con el paso de la pandemia debida al coronavirus SARS-CoV-2, la
atencion de la presencia de farmacos en aguas residuales aumenté, pues se ha
estimado que el consumo de farmacos a nivel mundial fue superior a 4,500 millones
de dosis tan solo en el afio 2020, lo que representa un 24% mas de consumo en

comparacion al afio 2015 (Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua 2021).

2.2.3 Impacto y destino de los contaminantes emergentes en plantas de

tratamiento de agua residual municipal

El agua es contaminada facilmente través de vertidos de residuos, fertilizantes o
gran variedad de quimicos los cuales son desechados a cuerpos de agua dulce que
finalmente contamina también los cuerpos de agua salada. La principal
problematica que se presenta con los contaminantes emergentes es que varios son
persistentes a la degradacion biolégica en las PTAR donde el postratamiento es
poco eficaz o inexistente, en consecuencia, los contaminantes emergentes logran
permanecer en los efluentes de las plantas de tratamiento disminuyendo asi la
calidad de agua tratada que en su mayoria son utilizadas para riego y otra parte en

la incorporacién de los cuerpos acuaticos.

Una de las principales consecuencias observadas de la persistencia de estos
contaminantes es que presentan efectos alterando el sistema endocrino o alteracion

de las funciones hormonales, ejemplo de ello es el Bisfenol A que es utilizado en
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resinas epoéxicas y plasticos para empaque de alimentos en el cual se han reportado
alteraciones hormonales que pueden aumentar el riesgo de padecer cancer de

mama en humanos (Krishnan et al 1993).

Para el caso de los pesticidas se ha observado que causan efectos hormonales
provocando el adelgazamiento de la cascara de huevo de distintas especies, dafios
en la funcién reproductiva en el hombre ademas de cambios de comportamiento en
humanos (Garcia Gomez et al 2011). Mientras que los antibidticos como la
penicilina, sulfonamidas y tetraciclinas provocan el desarrollo de resistencia

bacteriana (Witte 2000).

Entonces, las caracteristicas que presentan en mayor parte los contaminantes

emergentes son:

Persistencia: no se degradan ni en procesos fotoquimicos, biolégicos o

quimicos.

e Bioconcentracion: se presenta cuando la sustancia tiene mayor afinidad a

unirse a tejidos que a la fase acuosa.

e Bioacumulacién: la concentracion aumenta con el tiempo, por lo que a mayor

edad del organismo mayor sera la concentracion del contaminante en él.

e Toxicologia: efectos nocivos a la salud.

¢ Movilidad ambiental: es la capacidad que tienen las sustancias para viajar o
cambiar entres distintos medios, dicha capacidad es el primer foco para

poder tener un amplio espectro de contaminacion (Aguilar Guizar 2013).
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En México no se cuenta con una regulacién estricta en la cual se puedan evaluar o
permitir limites de contaminantes emergentes, en la NOM-001-SEMARNAT-1996
establece limites de contaminantes en aguas residuales, sin embargo, no se
menciona regulacion alguna para los contaminantes emergentes. Mientras que en
la norma NOM-127-SSA1-1994 establece los limites ara la calidad del agua, incluye
puntos tales como requerimientos bacteriolégicos, quimicos, radiactivos, fisicos y

organolépticos, pero en ella tampoco se mencionan los productos farmacéuticos.

Sin embargo, la NOM-052SEMARNAT-2005 abarca el procedimiento y clasificacion
de residuos peligrosos en el cual ya se integra un listado de la industria
farmacéutica, indicando que farmacos caducos deben seguir un proceso de
desecho especial, para el 2010 el Sistema Nacional de Gestion de Residuos de
Envases de Medicamentos (SINGREM) se encarga de la recoleccion de
medicamentos con fecha de caducidad expirada para su tratamiento y posterior

desecho.

Para tener una referencia de contaminantes emergentes de contaminantes
emergentes es que se realiza una red de monitoreo a través de laboratorios de
referencia, centros de investigacion y organizaciones afines de Europa, América del
Norte y Asia, conocida como Red NORMAN, de la cual en 2005 se cred un portal
en internet donde es posible consultar mas de 1000 contaminantes emergentes que
ademas se encuentran en una clasificacion de acuerdo a el uso, como productos de
cuidado personal, productos farmacéuticos, drogas ilegales, disruptores endécrinos
etc, la cual es actualizada de acuerdo a los estudios van avanzando (Pefia Guzman

C., etal 2019)
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3.0 Antibidticos en agua residual

En México se tiene poca informacion de estudio sobre la presencia de
contaminantes emergentes que pueden tener distintas fuentes de ingreso e
importancia sobre el impacto ambiental. Uno de los principales puntos de estudio
es la determinacion de productos farmacéuticos en especifico la presencia de

antibiéticos.

La importancia de conocer los antibiéticos que se encuentran presentes es para
encontrar una relaciéon con la resistencia bacteriana, pues, aunque en las PTAR se
lleven tratamientos para “limpiar” el agua residual puede que existan factores que
favorezcan el desarrollo de la resistencia, tales como la temperatura o el constante
apego en el filtro biolégico teniendo probabilidad de intercambio genético entre el
patdgeno y los microorganismos utilizados en la PTAR (Zhen et al, 2017). Teniendo
altas probabilidades que se desarrolle resistencia a antibioticos, lo cual, es una
problematica ambiental pues, representa una posible complicacion para
tratamientos posteriores a los patdgenos resistentes, o bien alterar el equilibrio de

los ecosistemas que se encuentran expuestos.

“La consecuencia mas clara de la liberacion de antibiéticos en ambientes naturales
es la seleccion de bacterias resistentes. Segun lo declarado por la Organizacion
Mundial de la Salud, la creciente aparicion de resistencia a los antibiéticos en
patdgenos humanos es una preocupacion especial, no solo para el tratamiento de
enfermedades infecciosas, sino también para otras patologias en las que se
necesita profilaxis antibiética para evitar infecciones asociadas. En este sentido, la

propagacion de bacterias resistentes a los antibiéticos "(OMS, 2000) significa que
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los procedimientos médicos comunes que antes se daban por sentado podrian ser
enviados al limbo médico. Las repercusiones son casi inimaginables (Martinez

2009).

La presencia de antibidticos puede favorecer el crecimiento de las bacterias
resistentes mientras que disminuye la poblacion de bacterias que aun son
susceptibles, por ejemplo, las cianobacterias aunque por el momento no existe
indicio que sufran algun impacto de la contaminacion por antibiéticos son
susceptibles a ellos, sin embargo si sufrieran el impacto se veria directamente
reflejado en la produccion de Oz, pues recordemos que las cianobacterias son las
responsables de la produccién de mas de un tercio de O: libre y de la fijacién de
CO:s.. La presencia de antibioticos puede alterar el microbiota ambiental provocando
cambios en la composicion y actividad que aun no se han logrado comprender

(Martinez 2009).

3.1 Antibidticos
Segun la RAE un antibidtico es una “sustancia quimica capaz de paralizar el
desarrollo de ciertos microorganismos patdgenos, por su accion bacteriostatica, o
de causarles la muerte, por su accion bactericida, y que es producida por un ser
vivo o fabricada por sintesis”. Los antibidticos son el tercer farmaco que es
empleado en la medicina humana, mientras que para su aplicacion en veterinaria

ocupa un 70% (Esparza Garcia F. et al 2020).
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Los antibidticos estan constituidos por distintos grupos de sustancias que tienen
diferente comportamiento farmacocinético y farmacodindmico que tienen accion
especifica sobre organismos especificos. El fin de un antibidtico es controlar o
disminuir el numero de microorganismos ayudando asi al sistema inmunolégicos
para eliminar completamente los mismos (Seija V. 2008). De acuerdo con el modo

de accion los antibitticos pueden ser clasificados en distintos grupos:

Interaccion *Bactericida: accion letal, llevando al deterioro de la célula en su
Germen- membrana plasmética

Antibidtico *Bacteriostaticos: se impide el desarrollo y multiplicacion de la
bacteria sin destruir las células

*Espectro Amplio: antibioticos con buena accién sobre amplio
namero de especies y géneros.

*Espectro reducido: solo son activos en un numero reucido de
especies.

Clasificacion por
espectro de accion

*Inhibidores de formacion de pared bacteriana
Mecanismo de *Inhibidores de sintesis protéica

accion *Inhibidores de la duplicacién de DNA
*Inhibidores de membrana citoplasmatica

*Farmacocinética: se refiere al proceso de absorcion, distribucion y
eliminacion del antibidtico.

Farmacodindmica *Farmacodinamica: estudia la relacion entre la droga y su efecto ya
sea deseable o no.

Farmacocinética y

Fiaura 4. Clasificacion de antibidticos nor modo de accidén (Seiia V. 2008)

Ahora bien, existe otra clasificacién de antibioticos que se agrupa por su estructura

guimica y accioén sobre cada microorganismo, como se menciona a continuacion.
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e Aminoglucésidos. Esta compuesto por dos 0 mas amino azucares que se

encuentran unidos por enlaces glucosidicos, dependiendo de los
aminoazucares que componen los aminoglucésidos se clasifican en distintas

familias (ver tabla 1).

Tabla 1. Familia de Aminoglucdsidos (Sejia V. 2008).

Familia Estructura base Antibidticos
OH
HaoN
. HO © OH  J—\H .
Estreptomicina HO HO N 2l Estreptomicina
HN Y o OH
HiC' e O N NH
OH CHs NH
OH . Kanamicina
. HO Q R OH Amicacina
Kanamicina Nl He © NH; Tobramicina
O N\ Onh, : _
Dibekacin
OH
0] ..
Gentamicina HSCM HO HZN@% Gentamicina
H,C OH . ..
omwz N, Netilmicina
R
NH,
HO
NH,| HzN
o HO. N, o
Neomicina i°j o Neomicina
NH. £ oH
R! 2

29



Los aminoglucosidos tienen interaccidén bactericida que inhiben la sintesis proteica

al unirse a los ribosomas de la célula.

Glicopéptidos. Tienen estructura quimica compleja, son de elevado peso molecular,

el nucleo central de las estructuras es un heptapéptido que se encuentra unido a

distintos azucares y residuos de aminoacidos que pueden ser en ocasiones

aromaticos (Garcia Quetglas E. et al 2003). Dicho grupo esta compuesto por solo

dos antibidticos: la vancomicina y la teicoplanina.

Tabla 2. Estructura quimica de Glicopéptido.

Glicopéptidos

Vancomicina

Teicoplanina

La caracteristica que les da ventaja para la erradicacion de patégenos es que tienen

una estructura similar a la pared celular al contar en su estructura compuesta por
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péptidos que tienen azlcares y a la vez estan ligados a aminoécidos, por lo que

pueden inhibir la sintesis de la pared celular.

e Betalactdmicos. Esta familia de antibidticos se caracteriza por la presencia

del anillo betalactdmico, para que el antibiético sea activo es necesario que

esté unido a otros radicales, que por lo general son anillos, dicha unién a

diferentes cadenas o anillos se deriva a diferentes grupos de antibiéticos

betalactamicos.  Teniendo

origen

a penicilinas, cefalosporinas,

carbapenemas, monobactamicos y acido clavulanico.

Tabla 3. Grupos de betalactamicos (Suarez C. et al 2009)

Anillo betalactamico + Anillo secundario = Nicleo del betalactamico —= GRUPO ANTIBIOTICO

o NH
R, S
Anillo tiazolidinico Acido B-aminopenicilénico PENICILINAS
o N
S
R~ NH o .
Anillo dihidrotiacinico Acido 7 u-cefalosporinico CEFALOSPORINAS
O/;l N \R
R. <R
—R Anillo pirrolinico Carbapenemo CARBAPENEMAS
g N
-
R—NH R Ninguno Monobactamao MONOBACTAMICOS
g N
H\ 0
Anillo oxazolidinico Clavamo/oxapenamo ACIDO CLAVULANICO?®
o N

*Tedos los inhibidores de las betalactamasas que se usan en la practica (acido clavulanico, sulbactam y tazobactam)
tienen estructura betalactamica. El sulbactam y el tazobactam son derivados suffdnicos del cido penicilanico.
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Los betalactamicos actuan de tal manera que inhiben la Gltima etapa de sintesis de
la pared celular bacteriana, son consideradas como bactericidas. Tal familia de
antibiéticos estd dividida en 4 grupos principales: penicilinas, cefalosporinas,
carbapenemas y aztreonam, cada grupo cuenta con antibidticos que comparten su
estructura nuclear, pero se diferencian de sus ramificaciones, dando pie a distintos

antibiéticos como se puede observar en la tabla 4.
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Tabla 4. Clasificacion de betalactamicos (Del Arco J. 2014).

Grupo Antibidticos
Bencilpenicilinas Aminopenicilina
- Penicilina G Amoxixilina
< Penicilina V Ampicilina
'S Carbixipenicilinas Bacampicilina
Q Tiraciclina Ureidopenicilinas
Isoxazolilpenicilinas Piperaciclina
Cloxacilina
1ra generacion 3ra generacion
Cefadroxilo Cefixina
8 Cefalexina Cefpodoxima
O Cefradina Proxetilo
& Cefalotina Ceftilbuteno
\g § Cefazolina Cefditoreno
© g 2da generacion
B § Cefaclor
Q e Cefuroxima
sl 3 Axetilo 4ta generacion
Cefprozilo Cefepima
Cefonicida Cefpiroma
Cefoxitina
Cefuroxima
Cefminox
Monobactamas Aztreozam
Imepenem
Carbapenemas Meropenem
Ertapenem




e Macrdlidos. Son antibioticos semisintéticos derivados de la eritromicina
producida por Streptomyces eritreus, su principal caracteristica es que

cuentan con un anillo macrélido de lactona entre 14 y 16 atomos.

Tabla 5. Macrolidos (Serra H. A. 2006)

Macroélidos

MACROLIDOS 14

grupo protonable (pKa ~8)
Il lugar de salificacion

_.CH, ON cadena arilalquilica
0-R
. CH, H.c ' cH,
W D-Desosamina -
HO N N
L7 ~

wee 1 o

",
H,C—CH, “cH, oo CH, 0\/N - on, HJC\N’CH’
“Ow L-Cladinosa o” B f—Ow
eritronolactona ¢y, o & OH H,G—CH, “cH, o CH,
o? S0
R R' CH, \ 3-ceto (CETOLIDO)
Eritromicina (base) H [¢]
) . , Telitromicina
Eritromicina (éster)  Ac.estedricouotro 0
Claritromicina CH, o
Roxitromicina cH, NS 0CH,

La interaccion de los macrdélidos es bacteriostatica por lo que pueden inhibir la

sintesis proteica al unirse a la subunidad 50S.

e Quinolonas. Son un grupo de antibioticos derivados de la molécula basica

formada por una estructura con dos anillos conteniendo el residuo de un N



en la posicion 1, un grupo carbonilo en la posicion 4 y un grupo carboxilo en

la posicién 3.

Tabla 6. Quinolonas estructura y antibioticos.

Estructura Base Antibioticos

Ciprofloxacino
" NH
N N\) Ofloxacino

Quinolonas HO F Levofloxacino
Moxifloxacino

Norfloxacino

Las quinolonas inhiben la sintesis DNA y cuando se encuentra a altas
concentraciones también inhibe la sintesis de RNA, el efecto se debe a la habilidad
de las quinolonas de estabilizar los complejos de DNA y topoisomeras Il (Seija V.

2008).

La clasificacion anteriormente mencionada es mencionando solo los grupos
principales de antibidticos, sin embargo, alun existen mas grupos no mMenos

importantes que son los siguientes:



Tabla 7. Antibidticos segun estructura y mecanismo de accion.

Grupo Estructura Accion Antibiéticos
O\ /O Bacteriostético bloqueando la sintesis
Sulfamidas \S/ del 4cido félico bacteriano inhibiendo Trimetoprimay Crotimoxazol.
R/ \N H2 la dihidropteroato sintetasa

Tetraciclinas

Agente bacteriostético inhibe la
sintesis proteica al unirse ala
subunidad 30S de los ribosomas

Dixiciclina, Minociclina, Tetraciclin
Oxitetraciclinay Tigeciclina.

a,

subunidad 50S de los ribosomas

OH OH
cl Bacteriostatico, inhibe la sintesis
Anfenicoles proteica por la unién a la subunidad Cloranfenicol
ot HN ribosomal 50S
hl.l Cl
0o 0]
HO,
o OH
\ ”\ H H =
N wOH Agente bacteriostético, inhibe la
Linosamidas sintesis proteica uniéndose ala Clindamicinay Lincomicina.
OH

El consumo de antibiéticos no esté totalmente regulado a nivel mundial, en 2010 la

PROFECO realiz6 una encuesta a 29 estados de la Republica Mexicana en la que

se pretendia conocer el estado actual de consumo de medicamentos, lo siguiente

es lo que arroja la encuesta:




é¢Te automedicas antibioticos?

Siempre
11% Nunca

32%

A veces
57%

Figura 5. Automedicacidn de antibidticos (PROFECO 2010)

Del total de encuestados, menciona que el 11% se automedica antibidticos
presentando un signo alarmante pues el que una persona se automedique significa
gue corre el riesgo de tomar un antibiético cuando en ocasiones no es necesario, 0
bien consumir el equivocado y en dosis erroneas. Ademas, se observa que el 57%
llega a consumirlo en ocasiones sin la supervisién de un experto que, en el caso de

gue lo necesite le medique el correcto y por el tiempo de tratamiento correcto.



¢Ante qué enfermedades o padecimientos
ingieres antibioticos?

50%
42%

38%
28%

25%

13% 12%
]
13% , 6%
0%
Dolor de Gripa Infecciones Dolor de Dolor de
garganta estémago muelas

Figura 6. Consumo de antibidticos en padecimientos (PROFECO 2010).

A pesar de que gran numero de personas confia con medicarse con antibiéticos al
presentar sintomas, cabe destacar que los antibiéticos curan solo enfermedades
causadas por bacterias. Es comun pensar que la gente necesita utilizar antibiéticos
para resfriados, pero esta comprobado que la gripa, influenza, gripe y resfriado
comun es causado por virus, por lo que un antibiético no es la solucion para aliviar

dolor, fiebre, tos u otros sintomas relacionados con la gripe que es causada por un

virus (INSP 2020).



¢Cual es el antibidtico que con mayor frecuencia
Claritromicina Il utilizas?

Eritromicina [l
Sulfametoxasol I
Lincomicina [l
Terramicina I
Ciprofloxacilina NN
Penicilina  JINIUAUNENERUERUETRNERUER RO R LR RN RN R
Amoxicilina IR m,

Ampicilina IR TR TR RN R

0% 10% 20% 30% 40%

Figura 7. Antibidticos de mayor consumo (PROFECO 2010).

Existe una prescripcion inadecuada de antibiéticos mayormente en relacion con las
Infecciones  Respiratorias Agudas (IRAS) y con las Infecciones
Gastrointestinales/Diarreicas Agudas (EDAS), pues se sabe que entre los afios
1980 y 1990 se observo que entre un 60 y 80% de los pacientes con IRAS y EDAS
fueron medicados con antibiéticos, cuando en realidad sélo para el 10-15% de los
casos era necesario un tratamiento con antibiéticos, ademas que en un hospital de
tercer nivel se concluyé que la medicacion con antibiéticos fue mayormente
justificada, sin embargo el tiempo de tratamiento fue incorrecto, poniendo entonces
en riesgo la salud del paciente y la posible resistencia desarrollada por la bacteria

(Dreser A., et al 2008)

Resultado de la investigacion sobre consumo de antibioticos, se decide el 25 de
agosto del 2010 establecer en la Ley General de Salud en México el articulo 226, el

cual enuncia que ‘“los medicamentos solo pueden adquirirse con receta 0 permiso



especial”, es decir, para la venta de medicamentos sera necesaria presentar receta
médica la cual podra ser retenida por la farmacia o sellada de manera que sea
suministrada 3 veces si el tratamiento asi lo necesita, dicha venta controlada sera

aplicable para la venta de antibioticos y anticonvulsivos.

3.2 Importancia de la determinaciobn a bajas concentraciones de
antibioticos en aguas residuales y tratadas
La importancia de conocer los antibiéticos que se encuentran presentes es para
encontrar una relaciéon con la resistencia bacteriana, pues, aunque en las PTAR se
lleven tratamientos para “limpiar” el agua residual puede que existan factores que
favorezcan el desarrollo de la resistencia, tales como la temperatura o la
probabilidad de intercambio genético entre el patdgeno y los microorganismos
utilizados en la PTAR (Zhen et al, 2017). Causando que se eleven las probabilidades
gue se desarrolle resistencia a antibioticos, lo cual, es una problematica ambiental
pues, representa una posible complicacion para tratamientos posteriores a los
patdgenos resistentes, o bien alterar el equilibrio de los ecosistemas que se

encuentran expuestos.

“La consecuencia mas clara de la liberacion de antibiéticos en ambientes naturales
es la seleccion de bacterias resistentes. Segun lo declarado por la Organizacion
Mundial de la Salud, la creciente aparicion de resistencia a los antibiéticos en
patdgenos humanos es una preocupacion especial, no solo para el tratamiento de
enfermedades infecciosas, sino también para otras patologias en las que se
necesita profilaxis antibiética para evitar infecciones asociadas. En este sentido, la

propagacion de bacterias resistentes a los antibiéticos significa que los



procedimientos médicos comunes que antes se daban por sentado podrian ser

enviados al limbo médico. Las repercusiones son casi inimaginables” (Martinez

2009).

Cuando se realizan tratamientos con antibiéticos existen mutantes resistentes, que
al sobrevivir permite la creacion de una nueva poblacion de microorganismos
resistentes. Existen distintos mecanismos por los que una bacteria presenta

resistencia a antibidticos, clasificAndose en 4 grupos:

Dificultar el
acceso del
antibiético a Modificar la
su diana estructura
molecular de
manera que el
antimicrobiano
pierda efectividad

0.
Mecamsmos '
de Resistentia Modificar la
Mi¢robiana , diana para

dificultar la
unién del
antibiético

b

Desarrollar vias
metabolicas
alternativas a las
gue inhibe el
antimicrobiano

Figura 8. Mecanismos de Resistencia Microbiana (Del Arco J. 2014)



4.0 Determinacion de Antibioticos representativos en PTAR

4.1 Técnicas analiticas para determinacion de contaminantes en matrices
acuosas y lodos
El poder determinar una técnica para cuantificar analitos a bajas concentraciones
sin duda presenta un gran reto. En México al no contar con regulacion de la
presencia de antibioticos conlleva que no se desarrollen técnicas analiticas para la
determinacién de estos. Sin embargo, en otros paises se han sugerido técnicas de
guimica analitica instrumental con la cual es posible detectar concentraciones de

microgramos por litro, incluso a nano gramos por litro.

Las técnicas analiticas instrumentales se caracterizan por basarse en medir una
propiedad del analito de estudio, es decir, radica en una relacion existente entre una
propiedad del analito con la composicion (analisis cualitativo) o bien, con la cantidad
presente en una matriz (analisis cuantitativo). Las propiedades que pueden
relacionarse son la absorbancia, indice de refraccion, pH, area de pico, potencial,
conductancia, intensidad de corriente, etc. (Revilla Vazquez et al 2012). Los
meétodos instrumentales actualmente usan técnicas de separacion denominadas
técnicas cromatograficas y electroforéticas, las cuales remplazan los procesos de

destilacién, precipitacion que eran usados en los métodos analiticos clasicos.

En la tabla 8 se puede observar las caracteristicas quimicas y fisicas que son

utilizadas para un analisis cualitativo o cuantitativo.



Tabla 8. Propiedades quimicas y fisicas usadas en métodos instrumentales (Skoog et al 2008)

Propiedades caracteristicas

Métodos Instrumentales

Emisién de radiacion

Espectroscopia de emision (rayos X, UV, luz visible, de electrones, de Auger);

fluorescencia, fosforescencia y luminiscencia (rayos X, UV y luz visible)

Absorcion de radiacion

Espectrofotometria y fotometria (rayos X, UV, luz visible, IR); espectroscopia
fotoacUstica; resonancia magnética nuclear y espectroscopia de resonancia

de espin electrénico

Dispersion de radiacion

Turbidimetria; nefelometria; espectroscopia Raman

Refraccién de radiacion

Refractromeria; interferometria

Difraccién de radiacion

Métodos de rayos X y difraccion electronica

Rotacién de radiacion

Polarimetria; dispersion optica rotatoria; dicroismo circular

Potencial eléctrico

Potenciometria; cronopotenciometria

Carga eléctrica

Coulombimetria

Corriente eléctrica

Amperometria; polarografia

Resistencia eléctrica

Conductometria

masa

Gravimetria (microbalanza de cristal de cuarzo)

Raz6n masal/carga

Espectrometria de masas

Velocidad de reaccién

Métodos cinéticos

Caracteristicas térmicas

Gravimetria térmica y titulometria; calorimetria de barrido diferencial; analisis

térmicos diferenciales; métodos conductimétricos térmicos

Radiactividad

Métodos de activacion y de dilucion de isétopos




En la tabla 8 se puede observar que es necesaria una fuente de energia que
estimula el analito y asi genera una respuesta, las fuentes de energia pueden ser
de caracter térmico, radiacién electromagnética, aplicacion de carga eléctrica,
voltaje o corriente, las caracteristicas mencionadas en ocasiones son utilizadas
después de un proceso de separacion del analito para completar el andlisis (Skoog

D., et al 2008).

En los ultimos afios se han desarrollado métodos analiticos basados en la
cromatografia liquida acoplada a la espectrometria de masas para la determinacion
de farmacos y antibiéticos. Como existe una amplia gama de antibiéticos, dificulta
gue se cuente con una sola técnica para la determinacion debido a la variaciéon de
las propiedades fisicoquimicas. Por otro lado, la Agencia de Proteccion Ambiental
de Estados Unidos de América (USEPA) ha dado a conocer metodologias para la
determinacién de productos farmacéuticos de cuidado personal (PPCP) a través de
HPLC-MS/MS, tomando en cuenta solo antibiéticos principales (Chansik K. et al

2018).

En realidad, se necesitan distintas técnicas para conocer la presencia de antibioticos
de caracteristicas similares en distintos tipos de muestras, tales como las que se

presentan en la Tabla 8.
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Tabla 9. Métodos para determinacion de antibidticos en agua y lodo residual.

Muestra

Método

Fuente

Agua Residual

Agua de Rio

Agua potable

Agua superficial

HPLC-ESI-MS/MS MRM

Gros et al 2013

Iglesias et al 2012

Yet et al 2007

Nebot et al 2007

Lodo de Depuradora

HPLC-MS

Gobbel A., et al 2005

Lodos porcinos

Agua residual y muestras

ambientales

Agua y lodo residual

municipal

UHPLC-MS/MS

Xiaowei L. et al 2017

Garcia-Lor E., et al 2011

Hong Y. et al 2015

Yuan X. et al 2014

Agua

Cromatografia de gases-
acoplado a deteccion de

emision atbmica

Chiavarino B. et al 1998

Como se observa en la tabla 8, se utiliza ampliamente la cromatografia liquida por

su alta sensibilidad, que de igual manera se observa que se utilizan las dos variantes
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de la CL, para los productos farmacéuticos se utiliza la espectrometria de masas

por las ventajas que presenta, aunque se pueden utilizar distintos detectores.

Cabe destacar que, para poder realizar un analisis en la mayoria de las ocasiones
es necesario un tratamiento de la muestra en cuestion, pues esto permitira la
remocion, o en su defecto, disminucidén de interferentes que puedan afectar la
determinacion analitica. El tratamiento de muestra es un punto clave y critico del
gue dependera en mayor parte el éxito en la obtencion de buenos resultados de un
analisis. De hecho, la preparacion de la muestra es considerado de los pasos mas
lentos durante el analisis, pues conlleva una serie de procedimientos cuidadosos

necesarios para una matriz (Skoog D. A. et al 2008).

El proceso de preparacion de muestra estd determinado por pasos generales

descritos a continuacion:

1) Acondicionamiento de la muestra: modificar la muestra a condiciones

(Fisicas o quimicas) necesarias para el uso del equipo.

2) Eliminacion de interferentes: separacion del analito de la matriz para evitar

contaminacion o enmascaramiento del compuesto de interés.

3) Pasos adicionales: se llevan pasos de dilucion, concentracibn o

reprivatizacion del analito de interés (Vidal Martinez L., 2009)
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Tabla 10. Tratamiento de la muestra.

muestra | pmétodo de preparacion Extraccion

»  Extraccion liquido-liquido

Y Filtracidon ) Extraccién en fase soélida
Liquido
y  Centrifugacion Y Micro extraccién en fase solida
» Sorcién de barras magnéticas
e Extraccion sélido-liquido
e Liofilizaciéon
Lodo e Agitacion

e Molienda
e Soxhlet

Para las muestras liquidas, la preparacion de la muestra abarca distintas opciones:
se pueden realizar filtracion, centrifugacion o decantacion para eliminar solidos
suspendidos remanentes, mientras que para lodos puede ser usada la liofilizacion,
la cual elimina la humedad contenida y favorece el inicio de la extraccion de los
analitos de estudio. Esto tiene la finalidad de aislar y preconcentrar el analito de la

matriz (Pérez-Almifiana V. 2014).

Como se puede observar en la tabla 9 las muestras de agua residual pueden ser
preparadas con solo la eliminacion de solidos suspendidos y después realizar una
extraccién liquido-liquido, la cual consiste en la separacién del compuesto de interés

favoreciendo la dilucion del compuesto en la fase organica o acuosa; sin embargo,
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una de las desventajas que presenta este método es el uso de grandes volimenes
de disolventes, problema que se presenta actualmente pues se esta en la busqueda
y desarrollo de técnicas analiticas verdes en las cuales se busca generar la menor
cantidad de residuos obtenidos por un andlisis. Tanto la extraccion y micro
extraccion en fase sélida (SPE y SPME respectivamente, por sus siglas en inglés)
consiste en el paso de la muestra a través de un sélido que tendréa afinidad por los
analitos los cuales seréan extraidos, tal técnica consiste en 4 etapas importantes: 1)
acondicionamiento del cartucho, 2) pasar la muestra, 3) eluciéon de sustancias
interferentes, 4) elucién del analito. Estas técnicas tienen de ventaja que usan un
volumen pequeiio tanto de muestra como de disolventes, para conseguir la
concentracion del compuesto de interés y la eliminacién de interferencias (Vidal-
Martinez L. 2009). En el caso de sorcidn de barras magnéticas (SBSE por sus siglas
en inglés) se basa en el mismo principio de la SPME, el cual se basa en la sorcién
del analito en la fase aceptora (PDMS, - polidimetilsiloxano - material generalmente
usado) contenida en la barra magnética, sin embargo, so6lo se utiliza cuando la
muestra es liquida y cuando se alcanza el equilibrio. Se ha observado una mayor
eficiencia de extraccion en comparacion con SPME., después de la extraccion se
sigue con el paso de desorcion en la cual se lleva por desorcion térmica (TD) para
el caso de compuestos volatiles y cromatografia de gases y la desorcién liquida (LD)
para el caso de compuestos en las que se utiliza cromatografia liquida (Zuloaga O.,

et al., 2020).

Por otro lado, la extraccién de analitos de lodos cuenta con distintas técnicas como

lo son: extraccion liquido-sélido, en la que se emplean disolventes que favorecen la
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extraccion del analito de la muestra sélida. Este método puede hacerse mas
eficiente a través de dos técnicas: una con el uso de calor y otra con agitacion. A
través de Soxhlet se introduce la muestra en un cartucho de celulosa, el cual es
colocado dentro del tubo Soxhlet y en la parte inferior se coloca un matraz bola con
un disolvente el cual se evapora cuando se aplica calor, el evaporado pasa a través
de la muestra y es condensado de nuevo con ayuda de un refrigerante provocando
un ciclo del paso del disolvente, obteniéndose asi la extraccién del analito. En
cambio, con agitacién el proceso es mas facil, pues la muestra solo se le adiciona
un disolvente y se somete a agitacion durante cierto tiempo, existen distintos tipos
de agitacion y dependera de las caracteristicas de la muestra para determinar la
agitacion necesaria. Después de dicha agitacion se sigue un procedimiento de

filtracion para lograr la separacion del solvente y el solido (Esteve-Turrillas F., 2006).

4.2 Comparacion entre técnica HPLC-MS vs UPLC-MS
La cromatografia liquida es un gran método analitico de separacién y se puede
aplicar a todas las ciencias. El uso amplio de esta técnica se debe a que nos da la
posibilidad de separar y determinar varias sustancias de interés contenidas en una

matriz compleja.

La cromatografia liquida consiste en diluir la muestra de interés en una fase movil
gue posteriormente se hace pasar a través de una fase estacionaria fija en una

columna de separacion. La interaccion entre la fase movil y la fase estacionaria varia
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respecto a la polaridad de cada una de ellas, lo cual favorece la separacion de los
analitos al paso por la cromatografia. Los analitos que tienen mayor interaccién con
la fase estacionaria se mueven lentamente con la fase movil, mientras que si fuera
el caso en que el analito tiene una mayor afinidad a la fase movil esto provocara
gue se mueva con mayor rapidez a lo largo de la fase estacionaria, logrando
entonces la separacion de los componentes. Una vez separados los compuestos de
interés se hace el uso de detectores ya sea para solo identificar (método cualitativo)
o determinar concentracion (método cuantitativo). Los detectores para
cromatografia liquida se dividen principalmente en dos tipos: detectores que se
basan en una propiedad de la solucién son sensibles a una propiedad de la fase
movil (indice de refraccion, densidad, constante dieléctrica, etc.) y los detectores
basados en la propiedad del soluto (absorbancia, fluorescencia, etc.). (Skoog D., et

al 2008)

La cromatografia liqguida se divide en dos métodos de amplia aplicacion, la
cromatografia liquida de alta resolucién (conocida como HPLC por sus siglas en
inglés) y la cromatografia de ultra alta resolucion (conocida como UPLC por sus
siglas en inglés) la cual es una técnica derivada de la evolucién del HPLC, en ambas
técnicas instrumentales se sigue el mismo fundamento, sin embargo, el rendimiento
difiere entre ambos (Taleuzzaman., et al 2015). Dichas técnicas se diferencian por
particularidades que permiten un mayor sensibilidad, resolucion y disminucién de

tiempo de analisis para UPLC en comparacién con HPLC (Gumustas M., et al 2013).
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Tabla 11. Diferencias HPLC vs UPLC (Gumustas M., et al 2013, Taleuzzaman., et al 2015)

HPLC

UPLC

Rendimiento

Tamafio de particula de

columna

3-5um

<2 ym

Disminucion del poro permite
una mejor separacion de

analitos.

Contrapresién maxima

35-40 MPa

103.5 MPa

A mayor presion se logra una
alta capacidad de separacién
y se mejora la velocidad de

andalisis.

Dimensiones de la columna

150 x3.2 mm

150 x 2.1 mm

A menor dimensién de
particula se puede lograr
alcanzar mayores presiones,
separaciones mas rapidas

con columnas mas cortas.

Temperatura

30°C

65 °C

Se logran caudales elevados
al reducir la viscosidad de la

fase movil

Volumen de inyeccion

5-100 pL

1-5 pL

Disminucion considerable en
el uso de solventes y
volumen de muestra, mejor
forma de pico y efectos bajos

de arrastre.
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Las caracteristicas que tiene el UPLC muestra mayor ventaja en aplicacion en
comparacién con HPLC, aunque cabe sefialar que el uso de HPLC también
presenta ventajas pues tiene una mayor facilidad de uso y manipulacion, buena
robustez y una sensibilidad ajustable. Sin embargo, la posibilidad de trabajar a altas
presiones en UPLC permite una mejor separacion de los analitos de interés. A
diferencia de la cromatografia de gases (GC) -MS, la LC-MS puede determinar
analitos polares sin necesidad de derivatizacion previa. Esta ventaja de LC-MS es
particularmente atractiva cuando se analizan simultaneamente compuestos que
pertenecen a grupos estructuralmente distintos cuya determinacién por GC-MS

implicaria més de una reaccion de derivatizaciéon (La Ferré et al., 2008).

Actualmente en la industria farmacéutica existe alta demanda en el uso de la técnica
de UPLC debido a la alta resolucién que presenta favoreciendo la determinacion de
distintos componentes a la vez, asi como un tiempo corto de andlisis obteniendo
datos confiables, mayor sensibilidad, a pesar de que los costos pueden llegar a
aumentar por la columna. Este aumento se contrarresta notablemente al reducir el

tiempo y solventes necesarios para el analisis (Taleuzzman M., et el 2015).

Ahora bien, el uso del espectrémetro de masas como detector permite la
confirmacién y cuantificacion del analito, La deteccion por espectrémetro de masas
en UPLC es 2 a 3 veces mayor en comparacion con HPLC, la cual se logra al tener

una mejor separacién cromatografica (Taleuzzman M., et al 2015).

La espectrometria de masas (MS) consiste en la atomizacion de la muestra para
después ser sometida a una ionizacion, obteniendo entonces iones de la molécula

de interés tales que, cada ion sera separado respecto a su relacion masa carga
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(m/z) y finalmente por un detector se lleva el conteo de cada tipo de ion, permitiendo
asi, la contabilizacion de un analito de interés en una muestra. La espectrometria
de masas proporciona informacién acerca la composicion, estructura y composicion

de las moléculas en una matriz compleja (Skoog D., et al 2008).

El principio fundamental de la espectrometria de masas (MS) es generar iones a
partir de compuestos organicos o inorganicos en fase gaseosa, se puede ionizar
térmicamente, a través de campos eléctricos, con impactos de electrones, iones o
fotones energéticos, &atomos neutros energéticos, atomos excitados
electronicamente entre otros. Los iones generados pueden ser atomos, moléculas
ionizadas o fragmentos de ellos, una vez producidos los iones, se pasa por un
proceso de separacion de acuerdo con la relacion masa-carga, el cual se logra a
través de campos eléctricos o magnéticos, estaticos o dindmicos, o bien, por una
separacién en una region libre en la que se logra por la energia cinética que poseen
los iones cuando entran a una trayectoria de tiempo de vuelo (TOF) (Jurgen H.

2017).

Entonces, un espectro de masas es informacién de un parametro relacionado con
la abundancia de los diferentes tipos de iones en funcidon de la relacion masa/carga

de cada uno de ellos, la instrumentacion debe ser capaz de lo siguiente:

- Poder vaporizar las muestras con temperaturas de evaporacion diferentes.

- Cuando la muestra estad en estado gaseoso el espectrometro debe poder

generar iones a partir de la molécula de interés.
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- Unavez fragmentada la molécula, ésta debe ser separada por su relacién en

masa/carga.

- Finalmente, cuando ya son separados los fragmentos debe de poder detectar

los iones formados y analizar la informacion debidamente.

Por la naturaleza con lo que tiene que lograr un espectrémetro de masas es que se

debe de constar de cuatro partes principales el equipo_

1. Sistema de introduccion de la muestra.

2. Fuente de iones.

3. Analizador donde se lleva a cabo la separacién de los fragmentos.

4. Sistema de deteccion e interpretacion de datos.

Todos los componentes del equipo deben mantenerse en una cdmara de vacio para
evitar que se generen reacciones secundarias entre las moléculas y el analito de

estudio.
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Figura 9. Diagrama de operacidn de espectrometro de masas.

Como se muestra en la figura 9, una vez vaporizada la muestra se ioniza mediante
un haz de electrones de alta energia, para lograr focalizar el haz de electrones se
utiliza un campo magnético paralelo al movimiento de los electrones, la muestra

atraviesa el haz de electrones, que al colisionar con ellos pueden suceder 4 casos:

Eliminacién de un electron: ABC + @ ---------=-=-=--- ABC* + 2e-
Eliminacion de dos electrones: ABC + € ----------------- ABC?* + 3¢
Captacion de un electron: ABC + € —-------=--=----- ABC

De la molécula: ABC + e ----------------- AB*+C + e

De los cuatro casos anteriores el mas probable es el de eliminacién de un electrén
gue cualquiera del resto, por lo que normalmente se obtiene un ion ABC*, una vez
formados los iones estos se hacen pasar a través de un campo eléctrico positivo

para repelerlos y expulsarlos fuera del haz de electrones, una vez que salen del haz
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de iones deben ser separados para ser detectados en los que se utilizan distintos

analizadores como lo es el campo magnético y el analizador cuadrupolar.

1. Analizador magnético: como se observa en la figura 10, cuando los iones
abandonan la camara de ionizacidn estos se mueven con cierta velocidad y
se someten a un campo magnético perpendicular al movimiento de éstos
obligando a los iones teniendo una trayectoria circular en la que entre menor

sea el valor de m/z menor sera la curvatura de la trayectoria.

En el caso de is6topos a pesar de contar con la misma carga al ser unos mas
pesados que otros, menor sera la curvatura que tendran, llegando asi a
distintos puntos del detector y por tanto tendran distinta intensidad en la sefial

gue dejan llamada abundancia relativa de cada compuesto.
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Figura 10. Analizador de masas de campo magnético.
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1. Analizador cuadrupolar. Este analizador no usa campos magnéticos para la
separacion de los iones, esta conformado por cuatro barras metélicas rectas
y paralelas de manera que la fuente de iones viaje en el centro del arreglo,
dichas barras se les aplican un potencial y potencial alterno de
radiofrecuencia, la combinacion de ambos campos genera un filtro de masas
de manera que el ion mas estable pasa a través de las barras mientras que
el resto de los iones chocan con las barras, pasando Unicamente al detector

(figura 10).

lon no transmitido  lon transmitido

Detector de iones

Fuente de ionizacion
Figura 11. analizador de cuadrupolo.

Una vez que los iones pasan por el analizador son detectados a través de distintos
sistemas como los son la caja de Faraday, el cual consiste en hacer chocar los iones
de manera que toman electrones neutralizando su carga, tal ejercicio conlleva un
gasto de corriente eléctrica para neutralizar todos los iones que alcanzaron la placa,
el gasto de energia es directamente relacionado con la abundancia de iones del

analito de interés.
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Otro sistema de deteccion es el multiplicador de electrones, en éste detector se
aprovecha la energia cinética de los iones que chocan en una superficie que esta
recubierta de tierras raras, al momento del impacto se emite una corriente de
electrones que inciden sobre una segunda placa y estos en una tercera asi
sucesivamente, emitiendo una corriente eléctrica que es reflejada con la abundancia

del ion.

Mientras que el detector de placa fotografica es muy poco usada, ya que solo es

necesaria cuando se requieren estudios con alta sensibilidad y resolucién.

Es por ello por lo que, actualmente la herramienta analitica utilizada actualmente se
basa en cromatografia liquida acoplada a espectrometro de masas, pues mientras
la LC permite la separacion de los analitos de interés de una manera eficiente el
espectrometro de masas nos da la posibilidad de identificar y ademas cuantificar la
composicion de cada analito contenidos en una sola muestra con una mejor

resolucién de los analitos en comparacion con HPLC.

4.3 Determinacion de antibiéticos por Cromatografia Liquida de Ultra Alta
Resolucidon acoplado a espectrémetro de masas.
Como se mencion6 anteriormente el uso de UPLC-MS ha ganado popularidad para

determinaciones analiticas, incluyendo la determinacion de antibiéticos.

Se reportan en distintos paises estudios para la determinacién de antibi6ticos en
diversas matrices, en China se han reportado informes en la determinacién de
antibidticos como en agua residual, lodo o residuos veterinarios, leche, muestras

bioldgicas entre otros (Deng F., et al 2018; Han R., et al 2015; Yuan X., et al 2014).
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De la misma manera se han realizado estudios en muestras de agua residual,
muestras biolégicas, suero humano entre otras en Europa (Carzola-Reyes R., et al
2014; Garcia-Lor E., et al 2011; Magréault S., et al 2019). En Corea también se han
realizado estudios de distintos productos farmacéuticos en aguas residuales (Hong

Y., 2015).

La mayor parte de la investigacion sobre ocurrencia y destino de antibiéticos en
muestras ambientales se concentran en Asia, Europa y Estados Unidos, con la

finalidad de llevar una regularizacién sobre consumo y produccion.

4.4 Antibidticos en aguas residuales de México
En México se tienen muy pocos estudios para conocer la presencia y concentracion
de antibi6ticos, un estudio de Robledo Zacarias et al 2017, logré determinar la
presencia de ampicilina, cefaclor, cefadroxilo y tetraciclina, presentando unas
concentraciones para influente de 17.1, 3.2, 5.0 y 72.7 [ug/L] respectivamente,
mientras que para efluentes se obtuvieron unas concentraciones de 15.5, 2.3, 4.7y

64.9 [ug/L] respectivamente.

En estudios del Valle de Tula y Centro de México no se logréo determinar la
concentracion de triclosan en aguas residuales, suelo y agua superficial (Duran-
Alvarez J. C., 2015), lo mismo sucedi6 en la zona metropolitana de la Ciudad de
México del estudio de Félix-Cafiedo T. E., et al 2013, en el que tampoco se logro la

determinacion.
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Mientras que en las PTAR Ciudad Universitaria, PTAR Coyoacan, PTAR Cerro de
la Estrella se encontré una concentracion aproximadamente de 0.06374 ng/mL para
triclosan (Pefia-Alvarez A. y Castillo-Alanis A., 2015) y se reporta un intervalo de

0.01 - 25.0 mg/L de triclosan en el manantial Cerro Colorado (Gibson R., et al 2007).

Como se observa la informacion disponible es minima por lo que no se lograra una
comparacion oOptima entre los datos obtenidos en el presente estudio y la

informacion bibliografica disponible.

4.4.1 Zona de Estudio: Plantas de Tratamiento de Agua Residual de la
Ciudad de México
Las plantas de tratamiento que en las que fueron tomadas las muestras estan
ubicadas en la Ciudad de México, pertenecientes al Sistema de Aguas de la Ciudad
de México (SACMEX) con la finalidad de poder tener un panorama general sobre el

estado de incidencia de antibi6ticos en la CDMX.
Dichas plantas de estudio son las siguientes

- PTAR Cerro de la Estrella, ubicado en la alcaldia Iztapalapa, en la calle San
Lorenzo 312, colonia San Juan Xalpa. Actualmente la planta opera con un
caudal entre 1,000 y 2,000 L/s tal influente esta compuesto de aguas
residuales de las alcaldias lztapalapa, lIztacalco, Venustiano Carranza,
Xochimilco, Benito Juarez, Tldhuac y Milpa Alta principalmente, mientras que

en menor parte se alimenta de otras partes pertenecientes a otras alcaldias.
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El efluente de esta planta es utilizado para el mantenimiento de la reserva
ecolégica de Xochimilco, Tlahuac y Mixquic, ademéas del mantenimiento de
areas verdes en parques, camellones y jardines de la alcaldia Xochimilco.
Parte de agua tratada es enviada al mantenimiento de la produccion agricola

de la zona chinampera de Xochimilco.

PTAR Chapultepec, localizada en la segunda seccion del Lago de
Chapultepec, colonia Lomas de Chapultepec en la Alcaldia Miguel Hidalgo,
recibe un caudal de 85 L/s alimentada de la colonia Lomas de Chapultepec.
El efluente de la planta es usado para el llenado de los 3 lagos de
Chapultepec, riego de areas verdes ademas de inyectar una parte a un pozo

gue se encuentra dentro de la PTAR.

PTAR Santa Fe, se ubica en el Pueblo de Santa Fe, en la colonia Jalalpa
calle Encinal, alcaldia Alvaro Obregoén. El influente recibido proviene del
sistema de drenaje correspondiente de la parte moderna de Santa Fe,
teniendo un caudal de 60 a 70 L/s. el agua tratada de la PTAR Santa Fe se
utiliza para el riego de areas verdes de la zona de Santa Fe, para WC,

ademas del riego de panteones y camellones.

PTAR Ecoducto, Ecoducto Rio de la Piedad que se encuentra ubicada en
Viaducto Miguel Aleman, colonia Escanddn Il Seccion, Alcaldia Miguel

Hidalgo. El influente corresponde al bombeo de drenaje del Rio Becerra y
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Rio Tacubaya, recibiendo un caudal intermitente por el accionamiento de las
bombas. Debido al flujo disminuido, el agua tratada solo se utiliza para el
riego de la misma zona Ecoducto la Piedad. (Il UNAM, Informes de PTAR’S

de estudio)

Sin embargo, cada planta tiene un tratamiento distinto como se describe en los
siguientes diagramas en los que también se mencionan los puntos de muestreo de
agua residual, distinguidos por la notacion amarilla, mientras que la ubicaciéon de

toma de lodos se describe en color rojo.

PTAR Cerro de la Estrella

| =l g

CAJA DE RECEPCION CANAL PARSMALL Punto de

Muestreo 1

SEDIMENTADOR
PRIMARO

Punto de muestreo 2

TANQUE DE AIREACION

SEDMMENTADOR FILTRO DE GRAVA
SECUNDARIO Y ARENA
Punto de
muestreo 3
o ’ 4 N AGUA TRATADA A
DISPOSICION
TANGUE DE CONTACTO TSV OR S0
CON CLORO TRATADA

Figura 12. Proceso de tratamiento PTAR Cerro de la Estrella (Informe de la PTAR Cerro de la Estrella, 1| UNAM)
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PTAR Chapultepec
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INVERSA

PERMEADO Y LA
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DESINFECCION
uv

AGUAA
Sl DISPOSICION

POLIMERO

DESAGUADO

ESTABILIZACION CONTROL DE
DE LODOS CON caL

OLORES

LODO A DISPOSICION

Figura 13. Proceso de tratamiento PTAR Chapultepec (Informe de la PTAR Chapultepec, 1| UNAM).

PTAR Santa Fe
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sloecicos SEDIMENTADORES FILTRO DE GRAVA
Y ARENA
RECIRCULACION DE LODO SECUNDARIOS

_ AGUA TRATADA A

FILTROS DE TANQUE DE CONTACTO TANQUE DE AGUA
‘CARBON ACTIVADO CON CLORO TRATADA

Figura 14. Proceso de tratamiento PTAR Santa Fe (Informe de la PTAR Santa Fe, Il UNAM).



PTAR Ecoducto

,,,,,,,,,, > AGUA TRATADA
: A DISPOSICION
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! (33 o <
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v 4

Figura 15. Proceso de tratamiento PTAR Ecoducto (Informe de la PTAR Ecoducto, I| UNAM).

Por las caracteristicas operativas de cada planta es que se eligen para evaluar la
remocion y en consecuencia la persistencia de los antibioticos en cada uno de los
casos, dichas plantas de tratamiento cuentan con tecnologia basada en lodos
activados tipo convencional y de aireacion extendida, en membranas en humedales
artificiales y en un sistema anaerobio permitira dar paso a una futura comparacién
entre las concentraciones de antibiéticos encontradas y los tratamientos que se
realizan en la planta, habiendo la posibilidad de encontrar la relacion de la
degradacion o acumulacion de los analitos (Tesis de maestria, Natalia Rodriguez

Salazar),
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5.0 Justificacion
El proyecto tendra la capacidad de distinguir al menos 4 antibioticos
representativos, los cuales abarcaron a [-lactdmicos, carbapenémicos,

penicilinas y a la vancomicina.

El desarrollo e investigacion del proyecto favorecio al conocimiento de la
actual persistencia y concentracion de antibioticos en las plantas de la
Ciudad de México, ademas se utilizé la informacidn para posteriores
estudios de resistencia bacteriana, y para mejorar o incluir en las PTAR un
procedimiento para la remocién de antibioticos. El estudio esta basado en
los antibioticos mas persistentes y en los que las bacterias presentan mayor
resistencia, tal informacién fue obtenida del Plan Universitario contra la
Resistencia Antimicrobiana (PUCRA).

6.0 Objetivos

Objetivo general:

Determinacion de las concentraciones de los antibidéticos meropenem,
ceftriaxona, ampicilina y vancomicina en muestras de influentes, efluentes y
lodos de 4 plantas de tratamiento de la Ciudad de México utilizando el método
de UPLC acoplado a espectrometro de masas para reportar datos actuales de
la presencia de antibiéticos de acuerdo con cada regién, dada por la localizacion

de la PTAR.

Objetivos particulares:

Realizar muestreo de aguas y lodos de manera representativa, para el posterior

analisis de antibiéticos por UPLC-MS.

Elegir los antibiéticos mas representativos, con base a datos reportados del Plan

Universitario contra la Resistencia Antimicrobiana (PUCRA).

31



Desarrollar metodologias para el tratamiento de las muestras de agua y lodos

para su estudio en UPLC- espectrometro de masas.

7.0 Materiales y Métodos

7.1 Eleccién de antibioticos representativos
Se inicié con realizar un cultivo bacteriano Chromagar, enriquecido con distintos
grupos de antibioticos, de tal cultivo se observo que las bacterias mostraron mayor
resistencia a betalactdmicos con énfasis en su derivado carbapenémicos ademas
de un glucopéptido que es la vancomicina (realizado por estudiante de doctorado
Yovany Cuetero Martinez). Los resultados obtenidos del cultivo bacteriano se toman
de referencia para realizar un segundo filtro con ayuda del documento emitido en
2018 por el Plan Universitario contra la Resistencia Antimicrobiana (PUCRA), en el
cual se reportd el consumo diario de distintos antibioticos dentro de la red de
hospitales que conforman al PUCRA, asi como el porcentaje de resistencia
encontrado tanto en hemocultivos como en urocultivos. El analisis del documento
PUCRA 2019 se bas6 teniendo un énfasis en buscar antibidticos con mayor
resistencia reportada en el que se encontraran los betalactamicos y su derivado
carbapenémico, ademas de la vancomicina, se tomaron con mayor importancia
aguellos antibidticos en el que se reportaba una mayor resistencia al 50%, ademas
de mayor consumo, con base a lo anterior se toman como antibiéticos de andlisis

los siguientes (Tabla 10):
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Tabla 12. Promedios de % de resistencia bacteriana en hemocultivos y urocultivos y

consumo de antimicrobianos (Red PUCRA 2018).

Antibiético %Resistencia %Resistencia Consumo (DDC/100)

(hemocultivo) (urocultivo)

AMPICILINA 87 89.5 15
MEROPENEM 18.4 2.7 8.4
CEFTRIAXONA 56.6 53
VANCOMICINA 31 e 4.1

DDC: Dosis Diaria de Consumo por cada 100 camas

De la tabla anterior se puede observar que la ampicilina presenta una resistencia
mayor al 50% tanto en hemocultivos como en urocultivos a pesar de su bajo
consumo diario, podemos observar que a pesar de tener un consumo relativamente
bajo este tiene la capacidad de generar una resistencia bacteriana, mientras que la
ceftriaxona presenta una resistencia alrededor del 50% pero no se tienen datos
concisos del consumo diario de dicho antibidtico, por otro lado, meropenem
presenta una resistencia por debajo del 20%, sin embargo su consumo es muy alto
por consiguiente a pesar de presentar baja resistencia se elige como antibiotico
representativo de estudio pues pude obtenerse informacion importante antes de
poder observarse una resistencia, aunque en el PUCRA 2019 se reporta una

resistencia baja para vancomicina en el cultivo realizado en el Instituto de Ingenieria
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(por Yovany Cuetero Martinez) se observd cierta resistencia por eso es que, se
decide tomar como antibidtico representativo. Es entonces que se tienen 4
antibiéticos representativos, betalactamicos; ampicilina (penicilinas), Ceftriaxona

(cefalosporina), meropenem (carbapenémicos), y vancomicina (glucopéptido).

Tabla 13. Estructura y clasificacion de antibidticos

Nombre Estructura Clasificacion

' CHs
Ly H L
Ampicilina o} j;%cm Penicilinas
H

) 07N s N NH, .
Ceftriaxona /\Ls)—f ;N Cefalosporina
H

Meropenem Carbapenémico

Vancomicina Glucopéptido

Una vez que se eligieron los antibidticos representativos, se comenz6 a definir los
tratamientos adecuados tanto para las muestras de lodo como las muestras de agua

residual para poder ser analizados después en UPLC-MS.

Se observo que las estructuras de los antibiéticos son complejas por el tamafio y

los atomos que lo conforman, observamos que todos contienen atomos de carbono,
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oxigeno y nitrdgeno, ademas que ampicilina, ceftriaxona y meropenem tiene a&tomos
de azufre mientras que la vancomicina no, de las caracteristicas de cada una de
ellas es que se presentan polaridades distintas, por lo que se puede deducir que
para su solubilizacién y condiciones para la cromatografia liquida serd necesario el
uso de mezcla de disolventes polares y poco polares, sugiriendo una mezcla de
Agua: Metanol para para favorecer las interacciones intermoleculares que permitan
la separacion cromatografica, el agua al ser una molécula polar favorecio la
interaccion entre los atomos de oxigeno, nitrégeno y azufre de cada molécula a
través de la formacién de puentes de hidrogeno, mientras que el metanol ayudé a
la interaccidn entre las partes apolares de cada estructura por interacciones por

fuerzas de London.

Dicha observacién también sera punto clave para saber qué columna se usara para
la cromatografia liquida, se us6 una columna C18, en la cual la fase estacionaria es
no polar por lo que podemos asegurar una interaccion entre el analito y fase
estacionaria y para favorecer la separacion de los antibiéticos es que se hicieron
gradientes de fase moévil necesarios para favorecer la separacién de cada sustancia

dependiendo de la polaridad de su estructura.

7.2 Tratamiento de muestras de agua y lodos residuales para su posterior
analisis por UPLC-MS
Para realizar el estudio se realizaron dos muestreos; uno en temporada de lluvias
(septiembre-octubre 2020), temporada de sequia (marzo-abril 2021). El muestreo

se realizo por triplicado en cada planta de tratamiento obteniendo muestras de tres
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dias distintos en una semana, se toma un volumen de muestra cada 2 horas por 24
horas y se mezclan obteniendo una muestra compuesta, se realiza un muestreo

para lodo residual.

En ambos muestreos se guardaron aproximadamente 100 mL de cada una y se

llevaron a congelacion y protegidos de la luz antes de su tratamiento y analisis.

7.2.1 Tratamiento de aguas residuales

Para el tratamiento de las muestras de agua residual se examinaron distintos
articulos cientificos y se llegd a la conclusién que las muestras de agua residual se
debian centrifugar, para después pasar por una extraccion en fase sélida (SPE por
sus siglas en ingles) y reconstituyendo con agua y metanol para su posterior analisis
en UPLC- MS (Hon Y, et al, 2015; Kinm C, et al 2018; Yu X. et al, 2016; Hernandez
F. et al, 2019). Sin embargo, se realiz6 una prueba de tratamiento de la muestra
usando cartuchos REF 8184 AcroPrep Advance 96 Well 1 mL 0.45 um GPH Short
para determinar si con el material con el que se contaba se lograba concentrar el
analito o eliminar posibles interferencias, haciendo observacion entre una muestra
de agua residual que fue enriquecida con estandares de los analitos de interés
realizando a la cual se le realiz6 SPE y otra a la cual se le omiti6 este paso, después
se realizd el andlisis en UPLC-M y no se observo una diferencia entre las
concentraciones en la muestra de agua que se aplico la SPE y la que no fue
sometida a la extraccion, por lo tanto se determind que no era necesario el paso de
SPE de la muestra. La técnica de extraccion en fase solida tienecomo finalidad el

aislamiento o concentracion de los analitos de interés en una mezcla compleja, lo
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cual puede mejorar los limites de deteccidén de determinados compuestos mediante

la concentracion, o bien eliminar interferentes que pueden afectar el andlisis.

Ademas, durante las pruebas se percibié que la sefal obtenida perteneciente a la
ampicilina es mas grande que la sefial del resto de los antibibticos por lo que esta
sefal afecta en la resolucion de los picos de cromatograma de ceftriaxona,
meropenem Yy vancomicina. Una manera de mejorar la sefial de todos los
antibidticos fue realizando una adicion estandar a la muestra a una concentracion

de 100 pg/L para ampicilina 'y 1000 ug/L para el resto de los antibiéticos.

Cabe recalcar que para el caso de las muestras de agua no fue necesario llevar
algun paso de extraccion de antibiéticos, pues la muestra no es una matriz compleja,
dado que los parametros fisicoquimicos del agua mostraron que sus caracteristicas
eran de un agua residual de baja carga. Fueron necesarios pocos pasos: primero
una centrifugacion para poder sedimentar particulas de gran tamafio que pueden
interferir en el estudio (a fin de no dafar el equipo UPLC-MS),seguido de la adicién
estandar de los antibidticos a las concentraciones ya mencionadas para después
homogeniza, esto con la finalidad de evitar la acumulacion de los analitos en la fase
sélida presente seguido de una filtracion con filtros de 0.2 um, para asegurar la

remocién de material suspendido y proseguir con el estudio en UPLC-MS.

Teniendo dichas observaciones se planteo el siguiente tratamiento:
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7.2.2 Tratamiento de lodos residuales

Mientras que para el tratamiento de los lodos residuales se llevd a cabo un
tratamiento distinto pues la matriz es mucho mas compleja, en distintos articulos se
menciona la liofilizacion de la muestra seguida de una extraccidon, concentracion a
través de una SPE, filtracion y finalmente el estudio en UPLC-MS, tales
procedimientos se llevan a cabo con la finalidad de retirar la mayor parte de
compuestos que puedan interferir en el estudio (Gobel A., et al 2005; Yuan X. et al

2014).

Sin embargo, el tratamiento antes mencionado no se realiz6 por falta de
instrumentacién, se optd por buscar tratamientos donde no fuera necesaria la
liofilizacién de la muestra y se trabajé con el lodo humedo, al cual se le determiné
la concentracion de sélidos totales (realizado por Alondra Ibafiez), procedimiento
gue se siguid del documento emitido por el Laboratorio de Ingenieria Ambiental,

Instituto de Ingenieria UNAM.

Se tomaron 25 mL de lodo y se centrifugaron con una temperatura de 20°C, durante
20 minutos a 1500 rpm, al final se retir6 el sobrenadante de la muestra. Después se
agregé 1 mL de acetato de amonio a una concentracion de 0.05 mol/L para
favorecer la solubilizacion de los analitos de interés en la fase organica, se formo
una soluciéon reguladora cuando se agrego acido aceético hasta un pH 3, con la
finalidad de asegurar que los antibioticos de estudio se encuentren en su forma
neutra y mayor interaccion entra analito-solvente, se agitdé por 2 minutos en Vortex

para lograr la homogenizacion de la muestra. Después se realizdé una filtracion
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rapida para lograr la separacion de la fase liquida de la sélida, dicho filtrado se
somete a una segunda filtracion con filtros Acrodisc MS WWPTEE de 0.2 um para
asegurar que se retiran las particulas que pudiesen haber quedado suspendidas
para su posterior andlisis en UPLC-MS. Tal protocolo se basa en los pasos
realizados en el articulo de Xiaowei L., et al 2017, tales como la extraccion solido-
liquido, enriquecimiento vy filtracion, se omitieron los pasos iniciales pues sugiere

una liofilizacién de la muestra.

7.2.3 Condiciones de Cromatografia liquida acoplada a espectrémetro de
masas

Tabla 14. Condiciones de funcionamiento de cromatografia liquida de ultra alta resolucion.

Parametro Registro
Vol. Inyeccion (uL) 5
Tiempo de corrida (min) 7
Flujo (mL/min) 0.2
T columna (°C) 35
T muestreador (°C) 8
Composicién F. Movil A Ac. Férmico 0.01% en agua
Composicion F. Movil B Ac. Férmico 0.01% en MeOH
Caracteristicas de la columna
Identificacion Poroshell agilent
Soporte C18
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Longitud (mm) 100
Didmetro (mm) 2.1
Tamafio de particula (um) 1.9

Respecto a las condiciones en las que se trabajo con el equipo y el tipo de columna

podemos observar que se tratd de una cromatografia en fase reversa pues la

columna de trabajo es no polar, por ende, la fase movil debera ser una fase polar,

de acuerdo con las estructuras de los antibioticos de interés se puede observar que

el uso de gradiente de la fase movil permitio la separacion de los analitos, en primera

instancia se utiliza acido formico para asegurar un pH &cido, lo que permitio que las

moléculas se mantengan en su estado neutro, ademas de favorecer al siguiente

paso de la ionizacion una vez que se ingrese al espectrometro de masas. La mezcla

de dos eluyentes permite una mejor interaccidon entre fase movil o fase estacionaria,

favoreciendo la elucion de los antibidticos de la siguiente manera:

Tabla 15. Descripcion de gradiente en UPLC

Tiempo (min) %A
0.0-0.5 100, C1
0.5-1.0 75, C6
1.0-2.0 55, C8
2.0-2.5 30, C3
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2.5-3.0 100, C6
3.0-4.0 100, C6
4.0-7.0 100

Tabla 16. Condiciones de funcionamiento de Espectrometro de Masas.

Antibidtico Transicién (m/z)
Ampicilina 350.2>106.1
Ceftriaxona 555.1 >396.2

Meropenem 406.15>317.15
Vancomicina 725.5>144.2
Parametro Tune
Voltaje del capilar (kV) 1.7
T de la fuente (°C) 150
T de desolvatacion (°C) 350
Voltaje de cono (V) 30
Energia de colision (V) 20
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8.0 Interpretacion de resultados

8.1 Resultados

e Muestreo

La nomenclatura elegida para distinguir las muestras de cada planta de tratamiento

de agua residual se muestra en la siguiente tabla.

Planta de Cerro dela
Chapultepec Santa Fe Ecoducto
tratamiento Estrella

Temporada de Lluvias

Clave A B C D
Muestreo 1, 2y3 01,02y 03 01,02y 03 01,02y 03 01,02y 03
Influente Reactor Efluente Lodo
| @) E U
Estiaje
Clave AS BS Cs DS
Muestreo 1,2y 3 12y3 12y3 12y3 12y3
Influente Reactor Efluente Lodo
i o e u
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El muestreo se realizo por triplicado en cada planta de tratamiento en tres distintos
dias por semana, se tomo6 un volumen de muestra por 24 horas y se mezclaron
obteniendo una muestra compuesta, se realiz6 dicho procedimiento tanto para agua
como para lodo residual. Se realizo el muestreo entre los meses de septiembre y
octubre de 2020 y abril -marzo de 2021. Las muestras fueron transportadas en botes
de polietileno de alta densidad protegidos de la luz y a 4°C. Mientras se realizaba
el tratamiento de las muestras estas se mantuvieron en congelacién a -4°C

protegidos de la luz.

e Temporada de lluvias

Las muestras de agua y lodo residual de temporada de lluvias se analizaron en

diciembre de 2020.

Bajo el tratamiento y condiciones antes mencionadas, se reportan los siguientes

resultados.
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Figura 16. Concentraciones reportadas para agua residual en temporada de lluvias.

Podemos observar que a pesar de que las muestras de agua residual fueron
enriquecidas con estandar de los antibidticos de estudio, el porcentaje de
recuperacion fue aproximadamente del 70%. No fue posible obtener sefial para
ampicilina y meropenem se denominaron sefiales por debajo del limite de deteccion,
mientras que para ceftriaxona y vancomicina presentaban concentraciones entre los
100 y 3000 pg/L en los que valores mayores a 1500 pg/L para ceftriaxona y 1199
Mg/L para vancomicina se consideran como valores informativos pues estos se
encuentran fuera de la curva de calibracion. La ceftriaxona y vancomicina se
encuentran a una concentracion considerable por lo que podemos decir que su
remocion es poco favorecida en las condiciones en las que se encuentra durante el
procedimiento en la PTAR (Gao P. et al 2012). Un aspecto notable tanto en el
influente de la PTAR como en la salida del reactor bioldgico y en el efluente de la

PTAR es que no se observan cambios considerables en las concentraciones, por lo
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gue cada uno de los procesos que se llevan a cabo en una planta de tratamiento de

aguas residuales no afectan en la eliminacion de estos antibi6ticos.

- Para Lodo residual
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Figura 17. Concentraciones reportadas para lodos residuales en temporada de lluvias.

Para el caso de lodos residuales (figura 5) se observa que tanto ampicilina como
ceftriaxona presentan una concentracion por debajo del limite de deteccién mientras
que para meropenem y vancomicina se registra una concentracion entre 2 y 20

ng/mg en muestras.

Comparando ambos resultados en agua y lodo residual se puede observar que en
caso de vancomicina persiste en ambos residuos teniendo una mayor concentracion

en aguas residuales.
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Ahora bien, los resultados obtenidos correspondientes a las muestras de estiaje se

obtienen lo siguiente:

- Agua residual
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Figura 18. Concentraciones reportadas de antibidticos en aguas residuales en temporada de Estiaje.

Se puede observar en la figura 6, que de la misma manera que en temporada de
lluvias se obtienen concentraciones mayores de ceftriaxona y vancomicina, sin
embargo, en esta temporada las concentraciones son mayores en comparacion con
el muestreo anterior, teniendo un intervalo de concentraciones entre 1689.9-4999
pg/L para ceftriaxona y 1369- 4344 pg/L para vancomicina, sin embargo, dichos
valores se encuentran fuera de la curva de calibracién por lo que solo se toman

como valores informativos.
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Cabe recalcar que, en este caso, fue posible cuantificar para ampicilina y
meropenem, sin embargo, son concentraciones muy bajas, teniendo un intervalo de
concentracion de ampicilina entre los 0.6-49.3 ug/L presentes en todas las
muestras, mientras que meropenem solo se cuantific6 en mayor parte en muestras

tales como Santa Fe y Ecoducto entre 19.5- 767.1 pg/L.
- Lodos residuales Estiaje
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Figura 19. Concentraciones reportadas de antibidticos en lodos residuales en temporada de Estiaje.

Sin embargo, en las muestras de lodo residual solo fue posible cuantificar ampicilina
con unas concentraciones entre los 0.4 — 3.5 pg/g, mientras que para el caso de
ceftriaxona, meropenem y vancomicina no se lograron detectar. Realizando una
comparacion con los resultados de temporada de lluvias se puede observar que son
totalmente distintos, pues en el caso de lluvias se logro cuantificar la concentracion

de meropenem y vancomicina.
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Sin embargo, existen reportes de ampicilina en una PTAR de México (Morelia,
Michoacan PTAR- Atapeneo) la cual es alimentada por aguas residuales
domésticas e industriales que se mezclan con aguas pluviales, con una poblacién
aproximada de 597, 511 habitantes, en las muestras tomadas se cuantificaron
concentraciones para influentes de 1.9 - 44.0 ug/L y para efluentes de 2.0- 37.7 ug/L
realizado en temporada de estiaje (Zacarias Victor et al. 2017), tales datos no
presentan ninguna similitud con las concentraciones determinadas en el presente
estudio pues no fueron posibles tener una sefal al presentarse por debajo del limite
de deteccion (LD = 0.03 pg/L), dicho resultado se puede deber a la temporada de
muestreo ya que se realizé en temporada de lluvias, siendo en los meses de
septiembre y octubre, ademas de las condiciones en las que se lleva el estudio pues
se ve relacionado con la poblacion de la zona y su consumo de farmacos, asi como
las fuentes que alimentan las aguas residuales. El hecho de que el muestreo se
llevara a cabo en temporada de lluvias afecta directamente a la presencia de
antibiéticos en una muestra, ya que la presencia de mayor volumen de agua lleva a
una dilucion de los analitos afectando entonces la concentracion de los antibioticos
reduciéndolos por la migracion de contaminantes (Lui X., et al 2021; Yao L., et al
2015), tal hecho puede ser factor causante de que no fuera posible determinar la
concentracion de Ampicilina. Mientras que en las muestras correspondientes a
estiaje se obtienen una concentracion mayor en aguas residuales en comparacion
con lodos del mismo muestreo, encontrandose en concentraciones entre 1-49 pg/L,
a pasar de ser datos de distintas zonas y condiciones de estudio se puede observar
que los datos comparten cierta similitud, aunque debe analizarse de manera mas

estricta.
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Para el caso de Ceftriaxona se han reportado valores de 15.15 pg/L para influentes
y 2 pg/L para efluentes en PTAR en un industria de farmacos en la ciudad de
Shijazhuang, China (Xin Yu et al 2016), tal antibiético fue determinado en las
muestras de agua residual con una concentracion entre 97- 532 ug/L, lo que indica
gue se encuentra en gran cantidad presente como residuo de las PTAR, tomando
en cuenta los resultados obtenidos y la bibliografia se observo que a pesar de haber
sido comparados los resultados obtenidos con datos de una PTAR de industria
farmacéutica este sigue siendo aun mayor, sin embarco en el informe PUCRA 2018
se reporta los antibiéticos tuvieron mayor consumo y entre ellos se encuentra la
ceftriaxona con 197.6 DDD/100 estancias. A pesar de la temporada de lluvias fue
posible detectar este analito en agua residual y no en lodos, si se analiza la
estructura de ceftriaxona podemos observar que cuenta con una gran cantidad de
atomos que dan polaridad a la molécula favoreciendo mas su propiedad hidrofilica
por lo que es posible absorberse en mayor parte en la fase acuosa (agua residual)
que en la fase organica (lodo residual) punto que se analiz6 en el apartado siguiente.
Si en temporada de lluvias se encontré en gran cantidad de ceftriaxona se podria
esperar que en muestras en temporada de estiaje la concentracion sea aun mayor.
Tal suposicién es confirmada en los resultados obtenidos correspondientes al
segundo muestreo pues se logra detectar y a concentraciones aliin mayores que en

lluvias.

La estructura del meropenem a pesar de tener atomos que le confieren polaridad
no son lo suficiente favorables para una mayor interaccion por una fase polar, por

lo que tiene una mayor afinidad a medios menos polares tal como el medio que se
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encuentra en lodos. A pesar de que los lodos su mayor parte este compuesta por
una fase acuosa esta se retir6 y se realiz6 una extraccion utilizando una fase
organica que ayuda a extraer los analitos de interés. Se determind un intervalo de
concentraciones entre 5 — 5.5 ng/mg, que por relacion entre lodo hiumedo y lodo
seco corresponde a una concentracion de 51 — 171 pg/L en lluvias reportan
concentraciones entre 0.0342 — 0.433 ug/L en la PTAR de la zona tropical de
Singapur, la cual es alimentada principalmente de aguas residuales municipales
(aprox. 90%) (Tran Ngoc et al 2016), mientras que en estiaje se obtienen valores
de 17-797 pg/L, por lo que las concentraciones registradas son mucho mayores, en
México se reporta en el informe de la Red PUCRA que es el antibidtico con mayor
consumo a dosis de 79.3 DDD/100 estancias a nivel nacional por lo que se puede

relacionar directamente con la gran concentracién que se registra en el analisis.

Mientras que la vancomicina fue posible su deteccion tanto para agua como para
lodos residuales en temporada de lluvias teniendo mayor presencia en aguas
residuales con una concentracion de 2190-3330 ug/L y para lodos teniendo una
concentracion entre 2- 9.2 ng/mg. Para el caso de aguas residuales se obtiene una
concentracion de vancomicina mayor que la curva de calibracién por lo que solo se
considera como dato informativo, se han reportado concentraciones de solo 41 ng/L
de Vancomicina en aguas residuales en muestras de PTAR en Varese, ltalia
alimentadas principalmente de residuos domésticos con una poblacion de
aproximadamente 1,250,000 habitantes (Michael et al 2013), por lo que el valor
obtenido en el estudio en lluvias sobrepasa y en aguas de estiaje se encuentran a

concentraciones de 1369- 4344 ug/L teniendo asi concentraciones mayores a las
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reportadas, en cambio para lodos residuales se reporta una concentracion de 0.01
ng/mg en lodos porcinos de China (Xiaowei Li et al. 2017), un valor que es mucho
menor al que se determiné en el estudio realizado. En el Reporte de la Red PUCRA
se menciona que la vancomicina a pesar de presentar una resistencia bacteriana
de tan solo 31%, es de los antibioticos con mayor consumo después de meropenem,
por ende, es que se puede detectar en ambos medios y a unas concentraciones

relativamente altas.

8.1.2 Factores que influyen en la determinacion de antibiéticos
La determinacidén de antibiéticos en matrices ambientales presenta un gran reto,
pues se deben considerar distintos puntos, que conlleva tomar en cuenta desde la
estructura quimica hasta el comportamiento y concentracion del analito en cada
muestra. Por lo que los factores a considerar para lograr una determinacion efectiva

y eficiente son los siguientes:

1) Estructura quimica del compuesto. Es el punto principal de partida para
comenzar con el montaje de la técnica analitica a usar. Conocer la estructura
del analito ayudara a predecir algunos comportamientos de la molécula ante
distintas condiciones, pudiendo asi, elegir las condiciones mas optimas que

logran separar el analito de la matriz.

En el caso de los antibioticos estudiados se observan las estructuras para
poder determinar la columna que se usara para la cromatografia, los
disolventes necesarios para la extraccion del compuesto (para el caso de
lodos), debido a las interacciones que pueden tener debido a la polaridad de

cada uno de ellos.
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2)

3)

4)

5)

Constante de disociacion acida. El conocer dicho valor nos permite saber a
qgué pH el analito se protona o desprotona, lo que se busca en este caso es
tener la molécula totalmente protonada por lo que se procura tener un pH

bajo asegurando asi que | molécula se encuentre neutra.

Coeficiente de reparto. El valor de coeficiente de reparto es un indicador de
la afinidad del analito por la fase acuosa u organica, dando hincapié a
predecir en qué fase (agua o lodo residual) sera mayor la probabilidad de

encontrar mayor concentracion en caso de que se encuentre presente.

Concentracion en la muestra. El conocer aproximadamente la concentracion
del analito en la muestra ayudara a establecer el método analitico a utilizar
para la determinacién. Para el caso de los antibioticos se han reportado
concentraciones a niveles traza, por o que era necesario usar una técnica
gue permitiera separar y cuantificar concentraciones tan bajas como lo es el

caso de UPLC-MS.

Estabilidad del analito. Ademas de considerar los puntos anteriores es de
suma importancia tomar en cuenta la estabilidad de la molécula pues debe
cuidarse las condiciones de temperatura, presion, acidez, entre otras a la que

se sometera el analito durante la preparacion y analisis.
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6) Matriz de la muestra. Sin duda, una de las mayores complicaciones que se
presentan al momento de realizar un estudio, son las interferencias que
pueden surgir debidas a la matriz de la muestra, pues pueden tener
componentes que interfieren en la lectura o deteccion de la sefial del analito
de estudio o bien, simplemente enmascarar la presencia del compuesto de
interés, es por ello que se opta por hacer un tratamiento de la muestra y con
ella se busca eliminar la mayor cantidad de interferentes y concentrar el

analito.

8.1.3 Influencia de la temporada de muestreo para determinacién de

antibioticos

Si bien, se puede esperar que las concentraciones de antibidticos se observe una
disminucién durante la temporada en que se encuentran lluvias, pues estas pueden
reflejar una dilucion directa sobre la persistencia debido a mayor volumen de agua
fluvial. Observacion que es rectificada en estudios de aguas superficiales en
Jianghan, China, donde se ha determinado una concentracion baja de antibiéticos
en el verano lluvioso y sefialaron que puede deberse a la alta degradacién causada
por las altas temperaturas, intensidad de la luz incidente y por una mayor actividad
bacteriana, ademas se expresa que la precipitacion diluye el agua superficial

disminuyendo la concentracién de los analitos a través de la migracion de los
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contaminantes (Lui X., et al 2021). Mientras que en aguas residuales porcinas se
confirma el mismo comportamiento en el que las concentraciones totales de
antibiéticos se ven disminuidas durante la temporada de lluvias en comparacion con

invierno que es temporada seca (Yao L., et al 2015).

Sin embargo, Rui W. et al 2019, sefial6 en un estudio que la concentracion de
antibioticos aument6é durante el invierno y disminuydé durante la primavera
mencionando que dicha observacidn se puede deber a que en temporada fria
aumentan los casos de enfermedad respiratoria, por ende, el consumo de distintos

farmacos, incluyendo los antibioticos.

Basandonos en las observaciones anteriores podemos decir que los resultados de
la concentracién de contaminantes dependeran directamente del caudal de éstos,
la zona de estudio, asi como la temporada de muestreo pues estos factores influyen
directamente en el aumento o disminucion de antibiéticos. Cada zona de estudio
podra presentar distintos comportamientos de concentracion y degradacion
dependiendo de las condiciones ambientes y fuentes de contaminacion de ellas.

Para el caso estudiado se puede observar lo siguiente:
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Figura 20. Medias de concentracion de antibidticos en agua residual en PTAR y Temporada de

Muestreo (Siguiendo la nomenclatura descrita en la tabla 17).

Con base en el grafico anterior podemos observar que hay una gran diferencia entre
las temporadas de muestreo y las concentraciones reportadas para cada antibiético,
se logra ver que existe una discrepancia entre el promedio de antibibticos
determinados en cada planta, si como entre las temporadas de muestreo. En lluvias
solo se lograron determinar la presencia de ceftriaxona y vancomicina, mientras que
en estiaje se encontraron presentes los 4 antibidticos de estudio. Ademas, es
posible darse cuenta de que en temporada de estiaje se registraron concentraciones

mayores para ceftriaxona, para el caso de vancomicina fue posible determinarlo en
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ambas temporadas siendo en el caso de lluvias donde se presentd en mayor
concentracion.
Por otro lado, ampicilina y ceftriaxona se encontraron solo en estiaje a

concentraciones no mayor a 500 pg/L y ampicilina alrededor de 50 pg/L.

Es decir, podemos ver que la temporada influyé notablemente, en lo que podemos
suponer que debido a las lluvias se llevé una dilucién de los analitos pues si
comparamos con los resultados obtenidos en estiagje en éste fue posible
determinarlo en mayores concentraciones, incluso logrando detectar y cuantificar
ampicilina y meropenem. Por lo tanto, en estiaje se logra encontrar en mayor

concentracion los antibioticos.
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Figura 21. Medias de concentracion de antibidticos en agua residual en PTAR y Temporada de
Muestreo (Siguiendo la nomenclatura de la tabla 17, ademds denotando con O muestras

correspondientes en lluvias y con S a estiaje).

Para el caso de lodos residuales podemos observar en el gréfico 9, que las
diferencias entre muestreo son notables, pues no solo se reportan concentraciones
distintas, sino también se encuentran distintos antibiéticos en cada una de ellas. Se
puede observar que el antibiético que no fue posible encontrar fue ceftriaxona,
mientras que meropenem y vancomicina se encontraron en temporada de lluvias y

ampicilina en estiaje.

Punto importante de abordar, es que tanto en el caso de la cuantificacion de

vancomicina y en parte de ceftriaxona se reportaron altos valores de concentracion,
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por lo que se sugiere que existe un efecto matriz, Skoog et al. (2008) sefiala como
efecto matriz aquello que provoca una alteracion en la sefial del equipo, causando
un error sistematico en la determinacién del analito, teniendo como consecuencia la
lectura en exceso o bien, la supresién de dicha sefial, por lo que la cuantificacion no
se lleva de manera satisfactoria para conocer la concentracion real del analito de
estudio.

Tal interferencia se podria observar de la siguiente manera, sugiriendo en este caso
que la alteracién de la sefial se vera reflejada en el aumento de la sefial instrumental

(figura 22).

r sefal medida

2 S\nterferencia

Figura 22. Efecto de interferencia en sefial medida, donde el efecto matriz incrementa la sefial dando
una concentracion mayor de analito.

Dicho lo anterior, es que se estudia actualmente los efectos que puede provocar la
matriz sobre las sefiales en la determinacién de los antibiticos representativos
(Tesis de Maestria Natalia Rodriguez Salazar), para de esta manera eliminarlos ya

sea por métodos quimicos o fisicos, tal como la extraccion en fase sdlida, de manera
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que permitir4 determinar una concentracion real de los antibidticos presentes tanto

en las muestras de agua residual como de lodos sin la presencia de interferentes.

8.1.4 Interaccién molécula-fase

Con base a los resultados obtenidos se puede observar que algunos antibiéticos
fueron detectados tanto en agua como en lodos, tal observacion se puede deber a
las distintas interacciones que puede haber entre la molécula de estudio y la fase
en que se encuentra, comencemos con el andlisis del coeficiente de reparto entre
dos liquidos inmiscibles (log P) en general se utiliza una mezcla de octanol-agua
tomando entonces el nombre de coeficiente de particion (log Kow), para cada uno de

los antibidticos de estudio se describe lo siguiente:

Tabla 18. Propiedades quimicas de antibidticos.

Constante de

Antibidtico Log Kow
disociacion
Ampicilina 1.35 pkai2.5
Ceftriaxona -1.7 pkai 2.7
Meropenem -0.6 pkai 3.4
Vancomicina -3.1 pkai 2.6

El coeficiente de particion nos indica qué tan afin es un compuesto a una fase polar

0 no polar, es decir, se puede evaluar el comportamiento hidrofilo o hidréfobo,
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valores altos de log Kow indican que el compuesto tiende a absorberse en medios
poco polares tales como, lipidos, particulas y lodos. Mientras que valores pequefios
de log Kow nos indican un compuesto que es altamente hidrofilico (Verlicchi P., et al
2012). Ademas, conocer las constantes de disociacién nos ayudardn a conocer el
valor del pH al que un compuesto comienza a cargarse ya sea a desprotonarse o

protonarse lo cual influye a las posibles interacciones que tengan entre analito-fase.

Observando las gréficas 4 y 5 correspondientes a la temporada de lluvias, podemos
observar que el antibiotico que fue detectado tanto en lodos como las muestras de
agua es vancomicina, mientras que ceftriaxona solo fue detectado en agua
(influente, reactor y efluente) y finalmente meropenem se logré determinar solo en
las muestras de lodo. Observando los datos obtenidos es facil notar que a pesar de
gue la vancomicina tiene presencia en ambas fases ésta se encuentra en mayor
cantidad en aguas residuales, tomando en cuenta que su log Kow €s -3.1 nos indica
gue es altamente hidrofilico en comparacion con el resto de los antibidticos,
viéndose favorecido por la presencia de atomos que aumentan su polaridad y su
capacidad para formar puentes de hidrégeno, por otro lado, su baja presencia en
lodos se puede deberse a la complejidad de la molécula ademas de contener anillos
aromaticos que favorece las interacciones entre la fase organica de los lodos,

permitiendo una persistencia en lodos.

Para el caso de la ceftriaxona esta solo se encontr6é en las muestras de agua, Si
observamos su log kwo es de -1.7 valor que confirma una buena tendencia a
disociarse a la fase acuosa, ademas de ser una molécula relativamente pequefa

con gran cantidad de a&tomos formadores de puentes de hidrégeno como lo son
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oxigeno, nitrégeno y azufre, por lo que estos atomos le confieren una polaridad una

polaridad favoreciendo la interaccién con el medio acuoso que es polar.

Por otro lado, meropenem solo se logré determinar en lodos tomando en cuenta el
log Kow sabemos que es -0.6, que, aunque este es un valor bajo, en comparacion
con los valores de ceftriaxona y vancomicina este es mucho mayor, lo que explica
su buena tendencia a la sorcién en lodos pudiendo suceder por las interacciones
hidrofébicas de los grupos alifaticos de los sélidos en suspension que conforman al

lodo (Kimmerer K., 2009).

A partir de las observaciones anteriores se deduce que depende de cada antibiético
para determinar el comportamiento que este tenga respecto a la afinidad y
degradacion en cada medio en el que tenga contacto. Jones y col. 2005 menciona
que a pesar de que los antibiéticos se puedan encontrar en un mismo grupo esto no
define su comportamiento, ademas, observd que los productos organicos que
contienen ésteres, nitritos y alcoholes aromaticos pueden aumentar la
biodegradabilidad de la molécula, mientras que aquellos que contienen aminas
aromaticas, yoduro y grupos azo aumentan la persistencia del compuesto, el hecho
de que persista 0 no dependiendo se los grupos o atomos que conforman la
estructura depende de las distintas interacciones que se pueden provocar debidas
a la temperatura, efecto de la luz, carga de comunidad bacteriana entre otro (Vieno

et al 2007; Gbbel et al 2007).

En mayor medida se ha observado que uno de los factores que afectan o favorecen
las interacciones es el pH al que se encuentra la matriz donde esta contenido el

analito, pues el caso en el que el compuesto se encuentre ionizado este presenta
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gran potencial para crear interacciones electrostéticas ya sea con la fase acuosa o
con la biomasa, se ha estudiado los efectos del pH sobre lodos para la eliminacién
de trazas orgénicas, se determin0 a través de pruebas en biorreactores con
membrana que a pH 5 se observo una alta eliminacion de compuestos en licor
mezclado, pues en su mayoria los compuestos estan en forma hidréfoba, por lo que
se absorben facilmente sobre los lodos eliminando asi los compuestos de la fase
acuosa (Tadkaew N., et al 2010). Sin embargo, en las PTAR por lo general no se
ve una significante variabilidad de pH durante los procesos de tratamiento

trabajando en pH neutros 6-7 (Clara et al., 2004).

8.1.5 Degradacion de farmacos en medio acuoso y sadlido.
Debido a que las PTAR no son del todo eficientes para la remocién muchos de los
contaminantes son vertidos a los cuerpos de agua superficial, pueden ser
transportados el contaminante o bien los subproductos de degradacion que pueden

ser aun mas peligrosos que el contaminante original (La Farré et al 2008).

Una vez que los contaminantes ingresan al medio es que por factores naturales se
lleva a cabo su degradacioén, la concentracion puede ser disminuida por fenbmenos
de dilucibn como se menciona en el apartado 7.3 o bien, por dispersién para el caso
de aguas residuales tratadas. Una de las caracteristicas principales de los
contaminantes es que son poco volatiles (excepto algunos aditivos de gasolina,
fragancias y productos de desinfeccién), por lo que se espera que la mayor parte de
ellos sigan contenidos en agua y suelos (Alder et al. 2006), los procesos de
degradacion pueden ser biodegradacién, fotdlisis debida a la luz solar, adsorcién e

infiltracibn son procesos que ocurren naturalmente y dependiendo de las
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condiciones ambientales es por a que un contaminante se va a degradar

(Yamamoto H., et al 2009).

La fotdlisis es el proceso de ruptura de enlaces de una molécula, causados por la
radiacion ultravioleta o visible a la que la muestra se ve expuesta, dicho fenémeno
ocurre tanto en matrices acuosas como solidas (Zepp y Cline, 1977). La
biodegradacion se lleva por la accidbn de microorganismos quienes contienen
enzimas que pueden actuar sobre la descomposicion del farmaco (Van Hamme,
2004), para el caso de matrices solidas debido a una mayor presencia de una carga
alta de materia organica y por ende de microorganismos se espera que la
degradacion del contaminante incremente (Mrozik et al., 2008). Por otro lado, la
degradacion se puede llevar a cabo de la adsorcién o filtracion en suelos, la cual
sucede cuando el contaminante en estado acuoso o gaseoso se sedimenta en el
sélido, tal fenbmeno se logra gracias a las interacciones electrostaticas entre la

estructura del farmaco y la fase soélida (Tolls 2001).
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9.0 Conclusiones

La contaminacion de cuerpos de agua por antibioticos presenta sin duda un tema
de importancia debido a las repercusiones que estos pueden provocar, tener
conocimiento sobre el estado actual de presencia de antibiéticos en aguas
residuales son un punto de partida para un analisis de consecuencias, regulacion y

estudio.

Al no contar con informacién suficiente en Ameérica Latina, especificamente en
México, se carece de regulacion en el consumo y limites permitidos en desechos de
farmacos, asi como escasas investigaciones de la presencia, el presente estudio
revela datos actuales sobre el estado de concentraciones de antibioticos en la
Ciudad de México, se puede observar que las estructuras quimicas de los
antibioticos de estudio influyen de manera considerable en la degradacion y

persistencia en el medio.

Se observa que por la temporada en que fue realizado el muestreo de lodos y aguas
residuales influyen en la concentracion de los analitos, pues en condiciones
temporales de precipitacion involucra una mayor cantidad de volumen de agua
presente provocando entonces la dilucién de los farmacos por lo que en temporada
de sequias las concentraciones reportadas sean mayores, punto que es reafirmado
con las muestras de agua residual del temporal de estiaje. Para el caso de lodos
residuales parece indispensable comparar distintos aspectos tales como la
temperatura, cinética de degradacion de antibioticos, carga bacteriana etc., para

poder explicar el porqué de los resultados obtenidos durante ambas temporadas.
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El paso de los antibiéticos en cada proceso de la PTAR parece no tiene repercusion
notoria en la degradacion del antibiético pues las concentraciones no varian entre
influente, agua de salida del reactor y efluente, sin embargo, se observan cambios
entre las muestras de agua y lodos residuales, los cuales se pueden deber por las

interacciones que se ven favorecidas entre cada fase (acuosa o sélida).

El antibiotico mas resistente a la degradacion fue la vancomicina pues se encuentra

siempre presente en cada proceso de la planta y en ambas temporadas.
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Anexo 1

Diagramas de tratamiento de muestras
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