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Resumen

En las dltimas dos décadas se han identificado grupos de contaminantes
denominados emergentes en aguas residuales crudas y tratadas a niveles de
concentracion que van desde pg/L hasta ng/L y que se caracterizan por una
alta persistencia y baja degradacion en el medio ambiente. Estos compuestos
y sus metabolitos pueden causar efectos toxicoldégicos a los organismos
acuaticos o microorganismos. Por lo anterior, el proposito del presente trabajo
fue investigar la presencia de productos farmacéuticos de diferentes clases
terapéuticas en aguas residuales crudas y tratadas y aguas superficiales de la
Cuenta del Rio Apatlaco.

Se desarrollé una metodologia analitica por cromatografia de liquidos de alta
resolucion acoplada a espectrometria de masa en tandem (CLAR-EM-EM). Un
total de 12 farmacos fueron detectados en las muestras de agua analizadas.
Los farmacos que presentaron mayores concentraciones en el Rio Apatlaco
fueron el naproxeno (4,880 ng/L), acetaminofén (4,460 ng/L), bezafibrato
(2,100 ng/L), diclofenaco (1,398 ng/L) e ibuprofeno (1,106 ng/L). El atenolol
(32 ng/L) y la carbamazepina (276 ng/L) presentaron las menores

concentraciones.

A pesar de que algunos de los compuestos mas abundantes mostraron
eficiencias de remocion >97% durante el tratamiento del agua residual,
algunas concentraciones encontradas aguas abajo (AS1) de la Planta de
Tratamiento de Aguas Residuales Acapantzingo (PTARM-A) fueron soélo
ligeramente inferiores a las concentraciones encontradas aguas arriba (AS2).
Esto indica la existencia de entradas adicionales de aguas residuales crudas

al rio.



De acuerdo a la Comision Nacional del Agua (CONAGUA) en México, el 43%
de las aguas residuales no reciben tratamiento y en esas condiciones son
utilizadas en el riego agricola o son vertidas directamente a los cuerpos de
agua generando un fuerte problema de contaminacion y un alto riesgo para la

biota acuatica y salud humana.

Se estimo el riesgo ambiental calculando los cocientes de riesgo (CRs) para
los farmacos detectado en la Cuenca del Rio Apatlaco. Los resultados
obtenidos para el ibuprofeno, sulfametoxazol, naproxeno y diclofenaco
presentaron valores de CR>10, mientras que el bezafibrato, trimetroprim y
acido salicilico presentaron valores de CR entre 1 y 10 que representa un
riesgo moderado. Estos resultados muestran que estos farmacos podrian
representar un alto riesgo de toxicidad para el ecosistema acuatico de la
Cuenca del Rio Apatlaco, y es necesario tomar medidas apropiadas para

salvaguardar el ecosistema y la salud humana.



Abstract

In the last two decades, groups of pollutants named in raw and treated
wastewater have been identified at concentration levels ranging from pg/L to
ng/L and characterized by high persistence and low degradation in the
environment. These compounds and their metabolites can cause toxic effects
in aquatic organisms or microorganisms. Therefore, the use of this resource
was the presence of pharmaceutical products from different therapeutic
classes in raw and treated wastewater and surface water from the Apatlaco

River Basin.

An analytical methodology was developed by high performance liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry (HPLC-MS-MS).
A total of 12 drugs were detected in the water samples analyzed. The drugs
with the highest concentrations in the Apatlaco River Basin were naproxen
(4,880 ng/L), acetaminophen (4,460 ng/L), bezafibrate (2,100 ng/L), diclofenac
(1,988 ng/L) and ibuprofen (1,106 ng/L). Atenolol (32 ng/L) and carbamazepine

(276 ng/L) had the lowest concentrations.

Although some of the most abundant compounds showed removal efficiencies
> 97% during wastewater treatment, some concentrations found downstream
(AS1) of the Acapantzingo Wastewater Treatment Plant (PTARM-A) were only
slightly lower to the concentrations found upstream (AS2). This indicates the

existence of additional inputs of raw wastewater to the River.



According to the National Water Commission (CONAGUA) in Mexico, 43% of
the wastewater is not treated and under these conditions they are used in
agricultural irrigation or are discharged directly into the bodies of water
generating a strong pollution problem and a high risk for aquatic biota and

human health.

The environmental risk was estimated by calculating the Hazard Quotiens
(HQs) for the drugs detected in the Apatlaco River Basin. The results obtained
for ibuprofen, sulfamethoxazole, naproxen and diclofenac showed values of
HQ> 10, while bezafibrate, trimethoprim and salicylic acid showed HQ values
between 1 and 10, which represents a moderate risk. These results show that
these drugs could represent a high risk of toxicity to the aquatic ecosystem of
the Apatlaco River Basin, and it is necessary to take appropriate measures to
safeguard the ecosystem and human health.

Vi
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Espectrometria de Masas
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CMT Cimetidina
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CRs Cocientes de Riesgo
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ERA Evaluacion de Riesgo Ambiental

IES lonizacion por Electrospray

FAM Famotidina

FLU Fluoxetina

FUR Furosemida

FS Factor de Seguridad

GFB Gemfibrozil

GLM Glibenclimida

H Horas

Xl



HDT
IBU
IND
INF
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LD
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Kbiol

Kd

KPF
MA
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MeOH
MRS
M/Z
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Na2EDTA

NPX
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Cinética de Biodegradacion
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Molécula protonada
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Capitulo I. Introduccién

Actualmente uno de los desafios mas grandes a nivel mundial es garantizar la
calidad de los recursos hidricos, dado que cotidianamente se vierten a los
ecosistemas acuaticos desechos industriales, urbanos y productos utilizados
para el bienestar humano a través de las aguas residuales (Robledo et al.,
2017).

En las ultimas 2 décadas se han identificado grupos de contaminantes
denominados emergentes que son compuestos que no se encuentran
regulados en las legislaciones ambientales vigentes en ninguna parte del
mundo Yy, por lo tanto, pueden estar presentes en los recursos hidricos a

concentraciones que van desde unos pocos ng/L a varios pg/L (Barceld, 2003).

Entre el amplio grupo de contaminantes emergentes, los productos
farmacéuticos (PFs) son una de las principales preocupaciones para la
comunidad cientifica, debido a que son ampliamente utilizados en la medicina
humana y veterinaria y pueden llegar al medio ambiente acuatico a traves de
diferentes rutas, la principal ruta de entrada es a través de las plantas de
tratamiento de aguas residuales (PTARS); sin embargo no se logra la remocién
total de estos compuestos, lo que puede ocasionar efectos adversos a los

organismos acuaticos (Kimmerer, 2011).

El analisis quimico de dichos compuestos en muestras ambientales, se
constituye en todo un reto, especificamente por la cantidad de interferencias y
por las bajas concentraciones que algunos de los compuestos presentan. Una
de las etapas mas criticas dentro del analisis quimico, es la extraccion de los
compuestos de interés desde la muestra de agua, para ello se utilizan
cartuchos de extraccion en fase soélida (EFS), que permiten eliminar algunas

interferencias y al mismo tiempo concentra los analitos de interés.



El andlisis quimico, se realiza mediante el uso de cromatografia de gasesy de
liguidos, ambas acopladas a espectrometria de masas. Dichas
configuraciones han permitido realizar una vigilancia y control del medio
ambiente por la presencia de contaminantes emergentes, dada la alta
sensibilidad y selectividad que estas metodologias poseen (Guillén et al.,
2012).

En México se tiene poca informacion cientifica sobre la presencia de mezclas
complejas de contaminantes emergentes, que tienen diversos origenes y que
representan un problema ambiental. Los trabajos de Siemens et al., 2008;
Duran-Alvarez et al., 2014; 2015 han abierto estas investigaciones en este
pais, centrandose en la cuantificacion, transporte y biodegradacién de PFs

como el naproxeno, carbamazepina y triclosan entre otros.

La escasez de informacion sobre los contaminantes emergentes dificulta su
regulacion a través de las normas mexicanas, encargadas de vigilar la calidad
del agua. Esto es relevante en un contexto de escasez creciente de agua dulce
y donde se buscan alternativas para disponer de aguas residuales tratadas
para su reutilizacion en la agricultura. Por otro lado, las PTARs que operan en
México fueron disefladas para depurar sélidos, materia organica disuelta y
nutrientes, por lo que muchos compuestos toxicos pasan el proceso de
tratamiento con poca o ninguna modificacion en su concentracion (Robledo-
Zacarias et al., 2017).

Por lo anterior, el propésito de la presente investigacion fue determinar la
presencia de productos farmacéuticos en el influente y efluente de una
PTARM, asi como en el Rio Apatlaco, cuerpo receptor donde descarga su
efluente esta planta. Para dicho fin se desarroll6 un método analitico
multiresiduo utilizando CLAR-EM-EM.



El presente trabajo se dividié en 5 capitulos: en el capitulo | se muestra la
importancia y el porqué del estudio de los contaminantes emergentes,
especificamente de los PFs con base a la literatura consultada. El capitulo Il
expone todo lo relacionado a contaminantes emergentes, clasificacion,
productos farmacéuticos, sus principales fuentes y distribucion de entrada al
medio ambiente acuatico, la presencia y concentraciones de éstos a nivel

mundial.

Los métodos analiticos desarrollados para su determinacion y transformacion
de los PFs durante los distintos tratamientos del agua, su remocion en las
PTARs y las recomendaciones generales que se deben de considerar para la
determinacion en agua superficiales y residuales. En el capitulo 1l se describe
detalladamente como se llevd a cabo muestreo, asi como el desarrollo y la
validacion del método multiresiduo que se utilizé6 para el andlisis de las
muestras de agua superficial y residual en el area de estudio utilizando la
técnica analitica CLAR-EM-EM.

En el capitulo IV se presentan los resultados de la validacion del método, los
PFs identificados en ambos muestreos con sus respectivas concentraciones y
finalmente, se presentan los resultados obtenidos de la evaluacion de riesgo
realizada utilizando las concentraciones obtenidas. Finalmente en el capitulo
V se presentan las conclusiones y perspectivas y prospectivas del presente
trabajo. Adicionalmente en el apéndice A se presentan los cromatogramas de
los PFs detectados en las muestras de agua y en el apéndice B el andlisis
estadistico de los muestreos 2015 y 2016.



Justificacion

Segun los estudios de los indices de calidad del agua, el 60.95% de los rios
de la region Balsas en México estan contaminados, entre ellos esta el Rio
Apatlaco, contaminado principalmente por materia organica, nitrogeno,
patégenos y posiblemente por contaminantes emergentes, entre ellos estan
los productos farmacéuticos y sus subproductos (metabolitos), que no se
encuentran regulados por ningun tipo de normativa, y cuyos efectos sobre el
medio ambiente en general (seres humanos y biota) no son bien conocidos

pero pueden representar grandes riesgos para la salud humana.

Si bien no se trata de compuestos persistentes, éstos son constantemente
utilizados y desechados del organismo, a través de orina y heces fecales que
son vertidos a los sistemas de tratamiento convencionales de aguas
residuales, las cuales no los eliminan totalmente, lo que permite que su
concentracion aumente en los ecosistemas, lo que sugiere el desarrollo de
nuevos sistemas de tratamiento para que sean eliminados. La Cuenta del Rio
Apatlaco es la mas importante en el estado de Morelos y atraviesa una gran
parte de los asentamientos humanos; asimismo durante su recorrido recibe
una cantidad importante de descargas provenientes de la actividad agricola.
Es por ello que este estudio se enfoc6 en determinar la presencia de
contaminantes emergentes (productos farmacéuticos) en la Cuenca del Rio

Apatlaco y la evaluacion del posible riesgo a éste por la presencia de los PFs.



Objetivos

Objetivo general

Investigar la presencia de contaminantes emergentes (productos
farmacéuticos) en la cuenca del Rio Apatlaco ubicada en el estado de Morelos

y evaluar el riesgo ambiental por la presencia de éstos.

Objetivos especificos

1) Investigar el estado del arte acerca de los productos farmacéuticos
consumidos en México para seleccionar aquellos de mayor consumo por parte
de la poblacion para identificar cuales pueden estar presentes en la cuenca
del Rio Apatlaco.

2) Seleccionar la zona de estudio aguas arriba y abajo de la PTARM
Acapantzingo y disefiar el protocolo de muestreo con base en la norma NMX-
AA-003-1980.

3) Desarrollar un método analitico multiresiduo para la determinacion de

productos farmacéuticos presentes en aguas, utilizando CL-EM-EM.

4) Determinar cuantitativamente las concentraciones de los productos

farmacéuticos encontrados en las aguas superficiales, residuales y tratadas.

5) Evaluar el riesgo ambiental debido a la presencia de productos
farmacéuticos presentes en la cuenca del Rio Apatlaco mediante la obtencion

de los cocientes de riesgo (CRS).

Hipotesis

Es posible determinar la presencia de contaminantes emergentes del tipo
productos farmacéuticos a niveles de trazas en aguas residuales y
superficiales utilizando Cromatografia de Liquidos acoplada a Espectrometria
de Masas en Tandem, ya que éstos farmacos representan un significativo

riesgo ambiental a la Cuenca del Rio Apatlaco.



Capitulo Il. Marco tedrico

2.1. Cuenca del Rio Apatlaco

El rio Apatlaco nace en el municipio de Huitzilac, donde se le conoce como
Barranca de Indio y Barranca de Chalchihuapan; en Cuernavaca adquiere su
nombre, al unirse los rios Coajomulco y San Antén, con aportaciones de
diversos manantiales, principalmente el de Chapultepec, que aumenta su
caudal con los escurrimientos de las barrancas Atlacomulco, Cantarranas y
Flores Magoén. Continla hacia el sur y recibe las aportaciones de El Tunel, el
rio del Pollo (drenaje natural del poniente de la ciudad de Cuernavaca), asi
como de los arroyos Pilcaya y Panocheras, y del Rio Tetlama por su margen
derecho. Por el izquierdo confluyen el Rio Palo Escrito y el arroyo Poza Honda.
El cauce principal tiene una longitud de 45 km desde la unién del arroyo
Chapultepec hasta su confluencia con el rio Yautepec, y una pendiente
promedio de 4.5% (Figura 1) (Villafafia, 2010; CONAGUA, 2008).
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Figura 1. Representacion grafica del Rio Apatlaco y sus principales afluentes
(Villafafia, 2010).



El Rio Apatlaco se abastece de dos afluentes principales: el Pollo vy
Chapultepec; aunque también confluyen los arroyos permanentes el Salto y
Ojo de Agua; los manantiales el Limén, Chapultepec, Santa Maria Tepeiti y el
Tanel. Nace como cauce continuo en los manantiales de Chapultepec y recibe
las aguas de las barrancas del centro y occidente de Cuernavaca,
destacandose el Tunel, el Pollo (drenaje natural del poniente de la ciudad),
Pilcaya, Amanalco, el Limon, Tlazala y los Sabinos. Aumenta su caudal por los
aportes del Rio Cuentepec y los arroyos Salado, Fria, Salto de Agua,
Colotepec y Poza Honda. El Rio Apatlaco es un cuerpo receptor tipo “B” con
uso publico urbano en los municipios de Huitzilac, Cuernavacay Temixco. Asi,
el rio y algunos de sus afluentes deberian recibir el 62.5% de los promedios
diarios de los parametros: solidos suspendidos totales (SST) y demanda
bioquimica de oxigeno (DBOs) (CONAGUA, 2008).

De acuerdo con un estudio del Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua
(IMTA), la calidad del agua del Rio Apatlaco no era apta para actividades
agricolas, causando dafios a los productores y diversos sectores de la
poblacién. Las descargas de aguas residuales medidas como DBOs, han ido
en aumento en los ultimos afos. Se aportan 44.8 millones de kilogramos y se
descargan 2,498 L/S por segundo de aguas residuales, correspondientes al
83% a origen industrial y 17% a origen urbano. Por lo tanto, La Cuenca del
Rio Apatlaco se ha convertido en un grave riesgo sanitario para los habitantes
de por lo menos 10 municipios del estado de Morelos, debido al alto grado de
contaminacion, pues el agua no era apta para consumo humano ni para
actividades agricolas. Este problema afecta la salud humana y animal, ya que
podrian consumir productos regados con esa agua, por lo que pudieran
resultar contaminados. Muestra del dafio ocasionado es la devastacion, que
pudiera ser irreparable, de la fauna acuatica que habita el cauce del rio (El sol
de Mexico, 2016).



2.2. Contaminantes emergentes

Los contaminantes emergentes (CEs) corresponden, en la mayoria de los
casos a contaminantes no regulados, que pueden ser candidatos a futuras
regulaciones dependiendo de investigaciones sobre sus efectos potenciales
en la salud y los datos de monitoreo con respecto a su incidencia. Algunos de
estos contaminantes, son utilizados en grandes cantidades diariamente e
incluye una amplia variedad de compuestos (Tabla 1) como: productos
farmacéuticos (PFs), esteroides y hormonas, productos para el cuidado
personal (PCPs), antisépticos, surfactantes y metabolitos de éstos, retardantes
de flama aditivos de las gasolinas, aditivos industriales y subproductos de la
desinfeccién del agua que comunmente estan presentes en el medio acuatico
a concentraciones de trazas, que van desde unos pocos ng/L a varios pg/L
(Barcel6, 2003).

Tabla 1. Clasificacion de contaminantes emergentes (Barceld, 2003).

Clases de compuestos Ejemplos

1. Productos farmacéuticos

Trimetroprim,  eritromicina, amoxicilina,
o ofloxacina, ciprofloxacina, lincomicina,
Antibidticos . - I
sulfametoxazol, azitromicina, tilosin A,

tilmicosin y cloranfenicol.

Ketoprofeno, naproxeno, ibuprofeno,
. o ) indometacina, diclofenaco, acido
Analgésicos y anti-inflamatorios o o s
mefenamico, acetaminofén, acido salicilico y

propifenazona.

Diazepam, doxepin, lorazepam, sertralina,
Drogas psiquiatricas alprazolam, citalopram, venlafaxina,

carbamazepina.

Tabla 1. Continuacién



Clases de compuestos

Ejemplos

Reguladores de lipidos

Bezafibrato, acido clofibrico, acido

fenofibrico, gemfibrozil y atorvastatin.

Beta-bloqueadores

Atenolol, metoprol, nadolol, pindolol,

propanolol, sotalol, betaxolol y carazolol.

3. Esteroides y Hormonas

Estriol, testosterona, estrona y
17-B-estradiol.

4. Productos de cuidado personal

Perfumes

Fragancias, policiclicos y macrociclicos

Agentes de proteccion solar

Benzofenona, metilbencilideno alcanfor

Repelentes de insectos

N,N-dietiltoluamida.

5. Antisépticos

Triclosan, clorofeno.

6. Retardantes de flama

Difenil éteres polibrominados (PBDES),
Tetrabromo bisfenol A, Tris(2-cloroetil)
fosfato.

7. Aditivos y agentes industriales

Agentes quelantes (EDTA), sulfonatos

aromaticos.

8. Aditivos de la gasolina

Dialquil éteres, metil-t-butil éter (MTBE).

9. Subproductos de desinfeccidn

Yodo-trihalometanos, bromoéacidos,

bromoacetonitrilos, bromoaldehidos,

cianoformaldehido, bromato.




Muchos de estos contaminantes son toxicos y por lo tanto, son clasificados
como disruptores endocrinos, lo que implica que una exposicion a los mismos
puede dar lugar a alteraciones en el crecimiento, desarrollo, reproduccion y

comportamiento de los organismos vivos (Bolong et al., 2009).

Este tipo de contaminantes son compuestos de los cuales no se sabe mucho,
acerca de su presencia e impacto en las distintas esferas ambientales, razén
por la cual que no hayan sido regulados; asimismo se requiere de la
optimizacién de metodologias analiticas mas especificas y sensibles.

Otra particularidad de estos compuestos, es que, debido a su elevada
produccién y consumo y a la continua introduccién de los mismos en el medio
ambiente, no necesitan ser persistentes para ocasionar efectos negativos. La
aparicion de los CEs y la variacion en las concentraciones en el medio
ambiente, dependen de sus propiedades fisico-quimicas, como; constantes de
particion, solubilidades o constantes cinéticas que caracterizan los diferentes
fendbmenos dinamicos como las reacciones biodticas y abidticas como la
biodegradacion, hidrélisis, fotodegradacion, volatilizacion, procesos de
adsorcion, asi como condiciones ambientales externas, como la composicién
de la matriz, procesos biolégicos, condiciones hidrolégicas y climatoldgicas
(Guillén et al., 2012).

Los CEs tienen su origen en fuentes directas e indirectas de entrada al ciclo
del agua, donde en alguna parte de este ciclo, en el cual confluyen distintas
esferas ambientales y actividades humanas, se produce la alteracion de su
calidad. De acuerdo con este ciclo, las principales vias de entrada de
contaminantes en el medio ambiente acuatico son las aguas residuales, entre
las que se incluyen las urbanas, industriales y las de origen agricola o
ganadero (Figura 2). Algunas de estas aguas alcanzan aguas superficiales

(rios y lagos) y finalmente aguas subterraneas (Petrovic et al., 2003).
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Por lo tanto, estos compuestos son capaces de llegar a cualquier medio natural
y representar un grave riesgo por el consumo de agua potable, sin embargo,
estos riesgos son dificiles de precisar, debido a que para la mayoria de estos
contaminantes no se cuentan con datos de toxicidad, por lo que es dificil
predecir los efectos sobre la salud en seres humanos y organismos acuéticos
qgue resultan en efectos potencialmente dafinos (Fent et al., 2006). Como
consecuencia de este problema, se ha sugerido la aplicacion de nuevas
tecnologias de tratamientos avanzados con el fin de eliminar las trazas de CEs

y mejorar la calidad del agua (Klavarioti et al., 2009).

Industria
\
Hogares Icantarillado \\
Agua potable \ \
\ Descarga directa
\\ : Granja de animales
Descarg; directa " /I
Obras de agua | Efluentes y abono
PTAR | /

1

|

|

|

| : /
| Efluente
|
/

Banco de agua

Agricultura

Agua subterranea

Lixiviacion

Escurrimiento

Relleno sanitario

Figura 2. Fuentes directas e indirectas de entrada al ciclo del agua de los
contaminantes emergentes (Petrovi¢ et al., 2003).
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2.3. Fuentes y distribucion de PFs en el medio ambiente acuatico

En las ultimas tres décadas los CEs que han despertado una considerable
preocupacion son los PFs debido a que su presencia en el medio ambiente y
su impacto toxicoldgico aun son pocos conocidos y, por lo tanto, su uso aun
no esta sujeto a ninguna regulacion. Ademas, los PFs no necesitan persistir
en el medio ambiente para causar efectos nocivos debido a su introduccion
continua en el medio ambiente y el hecho de que son sustancias
bioldgicamente activas pueden transformarse en otros productos, a menudo
desconocidos, que pueden ser mas persistentes y toxicos que el compuesto
original y presentar efectos bioldgicos no deseados en los organismos
expuestos (Farré et al., 2008).

Los PFs pueden llegar al medio ambiente al ser transportados y distribuidos a
través de diferentes rutas (Figura 3). Las principales rutas son los residuos
generados por la industria farmacéutica, efluentes de las PTARs debido a la
incompleta absorcion y metabolizacion de los farmacos por el cuerpo humano,
dando como resultado, la porcidn no metabolizada es descargada al ambiente
acuatico a través de la orina y las heces finalizando en el drenaje, por
escorrentia de suelos tratados con lodos provenientes de PTARS, escorrentia
de suelos con estiércol que contenia medicamentos veterinarios, etc. (Boxall
et al., 2012).
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Figura 3. Principales vias de liberacion de PFs en el medio ambiente (Boxall et al.,
2012).

La presencia de los PFs en el medio ambiente puede estar en funcion de:
a) la cantidad manufacturada de estas sustancias, b) la cantidad ingerida y
frecuencia de la dosis; c) el indice de excrecion del compuesto original y sus
metabolitos; d) la propensién de estos farmacos a adsorberse en los soélidos
suspendidos del agua residual y e) las transformaciones metabdlicas sufridas
en los sistemas de tratamiento del agua residual (Duran, 2009).

En el estudio de Ortiz de Garcia et al., (2013), seleccionaron ciertos PFs de
acuerdo al consumo por parte de la poblacion en Espafia y su presencia en el
medio acuatico europeo, desarrollaron un procedimiento para estimar los PFs
y sus metabolitos en el medio ambiente acuético a partir de su prescripcion y/o
venta (Figura 4).
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Estimacion de PFs prescritos/vendidos (EPFs)

Consumo Incremento de la automedicacion

Descargados sin
consumir

PFs consumidos

L |
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[
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metabolizar metabolitos
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Descarga | Concentraciones ambientales medidas (CAMs) de PFs |

Figura 4. Diagrama del procedimiento metodolégico utilizado para estimar PFs y
metabolitos en el medio ambiente acuatico (Ortiz de Garcia et al., 2013).

Respecto a concentraciones de PFs encontrados en PTARSs, Verlicchi et al.,
(2012) reportaron la presencia de 118 PFs, pertenecientes a 17 diferentes
clases terapéuticas, determinados en el influente y efluente de 244 PTARs en
toda Europa. Ellos encontraron que los PFs mostraban rangos de
concentraciones variables, siendo mas altas en el influente en comparacion

con las concentraciones encontradas en el efluente.
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El grupo terapéutico detectado con mayores concentraciones en el influente,
fue el de los analgésicos/anti-inflamatorios, aunque en el efluente se
detectaron a niveles por debajo de los observados para los reguladores de

lipidos y los beta-bloqueadores.

Entretanto Hughes et al., (2013), analizaron a escala mundial los datos
reportados sobre la presencia de 203 PFs en efluentes de PTARs y agua
superficial en 41 paises, encontrando que la carbamazepina, el bezafibrato, el
acido clofibrico, el ibuprofeno y el diclofenaco fueron los PFs mas

frecuentemente detectados en el efluente y agua superficial.

Recientemente, Spongberg et al., (2011) analizaron 34 Productos
Farmacéuticos y de Cuidado Personal (PFCPs) en 86 muestras individuales
de agua recolectadas de aguas superficiales y costeras en Costa Rica. Los
sitios de muestreo incluyeron areas impactadas tanto por aguas residuales

tratadas como no tratadas, y escorrentia superficial.

Mientras que en lItalia, Meffe y de Bustamante, (2014) realizaron la primera
revision sobre la presencia de PFs en aguas superficiales, donde encontraron
que de los 66 PFs detectados, el acetaminofén (3,590 ng/L), furosemida (605
ng/L), sotalol (504 ng/L), carbamazepina (345 ng/L), ofloxacina (306.1 ng/L),
naproxeno (264 ng/L), hidroclorotiazida (255.8 ng/L), lincomicina (248.9 ng/L),
atenolol (241.9 ng/L), sulfadiazina (236 ng/L), ibuprofeno (210 ng/L), acido
salicilico (205 ng/L) y bezafibrato (202.7 ng/L) presentaban las maximas

concentraciones.

En las Tablas 2a, b y ¢ se resumen las concentraciones de PFs detectados en
influentes y efluentes de PTARS, asi como aguas superficiales en diferentes

paises.
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Tabla 2a. Productos farmacéuticos detectados en distintos cuerpos de agua

Compuestos

Concentracién (ng/L)

Influente Efluente Ag u_a_ Referencias
superficial
a62-2452;
b, -
14522% b1060; b39; e250;
ei30-Zé 090" e5,990; f1.5-1,534;
68 107_’ ’ f80-24,525; i1,968;
Acetaminofén 482’ 687- i201,000; 1144-305;
i ! ' . i14.7-7,443; h1,794-
k6’813'7'51_5’ k80; '37-494; | 2,190; ,
59-16,900; .19 "4 1-73 aPapageorgiou et
1430-3,280; ' al., 2016
m20,1300
bGros et al., 2009
b30: e110; | "3-31; ©20-30; | °0.4-18; cPetrovi¢ et al.,
Acid 11-57; i17-48; | 1175 eé(7)-720; 2014
cido 1308-740; hga-112: 13- | 8/ 7;
o , 4-112; 113; d
clofibrico 7610 164.203- 196 1105-168: Gruji¢ et al., 2009
’ f0.3-8; eGros et al., 2006
h18.6-23.4
fKasprzyk-Hordern
mefenamico e5:117-1,269 | ©10; f5-222 T 9Ferrer et al., 2010
hNodler et al., 2010
21,192; _
b3 810; a153:  b42: 'Gracia-Lor et al.,
f1,479_ _b70; f1-497 c2_7-’ ' 2011
F4 - - Ve - 1 N !
Acido salicilico | 32.082; ,22’29202’4_ 0.3-140; iYan etal., 2014
576-1,673; " ' g i1160; 186.7- ) )
m276,700 236,100 184 Pereira et al., 2015
IStamatis y
Konstantinou, 2013
b104-1160; b27; °©50.6; o
b120-1310: e1150; e250: mGracia-Lor et al.,
Atenolol e740; : ’ 2010
! f1260-7602; f5-560;
f3090-33106 ’ ' ;
- h229-261 h62-69 "Kim et al., 2009
iBo et al., 2015.
b179-841;
e50; b10-464: ©€10: b0.3-25;
f135-1,391; 85-667; €1.6; e10;
Bezafibrato 198-140; h157-179; 10-90;
k0.7-1,348; i312; 126-151; h26-31; 149
460 k240; m390
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Tabla 2b. Productos farmacéuticos detectados en distintos cuerpos de agua
Concentracion (ng/L)
Compuestos
Influente Efluente Agu_a_ Referencia

superficial

a7-114; b37- b114-277; b1-60; ¢35.5;

277: 950; e630; d8-130; ©110;

f104_3,110; f152-4,596; f0.5-647;

Carbamazepina | 1326-1.012: h1,383-1,475; | 921-147; aPapageorgiou

i9.8-20.1; 1172-552; h255-275; etal., 2016
i12.1-22; 192-186; n4.5-
173-729 61 bGros et al., 2009
cPetrovi¢ et al.,
24,869; 2014
b270-1,250; b10-640; d s
€50-540: €390: Grujic et al,
126-1,161; 6-496: bp19:  c324; | 2009
i5.81-6.21; h1,403-1,581; | ©60; eGros et al., 2006
. k635.5 i690; f0.5-261; ‘

Diclofenaco 199.9-696: 12.8-6.37: M50-162: ﬁgrsdperrzg’k'et N
m1,490; k177.4; '33.5- | i358; I51.1; 2009 N
i566-22,800 242; m740; | "1.1-6.8;

n8.8-127; 9Ferrer et al.,
A167-7,010 2010
"Nodler et al.,
b26-1040; €360; | b2-378; ©320; 2010
112.7-18.2; i2008; 126.7; | 2986; iGracia-Lor et al.,
k1138.5; k169; 1126- | *0.7-76; i304; | 2011
; ; 1471-1252; 394; m1214; | '145-301; .

Gemfibrozi m2120: n3.9-17: n3.9-17 'van etal,, 2017

i490-76100; i115-627 kPereira et al.,
2015

b7 320-18,410; b12,070: IStamatis y

fegoo; _ °40-800; ®129;  °346; | Konstantinou,

968-6,328, | 165.491; e150; 2013

Ibuprofeno '243.8-296.5, | i15,100; '5-62,0.3-74; _
k1,266.9;'1,258; 111.1-320.2: i2 850: mGracia-Lor et
m39,800 k116.9: '78.9; | "11-38 al., 2010

"10-137; nKim et al., 2009
b30: €19 5: Bo et al., 2015.
Indometacina bgQ b80 °10
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Tabla 2c. Productos farmacéuticos detectados en distintos cuerpos de agua

Concentracién (ng/L)

Compuestos
Influente Efluente Agu_a_ Referencia
superficial
¢ e160-970; e130-620; f0.5-12; 170 bGros et al.,
Ketoprofeno 14-119,31-346 | '3-37:583 2009
cPetrovic et
€26.3; al., 2014
f34-130 ' !
f _ ’ f _ .
Metoprolol 39-146 2352-2674 | Sl | <Gros et al,
2006
Propifenazona €99.5 €9.09 fKasprzyk-
Hordern et
Salbutamol 2-321 1-234 '0.5-5 al., 2009
A 9Ferrer et al.,
16 201
Sotalol €120-200 €210 010
¢70; hNodler et al.,
2010
b13-448; Gracia.Lor et
9820; f3_44; racla-Lor e
b163-909; °870; | n474.544- °50; 10.5-8; | al,, 2011
. ! 95 -
Sulfametoxazol 13-274: 432, hgsz_é_%’?A; iyan et al.,
2460, 4-3180 | '1,060.3- 33:n1.7-3¢ | 2017
1,908.2; o _
n3.8-407 IStamatis vy
Konstantinou
, 2013
€8.1; _
1625-3,052; 0.5-183; "Kim et al,
Trimetroprim 1464-6796 h653-709; 9105; 2009
"0-188 908992 | gy et al,
3.2'5.3 2015.
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2.4. Presencia de productos farmacéuticos en aguas superficiales y
residuales de México

México es un pais lider en el redso del agua residual para irrigacion a nivel de
Latinoamérica y mundial, cerca de 350000 hectareas son regadas con esta
agua, las cuales se distribuyen en 30 distritos de riego a lo largo del territorio
nacional. De estos Distritos destacan los empleados en el Valle de Tula,
Hidalgo, los cuales representan cerca del 43% de la demanda total de agua
residual para riego, y el 33% del area total irrigada en el pais. Cerca del 90%
del agua residual producida en la Ciudad de México es transportada al Valle
de Tula mediante el emisor central, poniente y el gran canal (Jiménez y
Chavez, 2002; Duran, 2009). Por lo tanto, varios estudios se han realizado en
la zona del Valle de Tula con la finalidad de conocer la calidad del agua
residual con la que es regada suelos de la zona. Por un lado, Gibson et al.,
(2007), demostraron que la infiltracion del agua residual a través del suelo es
efectiva para la remocion de farmacos acidos (gemfibrozil, ketoprofeno y
naproxeno). Pero para compuestos como, triclosan, 4-nonilfenoles y acido
salicilico son capaces de pasar a través de la zona vadosa del suelo y llegar

al acuifero.

Por otra parte, Siemens et al., (2008), estudiaron la movilidad de PFs
seleccionados en diferentes puntos del sistema de riego de aguas residuales
del Valle de Mezquital en la Ciudad de México. Encontrando que las especies
anionicas de sustancias farmacéuticamente activas son moviles en los suelos
arcillosos del valle del Mezquital y muestran poca eliminacién durante el
almacenamiento del yacimiento, mientras que los compuestos catiénicos o
neutros son eficientemente retenidos. Mientras que Duran (2009), estudio la
presencia y distribucién del ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco vy
carbamazepina en dos clases de suelo (Phaeozem y Leptosol) con dos edades
bajo riego (10 y 90 afos), encontrando que los farmacos presentes en el agua
residual que se emplea para riego en el Valle de Tula se encontraban en el
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suelo que las recibe y estos compuestos se distribuian en el suelo en funcion

de su contenido de materia organica.

En un estudio realizado por el Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua
(IMTA), se avaluo la presencia de 15 PFs en aguas del rio Yautepec y Cuautla
y en el efluente de una PTARM de Yautepec ubicada en Morelos. En cuanto a
los resultados obtenidos en el efluente de la PTAR se detectaron los farmacos
atenolol (6.75-9.10 ng/ mL), sulfametoxazol (87-136 ng/mL), propanolol (2.85-
6.25 ng/mL), naproxeno (1.45-1.86 ng/mL). En el caso del rio, los farmacos
encontrados en mayores concentraciones fueron metoprolol (0.6-7.2 ng/mL),
sulfametoxazol (3- 204.5 ng/mL) en agua de rio de Yautepec, Morelos. En
agua de rio de Cuautla no se detecto la presencia de ningun farmaco (Avilés
et al., 2015). En la Tabla 3 se muestran los PFs detectados en otros estudios

realizados en México.

Tabla 3. Productos farmacéuticos detectados en aguas superficiales y residuales de
México

_ Concentracion
Compuesto Matriz Referencia

min-max (ng/L)

Acido Agua residual €29867; 472979 | °Castro, 2008
dChavez et al., 2011
salicilico - eFélix-Cafiedo et al.,
Agua superficial €29-309 2013
Bezafibrato Agua residual b30-650 bSiemens et al., 2008
a1720-6360: aGijbson et al.,, 2007
bSiemens et al., 2008
Agua residual ®2500-5000; cCastro, 2008
Diclofenaco *©1607; 93768 | 9Chavéz et al., 2011
- Félix-Cafiedo et al.
28-32 ’
Agua superficial 2013
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Tabla 3. Continuacion

_ Concentracion
Compuesto Matriz Referencia
min-max (ng/L)
a640-680; 20: | ®Gibson et al., 2007
Agua residual 630 bSiemens et al.,, 2008
. . ¢Castro, 2008
Gemfibrozil
Agua superficial 9-10 Felix-Cafiedo et al.,
2013
24380-5090; aGibson et al, 2007
b
Agua residual b2200-3800; Siemens et al., 2008
¢Castro, 2008
Ibuprofeno €2500; "4700 | dChavéz et al., 2011
Agua superficial 15-45 Félix-Cafiedo et al.,
2013
a15220-16650; aGibson et al.,, 2007
; bSiemens et al., 2008
Agua residual b4800-5600; '
Naproxeno d ) > *Castro, 2008
°13620; "16336 | dChavéz et al., 2011
Agua superficial 52-186 Félix-Cafledo et al.,
2013

*Concentracion promedio; **concentracion maxima

2.5. Métodos analiticos utilizados para la determinacion de PFs en agua
En las dltimas décadas, se ha intensificado el interés por el desarrollo de

técnicas analiticas que permitan la deteccion de concentraciones en el orden

de ng/L en medios acuosos, principalmente debido a que una gran variedad

de los contaminantes emergentes se encuentran por debajo del limite de

detecciéon instrumental. Es por ello, que la primera condicién previa para

seleccionar un compuesto para estudio es que dicho compuesto pueda ser

detectado en cualquier tipo de influente.
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Esto es particularmente importante porque generalmente los efluentes
derivados del agua residual experimentan una dilucion con agua proveniente

de otras fuentes después de ser descargadas (Castro, 2008).

Aunque existen numerosas metodologias analiticas desarrolladas para la
determinacion de PFs en muestras acuosas y en donde se sigue un
procedimento tipico ya conocido de acuerdo a Fatta et al., (2007) y se muestra
en la Figura 5. Sin embargo, actualmente aun falta mejorar algunos aspectos

metodoldgicos, que permitan disminuir la incertidumbre en la deteccién.

Figura 5. Procedimiento tipico para el andlisis de PFs en muestras acuosas (Fatta et
al.,2007).

La trazabilidad de los analitos desde la colecta de las muestras, el transporte,
el almacenamiento y el tratamiento analitico son los factores mas importantes
en el andlisis de muestras ambientales, debido a que pueden conducir a datos
e interpretaciones erroneas de los resultados. Ademas, se debe de tomar en
cuenta que en algunas ocasiones hay obstaculos logisticos que obligan a que
el andlisis inmediato de las muestras no sea posible y se tengan que
almacenar durante periodos largos de tiempo que pueden conducir a

alteraciones significativas en las propiedades del agua
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(Eljarrat, 2012; Llorca et al., 2014). Algunos parametros criticos que pueden
afectar la estabilidad de los PFs en las muestras de agua son: la naturaleza
de la matriz, la luz, la temperatura, el material del contenedor donde se
almacena la muestra y la adicion de preservantes en la muestra. Durante todo
el proceso desde la colecta hasta el analisis, las muestras pueden
experimentar diversas alteraciones, tales como, oxidacion, reduccion,
hidrolisis de compuestos y formacion de complejos quimicos,
despolimerizacion, cambio de pH, fotodegradacién, biodegradacion,

transformaciones abidticas, etc. (Mompelat et al., 2013) (Figura. 6).

Magorinl de
acondiclonmmento
de la sestra

LRl Degradacitn (folodegz adacidn. idrdlisis, =tc )
—_— Adsorcion

—— - Fotmacitn de complesos, oxidacitn, reducciin

e Clommmaacsin cruracta

Figura 6. Fuentes y posibles procesos que afectan la estabilidad de los PFs en las
muestras antes del analisis (Mompelat et al., 2013).

Todas las posibles alteraciones que presentan los PFs desde que se colectan
las muestras hasta su analisis representan obstaculos en las estrategias de
muestreo; siendo, la representatividad y conservacion de las muestras,
estabilidad de los PFs presentes en las muestras, la estabilidad de las
soluciones estandares utilizadas, ademas de las posibles pérdidas de analito
debido a la adsorcion en el material del recipiente contenedor y/o materiales
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del filtro, aspectos que deben analizarse cuidadosamente para desarrollar
estrategias adecuadas en las que se puedan reducir los errores adoptados
durante el desarrollo de un muestreo (Ort et al., 2010a; Petrovi¢, 2014). Por lo
tanto, cuando seg estudia la presencia y distribucion de los PFs en el medio
acuatico, la seleccion de la estrategia de muestreo apropiada depende en gran
medida de los objetivos de la investigacion y la recoleccion de muestras
homogéneas representativas es el requisito previo para la obtencion de datos
correctos. El origen del agua estudiada, especialmente su variabilidad espacial
y temporal y las caracteristicas fisicoquimicas de los contaminantes deben ser
comprendidas en su totalidad para el disefio de muestreos adecuados
(Petrovi¢, 2014).

2.5.1. Muestreo

El objetivo de un muestreo es tomar una porcibn de muestra que sea
representativa de todo el sistema, para ello se tomaron los lineamientos
establecidos por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos
(EPA, 1982) . Sin embargo, durante un muestreo se presentan variaciones en
el flujo del agua de acuerdo a la estacion del afio y por consecuencia el modo
de muestreo seleccionado podria subestimar o sobrestimar cantidades de los
PFs cuando el flujo varie y esto puede llevarnos a adquirir datos e
interpretaciones erréneas de los resultados. En cuanto al muestreo para PFs
en sistemas de aguas residuales, Ort et al., (2010a) llevaron a cabo una
revision de 87 publicaciones, y de acuerdo al analisis que realizaron pudieron
proporcionar una guia de muestreo paso a paso con una serie de
recomendaciones para tomar decisiones sobre el modo de muestreo, asi como
la frecuencia de muestreo apropiada en funcion de la variabilidad del flujo.
Ellos concluyeron que las muestras compuestas de 24 horas son mas
confiables que las muestras simples debido a que durante el muestreo del

agua, el flujo puede presentar variaciones en diferentes tiempos de escala
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(dia/noche, clima secol/lluvioso, etc.) alterando la concentracion de los PFs en
un tiempo dado.

No obstante, Baker y Kasprzyk-Hordern, (2011) encontraron que después de
12 horas de haberse colectado las muestras de agua residual, algunos
compuestos ya presentaban degradaciones significativas (>15%) y, por lo
tanto, concluyeron que para la seleccion de un protocolo de muestreo se debe

de tener en cuenta los PFs que se desean analizar.

En una revision realizada por Verlicchi et al., (2012) se evaluan en detalle las
campafias de muestreo llevadas a cabo en varios estudios (modo de
muestreo, nimero de muestras, etc.), identificaron que los periodos de
muestreo que mayormente se realizan son los de 24 horas correspondientes
a muestras compuestas. Entretanto Hughes et al., (2013) encontraron que el
muestreo simple de 24 horas ha sido el mas utilizado, para colectar muestras
de agua superficial en 41 paises para detectar la presencia de PFs en aguas
superficiales. En algunos casos serd necesario el uso de métodos de
preservacion fisicos donde no se introducen compuestos quimicos y/o
bioldgicos en la muestra, basados en la adiciébn de conservantes quimicos a
las muestras (Eljarrat, 2012; Sliwka-Kaszynska et al., 2003). Una forma de
evaluar y corregir posibles pérdidas de los analitos en la muestra y/o durante
del analisis es agregar un patrén interno (PIT) con una concentracién conocida
a la muestra justo después del muestreo o antes del analisis. Sin embargo,
esta alternativa esta limitada debido a que comercialmente no existen
estandares internos (compuestos marcados isotépicamente) para todos los
analitos de interés (Llorca et al., 2014).
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2.5.2. Preservacion de la muestra

Inmediatamente después de la toma de muestras, éstas se transportan
normalmente en el menor tiempo posible en hieleras, evitando todas las
fuentes de exposicion a la luz para minimizar la degradacion de los PFs y la
adsorcién tanto como sea posible hasta que las muestras lleguen al laboratorio
para pretratamientos, almacenamiento y analisis (Mompelat et al., 2013).
Pocos estudios evaliuan de forma exhaustiva aspectos de la preparacion de
muestras, principalmente limitados a la estabilidad de los compuestos en
matrices ambientales, mientras que para las pérdidas debidas a la adsorcion
no hay datos suficientes, Por lo tanto, es dificil dar una recomendacion general
de muestreo. Ademas, el efecto real de los pretratamientos sobre la
recuperacion de los analitos es muy variable y depende de la naturaleza de
los analitos de interés y del tipo de matriz. Algunos procedimientos de
pretratamiento y condiciones de preservacion son mas Utiles que otros, pero
en la dUltima instancia, no existe un protocolo universal que pueda

recomendarse para todos los casos (Petrovic¢, 2014).

2.5.3. Almacenamiento de la muestra

El almacenamiento de las muestras de agua muchas veces representa un
problema por la cantidad de espacio que necesita para almacenarlas. Por ello,
el almacenamiento de los extractos de las muestras resulta ventajoso en
muchos casos en términos de espacio, tiempo y manipulacion de éstas
durante las campafias de andlisis. Los extractos tienen menor volumen (de 10
a 1,000 veces) que las muestras de agua originales. En este enfoque, la
muestra de agua es extraida con un disolvente o cartucho adecuado, y el
cartucho o el extracto en el que han resultado retenidos los compuestos de

interés son almacenados (Carlson et al., 2013; Nodler et al., 2010).
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2.5.4. Técnicas de extraccion

Los analitos contenidos en las muestras deben de ser primero extraidos de la
matriz, y luego son concentrados antes del analisis instrumental. Por lo tanto,
la extraccion de PFs en muestras ambientales liquidas ésta basada en el
principio de retencion en una fase sdlida. Bajo este fundamento ha surgido la
extraccion en fase soélida (EFS), la cual puede ser acoplada en linea a técnicas
cromatograficas (Farré et al., 2012). En la EFS los analitos se aislan en funcién
de su retencion relativa por la matriz de la muestra y el sorbente. Este factor
hace que la eleccion del sorbente sea uno de los parametros mas importantes

durante la optimizacion de la EFS.

La interaccién sorbente-analito puede responder a diferentes mecanismos
entre los que cabe destacar la adsorcion, particion, intercambio idnico,
exclusion molecular, afinidad o una combinacion de ellos (Augusto et al.,
2013). Entre los sorbentes comerciales, el copolimero de divinilbenceno/n-
vinilpirrolidona con interacciones hidrofébicas/hidrofilicas (patentado por
Waters bajo el nombre Oasis HLB) es uno de los sorbentes mas utilizados para
la extraccion/preconcentraccién de contaminantes en muestras ambientales
liquidas. La elevada area especifica del Oasis HLB (en torno a 800 m?/g) y la
presencia en el polimero del grupo pirrolidona, que es un aceptor de
hidrégeno, mejora notablemente la retencién de compuestos polares, mientras
que el polimero de divinilbenceno permite la retencién eficaz de los
compuestos hidréfobos, lo que lo hace un absorbente ideal para andlisis
multiresiduo con analitos de diferentes propiedades quimicas (acidas, basicas

0 neutras).

Usualmente, la extraccion del analito de interés implica la desorcion del
compuesto de la matriz sélida y luego en disolucion en un solvente apropiado
o diferentes mezclas de disolventes. Con el objetivo de alcanzar suficiente
sensibilidad y selectividad, el proceso de extraccion generalmente requiere el

tratamiento de una cantidad considerable de muestra, el desarrollo de
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extracciones repetidas para asegurar el aislamiento completo del analito de
interés, una etapa de limpieza del extracto y la evaporacion del disolvente.
Todos estos pasos son necesarios para incremetar la eficiencia de extraccion,
sensibilidad y minimizar o eliminar las interferencias que puedan afectar la

determinacion del compuesto o compuestos de interés (Arbelaez, 2015).

2.5.5. Técnicas cromatograficas acopladas a espectrometria de masas

La determinacion analitica de los contaminantes de interés emergente en las
muestras medioambientales, requiere el uso de técnicas que proporcionen
sensibilidad, selectividad, precision y exactitud. Por eso, después de la
extraccion, limpieza y concentracion, los contaminantes de interés son
determinados normalmente usando técnicas cromatograficas acopladas a
espectrometria de masas. Entre las técnicas cromatograficas mas
ampliamente utilizadas para la separacion de los contaminantes se encuentran
la cromatografia de gases (CG) y la cromatografia de liquidos (CL).
Independientemente de la selectividad del sistema de deteccion, una buena
separacién y/o resolucién de los compuestos objeto de estudio es necesaria,
debido a la presencia potencial de sustancias que podrian interferir con la
correcta identificacion y cuantificacion de los compuestos que son de interés

en el analisis (Hernandez et al., 2014).

Las caracteristicas fisico-quimicas de los PFs juegan un papel crucial en la
técnica analitica ha utilizar. La estructura quimica del PFs determina su
poliridad y volatilidad (segun la ausencia o presencia de determinados grupos
funcionales y del peso molecular), lo que permite seleccionar la técnica mas
adecuada para su separacion cromatografica. La cromatografia de liquidos
acoplada a espectrometria de masas (CL-EM) o la cromatografia de liquidos
acoplada a espectrometria de masas en tandem (CL-EM/EM), para PFs
polares medios-altos, mientras la cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas (CG-EM) o la cromatografia de gases acoplada a
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espectrometria de masas en tandem (CG-EM/EM), para PFs no polares (Fatta
et al., 2007) (Figura 7).

CG-EM o CG-EM/EM
Con derivatizacion

CG-EM o CG-EM/EM Aspirina

Sin derivatizacion Ketoprofeno
Aspirina Nadolol

Codeina Acido tolfenamico
Ciclofosfamida Flurbiprofeno

Triclosan

Bezafibrato
Clofibrato

Diclofenaco Propanolol
Gemfibrozil Propifenazona

Carbamazepina
Diazepam
Acetaminofén

Indometacina Roxitromicina
lodopromida Salbutamol
Acido mefenamico Sulfametoxazol

Metoprolol
Naproxeno

Simvastatin
Sotalol

CL-EM o CL-EM/EM Omeprazol
Amoxicilina Doxicicilina Oxacilina
Atenolol Estrona Penicilina G
Betaxolol Hidroclorotazida Penicilina V
Bisoprolol lopamidol Pindolol
Cloramfenicol Metrodinazol Ranitidina
Ciprofloxacina Ofioxacina Espiramicilina
Clantromicina Enalapril Sulfacetamida
Clenbutenol Ifosmadina Sulfadiazina
Dimetil diazepam Ketorolaco Sulfametacina
Dicloxacilina Meticilina Tamoxifen
Entromicina Terbutalina

Furosemida Tetraciclina
lomeprol Tilmicosin
Lincomicina Trimetropim

Norfloxacina Tiloson
Virginiamicina

Figura 7. Técnicas analiticas aplicadas para la mayoria de los PFs en aguas
superficiales y residuales (Fatta et al., 2007).

2.5.5.1. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(CG-EM)

La cromatografia de gases es una técnica separativa que tiene la cualidad de
conseguir la separacion de mezclas muy complejas. Pero una vez separados,
detectados, e incluso cuantificados todos los componentes individuales de una
muestra problema, el Unico dato de que disponemos para la identificacién de
cada uno de ellos es el tiempo de retencion de los correspondientes picos

cromatograficos. Este dato no es suficiente para una identificacion inequivoca,
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sobre todo cuando analizamos muestras con un numero elevado de
componentes, como es frecuente en cromatografia de gases capilar. Por otra
parte, la espectrometria de masas puede identificar de manera casi inequivoca
cualquier sustancia pura, pero normalmente no es capaz de identificar los
componentes individuales de una mezcla sin separar previamente sus
componentes, debido a la extrema complejidad del espectro obtenido por

superposicion de los espectros particulares de cada componente.

Por lo tanto, la asociacion de las dos técnicas, CG y EM da lugar a una técnica
combinada GC-MS que permite la separacion e identificacion de mezclas
complejas. Por esta razon, la cromatografia de gases se emplea cuando los
componentes de la mezcla problema son volatiles o semivolatiles y
térmicamente estables a temperaturas de hasta 350-400°C. En resumen, una
mezcla de compuestos inyectada en el cromatografo de gases se separa en
la columna cromatogréafica obteniendo la elucion sucesiva de los componentes
individuales aislados que pasan inmediatamente al espectrometro de masas.
Cada uno de estos componentes se registra en forma de pico cromatografico
y se identifica mediante su respectivo espectro de masas (Gutierréz y Droguet,
2002).

2.5.5.2. Cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas
(CL-EM)

En las Ultimas décadas, la CL-EM ha permitido elevar la selectividad y
sensibilidad para el andlisis de los PFs, sin tener que realizar muchos procesos
de preparacion de muestra. En la separacion de estos contaminantes
mediante cromatografia liquida, la fase movil es un liquido constituido,
normalmente, por una mezcla de disolventes de distinta fuerza eluotrépica que

fluye a través de una columna que contiene a la fase estacionaria.

El proceso cromatografico consiste en una repeticion de etapas de

absorcion/desorcién, que tiene lugar durante el movimiento de los analitos a
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través de la fase estacionaria en funcién de sus afinidades. Con el objeto de
aumentar la eficacia en las separaciones, el tamafio de particula de la fase
estacionaria se ha ido disminuyendo hasta unas pocas micras, o que ha
obligado a utlizar sistemas capaces de soportar altas presiones para lograr
que fluya la fase movil a través de la columna analitica. De esta manera,
dependiendo del tamafio del particulado que componga la fase estacionaria,
se puede considerar la Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR),
con particulas de hasta 3.5 um , o la cromatografia liquida de ultra presion
(CLUP), con particulas < 2 um (Marin, 2010).

2.5.5.2.1. Interfases

Los primeros esfuerzos resefiables con objeto de conseguir acoplar CL a
detectores de EM se remontan a finales de los afios 60°s cuando el cientifico
ruso Talrozone y sus colaboradores desarrollaron una interfase inspirada en
las usadas en CG-EM, dotadas de ionizacion electrotrénica (IE). Esta interfase
se basaba en la introduccion directa del liquido procedente de LC a flujos muy

bajos, de alrededor de 1 yuL/min. Sin embargo, esta interfase quedd limitada.

Para los afios 80’s las interfases a presion atmosférica (PAs) empezaron a
destacar debido a su capacidad de determinar compuestos de elevado peso
molecular y a su robustez al permitir ionizar un amplio abanico de analitos en
matrices de diversa naturaleza. Estas interfases se caracterizan por la
formacion de los iones a presion atmoférica fuera de la zona de alto vacio,
evitindo los problemas técnicos relacionados con la incompatibilidad
liquido/alto vacio. Actualmente, las interfases de ionizacion por electrospray
(IES) Y por ionizacion quimica (IQ) son las mas utilizadas en los instrumentos
CL-EM, habiendo contribuido determinante al rapido progreso tecnoldgico de
la espectrometria de masas. Cuando el acoplamiento LC-MS se lleva a cabo
mediante una interfase IES, y entre las moléculas del analito y las de la fase

movil tienen lugar reacciones de tranferencia protonica en fase vapor y como
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resultado, se pueden obtener moléculas de analito protonadas, desprotonadas
y también aductos con moléculas de solvente de la propia fase movil, siendo
muy comunes los aductos sodiados y amoniados. Los aductos formados con
moléculas de solvente (HsO*, CH3OH2*, CH3CNH®...) se suelen convertir en
[M+H]* cuando aumenta el voltaje de cono, ya que la primera fragmentacion
que sufren (fragmentacion de cono) es la pérdida de la mdlecula de solvente
(Marin, 2010).

2.5.6. Estabilidad de los analitos en las muestras

El analisis inmediato de las muestras es la opcidn mas recomendada. Esto es
a menudo dificil o imposible de realizar, sobre todo en el caso de grandes
campafias de monitoreo donde la toma de muestran puede llevar varios dias.
Por lo tanto, la estabilidad de los compuestos de interés en las muestras
durante periodos relativamente cortos de tiempo durante el transporte y
almacenamiento puede verse comprometida y llevar a cuestionar la
confiabilidad de los resultados obtenidos (Petrovi¢, 2014). Debido a esta
situcién, es comun que la concentracion de los analitos de interés en muestras
ambientales sea sub-estimada asumiendo que las muestras permanecen sin

cambios durante ese periodo.

Por otra parte, ya se ha comentado que los PFs presentan distinta estabilidad
en aguay que ésta depende de diversos aspectos (naturaleza de las muestras,
condiciones de almacenamiento, etc.). Por ejemplo, la cafeina, el ibuprofeno y
el acetaminofén son compuestos facilmente degradables en las PTARs y en
el medio ambiente, mientras que la carbamazepina se sabe que es muy

estable en el medio ambiente (Vanderford et al., 2011).

Mompelat et al., (2013) encontraron que el control de la temperatura era un
buen método de preservacién para la mayoria de los 58 PFs medidos en
muestras de aguas naturales, sin embargo, no todos los PFs fueron estables

utilizando este método de preservacion. Compuestos como el diazepam,
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sulfonamidas, fluoxetina, diclofenaco, triclosan, albuterol, fenofibrato,
iodoareno, fluoroquinolonas, tetraciclinas, tilosin, nitrofurano, antibioticos y
17B-estradiol son fotosensibles. En otros casos, la adicibn de agentes
quimicos dentro de la muestra, tales como azida de sodio (NaNs),
formaldehido (CH20), metanol (CHsOH), &cido sulftrico (H2SO4) y &cido
clorhidrico (HCI) pueden prolongar la estabilidad de algunos PFs durante el

almacenamiento.

Mientras que Hillebrand et al., (2013) y Vanderford et al., (2011) evaluaron el
efecto de distintos agentes conservantes sobre la estabilidad de los analitos
en muestras de agua, recomendando el uso de NaNs a 4°C, condiciones con
las que obtuvieron mayores recuperaciones de los analitos de interés.
Ademas, la adicion de NaEDTA (Sal disodica del &acido
etilendiaminotetraacético deshidratada) a muestras en diferentes condiciones
de almacenamiento ha mostrado un incremento drastico en la estabilidad de
algunos antibioticos almacenados a -20°C (Llorca et al., 2014). Por su parte,
Baker y Kasprzyk-Hordern, (2011) encontraron que la acidificacion a pH 1.8
mejora la estabilida de la mayoria de los compuestos. Por su parte, Carlson et
al., (2013) mostraron que si los cartuchos EFS se mantenian en
almacenamiento en el congelador a -20°C, se obtenian recuperaciones
aceptables (pérdidas por debajo del 19% con una pérdida media del 9%)
después de 20 meses.

2.5.7. Estabilidad de los analitos en las soluciones estandares

Ademas de la estabilidad de los analitos en las muestras, la estabilidad de las
soluciones de patrones estandares (SPEs) es igualmente importante. Y a
menudo, las bajas recuperaciones obtenidas en el andlisis, la falta de
linealidad y/o las desviaciones estandares relativas son debido a pérdidas en

las soluciones estandares. Por esta razon, es una practica muy comun
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preparar soluciones estandares patron al comienzo de los estudios vy
almacenarlas refrigeradas o congeladas hasta su uso (Petrovi¢, 2014).

Las SPEs suelen prepararse en disolventes organicos y almacenarse a -20°C.
Sin embargo, se ha reportado que, por ejemplo; el tadalafil y la lamotrigina,
tienden a precipitar cuando se almacenan a -20°C o incluso en el rango de 4-
6°C, mientras que otros compuestos presentaron perdidas en la concentracion
>20% durante el almacenamiento de las soluciones durante un afio a
temperatura ambiente (Karinen et al., 2011), mientras que otros compuestos,
como las tetraciclinas, presentan fotodegradacion y deben ser almacenadas

en la oscuridad (Gros et al., 2009).

Asimismo, Gaugain et al., (2013) evaluaron la estabilidad de las SPEs de 53
antibiéticos, almacenadas a -20°C por un periodo de un mes a un afo. Los
resultados mostraron que la mayoria de las soluciones patrén de antibioticos
se mantuvieron estables durante un maximo de 6 meses, pero algunos
compuestos, tales como la gentamicina, antibiéticos derivados de la penicilina,
y las cefalosporinas, tenian una estabilidad limitada de 1 mes, incluso aunque
estuvieran a -20°C. Por lo tanto, a pesar de aplicar distintos métodos de
conservacion, cabe esperar que algunas soluciones de PFs presenten
problemas de estabilidad, por lo que lo mejor es preparar las SPEs cada vez

que se van a utilizar.

2.5.8. Pérdidas debido a la adsorcién de los analitos al contenedor

Los PFs pueden absorberse a la materia organica (materia en suspension,
coloides) en muestras naturales de agua, y lo mismo puede pasar en la
superficie del recipiente donde se colecta la muestra. Esta tendencia a
adsorberse de los PFs no sélo depende de las propiedades del material de la
botella o de la materia en suspension, sino que también depende de las
caracteristicas (estructura, pKa, solubilidad, etc.) y concentraciones de los

PFs, la composicion de la matriz (salinidad, pH, etc.), la temperatura, etc.
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Los PFs de caracter hidrofébico (log Kow >4, ejemplo, hormonas esteroidales),
pueden adherirse al material de muestreo y se puede subestimar la
concentracion real en la muestra (Mompelat et al., 2013). Por otro lado, las
botellas que se utilizan comunmente para muestrear aguas deben estar
limpias e inertes para evitar la pérdida de PFs y evitar alteraciones en la

composicién original de la muestra.

Se han descrito en la bibliografia diversos tipos de botellas utilizadas en el
muestreo natural de agua: botellas de vidrio silanizadas y no silanizadas
(a@mbar), botellas de polietileno de alta densidad (-CH2-CH2-)n, polietileno de
baja densidad, polipropileno y botellas de vidrio no especificadas, etc. (Hebig
et al., 2014; Hildebrandt et al., 2006; Suri et al., 2012; Vanderford et al., 2011).
Los efectos de los diferentes materiales de los contenedores de muestra y el
efecto de la silanizacion de los recipientes de vidrio sobre la reproducibilidad
en el analisis de los estrogenos a niveles de trazas fueron estudiados por
Suri et al., (2012), y determinaron que la silanizacién del vidrio provee en el
andlisis una menor pérdida porcentual debido al contacto con los materiales
del recipiente de muestra. Esto se debe a que la silanizacion desactiva los
grupos polares (Si-OH) y disminuye su hidrofilicidad por la union quimicamente
de la capa de silicona no absorbente sobre la superficie de vidrio (Petrovic,
2014).

Por otro lado, Vanderford et al., (2011) recomiendan utilizar botellas de vidrio
ambar como recipiente de muestro en lugar de utilizar (-CH2-CH2-)n porque
observaron que este material puede contener aditivos que pueden ser
lixiviados de la botella y pueden causar interferencias (efecto matriz) durante
el analisis de los PFs. Con respecto a los antibidticos, se demostré que
utilizando recipientes de vidrio o (-CH2-CH2-)n se obtuvieron buenos
porcentajes de recuperacion (86-93%), y la posible pérdida que se puede tener
no se debe a los recipientes que se utilizan, sino a que las tetraciclinas en

particular son estructuralmente muy inestables (Mompelat et al., 2013). Por el
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contrario Tso et al., (2011), recomiendan usar recipientes de plastico en lugar
de los de vidrio debido a las posibles perdidas por la absorcion de los

compuestos de interes a las paredes del recipiente de vidrio.

2.6. Productos de transformacion de los farmacos presentes en el medio
ambiente acuatico
Generalmente, los farmacos son absorbidos por el organismo después de la

ingesta y estan sujetos a reacciones metabdlicas, tales como reacciones de
fase | (funcionalizacion), que incluyen oxidacion, reduccién e hidrélisis, y
reacciones de conjugacion de fase Il para formar metabolitos polares
farmacolégicamente inactivos, sucesivamente mas polares que los
compuestos originales, aumentando asi la excrecidn en orina y heces fecales.
Las reacciones de fase 2 se denominan a menudo reacciones de conjugacion
e implican la adicion de un grupo funcional tal como acetilo, sulfato, acido
glucurénido, glutacion o algin aminoacido que generalmente aumenta la
polaridad (Daughton y Ternes, 1999; Nikolaou et al., 2007; Rivera-Utrilla et al.,
2013).

Durante el tratamiento de las aguas residuales estos metabolitos pueden
experimentar procesos bibticos y abiodticos, tales como hidrdlisis, fotolisis,
oxidacion y metabolismo microbial (Kimmerer, 2009; Pic6 y Barceld, 2015),
para formar nuevas entidades quimicas con diferentes propiedades, conocidas
como productos de transformacion (PTs) como consecuencia de la no
selectivad de los radicales hidroxilo (HO+) que pueden desencadenar vias de
reaccion complejas. La comprension de la transformacion de los PFs es
esencial para determinar con precision su destino final en el medio ambiente,
realizar evaluaciones precisas del riesgo y mejorar su eliminacién (Boxall et
al., 2004; Fatta-Kassinos et al., 2011).

Desde el punto de vista ambiental, es de gran importancia la deteccion de los
PTs, generados durante el tratamiento de las aguas residuales, debido a que
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estos compuestos y sus metabolitos pueden ser potencialmente toxicos, mas
recalcitrantes e incluso mas bioacumulables que los compuestos originales
(Kummerer, 2011; Richardson y Kimura, 2017). Los conjugados hidrolizables
son tomados en cuenta debido a que existe evidencia que sugiere gue algunos
de ellos, como los glucoronidos y sulfatos, pueden ser parcialmente
hidrolizados en el agua residual incrementando con ello la cantidad de farmaco
inalterado liberado al ambiente. En la Tabla 4 se muestran algunos ejemplos
de farmacos encontrados en el ambiente, asi como las fracciones de
compuesto inalterado y conjugados hidrolizables de la sustancia original
excretados por orina y heces fecales, asi como algunos de los metabolitos
producidos (Duran, 2009).

Tabla 4. Ejemplos de PFs excretados en su forma inalterada y como conjugados
hidrolizables (Duran, 2009).

Compuesto Compuesto | Conjugados Metabolitos
original hidrolizables

1-hidroxi-ibuprofeno
2-hidroxi-ibuprofeno
Ibuprofeno 10% 5% 2-carboxi-ibuprofeno
2-hidroximetil-ibuprofeno
Acil glucurénido
O-desmetil-naproxeno

Naproxeno 10% 60% Acil glucurénido
Acido salicilico
Acido acetilsalicilico 8% 85% A,C".jO Sa“CII,u.”CO
Acido gentisico
Acil glucurénido
2-hidroxi carbamazepina
Carbamazepina 31% 2% 3-hidroxi carbamazepina
10,11-dihidro carbamazepina
Trimetoprim 43% 2% a-hidroxi-trimetoprim
Sulfametoxozol 30% 1% Ns-acetil-sulfametoxazol
Acetaminofén 3% 93% Acetofenitidina
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La identificacion de PTs en matrices ambientales complejas es un desafio,
especialmente debido a sus concentraciones muy bajas en presencia de
materia organica natural, proteinas y otras macromoléculas complejas que

pueden interferir con el sistema de deteccion (Celiz et al., 2009).

Sin embargo, en los Udltimos afos, la espectrometria de masas de alta
resolucién (EMAR), proporcionada por analizadores de masas como tiempo
de vuelo (QTOF) o Orbitrap se esta convirtiendo en una alternativa muy
poderosa para la determinacion de los contaminantes de interés emergente en
muestras medioambientales debido a que permiten la adquisicion de espectros
de iones de barrido completo, con la masa precisa de los iones del producto
para las posibles incognitas con un solo instrumento (Ibafiéz et al., 2017; 2005;
Bletsou et al., 2015; Pic6 y Barceld, 2015; Peréz y Barcelo, 2007).

EMAR ofrece la posibilidad de ejecutar un analisis de barrido completo con
una alta resolucion y exactitud de masa, asi, se pueden identificar un nimero
ilimitado de compuestos, sin requerir la preseleccion de los analitos o incluso
sin tener estandares disponibles (Vazquez-Roig et al., 2013). En EMAR, los
iones se miden con un poder de resoluciéon alto, es decir, los iones con
relaciones m/z ligeramente diferentes pueden distinguirse entre si. La
caracteristica mas importante de la EMAR es la capacidad de determinar las
férmulas moleculares de los analitos a partir de mediciones de masa precisas
(Figura 8).
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Figura 8. Espectros de masas de iones producto obtenidos para epoxicarbamazepina
(epoxi) y trans-carbamazepina (TRANS) en un instrumento cuadrupolo-Orbitrap a 10
eV, y via de fragmentacion propuesta para la trans-carbamazepina (Pic6 y Barcel6,
2015).

2.6.1. Clasificacion de los productos de transformacién

Los PTs que se forman en el medio ambiente se pueden clasificar en dos
categorias: productos de biotransformacién formados por procesos biéticos, y
PTs formados por procesos abidticos como por ejemplo, degradacién
fotoquimica directa y una amplia gama de vias fotoquimicas indirectas,
incluyendo la reaccién con sélo oxigeno (O2), radical hidroxilo (°OH), radicales
peréxido (°OOR), materia organica fotoexcitada y otras especies reactivas
(Farré et al., 2008).

Las transformaciones estructurales también pueden ser el resultado de la
aplicaciébn de procesos tecnoldgicos, como el tratamiento de efluentes
mediante procesos de oxidacion avanzada (POAs). Estos procesos son
meétodos novedosos bastante eficaces para el tratamiento de aguas residuales

(Michael et al., 2014). Los productos de biotransformacion incluyen
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metabolitos humanos, animales y microbianos en sistemas modificados y
naturales. Los PTs abidticos son el resultado de la hidrdlisis, degradacion
fotolitica y fotocatalitica en el entorno natural y POAs (Bletsou et al., 2015).

2.6.1.1. Productos de transformacion formados por reacciones bidticas

Los productos de transformacion se forman por actividades microbianas en
compartimentos ambientales naturales y/o artificiales, tales como suelo, aguas
superficiales 0 PTARSs. Las reacciones enzimaticas que estan implicadas en la
transformacién microbiana, pueden ser la hidroxilacion, oxidacion de
nitrogeno, azufre y desalquilacién y reduccion, deshalogenacion, reduccién
nitro e hidrolisis de amidas y ésteres carboxilicos. En los mamiferos, ademas
de la oxidacion y la reduccion, también se producen reacciones de conjugacion
con moléculas enddgenas, tales como hidratos de carbono, sulfato, glutation
y aminodcidos. Algunos contaminantes ambientales se acumulan
significativamente y posteriormente se transforman en la vida silvestre. En
particular, los organismos acuaticos se consideran los receptores primarios, y
pueden mostrar cualitativamente y cuantitativamente diferentes vias
metabdlicas en comparacidén con los microbios y los seres humanos. Por lo
tanto, los metabolitos formados en los organismos acuaticos y su toxicidad son

de creciente preocupacion ecotoxicoldgica (Bletsou et al., 2015).

2.6.1.2. Productos de transformacién formados por el metabolismo
microbiano

Debido a la creciente presencia de CEs en las aguas residuales, la formacién
de PTs durante el tratamiento bioldgico, asi como los mecanismos que tienen
lugar, han sido investigados para varias clases de productos farmacéuticos.
La mayoria de los estudios se realizaron en sistemas discontinuos con lodo
activado. En casi todos los estudios, las reacciones oxidativas, tales como
hidroxilacion, oxidacion y desalquilaciéon, se observaron como el principal

mecanismos de biotransformacion (Kormos et al., 2010; Fenu et al., 2010;
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Prasse et al., 2011). En algunos casos, la oxidacion de grupos hidroxilo fue
seguido por descarboxilacion oxidativa, desacetilacion, y desalquilacion que
tiene lugar en los restos de amida (Vogna et al., 2004; Postigo y Richardson,
2014). Moléculas con grupos N, O- 6 S-alquilo se transformaron
probablemente en formas desalquiladas. Otras reacciones oxidativas incluyen
apertura del anillo, desaminacion oxidativa y descloracion (Helbling et al.,
2010; HolCapek et al., 2008). Ademas, las reacciones de conjugacion, tales
como fosforilacion, sucinilacion y sustitucion de glutation, son también posibles

mecanismos de biotransformacion (Bletsou et al., 2015).

Quintana et al., (2005) investigaron la biodegradabilidad del ibuprofeno en los
lodos de una PTAR, demostrando que se degradé cometabdlicamente. La
biodegradacion del ibuprofeno comenzé después de un retraso de
aproximadamente 5 dias y se complet6 después de 22 dias. Dos isdmeros de
hidroxi-ibuprofeno fueron tentativamente identificados como los principales
productos de degradacion por CLAR-EM-EM. Mientras, Pérez et al. (2005)
informaron sobre el comportamiento del trimetoprim en un reactor de
biodegradacion de laboratorio lleno de lodo activado recolectado de diferentes
etapas de una PTARM: tratamiento primario, lodo activado, lodos activados
nitrificantes y, efluente final después de la desinfeccién. El trimetoprim mostré
alta resistencia a la degradacién microbiana en las aguas residuales del
tratamiento primario y el tratamiento con lodos activados. Sin embargo, la
degradacion primaria de este compuesto se complet6 en 3 dias en las aguas

residuales del proceso de nitrificacion.

Helbling et al. (2010) investigaron intensamente la transformacién microbiana
de 30 compuestos xenobidticos con grupos amida y observaron 53 PTs
resultantes de la hidrélisis de amidas, N-dealquilacién, hidroxilacién,

oxidacion, dehalogenacion, conjugacion de glutation y muchas mas vias.
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2.6.1.3. Productos de transformacion (metabolitos) formados en el
cuerpo humano

En el cuerpo humano, los farmacos pueden ser transformados en uno o mas
metabolitos y excretados como una mezcla del compuesto original y
metabolitos, en los que el compuesto original es a menudo el componente
menor. Sin embargo, algunos farmacos se metabolizan mal y se excretan sin
cambios. El grado de metabolismo depende de una serie de parametros,
incluyendo la edad, el sexo, la etnia, la constitucion del paciente y el momento
de la administracion. De acuerdo a Vieno y Sillanpaa, (2014), del diclofenaco
administrado por via oral, entre el 65 y el 70% se excreta en la orina y el 20-
30% en las heces como farmaco precursor o como metabolito. En la Figura 9
se presenta la via metabolica del diclofenaco en el cuerpo humano, que

muestra seis metabolitos de la Fase | del diclofenaco en plasma humano, orina

y/o heces.
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Figura 9. Principales metabolitos del diclofenaco formados en el cuerpo humano
(Vieno y Sillanpaa, 2014).

Asimismo, es importante considerar que las interacciones farmaco-farmaco
causadas por la induccion o inhibicidbn enzimatica, asi como el metabolismo
mejorado debido a la exposicidon previa, también pueden influir en la
farmacocinética de los farmacos (Pérez y Barceld, 2007). Sin embargo, los

metabolismos humanos y microbianos presentan en parte las mismas
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reacciones metabdlicas y por lo tanto los mismos metabolitos, por lo que su
discriminacion en muestras ambientales es a veces dificil. Kern et al., (2009)
declararon que 6 PTs farmacéuticas encontradas en las muestras de agua
superficial eran metabolitos humanos, 2 para metamizol, 1 para aminopirina, 2
para carbamazepina y 1 para verapamilo. Sin embargo, cuatro de estos seis
metabolitos se formaron a través de epoxidacion, dihidroxilacion y O-

desmetilacién, que también pueden tener lugar en el metabolismo microbiano.

2.6.1.4. Productos de transformacion formados en la vida silvestre

Los CEs son ubicuos en el ambiente debido a su baja degradabilidad, y
probablemente se acumulan en la biota (bioacumulacion) y sedimentos. La
biotransformacion en organismos, como proceso subsiguiente de
bioacumulacién, es de gran interés para aclarar el destino y la toxicidad de los
PTs. Sin embargo, los estudios del metabolismo de los farmacos en peces son
extremadamente limitados y la via metabdlica y las enzimas responsables del
metabolismo de los farmacos en los peces son en gran parte desconocidos.
Ademas, los metabolitos de los CEs se han medido en varios tejidos (por
ejemplo, sangre, grasa y huevos de aves) y en organismos marinos
(incluyendo peces), pero en muchos casos no se sabe si los compuestos
formados son el resultado del metabolismo in vivo o si se bioacumulan desde

el medio ambiente (Bletsou et al., 2015).

En el estudio de Brozinski et al.,, (2013) determinaron la presencia de 17
farmacos y seis metabolitos de fase | en la bilis de dos especies de peces
silvestres: brema (Abramis brama) y cucaracha (Rutilus rutilus). En los
estudios de Kallio et al., (2010) se expuso la trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss) a diclofenaco por via intraperitoneal y los principales metabolitos
encontrados en la bilis de los peces fueron los acil glucurénidos de diclofenaco
hidroxilados, asi como un éter glucurénido de diclofenaco hidroxilado vy

diclofenaco no metabolizado.
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Acenfia, (2017) realiz6 un estudio similar para diclofenaco y carbamazepina en
carpa (Cyprinus carpio) y barbus del Ebro (Barbus graellsii) encontrando 13

metabolitos del ibuprofeno y 11 de la carbamazepina en la bilis de los peces.

2.6.1.5. Productos de transformacién formados por procesos abiéticos

en sistemas acuaticos

Los PTs abidticos se forman mediante procesos de tratamiento de agua y en
el medio acuético por hidrdlisis y fotdlisis. Los mecanismos de reaccion
oxidativa a menudo dependen de la formacion de intermedios reactivos de
corta duracién que contienen oxigeno, tales como radicales hidroxilos (*OH).
Generalmente, los PTs formados se correlacionan con las condiciones del
proceso, por ejemplo, las propiedades fisicoquimicas de la matriz, y las
condiciones especificas del tratamiento (por ejemplo, tiempo y medio).
El ozono es un oxidante fuerte que se puede utilizar como un agente mas
selectivo para la eliminacion de CEs. La ozonizacién puede tener lugar por la
reaccion directa de la molécula de ozono con el compuesto de interés o por
medio de radicales hidroxilos producidos a partir de la descomposicion de
ozono en medios acuosos. En la practica, tanto las reacciones directas como

las indirectas tienen lugar simultdneamente (Bletsou et al., 2015).

El ozono se utilizé recientemente como una cuarta etapa de tratamiento a gran
escala en el tratamiento de aguas residuales (Zimmermann et al., 2011). Sin
embargo, junto a los PTs de ozonizacion, se pueden formar subproductos
generados por la oxidacion de los componentes de la matriz, como la N-
nitrosodimetilamina (NDMA), que es un compuesto cancerigeno (Postigo y
Richardson, 2014). Asimismo, en la cloracion se pueden producir PTs
biol6gicamente activos, especialmente cuando el contenido inorganico en la
matriz de agua es muy alto, y por lo tanto, se producen algunas especies

reactivas, tales como el radical cloro (+Cl) que puede conducir a la formacién

44



de compuestos organicos clorados, que se sabe son muy nocivos y, en
algunos casos, capaces de generar sustancias persistentes.

En este proceso de desinfeccion, el acido hipocloroso (HCIO) es el reactivo
principal responsable de la destruccion del patdgeno, pero tanto HCIO como
ClO- reaccionan con compuestos organicos, dando productos de adicion,
sustitucion u oxidacion. Una de las principales preocupaciones con respecto a
los subproductos de desinfeccion de la cloracion es que se sabe que NaClO
produce PTs genotéxicos (Postigo y Richardson, 2014; Bletsou et al., 2015).
Los PTs generados en el agua durante los distintos procesos de oxidaciéon
avanzada se explican en mas detalle en Postigo y Richardson, (2014) y
Michael et al., (2014).

2.7. Remocion de productos farmacéuticos durante el tratamiento de
agua residual

La principal fuente de entrada de los PFs al medio ambiente, es a través de
las PTARS. Estas estan disefiadas para eliminar eficazmente una amplia gama
de sustancias, tales como particulas, sustancias carbonosas, nutrientes y
patdgenos (Luo et al., 2014; Verlicchi et al., 2012). Sin embargo, estas PTARS
tienen una capacidad limitada para eliminar PFs de las aguas residuales,
debido a que la mayoria de estos compuestos no pueden ser metabolizados
por microorganismos como fuente de carbono e incluso pueden inhibir la
actividad de los microorganismos o producir su bioacumulacién en la cadena
alimentaria (Rivera-Utrilla et al., 2013). La eficacia de eliminaciéon de las
PTARs y en consecuencia la aparicion de PFs en los efluentes depende
principalmente de su biodegradabilidad y de sus propiedades fisicoquimicas
tales como solubilidad en agua, tendencia o no a adsorberse en los lodos

activados y tendencia a volatilizarse (Stamatis y Konstantinou, 2013).

Ademas, los procesos de tratamiento empleados en cada PTAR pueden
afectar la eliminacion de los PFs. Algunos de los factores que pueden influir

45



en la eliminacion de PFs son (a) condiciones redox (diferentes eficacias de
eliminacion para condiciones anaerobias, andxicas y aerobias), (b) diferentes
condiciones de pH (Verlicchi et al., 2012), (c) cinética de biodegradacion (Kbiol)
(Ternes et al., 2004), (d) tiempo de retencién hidraulico (TRH) y tiempo de
retencion de lodos (TRL) (Bo et al., 2015; Gros et al., 2010; Luo et al., 2014),
(e) variaciones en el caudal (Kasprzyk-Hordern et al., 2009) y (f) condiciones
climatologicas y epoca del afio (época de lluvias, calor, verano, invierno, etc.)
(Kosma et al., 2014; Suéarez et al., 2008), que darian lugar a diferentes
patrones de consumo de PFs durante el afio, un incremento en el consumo de
agua o un aumento de la lluvia (efectos de dilucion), o diferente influencia de
la temperatura ambiental en los procesos biolégicos (la cinética de
biodegradacion en invierno es mas lenta debido a la baja temperatura) (Ma et
al., 2013).

Con respecto a estos factores, Castiglioni et al., (2006), reportaron eficiencias
de remocidn mayor en verano que en invierno e incluye amoxicilina (mediana
de aproximadamente 75% en invierno y 100% en verano), atenolol (10% y
55%), bezafibrato (15% y 87%), enalapril (18% y 100%) , furosemida (8% y
54%), ibuprofeno (38% y 93%), ranitidina (39% y 84%) y sulfametoxazol (17%
y 71%), similar remocidn se obtuvo en verano e invierno para ciprofloxacina
(60%), hidroclorotiazida (30%) y ofloxacina (50%), mientras que la
carbamazepina, claritromicina, eritromicina, lincomicina, salbutamol vy
espiramicina, mas estrona en ambas estaciones no hubo remocién. También
de acuerdo a los factores mencionados anteriomente se pueden obtener
eficiencias de remocion medias, bajas, 0 incluso negativas, con

concentraciones mayores en los efluentes que en los influentes.

Este ultimo fendmeno se puede deber principalmente a la conversion de sus
glucurénidos y otros metabolitos conjugados en el compuesto original a traves
de procesos enzimaticos en las PTARs (Kosma et al., 2014; Verlicchi et al.,
2012; Vieno et al., 2007). En la Tabla 5 se presentan algunos porcentajes de
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remocion de los PFs més representativos de diferentes grupos terapeuticos

eliminados con diferentes tratamientos biologicos.

Tabla 5. Porcentajes de remocion (%) de PFs reportados en diferentes estudios

Compuestos

% remocioén
(promedio)
Min.-Max.

Referencia

Acetaminofén

a(99); b(84); ¢(99.9); ¢(100); 986.4-100.

Acido salicilico

3(96); °(87); ¢(100).

Atenolol a(59); b(41); 9<10-76.
a, - c - +d()- - e ] . .
Bezafibrato (69); ¢(79); *d0 §(07,0)(30), 36-99.9;
: "46.3+15.9; "923-100; *9>23->99; {(52);
Carbamazepina g_67.35

3(58); ¢(46); "2.2-41; *496-99; *>90-

Diclofenaco 100; €81; ***97.1-65.1; h(-125).

Gemfibrozil a(67); ¢(53); ¢(-150); "(-77); 95-68.
a, - C . *d _ - +d _ .

Ibuprofeno (91); °(94); *7.2-16.8; *934-100;

e1(100); 9-13-99.

Indometacina

b(81.85); "(98); 9<10-23.

Ketoprofeno a(69); 2(67); 9(4); ¢(38); ***930-99.
Naproxeno a(86); 0(91); "921.6-42; ¢(80); '84/>90;
***935-96; N(97).
Sulfametoxazol a(74); v(60); *d-3.5-15.5; "d2-62; *4(98);
¢(80); *"90-100.
b, - kkd - +d - . _ - KkkQ_ _
Trimetoprim (60); **4(90); +9>90-51; 94-45; ***3-56

88.

aGros et al., 2010
bPapageorgiou et al.,
2016
cPereira et al., 2015
dLuo et al., 2014
eGracia-Lor et al., 2012
fyang et al., 2017
9Verlicchi et al., 2012
hCarmona et al., 2014

Tipo de tratamiento: 2>¢"9"_odos activados; *Floculacién-coagulacion; **proceso de adsorcion por carbén activado;
***Reactor biolégico de membrana; +procesos de oxidacion avanzada y ozonizacion.

Los PFs que se encuentran en las aguas difieren ampliamente en sus
propiedades fisico-quimicas y biologicas y las PTARS no estan disefiadas para
eliminar del todo estos contaminantes. Por lo tanto, para su completa

eliminacion es necesario adaptar las PTARs con las nuevas tecnologias ya
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existentes. Varias tecnologias han sido evaluadas en los ultimos afios con el
fin de aumentar estas eliminaciones. Estas incluyen el uso de ozonizacién y
POAs (De la Cruz et al., 2012; Hernandez-Leal et al., 2011; Kim et al., 2009),
adsorcion por carbén activado (CA) granular (CAG) o en polvo (CAP)
(Hernandez-Leal et al., 2011; Kovalova et al., 2013), membranas de filtracion
(microfiltracion (MF) y ultrafiltracion (UF) (Jermann et al., 2009), y biorreactores
de membrana (MBR) que combinan el tratamiento bioldégico con lodos
activados vy la filtracion en membrana (MF y UF) (Trinh et al., 2012). Las
ventajas, desventajas y costos de usar estas tecnologias han sido discutidas
ampliamente por (Luo et al., 2014; Richardson y Kimura, 2017).

2.8. Evaluacién de riesgo ambiental (ERA)

Los PFs, son sustancias quimicas bioactivas potentes que estan disefiadas
para dirigirse a vias metabdlicas y moleculares especificas en humanos y
animales, pero también pueden tener efectos secundarios notables (Fent et
al., 2006). Los residuos de PFs pueden tener efectos sustanciales en el medio
ambiente comparables o mayores que los de los productos quimicos agricolas
(Cleuvers, 2003). Los modos de accion desconocidos de los PFs en los
organismos inferiores (invertebrados y microorganismos) dificultan la
prediccién de la toxicidad y pueden potencialmente ser capaces de tener

impactos negativos en estos organismos (Rivera-Utrilla et al., 2013).

Por ejemplo, el uso inapropiado del diclofenaco y las practicas culturales
asociadas con respecto a la eliminacion de cadaveres de animales, junto con
la alta sensibilidad de los buitres al diclofenaco causaron la disminucion
significativa de las poblaciones de tres especies de buitres en Asia (Oaks et
al., 2004; Swan et al., 2006; Taggart et al., 2007). Ademas, con la aparicion de
los antibioticos en el medio ambiente acuatico, ha llevado al desarrollo de
bacterias resistentes a éstos (Bottoni et al., 2010; Boxall et al., 2012; Cooper
et al., 2008).
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La exposicion ambiental a los antibiéticos puede acelerar la persistencia o
aparicién de los genes de resistencia a los antibioticos (GRAS), los cuales
representan un grave potencial para el ecosistema y la salud humana (Zhang
et al., 2009b). Por ejemplo, en la Cuenca del Rio Wenyu en Beijing se encontro
que la bacteria Escherichia coli resulto ser resistente a los antibidticos,
principalmente sulfonamidas, tetraciclinas y ampicilinas (Hu et al., 2008).
Mientras que en PTARs de Hong Kong y Shanghai estaban presentes GRAs
que se encontraron en el medio ambiente acuético (Zhang et al., 2009a).

En la Tabla 6 se presentan otros efectos negativos que presentan algunos PFs
a diferentes organismos acuaticos y terrestres. Mientras que en la Tabla 7 se

muestras los efectos negativos que tienen los farmacos a los humanos.

Tabla 6. Datos toxicoldgicos crénicos para organismos acuaticos expuestos a
farmacos humanos.

. Concen- Taxon Efectos Causas .
Farmacos - : o Referencia
tracion Especie de la exposicion
0.01 pg/L Insecto Deformidades de | Watts et al.,

las partes bucales | 2003;
<1 ng/L Katsu et al,
Etinilestradiol _ Pez Efecto_s 2007; Parrott y
Chironomus estrogénicos Blunt, 2005.
riparius (feminizacion)

1 pg/L Cambios Schwaiger et
5 pg/L Pez citologicos en el al., 2004;
Oncorhynchus higado, rifiones, | Triebskorn et

mykiss branquias, lesiones | al., 2004.

renales,

bioacumulacion.
DelLorenzo vy

Diclofenaco Fitoplancton Inhibe el Fleming, 2008.
Dunaliella crecimiento.
25mg/L tertiolecta Swan et al,
Disminucion de la | 2006; Taggart
poblacion et al, 2009,
Ave (enfermedades en | 2007.
Buitre Gyps las vias renales)

No especifica
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Tabla 6. Continuacion

Efectos Causas

. Concen- Taxoén .
Farmacos ./ . de la Referencia
tracion Especie L
exposicion
Atenolql 10 Hg/L Pez Disminucion Galus et al.,
Venlafaxina 10 pg/L Co
: . Zebra significativa de la 2013.
Gemfibrozil 10 g/l (Danio rerio) fecundidad
Carbamazepina 5 pg/L
Crustacea Alteraciones en la
Diclofenaco 68 000 ug/L | Daphnia magna .
. reproduccion y Cleuvers, 2003
Ibuprofeno 108 000 pg/L Fitoplancton .
crecimento
Algas
Aumento del peso
Pez del higado Flippin et al
Ibuprofeno 1-100 pg/L Medaka 9 y . v
(Oryzias latipes) mayor produccién 2007
de huevos
Clofibrato 0.5-1 ma/L Pez agZ::ng?iset?cz:S Raldua et al.,
Gemfibrozil =+ My Zebra s 2008
morfologicas
Levofloxacina 340 pg/L Crustacea Alteraciones en la Yamashita et
Claritromicina 40 po/L Daphnia magna reproduccién al., 2006.
Carbamazepina 43 pg/L Crustacea Santos et al.,
- Muerte
Daphnia magna 2010.

Tabla 7. Uso terapéutico y posibles impactos negativos a la salud de los PFs
identificados en aguas residuales (IMTA, 2015).

Farmaco

Datos toxicoldgicos/impacto en la
salud

Estrona y Progesterona

Reconocido carcin6geno

Furosemida

Sospecha téxico gastrointestinal o hepatica,
rifién y neurotdxica

Carbamazepina

Reconocido desarrollo toxico, sospecha de
risgo de toxicidad cardiovascular o sangre,
gastrointestinal o hepética, respiratorio y
neurotoxico

Naproxeno, Norfloxacino y Ciprofloxacina

Insuficiencia hepatica y renal

Sulfametoxazol

Sospecha de riesgo de toxicidad endocrina
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Con respecto a los PTs, La toxicidad de estos compuestos pueden diferir con
respecto a la toxicidad del compuesto original de dos maneras: en su
bioconcentracion  (toxicocinética) y/o su modo de accion toxica
(toxicodinamica). En algunos casos, la transformacion puede crear nuevos
toxicoforos que pueden conducir a una mayor toxicidad por un modo de accion
similar o diferente. Por ejemplo, la acridina, intermediario de la fotodegradacién
de la carbamazepina muestra propiedades mutagénicas y potencialmente
carcinogénicas (Michael et al., 2014). De acuerdo al experimento realizado por
Schmitt-Jansen et al., (2007), los productos de fototransformacion del
diclofenaco, mostraron ser altamente toxicos para el alga Scenedesmus
vacuolatus, aproximadamente 5 veces mas toxicos en comparacion con el
compuesto original. Schulze et al., (2010) también identificaron el 2-[(2-
clorofenil) amino] benzaldehido (CPAB) como producto de fototransformacion
del diclofenaco que tiene una toxicidad aguda mayor en Scenedesmus
vacuolatus que el compuesto original, probablemente debido a su mayor
lipofilicidad. Este compuesto parece ser al menos tan persistente como el

diclofenaco.

Isidori et al., (2005) informaron que los productos de fototransformacion del
naproxeno eran 7-16 veces mas toxicos que el naproxeno en bioensayos
agudos y cronicos con B. calyciflorus, T. platyurus y C. dubia. Ademas,
estudios de laboratorio han demostrado que los PTs formados durante los
POAs pueden ser mas tdxicos que sus compuestos originales. Por ejemplo,
durante la cloracion de aguas residuales que contenian acetaminofén, al
menos dos de los productos de transformacion formados, 1,4-benzoquinonay
N-acetil-p-benzoquinona imina, asi como el N-cloro-p-benzoquinona-imina,
producto de transformacion del sulfametoxazol presentan toxicidades mayores

que las del farmaco original (Postigo y Richardson, 2014).
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Por lo tanto, la probabilidad de que un compuesto cause efectos ambientales
no deseados se puede estimar en una evaluacion de riesgos ambientales
(ERA). Mediante esta evaluacion se determina si existe una amenaza
potencial que comprometa la calidad del agua, aire o suelo, que afecte directa
o indirectamente al ambiente y a su biodiversidad, en un lugar y tiempo
determinado como consecuencia de la exposicion de los contaminantes
presentes en el ambiente. En la evaluacion del riesgo ambiental se utilizan
datos y observaciones sobre los efectos nocivos que pueden generar
situaciones peligrosas hacia el medioambiente y la salud, y valorar el riesgo
gue implican. La evaluacién consiste en obtener datos para determinar la dosis
de exposicion de un organismo a un contaminante y la respuesta que éste
provocara. Los datos empiricos de dosis comparan con la exposicion que
reciben los humanos u otros organismos Vivos, para tener una evaluacion
completa del riesgo generado en determinado ambiente contaminado
(Arbeldez, 2015).

En la actualidad no existen concentraciones maximas legalmente autorizadas
de PFs en el medio ambiente, a pesar de su desconocido impacto en el medio
ambiente y la salud humana. Cuando no se tienen datos experimentales de
toxicidad en ninguna especie se puede recurrir a herramientas basadas en
modelos matematicos (Guillén et al., 2012; Ginebreda et al., 2010). Estas
herramientas predicen la actividad bioldgica o quimica de una sustancia en
base a sus propiedades fisico-quimicas aplicando enfoques de relacion
estructura-actividad (REA). Uno de los programas REA actualmente
disponibles para estimar la toxicidad de compuestos organicos en el medio
ambiente acuatico es ECOSAR (USEPA 2012). Este programa cuenta con un
sistema computarizado que estima la toxicidad aguda o cronica una sustancia
quimica para organismos acuaticos como peces, invertebrados y plantas

acuaticas.
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Aungue los PFs no estan incluidos hasta ahora en la lista de sustancias
prioritarias o prioritarias peligrosas, de acuerdo con la Directiva Marco del
Agua (Directiva 2000/60/CE) que presenta una lista actualizada de sustancias
prioritarias cada cuatro afios y ha identificado a los PFs como contaminantes
potenciales. De hecho la Directiva 2013/39/EU y la decision 2015/495/EU
reconoce la relevancia de los PFs para el medio ambiente acuatico y propone
la inclusion de 3 PFs, 17-a-etinilestradiol, 17-B-estradiol y diclofenaco en la
primera lista de observacion (Tabla 8), con el fin de recopilar datos de
monitoreo que faciliten la toma de medidas apropiadas para abordar el riesgo
ambiental planteado por estas sustancias. Hoy en dia, Las directivas
establecidas por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos estipulan que una ERA debe ser parte del procedimiento de
aprobacion de nuevos farmacos si al someterse a pruebas estandares de

toxicidad aguda (algas, dafnias y peces) (Cooper et al., 2008).
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Tabla 8. Lista de observacion de sustancias a efectos de seguimiento a nivel de la

Union Europea.

Limite
p maximo
Método
Nombre de N° CAS® N° UE® analitico aceptable de
sustancia C e deteccion del
indicativo®®e®) B
método
(mg/l)
EFS-CL-EM-EM
17-alfa- 57-63-6 200-342-2 | en grandes 0.035
Etinilestradiol (EE2) >
volimenes
; 50-28-2, 53-16-
17-beta-Estradiol 200-023-8 | EFS-CL-EM-EM 0.4
(E2), estrona (E1) 7
Diclofenaco 15307-86-5 239-348-5 | EFS-CL-EM-EM 10
2,6-di-terc-Buil-4- 128-37-0 204-881-4 | EFS-CG-EM 3160
metilfenol
de 2-etilhexilo 0 CG-EM
AntibiGticos EFS-CL-EM-EM 90
macrolidos®
i EFS-CL-EM-EM
2032-65-7 217-991-2 10
Metiocarb 0 CG-EM
Neonicotinoides® EFS-CL-EM-EM 9
Oxadiazén 19666-30-9 243-215-7 | ELL/EFS-CG-EM 88
. ELL/EFS-CG-EM
2303-17-5 218-962-7 670
Trialato 0 CL-EM-EM

(M Chemical Abstracts Service.
@ Numero de la unién europea
@) Para garantizar la comparabilidad de los resultados de los diferentes Estados miembros,
todas las sustancias seran objeto de seguimiento en toda la muestra de agua.
“) Métodos de extraccion: ELL: extraccién liquido-liquido.

®) Para el seguimiento del 4-metoxicinamato de 2-etilhexilo en las particulas en suspensién o
los sedimentos (tamafo <63 pm), se impone el siguiente método analitico:
ESL (extraccion solido-liquido). CG-EM, con un limite maximo de deteccién de 0,2 mg/kg.
®) Eritromicina, claritromicina, azitromicina.

() Imidacloprid, tiacloprid, tiametoxam, clotianidina, acetamiprid.
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Capitulo lll. Desarrollo experimental

3.1. Estrategia experimental

El presente trabajo se desarrollé en el Laboratorio de Ingenieria Ambiental de
la Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenieria de la Universidad Autonoma del
Estado de Morelos y en el Departamento de Quimica Ambiental que forma
parte del Instituto de Diagnéstico Ambiental y Estudios del Agua ubicado en

Barcelona, Espafa.

La investigacion se desarrolld en 4 etapas:

1. En la primera etapa se seleccionaron los PFs a estudiar y se desarroll6 un
protocolo de muestreo de acuerdo a los procedimientos establecidos en la
NMX-AA-003-1980. Dentro de este protocolo se seleccionaron y ubicaron los
puntos de muestreo, el tipo y la preservacion de la muestra, asi como la EFS.

2. En la segunda etapa se desarrollé y validé un método multi-residuo para la

determinacion de PFs presentes en aguas utilizando CLAR-EM-EM.

3. En la tercera etapa se determinaron cuantitativamente las concentraciones

de los PFs en las aguas superficiales, residuales y tratadas.

4. En la cuarta etapa con las concentraciones de los PFs obtenidas se evalu6
el riesgo ambiental mediante la obtencion de los CRs.

Esta estrategia experimental se muestra resumida en la Figura 10
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Et [
apa Protocolo de muestreo de acuerdo a la NMX-AA-003-1980

Determinacion i . *
de parametros: Seleccion y ubicacion de los puntos de muestreo en la
Temperatura Cuenca del Rio Apatlaco y PTARM-A
pH v
SST Muestreo
DQOs
v
Transporte, almacenamiento y preservacion
v
Etapa Il Extraccion en Fase Sdlida (EFS)
I ——
Validacion:
Linealidad Etapa Il Desarrollo del método multi-residual |
Limite de deteccion [ Para detectar PFs §
) v . ;
Limite de cuantificacion — v—
(LC) Analisis de las muestras utilizando CLAR-EM-EM
Recuperacion
Repetibilidad v
Efecto matriz Evaluacion de riesgo ambiental (ERA)
Etapa IV Y
- Cocientes de riesgo (CRs)

Figura 10. Esquema de la estrategia experimental para la determinacién de PFs en las muestras de agua



3.2. Metodologia primera etapa

3.2.1. Preseleccion de los PFs

Se realiz6 una revision bibliografica para conocer cuales PFs son los de mayor
consumo por parte de la poblacion en Cuernavaca, Morelos para elegirlos
como posibles candidatos a estar presentes en aguas residuales y
superficiales de la zona de estudio. Sin embargo, debido a que no se cuenta
con informacién acerca del consumo de PFs por parte de la poblacion de
Cuernavaca, Morelos. La preseleccion de los PFs se llevo a cabo con el uso
de un equipo de cromatografia de liquidos de ultra rendimiento con deteccién
de masa exacta de alta resolucién (CLUR-MEAR) con una exactitud de masa
superior a 1 ppm (Figura 11). En este equipo se inyectaron las muestras AS1,
AS2, INF y EFL correspondientes a la ler campafa de muestreo (13 y 14 de
abril 2014) donde se preparé previamente la muestra. Debido a la alta

resolucién y masa exacta.

A continuacién, con el equipo Q Exactive se realiz6 un analisis de barrido
completo (espectro de masas continuo), tanto en modo IES* como IES™ en un
rango de (149-720 m/z). Este rango establecido comprende gran parte de las
masas de los PFs mas representativos de los diferentes grupos terapéuticos
consultados en la literatura. Los picos de la relacidn m/z mas abundantes se
compararon con la base de datos con la que cuenta el equipo (biblioteca) para
determinar posibles PFs presentes en las muestras de acuerdo a sus formulas

moleculares.
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Figura 11. Equipo Orbitrap-cuadrupolo hibrido conectado a un espectrometro de
masas de alta resolucion Q Exactive.

3.2.2. Preparacion de las disoluciones madres

A partir de los PFs preseleccionados en estado solido grado analitico (PES),
se prepararon las denominadas soluciones madre. En la balanza analitica se
pesaron 5 mg del patrén, que se disolvieron en 5 mL de metanol, asi mismo
se prepararon soluciones con los siguientes farmacos deuterados (PITs):
acetaminofén-ds, hidroclorotiazida-d2, furosemida-ds, &cido clofibrico-da,
ketoprofeno-ds, ibuprofeno-ds, diclofenaco-ds4, indometacina-ds, atenolol-dz,
cimetidina-ds, enalapril-ds, sulfametoxazol-ds4, carbamazepina-dio y diazepam-
ds. Todas las disoluciones se prepararon a una concentracion de 1 mg/mL o
1000,000 ng/mL. Cada una de las diluciones fueron almacenadas a -20°C y

protegida de la luz.

3.2.2.1. Preparacion de las diluciones de trabajo

Las disoluciones de trabajo se realizaron a partir de las disoluciones madre
de los PFs (DPESs). Se realizaron disoluciones separadas de los compuestos
sin deuterar, que serian utilizadas para la elaboracion de las rectas de
calibrado, y por otro lado de los deuterados, que serian utilizados como
patrones internos (PITs). La dilucién de trabajo fue una mezcla preparada de
manera individual con todos los PEs y PITs a 1,000 ng/mL.
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3.2.3. Protocolo de muestreo

El presente protocolo de muestreo se desarroll6 como procedimiento para la

toma de muestras de agua residual y superficial siguiendo los lineamientos

establecidas en la norma NMX-AA-003-1980 y las recomendaciones sugeridas

por Ort et al., (2010b) con el fin de asegurar la calidad y fiabilidad de los

resultados obtenidos.

3.2.3.1. Materiales y equipos

Para el muestreo:

>
>
>

YV V VYV V

Botellas de polietileno de alta densidad color ambar marca NELGENE®
Hielera

Hielo para preservar la muestra a 4°C durante el transporte al
laboratorio.

Potenciometro (estandares de 4, 7 y 10)

Termodmetro rango (0 a 50°C)

Muestreador de plastico

Recipientes de vidrio (vasos de precipitado, matraces, etc.)

Para el analisis:

V V. V V V VY

Congelador que alcance la temperatura de (-20°)

Equipo de filtracién al vacio

Equipo de EFS

Cartuchos HLB

CLAR-EM-EM

Filtros de vidrio de diametro de 1 um y de membrana de nylon de

diametro de 0.45 pm
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3.2.3.2. Zona de muestreo

Se selecciond la PTARM que tiene por nombre “Acapantzingo” (PTARM-A),
gue se encuentra ubicada en el municipio de Cuernavaca, Morelos. La planta
esta disefiada para tratar 750 L/s de agua residual cruda. Se encuentra
ubicada en la Cuenca del Rio Apatlaco que es el cuerpo receptor de la
descarga de la PTARM-A. En la Figura 12 se muestra la zona de muestreo.

|
S\

_:_" ‘\ll,
Ejido Dit Acapantzingo
|

=
i X\

Figura 12. PTARM-A y Cuenca del Rio Apatlaco

(http://antares.inegi.org.mx/analisis/red_hidro/siatl/#).

3.2.3.3. Ubicacion de los puntos de muestreo
Se consideraron 4 puntos de muestreo representativos del area de estudio,

gue son los siguientes:
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1. Agua superficial 100 m arriba de la ubicacion de la PTARM-A (AS1)

2. 100 metros después de la descarga de la PTARM (AS2)
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Influente de la PTARM-A (INF)

4. Efluente de la PTARM-A (EFL)

SrEr T TS

- L -

2012/03/03

62



3.2.3.4. Muestreo

La frecuencia de la toma de las muestras se realizo de acuerdo a lo establecido
en la NOM-001-SEMARNAT-1996 (Tabla 9). Considerando que la PTARM-A
opera las 24 H. del dia los 365 dias del afio. La muestra fue compuesta
conformada por 6 muestras simples colectadas cada 4 H. El volumen de las
muestras simples fue proporcional al caudal de la descarga en el momento de

la toma de muestra. El muestreo se dividié en 3 campanias:

1. Del 13-14 abril de 2014, considerando muestras compuestas de 24 H.
2. Del 22-25 abril de 2015, considerando muestras compuestas de 24 H.
3. Del 22-26 abril de 2016, considerando muestras compuestas de 12 H.
La diferencia entre el tiempo de muestreo entre la 2da y 3er campafia de
muestreo fue debido a condiciones de inseguridad para los muestreadores en

la zona de estudio, ya que existian conflictos entre los ejidatarios.

Tabla 9. Frecuencia de muestreo

Horas por dia que opera el | Numero Intervalo entre toma de muestras
proceso generador de la de simples (horas)
descarga muestras
, Minimo Maximo
simples
N.E N.E

Menor que 4 Minimo 2 - -
De4a8 4 1 2

Mayor que 8 y hasta 12 4 2 3
Mayor que 12 y hasta 18 6 2 3
Mayor que 18 y hasta 24 6 3 4

N.E: no especificado
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Los parametros que se determinaron en cada muestra de los diferentes
muestreos son mostrados en la Tabla 10. Algunos de estos parametros estan
considerados dentro de la NOM-001-SEMARNAT-1996 como parametros de

para determinar la calidad del agua.

Tabla 10. Pardmetros y métodos de analisis a utilizar para las muestras colectadas e

Parametro Unidad Referencia muestreo
SST mg/L NMX-AA034-SCFI-2001 lera, 2da y Zera
DBOs mg/L NMX-AA028-SCFI-2001 lera pday 3era
pH Unidades de pH NMX-AA008-SCFI-2011 lera 2da y Zera
Temperatura °C NMX-AA007-SCFI-2013 lera 2da y Zera
Caudal L/s N/A 1era

SST: Sdlidos Suspendidos Totales; DBOs: Demanda Bioquimica de Oxigeno al 5to dia a 20°C.
N/A: No aplica.
NOTA: Los parametros SST, DBO5 y caudal fueron medidos por ECCACIV.

Il. Procedimiento toma de muestras

a. Etiquetar el recipiente como se muestra a continuacion.

%CHCAp ﬂ

FACULTAD DE CIENCIAS
QUIMICAS E INGENIERIA

Tipo de muestra:

Clave de la muestra:

Punto de muestreo:

Fecha y hora del muestreo:

Muestreador:

Observaciones:

b. Enjuagar el recipiente repetidas veces con la muestra antes de efectuar el

muestreo y posteriormente dejar fluir un volumen aproximadamente igual a 10
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veces el volumen de la muestra y a continuacién se llena el recipiente de
muestreo con 500 mL con volumen.

c. Analizar pH y temperatura.

d. Cerrar el recipiente de tal forma que se evite el derrame de la muestra.
e. Preservar la muestra durante el transporte por medio de un bafio de hielo y
conservar las muestras a una temperatura de 4°C hasta el arribo al laboratorio.
f. En el laboratorio a todas las muestras se les agregd 100 pul de la disolucion
con PITs

g. Almacenar las muestras a -20 °C hasta la extraccion y analisis.

3.2.4. Preparacion de la muestra (pretratamiento)

3.2.4.1. Filtracion

Debido a la a la presencia de particulas en suspensién en las muestras y al
posible efecto matriz que estas particulas pueden ocasionar durante el analisis
CL-MS-MS. Todas las muestras fueron filtradas a través de un sistema de
filtracion conectado a vacio (Figura 13) utilizando un filtro de vidrio de diametro

de 1 um seguido de un filtro de membrana de nylon de diametro de 0.45 pum.

Figura 13. Sistema de filtracién a vacio
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3.2.4.2. Extraccién en Fase sdlida (EFS)

La determinacion de los farmacos se realizé en un equipo de extraccion
J.T. Baker® (Figura 14). Los cartuchos utilizados para la extraccion de los PFs
fueron los OASIS® HLB de la marca WATERS que contienen 200 mg de fase
estacionaria (balance hidrofilico-lipofilico, de fase reversa). Dichos cartuchos
fueron seleccionados sobre otros debido a que ha reportado que estos
cartuchos tienen buenas recuperaciones para la mayoria de los farmacos
(Gracia-Lor et al., 2010; Castiglioni et al., 2005).

Figura 14. Sistema de extraccién en fase solida (EFS).

3.2.4.2.1. Extraccién

Los cartuchos fueron acondicionados antes de la extraccion lavandolos con
6 mL de metanol (MeOH) y 6 mL de agua grado cromatdgrafico (H20-CLAR).
Posteriormente utilizando diferentes cartuchos se hicieron pasar por el sistema
de EFS 500 mL de la muestra identificada como AS1 y AS2, 100 mL de la
muestra INF y 200 mL de la muestra EFL empleando vacio a un caudal de
5 mL/min de forma que los analitos quedaran retenidos en el cartucho y
pudieran ser eluidos con un disolvente apropiado. Enseguida cada cartucho

fue lavado con 6 mL de H20 y secado con vacio por un periodo de 30 min.
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3.2.4.2.2. Elucion
La eluciéon de los analitos retenidos se llevé a cabo lavando los cartuchos con
6 mL de MeOH vy los extractos se colectaron en viales color ambar que se

encontraban dentro del Baker® (Figura 15).

TT— —

..

Figura 15. Elucion de los PFs

3.2.4.2.3. Preconcentracion de los PFs

Los extractos fueron evaporados en un equipo Turbo Vap® hasta
aproximadamente llegar a un volumen de 1 mL con un flujo suave de nitrégeno
(N2) de ultra alta pureza (Figura 16). Este volumen fue transferido con pipetas
Pasteur estelizadas a un vial color &mbar especial para CL. Finalmente, este

volumen fue evaporado a sequedad con un flujo suave de N2 utilizando un

equipo Reacti-vap® y se reconstituyeron los extractos con 1 mL de una mezcla
MeOH:H20 (10:90) (Figura 16).

Figura 16. Equipo Turbo Vap® (izquierda) y Reacti-vap® (derecha)
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3.3. Metodologia segunda etapa

3.3.1. Andlisis de las muestras de agua mediante CLAR-EM-EM

En la segunda etapa se validé un método analitico que permitiera detectar y
cuantificar los PFs tanto en las muestras de agua residual como superficiales.
La validacion realizada fue en términos de linealidad, recuperacion, precision,
sensibilidad como limites de deteccion (LDs) y limites de cuantificacion (LCs),
asi como el efecto matriz. Para la correcta validacion del método y la
interpretacion de los resultados se siguieron los criterios y requerimientos

establecidos en la Decision de la comision de la Unién Europea 2000/60/EC.

3.3.1.2. Equipo

El equipo empleado fue un CLAR Symbiosis™ Pico (Spark Holland, Emmen,
Paises Bajos) conectado en serie a un espectrometro de masas en tandém
(EM-EM) modelo 4000QTRAP triple cuadrupolo equipado con una fuente de
tipo turbo spray, Sciex, Framingham, MA, USA. (Figura 17). La separacion
cromatografica se consiguié con una columna endurecida Purospher Star RP-
18 de 125 x 2 mm con particulas de 5 ym, precedidas por una columna de
proteccién de 4x4 mm del mismo material, ambas suministradas por Merck

(Darmstadt, Alemania).

Figura 17. Equipo CLAR Symbiosis conectado a un 4000QTRAP
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3.3.1.3. Condiciones de operaciéon del equipo CLAR Symbiosis

Las condiciones cromatogréficas utilizadas en el presente trabajo fueron las
mismas que las sugeridas por Gros et al., (2009). Dichas condiciones fueron
adoptadas utilizando IES en modo positiva (IES*) y negativa (IES"). En la Tabla
11y 12 se muestran las condiciones y los distintos gradientes que se utilizaron

para ambos modos de ionizacion.

Tabla 11. Gradiente de elucién en modo IES*

Tiempo Flujo mL/min Fases moviles

A B
00:00:00 0.30 95 5
00:20:00 0.30 5 95
00:22:00 0.30 0 10
00:27:00 0.30 95 5
00:37:00 0:30 95 5

A: H20-CLAR con &cido férmico (HCOOH) al 0.1%; B: acetonitrilo (ACN) con HCOOH al 0.1%

Tabla 12. Gradiente de elucién en modo IES-

Tiempo Flujo mL/min Fases moviles

A B
00:00:00 0.20 80 20
00:18:00 0.20 10 90
00:20:00 0.20 10 90
00:23:00 0.20 80 20
00:30:00 0.20 80 20

A: H2O/acetato de amonio (C2H7NO2) 10 Mm; B: ACN:MeOH (1:1, v/v)

3.3.1.4. Condiciones de operacion del espectrometro de masas
4000QTRAP

Se determinaron los parametros Optimos del equipo EM-EM modelo
4000QTRAP. El modo de trabajo elegido del espectrometro de masas ha sido
MRS (monitoreo de la reaccion seleccionada). Para cada uno de los PFs
seleccionados se optimizo la molécula protonada [M+H]* y desprotonada
[M+H]". La optimizacion se llevé a cabo inyectando 100 ul de una disolucién
pura de cada patron interno (PIT) y patréon estandar (PE) a 1 PPM,

directamente en el espectrometro de masas sin realizar separacion
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cromatografica. Las condiciones generales de la fuente IES, la interfase y del
analizador, fueron optimizadas para garantizar la correcta formacién del spray,
y la adecuada deteccion de las moléculas. Al tratarse de un MS-MS, mediante
la utilizacion de un gas inerte y la aplicacion de una determinada energia de
colision (EC) y utlizando el modo de trabajo MRS (monitorizacion de
reacciones seleccionadas) se detecté y selecciond en el primer cuadrupolo
varios iones productos procedentes del ion original. A esta combinacion de
pares de, ion original-ion producto, se le denomina transicion. En el segundo
cuadrupolo se hizo un barrido de los iones producto aplicando una diferente
EC, un diferente potencial de descomposicién (PD) y potencial de salida de
celda (PSD) hasta obtener 2 transiciones. Para cada una de las moléculas
fueron seleccionadas dos transiciones, es decir dos iones producto
procedentes del ion original. Para el caso de los PITs, solo se monitoreo una
transicion. Los parametros Optimos fueron estudiados para todas las
moléculas, eligiendo aquellos que implicaran una buena deteccion en todos

los casos (Figura 18).

Figura 18. Optimizacion de las condiciones EM-EM en el equipo 4000QTRAP
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3.3.1.5. Anélisis de las muestras

Con las condiciones de operacion del equipo ya etablecidas y optimizadas se
procedio a programar el método en el equipo y se establecio la secuencia de
las muestras a analizar (correspondientes al 2do y 3er muestreo).
Estas muestras se analizaron por cuadriplicado (n=4), tanto en modo de IES*
como en IES.

3.3.2. Validacién del método analitico

3.3.2.1. Linealidad (curva de calibracion)

La linealidad del sistema se determiné construyendo una curva de calibracion
en la cual se correlacioné la concentracion de 11 soluciones preparadas en
una mezcla MeOH:H20 (10:20) que contenian la dilucion de trabajo preparada
anteriormente de manera individual con todos los PITs a una concentracion de
1,000 ng/mL y de 10,000 ng/mL para PEs. El rango de trabajo que se utilizd
fue de 0.1 a 5,000 ng/mL. El criterio de aceptacion esta dado por un valor del
coeficiente de correlacion mayor o igual a 0.99. En la Tabla 13 se muestra

como se prepararon estan soluciones.

Tabla 13. Preparacion de los 11 puntos de la recta de calibracion

Conc. PITs ng/mL Conc. PEs (ng/mL) Conc. final (ng/mL)
1,000 10,000 5,000
1,000 10,000 2,500
1,000 10,000 1,000
1,000 10,000 500
1,000 1,000 100
1,000 1,000 50
1,000 1,000 10
1,000 100
1,000 100 1
1,000 10 0.5
1,000 10 0.1
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3.3.2.2. Recuperacion

Para el estudio de recuperacion, las muestras identificadas como AS1y AS2
se mezclaron para formar una sola muestra identificada como AS3. Para la
evaluacion de la recuperacion, antes de la etapa de extraccion a todas las
muestras se les agregaron 500 pl de la solucién de PEs de 10000 ng/L,
ademas de 250 pl de una solucion PITs de 1000 ng/L. En el célculo del

rendimiento se utilizaron 4 replicados.

Para saber el nivel de recuperacion del método se evalud a una concentracion
de 5,000 ng/L.

El porcentaje de recuperacion del método se calculd a partir de la ecuacion 1:

Cs—C

Recuperacion (%) = - EC.1

Donde:
Cs = Concentracion de la muestra con la solucion de PEs y PITs
C= Concentracién en la misma muestra sin fortificar (blanco)

Ca = Concentracion agregada

3.3.2.3. Repetibilidad

La repetibilidad fue evaluada Unicamente intra-dia (muestras obtenidas en el
mismo proceso analitico), la cual fue expresada como la desviacién estandar
relativa (DER) de las recuperaciones relativas obtenidas de la muestra
inyectada al CLAR-EM-EM, cuatro replicados (n=4) de la misma concentracion

y mismo dia de andlisis.
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3.3.2.4. Limite de deteccidén y cuantificacion

Los limites de deteccién instrumental (LDs) y cuantificacion instrumental (LCs)
son parametros que determinan la capacidad de analisis del método analitico.
Los célculos de estos limites se hicieron considerando la sefial/ruido (S/R), el
cual es la sefal de los componentes de la matriz de la muestra. Los LDs fueron
definidos como tres veces la S/R, mientras que los LCs fueron definidos como
10 veces la S/R.

3.3.2.5. Efecto matriz

Un inconveniente importante en el andlisis cuantitativo de CLAR-EM-EM es el
efecto de matriz (EMZ). Ocurre porque la fuente de IES es muy susceptible a
otros componentes presentes en la matriz, lo que puede provocar una
supresion o mejora de la sefial que conduce a resultados erroneos. Por lo
tanto, en el presente trabajo se evalud el efectos matriz comparando las areas
de los picos obtenidas en las muestras fortificadas con las soluciones Pls y
PEs a concentraciones conocidas entre las areas obtenidas en las muestras

(blancos) fortificadas a la misma concentracion.

3.3.2.6. Andlisis estadistico de las muestras

Para evaluar el comportamiento de los farmacos en cada una de las camparias
se muestreo se realiz6 la comparacién de las muestras entre dias, sitios y aflos
mediante el analisis de varianza de un factor (ANOVA). Se utiliz6 un nivel de
confianza () del 95% y el analisis estadistico se realizo utilizando hojas de

calculo del programa Excel.
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3.4. Metodologia tercera etapa

3.4.1. Evaluacién del riesgo ambiental (ERA)

La presencia de los farmacos en el ecosistema acuatico “Cuenca del Rio
Apatlaco” es un tema que se analiz6 para determinar cual es el impacto por la
presencia de éstos. Para este fin, se utilizaron los CRs para cada farmaco
individual, calculados de acuerdo con las directrices de la Unién Europea

(European Commission, 2003) como se muestra en la ecuacion 2:

_ CAM
R_ﬁ EC. 2

Donde:

CR: Cociente de riesgo

CAM: Concentracion ambiental medida en EFL, AS1 y AS2.
CPSE: Concentracion prevista sin efecto

La concentracion individual maxima cuantificada para cada PF en las diversas

muestras de EFL, AS1y AS2 se tomaron como CAM.

Si los CRs esta por debajo de 0.1, no se espera ningun efecto adverso y se
clasifica como riesgo insignificante. Si los valores del CR se encuentran entre
0.1 y 1, el riesgo es bajo, pero se deben considerar los posibles efectos
adversos. Si los valores del CRs se encuentran entre 1.0 y 10, es probable
algun efecto adverso o riesgo moderado. Finalmente, si los valores del CR
calculados estan por encima de 10, se anticipa un alto riesgo. Los valores de
los CPSEs (Concentraciones previstas sin efectos) se obtuvieron a partir de
datos de toxicidad acuatica (CE50: concentracion efectiva media; CL50:
concentracion letal media y CENO: concentracion de efecto no observado)
utilizando tres especies de diferentes niveles troficos, que representan el
ecosistema acuético (algas, dafnias y peces), aplicando el factor de seguridad

(FS) pertinente (European Commission, 2003), aplicando la ecuacién 3.
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CE50/CL50/CENO

CPSE= 202

EC.3

Se aplicé una FS de 1000 cuando se disponia de al menos un CE50 y/o CL50
de corta duracién de cada uno de los tres niveles tréficos evaluados, se aplico
un FS de 100 cuando se dispone de una CENO a largo plazo para los tres
niveles troficos; una FS de 50 cuando se tienen dos concentraciones de
efectos no observados (CENOS) a largo plazo estan disponibles para especies
en dos niveles troficos diferentes, y finalmente se utilizé una FS de 10 cuando
estaban disponibles las tres CNOEs a largo plazo (European Commission,
2003). Cuando no se conto con datos experimentales sobre la toxicidad de un
farmaco se recurrié a utilizar el software ECOSAR (v1.11) (USEPA,2012).
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Capitulo IV. Resultados y discusion
4.1. Primera etapa

4.1.1. Muestreo

El muestreo llevado a cabo en el presente estudio se realizé en la Cuenca del
Rio Apatlaco en Cuernavaca, Morelos, en el sitio donde se ubica la PTARM-
A. Se seleccion6 un punto de muestreo arriba de la descarga y otro después
de la descarga. En el caso de la PTARM-A se tomaron muestras a la entrada
y salida de la planta para conocer el impacto de estas descargas sobre el Rio
Apatlaco. Todas las muestras colectadas fueron representativas del tipo de

agua analizada:

Agua superficial antes de la descarga, agua del influente y efluente de la

PTARM-A y agua superficial abajo de la descarga de la planta.

Se realizaron 3 muestreos de acuerdo a las recomendaciones de la norma
NMX-AA-003-1980:

El 1er muestreo se llevé a cabo el 13y 14 de abril de 2014, donde se colectaron
6 muestras simples del INF, EFL, AS1 y AS2 tomadas cada 4 H para
complementar una muestra compuesta representativa de 24 H de cada uno de
los puntos de muestreo. El 2do muestreo se llevé a cabo del 24-27 de abril de
2015 y también se tomaron 6 muestras simples obteniendo muestras
compuestas de los sitios de muestreo. Durante la realizacibn de estos 2
muestreos no se presentaron incidencias que pudieran afectar la trazabilidad

de las muestras.

Finalmente, el 3er muestreo se llevé a cabo del 22-25 de abril de 2016 y
realizando muestreo compuesto a partir de muestras simples para cada punto
de muestreo.

Debido a condiciones de inseguridad de la zona de estudio se realizo el

muestreo durante 12 H donde se colectaron las muestras cada 3 H.
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Durante los muestreos se realizaron los parametros de campo temperatura y
pH, mientras que los parametros, solidos suspendidos totales (SST) y
demanda bioquimica de oxigeno al 5to dia (DBOs) se realizaron en el
laboratorio. Los resultados de los parametros analizados de los muestreos se

presentan en las Figuras 19a, 19b, 20a y 20b.
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Figura 19a. Parametros analizados en el 1ero y 2do muestreo
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Figura 22b. Parametros analizados durante el 3er muestreo

De acuerdo a los resultados obtenidos, los parametros SST y DBOs
determinados en las muestras analizadas, éstos se encuentran dentro del
limite maximo permisible (200 mg/L) de acuerdo a la normatividad vigente en
México (NOM-001-SEMARNAT-1996).

Mientras que los parametros temperatura y pH no se encuentran regulados
bajo normatividad. Sin embargo, Crites y Tchobanoglous 2000 recomiendan
qgue el pH se encuentre entre 5y 9 unidades y la temperatura entre 25 y 35°C.
De acuerdo a este criterio, los resultados obtenidos se encuentran dentro de

los rangos recomendables para estos parametros.

4.1.2. Preseleccién de los productos farmacéuticos

De acuerdo al andlisis de las muestras realizado en el equipo CLUR-MEAR se
obtuvieron masas exactas de moléculas protonadas y desprotonadas donde
se seleccionaron aquellas de mayor abundancia, las cuales se compararon
con las masas de los PFs ya conocidos. Inicialmente, se preseleccionaron 50

posibles PFs. Pero reducir el numero de falsos positivos, se inyectaron en el
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equipo 2 soluciones de PITs a una concentracion de 25 y 250 ng/L que
contenian los 50 PFs y con un método analitico contenido en la biblioteca del
equipo se obtuvieron varias transiciones, pero solo se seleccionaron las 2 de
mayor abundancia para cada farmaco. Los PFs seleccionados y sus

respectivas transiciones se presentan en las Figuras 21a, b, c,d, e, f, gy h.

Siguiendo el criterio de Gros et al., (2009), el tiempo de retencion del patron
estandar en la cromatografia liquida se compard con los obtenidos en las
muestras reales. De acuerdo a este criterio, el tiempo de retencién del
compuesto en la muestra debe ser de +2% del tiempo de retencién (TR) del
compuesto en el estandar analitico. De acuerdo a este criterio se
seleccionaron 35 PFs. Algunos de éstos coincidiendo con alto consumo por
parte de la poblacibn en México, siendo comparables con el consumo

registrado en paises europeos (Siemens, et al., 2009).
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Figura 23a. Tiempo de retencion (TR) de los PFs en los PITs y en las muestras
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Figura 21h. Tiempo de retencion (TR) de los PFs en los PITs y en las muestras

4.2. Segunda etapa

4.2.1. Validacién del método analitico
4.2.1.1. Condiciones de operaciéon del equipo 4000QTRAP

Las 2 transiciones seleccionadas para cada PFs y sus analogos deuterados,
asi como el resto de las condiciones experimentales de acuerdo al método

multi-residuo desarrollado se muestran en las Tablas 14 y 15.
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Tabla 14. Condiciones éptimas del CLAR-EM-EM para el andlisis de los PFs

seleccionados en modo de ionizacidén negativa y para los correspondientes PITs.

lon lon PD-EC
Compuestos precursor fragmento PSD TR (min) (MRSYMRS?)
(m/z) (m/z)

Acetaminofén-da, 154 [M-H] 111 60-26-17 3.53 N/A
Acetaminofén? 150 [M-H] 107 55-22-7 3.60 N/A
Acido salicilico® 137 [M-HJ 931! 50-20-1 411 8.6

652 50-38-7
Hidroclorotiazida-d, 298 [M-H] 270 90-46-1 4.93 N/A

HidroclorotiazidaP® 296 [M-H] 78 90-46-1 4.86 N/A

Furosemida-ds 334 [M-HJ 210 65-32-11 8.00 N/A

Furosemida® 329 [M-HJ 2051 65-32-11 8.08 1.2
2852 65-22-19

Acido clofibrico-d, 217 [M-H] 131 50-26-1 8.28 N/A

Acido clofibricod 213 [M-H] 1271 50-26-1 8.35 34
852 50-14-5

Naproxeno® 229 [M-HI 185! 35-10-13 9.26 11
1692 35-38-9

Ketoprofeno-ds 257 [M-HI 213 40-12-11 9.40 N/A

Cloramfenicol® 323 [M-H] 152¢ 75-22-13 9.43 3.7
1942 75-18-27

Ketoprofenof 253 [M-H] 209! 40-12-11 9.49 24.3

1972 40-6-9

Bezafibrato® 360 [M-H] 2741 70-26-1 10.40 21
1542 70-38-5

Pentobarbital® 225 [M-H] 1821 60-18-13 11.90 10.5
852 60-18-15

Ibuprofeno-ds 208 [M-H]- 164 25-10-5 12.50 N/A

Ibuprofenoe 205 [M-H] 161 45-10-7 12.50 N/A

Diclofenaco? 294 [M-H] 2501 40-16-1 12.60 13.0
2142 40-30-15

Diclofenaco-ds 298 [M-H] 254 35-16-13 12.60 N/A

Indometacina-da 360 [M-H] 316 50-12-3 12.90 N/A

Indometacinah 356 [M-H] 3121 50-12-3 13.00 2.7
2972 50-24-17

Acido mefenamicoe 240 [M-H] 1961 45-20-5 13.40 10.3
1807 45-38-35

Gemfibrozil® 249 [M-H] 121 85-20-7 16.30 20.0

1 Transicién MRS seleccionada para cuantificacion.
2Transicién MRS seleccionada para confirmacion.

& Compuesto cuantificado usando acetaminofén-d, como estandar interno (El).

b Compuesto cuantificado usando hidroclorotiazida-d, como El.
¢ Compuesto cuantificado usando furosemida-ds como EI.

4 Compuesto cuantificado usando &cido clofibrico-d; como El.
¢ Compuesto cuantificado usando ibuprofeno-d; como EI.

f Compuesto cuantificado usando ketoprofeno-ds como El.

9 Compuesto cuantificado usando diclofenaco-d, como ElI.

" Compuesto cuantificado usando indometacina-d, como EI.

N/A: no aplica; MRS: monitoreo de la reaccién seleccionada; PD: potencial de descomposicion; PSD: potencial de

salida de celda; EC: energia colosion.
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Tabla 15. Condiciones 6ptimas del CLAR-EM-EM para el analisis de los PFs
seleccionados en modo de ionizacién positiva y para para los correspondientes PITs.

lon lon
Compuestos precursor fragmento PD-EC-PSD TR (min) (MRSYMRS?)
(m/z) (m/2)

Salbutamol? 240 [M+H]* 148! 61-25-12 4.84 1.83
1662 61-20-12

Sotalol’ 273 [M+H]* 213t 60-25-6 5.16 0.98
2552 60-25-6

Atenolol° 267 [M+H]* 145! 60-35-8 5.14 3.43
1907 60-35-14

Atenolol-d 274 [M+H]* 145 71-37-12 5.12 N/A

Cimetidina? 253 [M+H]* 951 46-30-8 5.18 0.97
1592 46-23-12

Cimetidina-ds 255 [M+H]* 162 46-21-12 5.15 N/A

Famotidina? 338 [M+H]* 1891 56-27-4 5.22 1.62
2592 56-20-8

Nadolol2 310 [M+H]* 2541 46-30-2 6.71 131
2012 46-35-4

Trimetroprim2 291 [M+H]* 230! 76-33-0 6.97 1.09
2612 76-31-20

Pindolol2 249 [M+H]* 116° 60-30-8 7.03 5.50
982 60-30-14

Timolol2 317 [M+H]* 261 60-30-20 7.72 1.23
2442 60-30-6

Clembuterol® 277 [M+H]* 203! 61-23-14 8.08 2.50
1322 61-33-10

Carazolol® 299 [M+H]* 1161 60-35-10 9.21 4.01
2222 60-35-2

Enalapril-ds 381 [M+H]* 239 56-29-18 9.73 N/A

Propanolol® 260 [M+H] * 1161 60-35-8 9.74 0.98
1832 60-30-10

Enalapril® 377 [M+H]* 2341 91-29-12 9.77 9.33
3032 91-35-6

Betaxolol? 308 [M+H]* 116° 60-40-8 9.90 1.23
1212 60-40-10

Sulfametoxazol-ds 258 [M+H]* 96 71-41-6 10.02 N/A

Sulfamethoxazol® 254 [M+H]* 1561 71-25-2 10.06 2.21
922 71-41-6

transicion MRS seleccionada para cuantificacion.

2transicion MRS seleccionada para confirmacion.

acompuesto cuantificado usando cimetidina-d; como EI.

bcompuesto cuantificado usando atenolol-d; como El.

‘compuesto cuantificado usando enalapril-ds como EI.

dcompuesto cuantificado usando diazepam-ds como El.

fcompuesto cuantificado usando sulfametoxazol-d, como El.

fcompuesto cuantificado usando carbamazepina-d;o como El.

N/A: no aplica; MRS: monitoreo de la reaccion seleccionada; PD: potencial de descomposicion; PSD: potencial de
salida de celda; EC: energia de colision
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Tabla 15. Continuacion

lon lon
Compuestos precursor fragmento PD-EC-PSD TR (min) (MRSYMRS?)
(m/z) (m/z)
Fluoexetinad 310 [M+H]* 441 51-93-6 11.52 1.32
1482 51-13-8
Carbamazepina' 237 [M+H] * 194 76-29-19 11.82 N/A
Carbamazepina-dio 247 [M+H]* 204 71-31-16 11.71 N/A
Propifenazona? 231 [M+H]* 56! 36-57-4 12.43 1
1892 56-35-16
Diazepam-ds 290 [M+H] * 198 86-43-16 13.97 N/A
Diazepam? 285 [M+H] * 1931 91-45-8 14.02 1.2
1542 91-50-15
Glibenclamida® 494 [M+H]* 3691 81-23-6 15.6 3
1692 81-55-12

transicion MRS seleccionada para cuantificacion.

2transicion MRS seleccionada para confirmacion.

dcompuesto cuantificado usando diazepam-ds como EI.

fcompuesto cuantificado usando carbamazepina-d;o como El.

N/A: no aplica; TR: tiempo de retencion; MRS: monitoreo de la reaccién seleccionada; PD: potencial de
descomposicion; PSD: potencial de salida de celda; EC: Energia de colision.

4.2.1.2. Linealidad

El rango de linealidad considerada sobre los intervalos de concentracion
especificados para cada farmaco dio buenas correlaciones r?>0.99 en todos
los casos. En la Tabla 18 se muestra el rango de linealidad de cada uno de los

PFs, asi como su coeficiente de correlacion.

4.2.1.3. Recuperacion

Las recuperaciones obtenidas de los PFs en todas las aguas estudiadas
oscilaron entre el 53 y 132%, a excepcién del acido salicilico que fue el Unico
farmaco que mostr6 recuperaciones <5% de las matrices de agua
investigadas. Esto se puede atribuir al hecho de que las condiciones de
extraccion utilizadas no eran las mas apropiadas para retener este compuesto
en el cartucho HLB. Este resultado concuerda con Gros et al., (2009), sin
embargo, ellos realizaron distintos experimentos para optimizar un
procedimiento de extraccién y encontraron altas recuperaciones de acido

salicilico afadiendo Na2EDTA (agente quelante) antes de la EFS en el
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cartucho HLB. También obtuvieron altas recuperaciones acidificando el agua
a un pH = 2.5-3 y haciendo la extraccioén con cartucho MCX. En general, en
este trabajo las recuperaciones obtenidas fueron aceptables y reproducibles
considerando que la mayoria de los compuestos presentaron desviaciones
estandares relativas (DERS) por debajo del 10%. En la Tabla 16 se muestras
los porcentajes de recuperacion (%) de cada uno de los PFs.

Tabla 16. Eficiencia del método analitico utilizado para la determinacion de los PFs
estudiados en aguas superficiales y residuales.

Linealidad % Recuperacion* LD/LC |LD/LC|LD/LC
Comp. , Rango | Desviacion estandar relativa (DER) ng/L

' (ng/mL) INF EFL AS INF | EFL | AS
AC |0.9998 | 5-5000 105 (£3) 90 (£3) 116 (+6) | 67/262 | 21/172 | 2.6/28
AS [0.9996 | 5-1000 3 (+10) 2 (+6) 3 (+6) | 41/136 | 8.4/28 | 4..7/16
ATN |0.9998 | 1-500 91 (+10) 54 (+10) |111 (+10)| 6.4/22 | 1.4/4.6 |1.0/3.2
BTX [0.9998 | 5-1000 | 100 (+11) 106 (+4) | 110 (+3) | 15/48 |2.2/7.5|1.3/4.4
BZB [0.9998 | 5-1000 | 109 (+3) 88 (+1) | 107 (+2) | 4.9/16 |0.2/0.8|0.3/1.0
CA ]0.9999|10-1000| 101 (+2) 99 (£3) 132 (+4) | 3.1/11 |1.3/4.2|0.5/1.7
CBZ |0.9989| 1-100 108 (+2) 115 (+2) | 132 (45) | 5.5/18 |0.7/2.3|0.8/2.6
CHL |0.9886 100'26 93 (+4) 74 (+2) 72 (+2) | 1.1/3.7 |0.7/2.3|0.2/0.8
CLT |0.9978|0.5-100 | 74 (8) 73 (+8) | 86 (+15) | 6.6/22 |0.5/1.6|0.2/0.8
CMT |0.9997 | 0.5-500 | 97 (+7) 98 (+4) 99 (+2) | 6.9/23 |1.0/3.4|0.5/1.7
CRZ |0.9988| 0.5-100 55 (+10) 54 (£8) 63 (+14) | 2.8/9.3 | 0.4/1.2|0.2/0.6
DCF |0.9951|50-1000| 89 (+2) 53 (+2) 91 (+2) | 5.5/18 [1.5/4.9|1.2/4.1
DZP |0.9997 | 0.5-100 111 (£6) 104 (+3) | 116 (#4) | 7.7/25 |1.2/3.9|1.0/3.2
ENA |0.9995| 0.5-500 | 78 (+8) 75 (+8) | 77 (+21) | 7.8/26 |0.5/1.8|0.6/2.0
FAM |0.9986 | 0.5-500 111 (19) 116 (+2) 95 (£3) | 9.9/33 |1.5/5.1|0.5/1.6
FLU |0.9999 | 0.5-500 61 (+9) 74 (£7) 69 (£2) | 13/44 |0.8/2.7(0.7/2.3
FUR [0.9980| 1-1000 | 89 (+10) 78 (+7) 89 (+3) | 15/49 | 16/53 | 10/33
GFB |0.9965 | 0.5-500 108 (£7) 91 (£5) 123 (1) | 11/38 | 6.7/22 {0.2/0.5
GLM |0.9996 | 0.5-500 | 128 (+11) 132 (+3) | 119 (+4) | 6.6/22 |0.8/2.7 | 0.9/2.9
HDT |0.9996| 1-500 111 (+4) 93 (£12) 87 (£5) | 15/48 | 8.9/29 | 9.4/31

* Calculado a partir del andlisis en n=4 de muestras de agua enriquecidas con los PEs a 5000 ng/L.

LD: limite de deteccion; LC: limite de cuantificacion; AC: acetaminofén; AS: &cido salicilico; ATN: atenolol; BTX:
betaxolol; BZB: bezafibrato; CA: acido clofibrico; CBZ: carbamazepina; CHL: cloramfenicol; CLT: clembuterol; CMT:
cimetidina; CRZ: carazolol; DCF: diclofenaco; DZP: diazepam; ENA: enalapril; FAM: famotidina; FLU: fluoxetina; FUR:
furosemida; GFB: gemfibrozil; GLM: glibenclamida; HDT: hidroclorotiazida.
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Tabla 16. Continuacion

Linealidad % Recuperaciones* LD/LC ‘ LD/LC ‘ LD/LC
Comp. 5 Rango | Desviacion estandar relativa (DES) ng/L

' (ng/mL) INF EFL AS INF EFL AS
IBU |0.9987 | 1-2500 | 102 (+2) 101 (1) 107 (£3) | 12/39 |2.3/7.6 | 1.1/3.7
IND |0.9994 | 0.5-500 | 105 (+7) 94 (+4) 107 (£3) | 11/35 | 6.6/22 | 0.7/2.5
KPF |0.9969 | 1-1000 | 97 (x6) 95 (+4) 103 (£6) | 23/78 | 9.2/30 | 2.5/8.3
MA |0.9999| 0.5-500 | 104 (3) 93 (+3) 104 (+4) | 5.3/18 | 0.7/2.3|0.6/2.1
NAD |0.9991| 0.5-500 | 99 (+13) 100 (£8) 116 (+8) | 3.6/12 | 0.3/1.1|0.3/0.8
PTB | 0.9998 | 1-1000 88 (+2) 79 (+3) 101 (£1) | 11/37 | 2.4/7.9 | 1.1/3.7
SA | 0.9996 | 5-1000 3 (+10) 2 (+6) 3 (+6) 41/136 | 8.4/28 | 4.7/16
SAL | 0.9931 | 0.5-500 | 106(+6) 85 (+7) 45 (+2) | 2.8/9.3 | 0.4/1.4 | 0.2/0.6
SMZ | 0.9991 | 1-2500 87 (+3) 97 (+10) 119 (+4) | 33/109 | 13/44 | 6.4/21
SOT | 0.9811 | 0.5-100 | 96 (+3) 77 (+7) 93 (+10) | 3.3/11 | 3.9/13 | 0.6/1.9
TIM | 0.9997 | 0.5-500 | 124 (+7) 109 (£9) 115 (+7) | 4.4/15 | 0.6/2.2 | 0.4/1.4
TMP | 0.9912 | 1-500 107 (+8) 99 (+8) 112 (+8) | 7.8/26 | 1.3/4.5 | 0.7/2.4

* Calculado a partir del andlisis en n=4 de muestras de agua enriquecidas con los PEs a 5000 ng/L.

LD: limite de deteccién; LC: limite de cuantificacién; IBU: ibuprofeno; IND: indometacina; KPF: ketoprofeno; MA: &cido
mefenamico; NAD: nadolol; NPX: naproxeno; PIN: pindolol; PRO: propifenazona; PRP: propanolol; PTB:
pentobarbital; SAL: salbutamol; SMZ: sulfametoxazol; SOT: sotalol; TIM: timolol; TMP: trimetroprim.

4.1.1.4. Repetibilidad

La repetibilidad del método analitico desarrollado presentd una desviacion

estandar relativa (DER) <15 en la mayoria de los PFs presentes en las

diferentes matrices estudiadas. Estos valores muestran que la repetibilidad de

los datos fue aceptable para validar el método multi-residuo desarrollado. Los

valores de la DER de cada uno de los PFs estudiados se muestran en la Tabla

16.

4.1.1.5. Limites de deteccion y cuantificacion instrumental

Los LDs y LCs determinados fueron diferentes para aguas residuales crudas,

tratadas y superficiales. Los valores calculados para estos limites se presentan

en la Tabla 16.

88



4.1.1.6. Efecto matriz

En el presente estudio se evalu6 el efecto matriz en el INF, EFL y AS debido
a las posibles interferencias que se pudieron presentar al momento del analisis
de las muestras en el CLAR-EM-EM donde normalmente se presentan
problemas de supresion o mejora de la sefial. En este estudio todos los PFs
estuvieron sujetos a la disminucién de la sefial (supresién idnica), porque de
acuerdo a Osorio et al., 2014, si el % de EMZ >100 tenemos una mejora en la
sefal y si se tiene un % <100 la sefial se suprime. El porcentaje de supresion
i6nica varié del -99 al 13% para el influente, -99 al 25 % para el efluente y -100
a -4% para el agua superficial (Figuras 22 y 23). Estos resultados muestran
gue estos efectos de supresion influyeron considerablemente en las sefales
obtenidas. Sin embargo, con el uso de PITs se pudo corregir en cierta medida,
los efectos de este fendbmeno ya que van a estar afectados de igual manera

por el mismo grado que sus analogos sin deuterar.

BINF
BEFL
BAS

Figura 28. Efecto matriz (%) observado en el caso de los PFs analizados en modo de
ionizacién negativa en las diferentes matrices de agua evaluadas.
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Figura 29. Efecto matriz (%) observado en el caso de los PFs analizados en modo de
ionizacién positiva en las diferentes matrices de agua evaluadas.

4.3. Tercera etapa

4.3.1. Identificacion, cuantificacion y remocion de los PFs de la zona de

estudio

Para la identificacion y seleccion de los PFs se aplicaron los lineamientos
establecidos en la decisién 2002/657/EC de la Comision Europea (European
Commission 2002), en la que se especifica el uso de puntos de identificacién
(PIs) (4 Pls, 1 para el ion original y 1.5 para cada producto de transiciéon). Las
2 transiciones obtenidas para cada farmaco identificado, asi como la
respectiva transicion del PITs utilizado para la cuantificacion se muestran en
la seccion del apéndice A. Siguiendo los lineamientos y validando el método
analitico desarrollado se identificaron y cuantificaron los siguientes farmacos

en el area de estudio:
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En el presente trabajo las campafias de muestreo se realizaron durante la
temporada de clima seco y de acuerdo a Kasprzyk-Hordern et al., (2009), las
concentraciones de PFs suelen ser mas altas durante las condiciones de clima
seco y muy bajas durante condiciones de clima humedo debido a las diluciones
significativas del agua del rio con agua de lluvia. Las concentraciones
promedio de los PFs detectados en AS1 y AS2 para el afio 2015 y 2016 se

muestran en la Figura 24.

91



4000

3500

3000

2500

2000

ng/L

1500

1000

500 I
0 | ™ N . ull p—

AC [ AS | ATN [ BZB | CBZ | DCF | GFB | IBU | IND | NPX | SMZ | TMP
m2015AS1|3426 | 341 | 14 |1491| 127 | 1199 | 128 | 767 | 134 |3950| 161 | 38
m2015AS2| 1398 | 179 | 25 |1506| 55 |1174| 165 | 739 | 248 | 2724 | 578 | 75
m2016 AS1|1252| 211 | 13 | 392 | 66 | 297 | 11 | 287 | 21 |2603| 210 | 78
m2016 AS2| 431 | 153 7 364 | 21 | 309 | 20 | 224 | 29 | 911 | 302 | 58

Figura 30. Concentraciones promedio de los PFs detectados en AS1 y AS2 para las

campanfas de muestreo 2015 y 2016.
AC: acetaminofén; ATN: atenolol; AS: Acido salicilico; BZB: bezafibrato; CBZ: carbamazepina; DCF: diclofenaco;
GFB: gemfibrozil; IBU: ibuprofeno; IND: indometacina; NPX: naproxeno; SMZ: sulfametoxazol; TMP: trimetroprim.

Los resultados de los muestreos 2015 y 2016 muestran que la cuenca del Rio
Apatlaco presenta concentraciones de PFs antes de la descarga del efluente
de la PTARM-A (AS1), lo que sugiere la contaminacion de la cuenca aguas
arriba de la planta por AC, AS, CBZ, IBU, NPX, ATN, BZB, TMP y DCF. Los
ultimos 4 PFs se detectaron en mayores concentraciones aguas arriba
sugiriendo que la concentracion de estos farmacos es mayor que la

concentracion después de la descarga de la PTARM-A.

Por otra parte, en ambos muestreos, en las aguas que reciben la descarga de
la PTARM-A (AS2) se encontraron los siguientes farmacos: ATN, BZB, GFB,
IND, SMZ, TMP y DCF (s6lo en el 2016) lo que indica que estos farmacos se
encuentran en las aguas residuales que trata la PTARM-A. En el agua AS1
durante el muestreo 2016, las concentraciones promedio del AC, AS, ATN,
BZB, CBZ, DCF, GFB, IBU, IND Y NPX disminuyeron 63, 38, 7, 74, 48, 75, 92,

63, 84 y 34%, respectivamente, respecto al afio 2015.
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Estos resultados indican que para el afio 2015 hubo un mayor consumo de
PFs por parte de la poblacion Morelense. Sin embargo, la concentracion del
sulfametoxazol y trimetoprim aumento 23 y 53% respecto al 2015. Por lo tanto,
para estos PFs hubo un mayor consumo en el 2016 que en el 2015. Para el
caso del punto de muestreo AS2, la variabilidad de las concentraciones con
respecto al punto AS1 se debe principalmente a que en el rio la concentracion
de los PFs depende del caudal del cuerpo receptor, la absorcidon por biota, la
volatilizacion, la degradacion bioldgica, la fotodegradacion y las reacciones de
transformacién a través de otros mecanismos abiéticos dependen de la
temperatura, la luz solar y otros factores ambientales (Lindholm-Lehto et al.,
2016).

La presencia de los PFs encontrados en la corriente del Rio Apatlaco se
confirmé debido a que de acuerdo al informe de la Comision Estatal del Agua
y Medio Ambiente del Estado de Morelos (CEAGUA) en el 2008 se detectaron
mas de 2 000 descargas de aguas residuales sin tratamiento en la cuenca,
provenientes de las siguientes zonas significativas por su densidad de
poblacion: Par Vial, Satélite y Antonio Barona. En la cuenca se estimaba un
caudal de aguas residuales que oscilaba entre 1 494 y 1 992 L/S (CONAGUA,
2008). En la Figura 25 se muestran las concentraciones promedio del influente
y efluente de la PTARM-A para las campafias de muestreo 2015 y 2016. Asi
mismo se presenta el porcentaje de remocién que presenta cada farmaco
durante el tratamiento del agua residual. La eficiencia de remocién para cada

farmaco fue evaluada usando la ecuacion 3 (Crites y Tchobanoglous, 2000).

n = SRR 100 (Ec. 3)

CInF
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Donde:

n = % de eficiencia de remocion

Cine = Concentracion del farmaco en el influente

CerL = Concentracion del farmaco en el efluente
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12000 130
10000 Q\ rL }j)\ ))\ 80 jé
s000 [P\ g \ o N 3 2
= \L/IRY R
(@)} 6000 O =
c -70 %
o A AN Y 120 o
2000 /T\ 170 ©
0 —o—=\=-04 = été—l’:’§*0— 220 2
AC | AS [ATN|BzB | CBZ|DCF|GFB[ IBU | IND [NPX|SMZ|TMP kS
—o—INF [11038 235 | 58 [3128] 126 [2380| 184 [2160| 260 |2605|1098| 145 “\j
—o—EFF| 0 [ 199 | 58 | 775|392 2026|270 | 0 [ 228|276 | 779 | 180 °
——% |100] 15 | 0 | 75 [-212] 15 | -47 [100| 13 [ 89 | 29 | -24
2016
9000 | | 120
8000 —t 100 ©
7000 7 S
6000 P 80 £
< 5000 \ \ / =
2 4000 \\\( 7 \_ﬂ €0 3
3000 \ \.7+<./ i 40 ©
2000 e ¥ 20
AC | As [ATN|BzB|CBZ|DCF|[GFB| IBU | IND [ NPX|SMZ|TMP kS
—0—INF [8245( 292 | 78 |1643] 288 [1045| 45 | 825 | 67 |2459|1478] 648 “\j
—o—EFF| 0 [133] 44 [343[184[585| 29 | 0 | 53 | 89 | 723 340 °
——% |100 54 | 44 | 79 | 36 | 44 | 36 [100| 21 | 96 | 51 | 47

Figura 31. Concentracion promedio de los PFs detectados en el INF y EFF en el afio
2016. Asi como su porcentaje de remocion de cada farmaco durante el tratamiento
BZB: bezafibrato; CBZ:

carbamazepina; DCF: diclofenaco; GFB: gemfibrozil; IBU: ibuprofeno; IND: indometacina; NPX: naproxeno; SMZ:
sulfametoxazol; TMP: trimetroprim.

del agua residual. Ac: acetaminofén; ATN: atenolol; AS: Acido salicilico;
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En la Tabla 17 se muestran los resultados globales de las concentraciones
determinadas durante los muestreos 2015 y 2016. Se presenta el intervalo del
valor minimo y del valor maximo, asi como el valor de la mediana de las

concentraciones de los PFs, en los 4 sitios de muestro.

Para el caso del influente las concentraciones promedio de los farmacos
fueron las siguientes: AC (9641 ng/L), NPX (2532 ng/L), DCF (1713 ng/L), IBU
(1493 ng/L), BZB (2385 ng/L), SMZ (1288 ng/L), AS (264 ng/L), ATN (68 ng/L),
CBZ (207 ng/L), GFB (114 ng/L), IND (163 ng/L) y TMP (396 ng/L).
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Tabla 17. Concentracion de los PFs detectados en el area de estudio

lera muestreo (2015)

2da muestreo (2016)

AS1 (n=4) INF (n=4) EFL (n=4) AS2 (n=4) AS1 (n=4) INF (n=4) EFL (n=4) AS2 (n=4)
Freq. Intervalo? Intervalo?
(%) (mediana) (mediana)
(n=32)
Analgésicos/anti-inflamatorios
Acetaminofén 91 2400-4,460 8650-12,300 nd 398-2320 1050-1464  2330-14900 nd 354-508
(3422) (11600) e (1437) (1245) (7875) hn (430)
Acido salicilico 100 200-664 125-335 130-320 128-216 109-422 223-408 65-264 33-336
(250) (240) (173) (186) (157) (269) (102) (121)
Diclofenaco 100 1100-1276 2325-2470 1,865-2180 988-1398 268-352 560-1440 466-690 258-352
(1209) (2363) (2030) (1155) (283) (1090) (593) (313)
Ibubrofeno 78 502-1106 1840-2835 nd 386-896 256-324 370-1310 nd 184-248
P (730) (1983) e (836) (283) (810) hn (231)
Indometacina 100 112-164 165-310 150-305 206-362 19-26 33-104 38-63 25-33
(129) (283) (228) (212) (20) (66) (56) (30)
NaDroxeno 100 3000-4820 2420-2800 194-392 1756-3840 732-4880 825-4210 49-152 834-986
P (3990) (2600) (260) (2650) (2600) (2400) (77) (911)
Antibioticos
Sulfametoxazol 100 76-722 775-1330 440-1215 306-722 118-348 940-2010 565-935 108-502
(173) (1143) (730) (642) (186) (1480) (695) (299)
Trimetoorim 100 34-44 125-165 135-300 64-90 58-120 440-790 290-395 34-74
P (37) (145) (143) (72) (66) (680) (338) (61)
Beta-bloqueantes
Atenolol 100 12-16 55-60 35-95 14-32 10-16 60-90 35-50 4-10
(14) (58) (50) (27) (12) (80) (45) )

Ketoprofeno, acido mefenamico, propifenazona, sotalol, nadolol, pindolol, carazolol, propanolol, timolol, betaxolol, pentobarbital, salbutamol, clembuterol,
hidroclorotiazida, enalapril, furosemida, glibenclamida, acido clofibrico, fluoxetina, diazepam, cimetidina, famotidina y cloramfenicol no fueron detectadas en ninguna
muestra de agua. n.d.; no detectado; 2 valores en ng/L.
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Tabla 17. Continuacion

lera muestreo (2015)

2da muestreo (2016)

AS1 (n=4) INF (n=4) EFL (n=4) AS2(n=4)  AS1 (n=4) INF (n=4) EFL (n=4)  AS2 (n=4)
Freg. Intervalo® Intervalo®
(%) (mediana) (mediana)
(n=32)
Reguladores de lipidos
Bezafibrato 100 1120-2100 2855-3445 655-950 1308-1690 368-424 570-2840 265-485 286-446
(1371) (3105) (748) (1513) (388) (1580) (310) (362)
Gemfibrozil 100 46-368 155-225 190-380 116-264 8-12 20-70 20-50 14-24
(49) (178) (255) (140) (8) (45) (23) (20)
Drogas psiquiatricas
Carbamazenina 100 52-276 85-142 330-476 52-59 56-82 190-380 165-195 8-36
P (90) (138) (381) (54) (62) (290) (188) (19)

Ketoprofeno, acido mefenamico, propifenazona, sotalol, nadolol, pindolol, carazolol,

propanolol, timolol, betaxolol, pentobarbital, salbutamol, clembuterol,

hidroclorotiazida, enalapril, furosemida, glibenclamida, acido clofibrico, fluoxetina, diazepam, cimetidina, famotidina y cloramfenicol no fueron detectadas en ninguna
muestra de agua. n.d.; no detectado; #; valores en ng/L.
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De acuerdo a los resultados obtenidos en la Tabla 18, se puede observar de
manera general que la mayoria de los PFs presentaron mayores
concentraciones en el 2015 que en el 2016. Con respecto a las
concentraciones, se puede observar que el AC, NPX, DCF, IBU, BZB y SMZ
presentaron las mayores concentraciones entre los 12 PFs detectados en el
INF de la PTARM-A, mientras que el AC, DCF, NPX y BZB presentaron las
mayores concentraciones en el agua superficial. Esto es razonable debido a
gue son consumidos en exceso por parte de la poblacion. Los primeros 4 son
adquiridos libremente, sin ningln tipo de prescripcion médica, mientras que

para comprar el BZB y SMZ se requiere prescripcion médica.

En el EFL de la PTARM-A se observd que en el muestreo 2016 las
concentraciones promedio del AS, ATN, BZB, CBZ, DCF, GFB, IND, NPX,
SMZ y TMP disminuyeron 33, 2, 56, 53, 71, 89, 77, 68, 23 y 51%, respecto al
afio 2015. Se observo que en los dos periodos de muestreo se obtuvieron
eficiencias de remocion desde 0 a 100%. La PTARM-A resulto ser eficiente
para remover el AC, BZB, IBU y NPX utilizando lodos activados. Mientras que
para el AS, ATN, CBZ, GFB, IND, SMZ y TMP resulto tener una eficiencia de
remocion de bajas a medias. Para el muestreo 2016 no se observé remocion
alguna de ATN, CBZ, GFB y TMP, sino acumulacién de los farmacos lo que
indica una resistencia de estos compuestos a la degradacion biolégica. En el
caso de la CBZ y TMP se ha demostrado que tienen la caracteristica de ser
recalcitrantes y altamente persistentes en el medio ambiente (Siemens et al.,
2008; Paiga et al., 2016). Este comportamiento de los farmacos hace
necesaria la implementacion de otras tecnologias de tratamiento para su
remocién. En este sentido, de acuerdo a los estudios de Ternes et al., (2004),
los PFs recalcitrantes pueden ser removidos por tratamientos terciarios, tales
como o0zonizacion, absorcién por carbén activado, o nanofiltracion.

A continuacion, se describen los resultados de los PFs de acuerdo a cada

familia terapéutica:
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4.3.2 Analgésicos/anti-inflamatorios
De los 6 analgésicos/anti-inflamatorios detectados en las muestras de agua en

los muestreos 2015 y 2016, el AC, DCF, IBU y NPX se encontraron en muy
altas concentraciones con relacion a la informacion documentada.
La frecuencia de deteccion de estos PFs fue >78% en todas las muestras
analizadas. Para las muestras AS1, las mayores concentraciones se
obtuvieron en el 2015. Se obtuvieron las siguientes concentraciones
promedios: 3422 ng/L para AC, 1209 ng/L para DCF, 730 ng/L para IBU y 3990
ng/L para NPX. Para AS2 fueron de 1437 ng/L para AC, 1155 ng/L para DCF,
836 ng/L para IBU y 2650 ng/L para NPX.

Las concentraciones promedio en las muestras del INF fueron de 11600 ng/L
para AC, 2363 ng/L para DCF, 1983 ng/L para IBU y 2600 ng/L para NPX.
Estos niveles altos pueden explicarse por el alto consumo y el facil acceso de
los medicamentos ya que son de venta libre, para los cuales no se requiere
prescripcidon meédica, siendo comunmente utilizados por la poblacion a través

de la automedicacién (Angeles-Chimal et al., 1992).

De acuerdo a Yang et al., (2017), el AC, DCF, IBU y NPX estan comunmente
presentes en aguas superficiales y residuales en todo el mundo a
concentraciones variables debido a que son consumidos en la mayoria de los
paises en grandes cantidades. En esta investigacion las concentraciones de
AS1 se encontraron por arriba de las encontradas en el Rio Liz en Portugal,
34.4 ng/L para AC, 53.7 ng/L para IBU, 38 ng/L para DCF y 260 ng/L (Paiga
et al.,, 2017). En México se detectaron concentraciones menores que las
obtenidas en el presente estudio con concentraciones de 15-45 ng/L para IBU,
52-186 ng/L para NPX 'y 28-32 ng/L para DCF (Félix-Cafiedo et al., 2013), asi
como en Espafia (Gros et al.,2009; Carmona et al.,2014), Grecia (Stamatis y
Konstantinou., 2013), Korea (Kim et al., 2007), Reino Unido (UK) (Kasprzyk-
Hordern et al., 2009) y Brasil (Quadra et al., 2017) se detectaron menores
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concentraciones gque las obtenidas en el presente estudio. En Costa Rica se
han detectado concentraciones mayores de AC e IBU, del orden de 13216 ng/L
para el primero y 36788 ng/L para el segundo (Spongberg et al., 2011).

Con respecto al influente, de acuerdo a la Tabla 18, la concentracion del AC
obtenida en el presente estudio fue menor que la reportada en Portugal, India
y Reino Unido; y mayor a la reportada en Espafa, Grecia y México. La
concentracion de DCF fue menor a la reportada en México y mayor a la
reportada en Portugal, India, Espafa, Grecia y Reino Unido. Mientras que la
concentracion de IBU fue menor que la reportada en Portugal, India, Reino
Unido, Espafa, Grecia y México. Finalmente, la concentracion del NPX fue
menor a la reportada en México y Reino Unido, menor a la reportada en
Portugal, India y Grecia, y muy similar a la reportada en Espafia. Como se
puede observar en los resultados, las concentraciones reportadas de PFs en
el influente de las PTARs muestran variaciones, que se deben a factores,
incluyendo la tasa de produccion, las ventas y practicas especificas, el

metabolismo (tasa de excrecion) y el consumo por persona.

Tabla 18. Concentraciones de analgésicos/anti-inflamatorios reportados en el
influente de PTARs reportadas en otros estudios

Farmaco Concentracion ng/L
Acetaminofén a15,9225; */86,800; ©10,899; €1,996; 1178,116;
Diclofenaco ag72; b360; ¢726; 990; ¢833; 260; 91,607; "3,424;
ag12; v120; ©2,349; 92,399; €263; 11,173; 913,620;
Naproxeno
h16,336;

3Paiga et al., 2016 (Portugal); "Balakrishna et al., 2017 (India); °Gros et al., 2009; Carmona et al., 2014; (Espafa)
ePapageorgiou et al., 2016 (Grecia); ‘Kasprzyk-Hordern et al., 2009 (Reino Unido) 9Silva, 2008; "Chavez et al., 2011
(México).

* Concentracion promedio maxima.
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4.3.2.1. Remocién en PTARM-A

Los farmacos analgésicos/anti-inflamatorios AC, IBU y NPX fueron
eficazmente removidos en la PTARM-A, presentando eficiencias de remocion
en un rango de 89-100%, mientras que el AS, DCF e IND presentaron de bajas
a medias eficiencias de remocién, 15y 54% para el AS, 15y 44% para el DCF,
13y 21% para la IND. Con respecto a los 3 primeros farmacos, remociones
similares se han reportado en otros estudios (Tabla 20). Mientras que para el
AS, las mayores eficiencias de remocion se han presentado en otros estudios
que en el presente. Esto se puede deber principalmente a que el aumento o
disminucibn en la remocion se puede deber principalmente a la
desconjugaciéon de sus metabolitos glucoréonidos durante el tratamiento
biolégico (Cruz-Morata et al., 2013). Con respecto al DCF y la IND las
remociones obtenidas en el presente estudio se encuentran dentro del rango

reportadas en otros estudios (Tabla 19).

Tabla 19. Porcentajes de remocién reportados en otros estudios

Productos % remocion Referencia
farmacéuticos
AC a100; b85; €98.7-100; 999; €78;
9100/86.4; "100; *"95
IBU ab100; ¢72-100; 991; €90; aGracia Lor et al.,2012
>80/ >99/72-56; 982-99.8; "90; bCollado et al.,2014
*hg82 °Luo et al.,2014
NPX agQ; b98; ©43.3-98.6; 986; 86; dGros et al., 2010
f84/>90; 935-95; *"60; "79 eStamatis y Konstantinou et al., 2013
AS a100; *99; €89.6-100; 996; €86; fyang et al., 2017
*9g; 100 9%Verlicchi et al., 2012
DCF aQ; c0-81.4; 958; e55; 145/74; hKasprzyk-Hordern et al., 2009
*h,ho
IND 923/<10

Tipo de tratamiento bioldgico; ™ ¢¢9hodos activados; ©no se especifica; *"filtro percolador
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Los analgésicos/anti-inflamatorios AC, IBU, NPX, DCF e IND removidos en la
PTARM-A presentaron eficiencias de remocion similares o iguales a las
reportadas en algunos paises europeos donde utilizan la tecnologia de lodos

activados.

4.3.3. Antibidticos

En cuanto a los antibidticos detectados en el area investigada, el SMXy TMP
tuvieron una frecuencia de deteccion del 100% en las muestras analizadas.
Este patrén se puede explicar por el hecho de que éstos farmacos
generalmente se combinan en productos farmacol6gicos comerciales o se
coadministran para mejorar el tratamiento (Yan et al., 2014). Asi para las
muestras AS1 se obtuvieron las mayores concentraciones en el muestreo
2016, obteniéndose las siguientes concentraciones promedio, 186 ng/L para
SMX 'y 66 ng/L para TMP. Para AS2 se obtuvieron una concentracion de 642
ng/L para SMXy 72 ng/L para TMP.

Las concentraciones promedio obtenidas en las muestras del INF fueron de
1480 ng/L para el SMX y 680 ng/L para el TMP. Con respecto al agua
superficial, las concentraciones promedio encontradas en el presente estudio
se encontraron por encima de las detectadas en otros estudios, por ejemplo;
en Reino Unido, en el Rio Ely fueron de 19 y 62 ng/L y en el Rio Taff fueron
de 1y 89 ng/L para el TMP; para el SMX en ambos rios fue de 0 a 2 ng/L
(Kasprzyk-Hordern et al., 2009); mientras que en Barcelona, especificamente
en el Rio Ebro fueron de 11 ng/L para el SMX y 4 ng/L para el TMP (Gros et
al., 2009); en Costa Rica se reportaron de <11 ng/L para el SMX y <7 ng/L
para el TMP (Spongberg et al., 2011); en Korea, en los rios Han, el Nakdong
y el Youngsan se detectaron concentraciones promedio de 20 ng/L para el
SMX y 4 ng/L para el TMP.
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En México, en el Rio Yautepec (Morelos) se reporté una concentracion de 421-
204450 ng/L (Avilés et al.,2015) para el SMX, este rango de concentracion se

encuentra muy por encima a la reportada en el presente estudio.

Con respecto a las concentraciones promedio en el influente en el presente
estudio, éstas son mayores a las reportadas en otros estudios; por ejemplo,
en Grecia se reportaron concentraciones de 87.7 ng/L para SMX y 138 ng/L
para TMP (Papageorgiou et al., 2016); en Espafia de 70 ng/L para SMX y 54
ng/L para TMP (Collado et al., 2014); 354 ng/L para SMX y 50 ng/L para TMP
(Gros et al., 2009); 450 ng/L para SMX 'y 100 ng/L para TMP (Gracia-Lor et al.,
2012). Por otro lado, en 2 PTARs de Reino Unido se reportaron
concentraciones de 29 ng/L y 115 ng/L para SMX y de 2192 y 2925 ng/L para
TMP (Kasprzyk-Hordern et al., 2009). Kosma et al., (2014), reportaron en 6
diferentes PTARs que operaban con diferentes TRH y TRL, reportando
concentraciones de SMX en un rango de 16.4-227 ng/L y de 7.9-33.7 ng/L
para el TMP fue de. En México, en el agua residual proveniente del Gran Canal
se detectdé el TMP en una concentracion de 150 ng/L, mientras que en el
Emisor Central se detecté a una concentracion de 320 ng/L (Siemens et al.,
2008). En Morelos se detecto la presencia de SMX en el EFL de la PTARM
Yautepec, con una concentracion de 87 000-136 000 ng/L (Avilés et al., 2015),

mucho mayor a la concentracion de la PTARM-A del presente estudio.

4.3.3.1. Remocién en PTAR-A

Los antibioticos SMX y TMP presentaron eficiencias de remocion promedio de
29% para el SMX 'y sin remocion para el TMP en el muestreo 2015, mientras
que en 2016 se obtuvieron remociones de 51% para el SMX y 47% para el
TMP, respectivamente. La posible variabilidad en la eficiencia de remocion de
estos farmacos se puede deber a que en el caso del SMX, los metabolitos
principales son productos acetilados-N4, son biolégicamente inactivos al

entrar en las PTARs y pueden biotransformase en el compuesto original.
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En el caso de TMP sucede la ruptura y oxidacién de grupos funcionales por lo
que orma una variedad de subproductos derivados de reacciones de
biotransformacion y fototransformacion (Kosma et al., 2014). Por su parte,
Lindberg et al., (2006) reportaron que el TMP puede ser recalcitrante para las
bacterias en el tratamiento biolégico utilizando lodos activados. Asi mismo,
Verlicchi et al., (2012), reportaron que tanto el SMX como el TMP son
resistentes a los procesos biolégicos que tienen lugar en las PTARs. En la
Tabla 20 se muestran los porcentajes de remocidn obtenidos en otros estudios

que utilizan la tecnologia de lodos activados.

Tabla 20. Porcentajes de remocién en PTARS reportados en otros estudios

Productos farmacéuticos % remocion Referencia
a80; b42; c4-88.9; aGracia Lor et al.,2012
SMIX d474; ¢0-60 bCollado et al., 2014
956/54/71/62/10/74 ¢Luo et al.,2014
4,5-100; "78; *h0 dGros et al., 2010
a30; b57; ¢0.81.6; eGobel et al. 2007
e0-20; f4/40/45 9:0- fyang et al., 2017
T™P 85 h70: *40 %Verlicchi et al., 2012
hKasprzyk-Hordern et al., 2009

Tipo de tratamiento biolégico; *¢¢"9Modos activados; ©no se especifica; *"filtro percolador

Las eficiencias de remocién de los antibiéticos SMX y TMP removidos en la
PTARM-A son similares a las eficiencias de remocion de algunos paises
europeos donde utilizan la tecnologia de lodos activados.
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4.3.4. Beta-bloqueantes

En cuanto a los beta-blogueantes detectados en el area investigada, el ATN
tuvo una frecuencia de deteccion del 100% en todas las muestras analizadas.
Para las muestras AS1 se obtuvieron las mayores concentraciones en el
muestreo 2015, obteniendo una concentracion promedio de 14 ng/L para la
muestras AS1y de 27 ng/L para AS2. Mientras que la concentracion promedio
obtenida en el INF fue de 58 ng/L para el muestreo 2015 y de 80 ng/L para el
muestreo 2016. Las concentraciones promedio en el agua superficial del
presente estudio, son similares a las que se han reportado en Espafia, 9 ng/L
(Gros et al., 2009), Brasil, 0.9-16.4 ng/L (Quadra et al., 2016). En Reino Unido
se reportaron concentraciones mas altas que las del presente estudio, para
los Rios Taff y Ely, 63 y 53 ng/L, respectivamente (Kasprzyk-Hordern et al.,
2009); en Serbia se reporté una concentracion maxima de 50.6 ng/L (Petrovic
et al.,2014); en los rios Beijing, Changzhou y Shenzhen de China se report6
una concentracion promedio de 52.9 ng/L (Wang et al., 2015). En el presente
estudio, las concentraciones se encontraron por debajo a las reportadas en
otros estudios; por ejemplo, en India se reportd una concentracion promedio
de 192 ng/L y una mayor de 41 400 ng/L (Balakrishna et al., 2017); en Espafia
de 779 ng/L (Gros et al., 2009) y 2 224 ng/L (Collado et al., 2014); en Grecia
de 1 720 ng/L (Papageorgiou et al., 2016).

4.3.4.1. Remocion en PTARM-A

El beta-bloqueante ATN no fue removido en el muestreo 2015 y para 2016 fue
removido con una eficiencia de 44%. En la Tabla 21 se muestran los
porcentajes de remocién obtenidos en otros estudios que utilizan la tecnologia
de lodos activados. Los resultados de este estudio son similares a los

reportados en Espafia y Reino Unido.
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Tabla 21. Porcentajes de remocién de PTARSs reportados en otros estudios

Productos farmacéuticos % remocion Referencia
ATN a82; b0-85.1; °59; aCollado et al.,2014
d0/71/76/61/73/44 bLuo et al.,2014
4.5-100; €68; *"80 ¢Gros et al., 2010

dVerlicchi et al., 2012
eKasprzyk-Hordern et al., 2009

Tipo de tratamiento biolégico; **%€lodos activados; ®no se especifica; **filtro percolador

4.3.5. Reguladores de lipidos

En cuanto a los reguladores de lipidos, el BZB y el GFB tuvieron una frecuencia
de deteccion del 100% en todas las muestras analizadas. Siendo, el segundo
grupo farmacéutico mas abundante en el influente y agua superficial. Para las
muestras AS1 se obtuvieron las mayores concentraciones en el muestreo
2015. Se obtuvieron concentraciones promedio de 1371 ng/L para BZB y de
49 ng/L para GFB, mientras que para AS2 se obtuvieron concentraciones de
1513 ng/L para el BZB y de 140 ng/L para el GFB. En el INF se obtuvieron
concentraciones promedio de 3105 ng/L para el BZB (muestreo 2015) y de
1580 ng/L (muestreo 2016); para el GFB fueron de 178 ng/L (muestreo 2015)
y de 45 ng/L (muestreo 2016).

Con respecto al agua superficial, las concentraciones promedio de BZB y GFB
reportadas en el presente estudio fueron mayores que las de otros estudios;
en Brasil, se reportaron de 1.2-3.7 y 201.5 ng/L para BZB (Quadra et al., 2016);
en Espafia, de 6 ng/L para BZB y 27 ng/L para GFB (Gros et al., 2009), de
2.25 ng/L para BZB y de 16.2 ng/L para GFB (Lépez-Serna et al., 2012), en
Reino Unido de 12 y 13 ng/L para BZB (Kasprzyk-Hordern et al., 2009),
mientras que en Serbia, se reporté una concentracién maxima de 1.6 ng/L para
BZB (Petrovi¢ et al.,2014).
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En México, en el sistema Cutzamala se reporté la presencia de GFB en
concentracion de 9-10 ng/L (Félix—Cafiedo et al., 2013). Solo en Costa Rica se
reportd una concentracion maxima de 17 036 ng/L para el GFB (Spongberg et
al.,, 2011), la cual esta muy por arriba de los resultados mostrados

anteriormente.

En el INF, las concentraciones determinadas son menores a las reportadas en
Espafia, 80 ng/L (Gracia-Lor et al., 2012), 121 ng/L (Collado et al., 2014), 350
ng/L (Gros et al., 2009); Italia, 50 ng/L (Castiglioni et al., 2006) y Grecia 60.8,
210.4 y 45.9 ng/L (Kosma et al.,, 2014). Con respecto al GFB, mayores
concentraciones se han reportado en Espafia, 1009 ng/L (Collado et al., 2014),
219 ng/L (Gros et al., 2009) y Grecia 862 ng/L (Stamatis et al.,2013), 312y 215
ng/L (Kosma et al., 2014). En Morelos se detecto la presencia de GFB en el
EFL de la PTARM Yautepec, con una concentracién de 380-480 ng/L que es
mayor a la concentracion de la PTARM-A del presente estudio. En la Cuenca
del Rio Apatlaco donde se descargan los efluentes de estas PTARs el GFB no

fue detectado al limite de deteccion del método (Avilés et al., 2015).

4.3.5.1. Remocién en PTARM-A

En los muestreos 2015y 2016 el BZB presento6 una eficiencia de remocion del
79%, mientras que el GFB no fue removido en el muestreo 2015 y en el
muestreo 2016 hubo una remocion de 36%. En la Tabla 22 se muestran los

porcentajes de remocion obtenidos en otros estudios.
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Tabla 22. Porcentajes de remocion de PTARS reportados en otros estudios

Productos farmacéuticos % remocion Referencia
a40; ©36.8/48/36/81 aGracia-Lor et al., 2012
B7B /94/90/53.8/99.9/97; | °Stamatis y Konstantinou et al.,
d50; *d65; €69; 198; 2013
99.10-70.5 Verlicchi et al., 2012
aQ; b40; ¢39/68/5; dKasprzyk-Hordern et al., 2009
€67; '82; 90-92.3 eGros et al., 2010
e fCollado et al.,2014
9Luo et al.,2014

Tipo de tratamiento biolégico; **4*flodos activados; 9no se especifica; *filtro percolador

La baja remocion del GFB en la PTARM-A y en otras PTARs de otras partes
del mundo, se puede explicar por la posible desconjugacién de metabolitos y/o
PTs de la hidrolisis y desorcién del GFB durante el tratamiento de aguas
residuales (Carmona et al., 2014; Subedi et al., 2015). La remocion del BZB
en la PTARM-A es similar a la reportada en otras PTARs de otras partes del

mundo.

4.3.6. Drogas psiquiatricas
En cuanto a las drogas psiquatricas, la CBZ tuvo una frecuencia de deteccion

del 100% en todas las muestras analizadas; esta alta frecuencia de deteccion
se explica por sus caracteristicas, ya que este antiepiléptico es un farmaco
recalcitrante, altamente persistente en el medio ambiente y con una baja
eficiencia de eliminacién en las PTARs (Verlicchi et al., 2012; Paiga et
al.,2016). Para el muestreo del 2015 en el punto AS1 la concentracion media
fue de 90 ng/L y para AS2 fue de 54 ng/L. En el muestreo 2016 la
concentracion fue de 62 ng/L y de 19 ng/L para AS2.

Mientras que en el INF la concentracion promedio fue de 138 ng/L para el
muestro 2015 y de 290 ng/L para el 2016.
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Con respecto al agua superficial, las concentraciones promedio reportadas en
el presente estudio fueron similares o en algunos casos menores a las
reportadas en otros estudios; en Portugal, en el Rio Lis se detecto una
concentracion promedio de 31.7 ng/L (Paiga et al., 2016); en China, en los
Rios Shenzhen, Changzhou y Beijing fue de 6.7 ng/L (Wang et al.,2015), en el
Rio Yangtze 1 090 ng/L (Zhou et al., 2011); en Reino Unido, en los Rios Ely y
Taff fue de 11 y 137 ng/L (Kasprzyk-Hordern et al., 2009); en Korea, 25 ng/L
(Kim et al., 2007); en Espafa, 19 ng/L (Gros et al., 2009); en Grecia, 144 ng/L
(Stamatis y Konstantinou, 2013); en Brazil, 309. 8 ng/L (Quadra et al., 2017);
en Serbia se reportd una concentracion maxima de 35.5 ng/L (Petrovi¢ et al.,
2014).

Con respecto a las concentraciones del INF, en el presente estudio se
determinaron concentraciones de 138 ng/L y de 290 ng/L, mayores que en
Grecia; 34.1 ng/L (Papageorgiou et al., 2016), 59.7, 21.8, 95.4, 133.2, 83.8 y
38.9 ng/L (Kosma et al., 2014); en Espafa, de 27 ng/L (Collado et al., 2014),
157 ng/L (Gros et al., 2009),; en Portugal, de 89.9 y 100 ng/L (Paiga et al.,
2016); en ltalia, de 12 ng/L (Castiglioni et al., 2006).

En México Chavez et al.,, (2011) reportaron en el emisor central una
concentracion de 200 ng/L y en Morelos en el EFL de la PTARM Yautepec se
se reportd de 190 ng/L (Avilés et al., 2015). Estos resultados son similares a
los reportados en el presente estudio. Por otro lado, en Murcia, Espafa
Fernandez-L6pez et al., (2016) reportaron concentraciones de 360-8 920 ng/L;
826 ng/L en la PTAR Coslech y de 2 499 ng/L en la PTAR Cilfynydd en Reino
Unido. Estas concentraciones son mayores a las determinadas en el presente
estudio. En la Cuenca del Rio Apatlaco donde se descargan los efluentes de
estas PTARs la CBZ no fue detectado al limite de deteccidn del método (Avilés
et al., 2015).
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4.3.6.1. Remocién de drogas psiquiatricas

En la PTARM-A la CBZ fue pobremente eliminada. En el muestreo 2015 no se

presenté remocion, mientras que en el 2016 la eficiencia de remocion fue de

44%. La baja remocion y acumulaciéon de la CBZ en la PTARM-A se puede

atribuir a que la tasa de biodegradacion (kbiol) y el valor del coeficiente de

particion soélido-liquido (Kd) de la CBZ son muy bajos en lodos activados y no

se adsorbe ni se biotransforma independientemente del TRH y el TRL. Por otra

parte, puede atribuirse a la hidrélisis del glucurénido conjugado con la CBZ

durante el proceso de tratamiento del agua residual (Verlichi et al., 2012,

Papageorgiou et al.,2016).

En la Tabla 23 se muestran los porcentajes de remocion reportados en otros

estudios que utilizan la tecnologia de lodos activados.

Tabla 23. Porcentajes de remocién en PTARSs reportados en otros estudios

Productos farmacéuticos

% remocioén

Referencia

CcBz

a40Q; b30; c0-35;
d,*do; *d65; e52; fo;
990-62.3

aGracia-Lor et al., 2012
bStamatis y Konstantinou et al.,
2013
Verlicchi et al., 2012
dKasprzyk-Hordern et al., 2009
eYang et al., 2017
fCollado et al.,2014
9Luo et al.,2014

Tipo de tratamiento biolégico; *>“%*flodos activados; 9no se especifica; *filtro percolador
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4.5. Cuarta etapa

4.5.1. Evaluacion de riesgo ambiental por la presencia de los PFs

Como ya se menciono anteriormente, los PFs y sus metabolitos bioactivos son
introducidos de forma continua en el medio ambiente acuatico como mezclas
complejas a través de varias rutas, pero principalmente mediante aguas
residuales no tratadas y tratadas. Por lo tanto, cientos de PFs y metabolitos se
han detectado en el medio acuatico en diversos estudios realizados en todo el
mundo (Luo et al., 2014). Los PFs pueden ser resistentes a la degradacion,
persistentes en medio acuoso y potencialmente capaces de tener un impacto
negativo en los organismos acuaticos y en la salud humana, que incluyen
toxicidad a corto y largo plazo y efectos disruptivos endocrinos. Los antibiéticos
son de especial interés porque pueden promover la resistencia bacteriana en
el ambiente debido a la exposicion continua (Fent et al., 2006; Rivera-Utrilla et
al., 2013). Por todas estas razones, la evaluacion de riesgo ambiental es
recomendada con el fin de evaluar si los contaminantes considerados pueden

suponer un riesgo para los organismos acuaticos en el contexto estudiado.

A partir de las concentraciones de los farmacos detectados en la cuenca del
Rio Apatlaco y en el efluente de la PTARM-A, se determind el riesgo ambiental,
en términos de ecotoxicidad acuatica, donde se evalué la presencia de éstos
compuestos en las aguas residuales tratadas y superficiales investigadas.
Se calcularon las Concentraciones Previstas Sin Efecto (CPSE) y los cocientes
de riesgos (CR), para cada farmaco, de acuerdo con las ecuaciones 2 y 3

descritas en el capitulo IlI:

CAM
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CPSE= "2

Donde:
CAM
CES0
CL50
CENO

FS

CE50/CL50/CENO

Concentracion Ambiental Medida
Concentracion Efectiva 50%
Concentracion Letal 50%
Concentracion de Efecto no Observado

Factor de Seguridad

EC.3

La Tabla 25 resume los valores de ecotoxicidad obtenidos de la literatura y los

calculados con ECOSAR para los PFs investigados en el presente trabajo para

tres niveles tréficos (alga, dafnia y pez).
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Tabla 17. Datos de ecotoxicidad (mg/L) reportados para alga, dafnia y pez.

Compuestos Alga Dafnia Pez Datos FS
Acetaminofén 134 9.2 378 CES502 1000
Acido clofibrico 86 0.11 53 CE50d 1000
Acido mefenamico 2.09 172 2.25 CL50¢ 1000
Acido salicilico 48 59 1.29 CE50¢ 1000
Atenolol 10 334 1 CNOE" 50

Betaxolol 1.17 1.79 13.38 CES5Q¢ 1000
Bezafibrato 60 0.02 5.3 CNOE® 100
Carazolol 1.93 2.72 21.14 CEbQ¢ 1000
Carbamazepina 6.4 0.02 25 CNOE® 10

Cimetidina 48.48 42.33 419.15 CL50¢ 1000
Clembuterol 5.24 6.35 53.28 CE50°¢ 1000
Cloramfenicol 0.40 72.08 38.82 CE50¢ 1000
Diazepam 16.5 4.2 12.7 CE50P 1000
Diclofenaco 10 10 0.0005 CNOEP 10

Enalapril 34.45 46.27 368.51 CES50¢ 1000
Famotidina 478.14 414.69 3594.43 CL50¢ 1000
Furosemida 142 0.16 497 CNOE" 100
Fluoxetina 0.08 0.17 1.08 CE50¢ 1000
Gemfibrozil 4 104 0.9 CE50¢ 1000
Glibenclamida 0.09 0.45 1.49 CES50¢ 1000
Hidroclorotiazida 34.35 477 2428.57 CE50QP 1000
Ibuprofeno 2 20 0.0001 CNOEP 10

Indometacina 29 16.14 44 CNOEP 100
Ketoprofeno 2 2.3 32 CE50P 1000
Nadolol 22.58 22.61 208.90 CES50¢ 1000
Naproxeno 3.7 0.33 52 CE50Q°P 1000
Pentobarbital 0.02 7.64 27.56 CE50¢ 1000
Pindolol 10.87 11.70 104.25 CEbQ¢ 1000
Propanolol 0.1 0.001 0.0005 CNOE" 10

Propifenazona 1 35 0.8 CE50Q°P 1000
Salbutamol 41.55 36.80 361.77 CL50¢ 1000
Sotalol 26.39 >300 616.63 CL50P 1000
Sulfametoxazol 0.02 25.2 562.5 CE50d 1000
Timolol 8.97 10.27 88.66 CES0¢ 1000
Trimetoprim 0.0016 3.12 25 CNOE® 10

Fuente’ 2Ginebreda et al.,2010; "Mendoza et al., 2015; *ECOSAR (EPA),(este estudio); Kosma et al., 2014.
Valores en negrita representan los valores mas bajos reportados.

Una vez determinados los valores de toxicidad de los PFs se obtuvieron los
resultados mostrados en la Tabla 26, donde se muestran las concentraciones

de toxicidad calculadas para las especies alga, dafnia y pez.
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Tabla 18. Valores CPSEs (ug/L) calculados a partir de datos de ecotoxicidad

reportados en la literatura para cada PF detectado en las muestras AS y EFL

Productos farmacéuticos CPSE CPS.E CPSE
Alga Dafnia Pez
AC 134 9.2 378
AS 48 59 1.29
ATN 200 668 20
BZB 600 0.2 53
CBz 640 2 2500
DCF 1000 1000 0.05
GFB 4 104 0.9
IBU 200 2000 0.01
IND 29 161.4 440
NPX 3.7 0.33 52
SMZ 0.02 25.2 562.5
TMP 0.16 312 2500

Valores en negrita representa la concentracion minima entre las 3 especies tréficas.

Enseguida se muestran las relaciones de toxicidad de cada especie tréfica a
los PFs:

Alga: SMZ>TMP>NPX>GFB>IND>AS> AC>IBU=ATN>BZB>CBZ>DCF
Dafnia; BZB>NPX>CBZ>AC>GFB>SMZ>AS>IND>TMP>ATN>DCF>IBU

Pez: IBU>DCF>GFB>AS>ATN>NPX>BZB>AC>IND>SMZ>TMP>CBZ

De acuerdo a los valores obtenidos de la tabla anterior, la dafnia resulto ser la
especie mas sensible al BZB y menos al IBU, mientras que el alga result6 ser
mas sensible al SMZ y menos al DCF. Finalmente, el pez resulté ser mas
sensible al IBU y menos a la CBZ. Una vez determinados los valores CPSE se
procedio a calcular los CR para los PFs considerando las maximas CAM
medidas tanto en el Rio Apatlaco como el EFL de la PTARM-A de acuerdo a
los muestreos realizados, utilizando la especie tréfica mas sensible para cada
PF de acuerdo a la Tabla 25 y aplicando la EC.2. Los resultados obtenidos son

mostrados en las Tablas 27 y 28.
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Tabla 19. Cocientes de riesgo (CRs) de los PFs detectados en agua superficial antes
(AS1) y después de la descarga de la PTARM-A (AS2).

Productos farmacéuticos CAM CR CAM CR
(ug/L) AS1 (ug/L) AS2
AS1 AS2

AC 4.46 0 2.32 0.25
AS 0.664 0.336 0.26

ATN 0.016 0 0.032 0
BZB 2.1 10.50 1.69 8.45
CBz 0.276 0 0.276 0.14
DCF 1.276 0 1.398 27.96
GFB 0.368 0 0.264 0.07
IBU 1.06 0 0.896 89.60
IND 0.164 0 0.362 0.01
NPX 4.82 14.61 3.84 11.64
SMz 0.722 36.10 0.722 36.10
TMP 0.12 0.75 0.09 0.56

Tabla 20. Cocientes de riesgo (CRs) de los PFs detectados en el efluente de la

PTARM-A
Productos farmacéuticos CAM CR
(Mo/L)
AC 0 0
AS 0.32 0.25
ATN 0.095 0
BZB 0.95 4.75
CBZ 0.38 0.19
DCF 2.18 43.6
GFB 0.38 0.42
IBU 0 0
IND 0.305 0.01
NPX 0.392 119
SMz 2.01 100.5
TMP 0.79 4.94
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De acuerdo con la legislacion ambiental europea, si los valores CRs estan por
debajo de 0.1, no se esperan efectos adversos, siendo clasificado como riesgo
insignificante. Si los valores de CRs se encuentran entre 0.1y 1, el riesgo es
bajo y se deben considerar los posibles efectos adversos. Si los valores CRs
se encuentran entre 1.0 y 10, es probable algun efecto adverso o riesgo
moderado. Por ultimo, los valores de CR por arriba de 10 indican un alto riesgo
ecologico (European Commission, 2003). Con respecto a los resultados
obtenidos, los PFs que representan mayor riesgo para las especies troficas
estudiadas son el DCF, IBU, NPX y SMX. Mientras que los PFs que
representan riesgo menor son el ATN, AC, CBZ, GFB e IND. En la Tabla 29
se resumen los cocientes de riesgo (CRs) para cada PF de acuerdo a los

resultados obtenidos de la Tabla 26 y 27.

Tabla 21. CR de los PFs detectados en la Cuenca del Rio Apatlaco y el EFL de la
PTARM-A de acuerdo a 3 especies tréficas.
Farmaco AS1 AS2 EFL

Alga Dafnia | Pez | Alga | Dafnia | Pez | Alga | Dafnia | Pez

AC
AS
ATN
BZB
CBz
DCF
GFB
IBU
IND
NPX
SMz
TMP

Clasificacion de riesgo:
No hay riesgo

Riesgo bajo

Riesgo moderado

Riego alto -
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Los resultados indican en general un mayor riesgo en el agua superficial que
en el agua del efluente de la PTARM-A. Esto se puede deber principalmente a
que se han detectado mas de 2 000 descargas de aguas residuales sin
tratamiento al Rio Apatlaco (CEAGUA, 2008). Por lo tanto, la presencia de PFs
en el rio representan un riesgo para el medio ambiente acuatico; siendo las
algas, dafnias y peces las especies mas sensibles a éstos ocasionando
alteraciones morfolégicas y/o embriolégicas a estas especies de acuerdo a
DeLorenzo y Fleming, (2008); Cleuvers, (2003); Galus et., (2013).

De acuerdo con los resultados obtenidos anteriormente, existe un riesgo alto
en el agua superficial para las especies alga y dafnia por la presencia del
SMZ, NPX y BZB. Y un riesgo bajo para las especies pez y alga por la
presencia de AS y TMP.

Con relacién al EFL de la PTARM-A se observa un riesgo alto a las especies
alga y pez por la presencia de SMZ y DCF, riesgo moderado a dafnia por la
presencia de BZB y NPX y a pez por la presencia del TMP, asi como riesgo
bajo al pez por la presencia del AS. Se esperaria que la dilucion del EFL con
las aguas del Rio Apatlaco mitigarian la toxicidad y los riesgos ambientales,
pero esto no fue asi porque en el agua superficial (AS2) existe un alto riesgo
para las tres especies troficas por la presencia de SMZ (alga), NPX (dafnia),
IBU y DCF (pez), un riesgo moderado para dafnia por la presencia de BZ y un

riesgo bajo por la presencia de AC (dafnia) y AS (pez).

De acuerdo con los resultados se puede considerar que durante el trayecto del
Rio Apatlaco, éste se contamind recibiendo descargas clandestinas de la
poblacion y al mezclarse con el EFL de la PTARM-A el riesgo para las especies
troficas aumento. Tal fue el caso de la dafnia, que se incremento el riesgo de
moderado a alto para la presencia de NPX, ademas después de la mezcla
AS1-EFL, surgio un nuevo riesgo alto (AS2) para el pez por la presencia de

IBU donde antes de dicha mezcla no existia ningun tipo de riesgo.
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Para el caso del ATN, CBZ y GFB, las concentraciones obtenidas en la Cuenca
del Rio Apatlaco y EFL de la PTARM-A no representan riesgo alguno para las
especies troficas analizadas. En este trabajo a partir de los CRs estimados, el
orden relativo de susceptibilidad fue algas > dafnia > peces, debido a que las
algas son la base de la cadena alimentaria puede afectar indirectamente a todo
el ecosistema. Estos resultados estan de acuerdo con los reportados por Gros
et al., (2010) en estudios realizados en aguas del Rio Llobregat y EFL de
PTARs.

Por otro lado, Kosma et al., (2014), determinaron los CRs en tres niveles
troficos y encontraron que tres de los compuestos (triclosan, trimetroprim y
sulfametoxazol) presentan alto riesgo agudo y dos (diclofenaco y triclosan) alto
riesgo cronico (CR>1), respectivamente. Las algas fueron las especies mas
sensibles, ya que los PFs plantean un alto riesgo ecotoxicol6gico agudo y
cronico para ellas. El riesgo asociado por la presencia de los PFs en el medio
ambiente tiene consecuencias ya sea a corto plazo (toxicidad aguda) o a largo
plazo (toxicidad crénica) como se demostré en ensayos de toxidad cronica
realizados en trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) que evidenciaron
cambios citolégicos en el higado, los rifiones y las branquias después de 28
dias de exposicion a un 1 pg/L de diclofenaco. Para una concentracion de 5
Mg/L, las lesiones renales fueron evidentes, asi como la bioacumulacion del
farmaco en el higado, rifiones, branquias y musculo. La trucha marrén (Salmo
trutta fario) mostré un dafio citologico similar y una reduccién de los valores
del hematocrito después de 21 dias de exposicion a 0.5 pg/L de esta sustancia
activa (Santos et al., 2010).
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4.5.2. Analisis estadistico de los datos
Para evaluar el comportamiento de los farmacos en cada uno de los

muestreos se realiz6 la comparacion entre dias, sitios y afios utilizando en
ANOVA de una via. De acuerdo al andlisis estadistico realizado entre afios
dias y sitios (Apéndice B) se demostrg, que al menos una de las medias resulto
ser diferente a las otras y por lo tanto, debido a que el valor del nivel critico es
menor que el valor de F, se rechazo la hipétesis nula (Ho).

Estadisticamente hubo diferencias significativas (p<0.05) en las

concentraciones entre dias, sitios y afios de muestreos.

Las Tablas del apéndice B se interpretaron de la siguiente manera:
El estadistico F se determino como el cociente entre dos estimadores
diferentes de la varianza poblacional. Uno de estos estimadores se obtuvo a
partir de la variacion existente entre las medias de los grupos (variacion inter-
grupos). El otro estimador se obtuvo a partir de la variacion existente entre las
puntuaciones dentro de cada grupo (variacion intra-grupos). Las Tablas
muestran la siguiente informacién: una cuantificacion de ambas fuentes de
variacion (suma de cuadrados), los grados de libertad asociados a cada suma
de cuadrados y el valor concreto adoptado por cada estimador de la varianza
poblacional (promedios cuadraticos). El cociente entre estos dos promedios
cuadraticos proporciond el valor del estadistico F, el cual aparece acompafiado
de su correspondiente nivel critico o nivel de significancia observada, es decir,
de la probabilidad de obtener valores como el obtenido o mayores bajo la

hip6tesis de igualdad de medias.

119



Capitulo V. Conclusiones

1. Se realiz6 la investigacion y evaluacion de la presencia de contaminantes
emergentes (productos farmacéuticos) en la Cuenca del Rio Apatlaco en el

Estado de Morelos y se estim6 el riesgo ambiental en tres especies tréficas.

2. La hipotesis planteada fue comprobada ya que se determiné a niveles de
trazas la presencia de PFs en la Cuenca del Rio Apatlaco utilizando CL-EM-
EM.

3. Se desarroll6 y valido un método multi-residuo utilizando CL-EM-EM para
analizar la presencia de PFs en aguas superficiales, residuales y tratadas.
La validacion del método se llevd a cabo con muestras reales de aguas
residuales correspondientes a la PTARM-A y superficiales correspondientes a
la Cuenta del Rio Apatlaco, obteniendo para la mayoria de los PFs
recuperaciones >97%, desviaciones estandares <15% Yy una linealidad con
buenas correlaciones r>>0.99; estos parametros se encuentran dentro de lo
establecido por la Comision Europea 2002/657/EC, debido a que en México
no se cuenta con una legislacién acerca del rendimiento de los métodos

analiticos y la interpretacion de los resultados.

4. Se identificaron y cuantificaron 12 farmacos en los muestreos 2015 y 2016

correspondientes a las siguientes familias terapéuticas:

» analgésicos/anti-inflamatorios: acetaminofén, &cido salicilico,
diclofenaco, ibuprofeno, indometacina y naproxeno;
antibioticos: sulfametoxazol y trimetroprim;

el beta-bloqueante: atenol,

los reguladores de lipidos: bezafibrato y gemfibrozil

YV V V VY

droga psiquiatrica: carbamazepina.
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5. los PFs presentaron las siguientes concentraciones en las muestras de agua
superficial de la Cuenca del Rio Apatlaco y en el agua residual de la PTARM-
A:

Producto Agua superficial Agua residual
farmacéutico ng/L ng/L
Acetaminofén 354-4,460 2,330-14,900
Acido salicilico 33-664 125-408
Atenolol 4-32 55-90
Bezafibrato 286-2,100 570-3,445
Carbamazepina 8-276 85-380
Diclofenaco 258-1,398 560-2,470
Gemfibrozil 9-368 20-225
Ibuprofeno 184-1,106 370-2,835
Indometacina 19-362 33-310
Naproxeno 732-4,880 825-4210
Sulfametoxazol 76-722 775-2,010
Trimetroprim 34-120 125-790

6. Las concentraciones de farmacos determinadas en las muestras de agua
superficial y residual muestran que existe un uso indiscriminado del consumo
de farmacos por la poblacion, principalmente de la familia de los
analgésicos/anti-inflamatorios que ademas son medicamentos de venta libre

al publico.

7. Fue posible evaluar la eficiencia de remocion de la PTARM-A para los PFs
determinados, resultando que la mayor eficiencia de remocién fue para la
familia  terapéutica  analgésicos/anti-inflamatorios con un  98%.
La carbamazepina (droga psiquiatrica), gemfibrozil (regulador de lipidos) y
trimetroprim (antibidticos) presentaron acumulacion debido a que estos PFs

son considerados recalcitrantes durante el tratamiento del agua
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8. Se determind la ecotoxicidad para las especies tréficas alga, dafnia y pez.
La especie mas sensible fue el pez seguido de alga y dafnia, con valores de
ecotoxicidad de 0.01 pg/L de IBU, 0.02 pg/L de SMZ y 0.2 ug/L BZB

respectivamente.

9. La evaluacion de riesgo ambiental se realizé a través de los cocientes de
riesgo para las 3 especies troficas, resultado la siguiente relacion de riesgo:

alga > dafnia > pez; Con los siguientes valores de CR:
Alga: SMZ (36.10); TMP (4.94)

Dafnia: BZB (10.50); NPX (14.61)

Pez: AS (1), DCF (43.6); IBU (89.60)

10. Los resultados derivados del enfoque de cocientes de riesgo en los tres
niveles troficos estudiados mostraron que existe un potencial riesgo a la
Cuenca del Rio Apatlaco por la presencia de farmacos. Por lo que es necesario
que se implementen programas de monitoreo para detectar la presencia de
este tipo de contaminantes a lo largo del cauce del Rio y realizar propuestas
de tratamiento para la recuperacion del Rio Apatlaco y el restablecimiento de
las condiciones ecoldgicas que permitan el desarrollo de las especies

acuaticas.
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5.1. Recomendaciones

Para futuros trabajos de recomienda:

1. Implementar la metodologia multi-residual desarrollada en este estudio
para el monitoreo y analisis de contaminantes emergentes en otros

cuerpos de agua.

2. Realizar programas con nuestros representativos de un ciclo estacional

a lo largo de la Cuenca del Rio Apatlaco

3. Realizar estudios que determinen el impacto ambiental de los
contaminantes emergentes en las esferas de agua, suelo y aire, asi

como en las especies acuaticas presentes en el Rio Apatlaco.

4. Determinar el impacto de las concentraciones de los farmacos
detectados en las especies acuaticas para determinar posibles dafios

morfolégicos y/o reproductivos.

5. Realizar recorridos por el Cauce del Rio Apatlaco con las autoridades
correspondientes para identificar descargas clandestinas de aguas

residuales que son vertidas directamente al Rio Apatlaco.

6. Buscar recursos financieros para la adquisicion de la tecnologia CL-EM-

EM para su implementacién en la UAEM
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5.2. Perspectivas

1. Proponer tecnologias de tratamiento para remediacion de las aguas del
Rio Apatlaco.

2. Divulgar los resultados obtenidos en el presente estudio a las instancias
correspondientes sobre el riesgo que representan los contaminantes

emergentes de tipo PFs al medio ambiente.

3. Gestionar la incorporacion de contaminantes emergentes en la

legislacién ambiental mexicana.

4. Proponer proyectos para el sanamiento de la cuenta del Rio Apatlaco,
donde se involucre la participacion de la sociedad civil, la academiay el
gobierno para proponer programas de eduacion ambiental que
consienticen a la poblacion del impacto negativo que se ocasiona a los
cuerpos de agua al vertir aguas residuales causando el deterioro de la

calidad del agua.
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Apéendice A
Cromatogramas de los PFs detectados en las

muestras de agua
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Figura Al. Superposicion de los cromatograma de las transiciones monitorizadas
(CTM) de los PFs detectados en las muestras en modo de ionizacion negativa.
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FiguraA2. XIC individuales de los PFs detectados en las muestras de agua en modo
de ionizacion negativa.
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XIC of -MRM (59 pain] 380.0/154.0 Da from Sample 39 (IN3) of MEXICONEGISAMPLING miff (Turbo Spray)
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AIC of -MRM (59 paits) 260.06316.0 Da from Sample 39 (INZ) of MEXICONEG3SAMPLING.iff (Turbo Spray)
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KIC of +MRM (163 pais): 24000480 Da fram Sample 36 (INZ) of MEXICOPOSISAMPLING witf (Turba Spray)
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Figura A3. Superposicién de los cromatograma de las transiciones monitorizadas
(CTM) de los PFs detectados en las muestras en modo de ionizacién positiva.
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Apéendice B
Resultado del analisis estadistico entre anos,

dias y sitios para los muestreos 2015y 2016
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Andlisis entre afos (AS1)

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Promedio de los Probabili  Valor critico
variaciones cuadrados cuadrados F dad para F
172389. 1.3174E
AC Entre grupos 1871145.13 1871145.13 57 -14  5.98737761
Dentro de los
grupos 65.125 10.8541667
1.1263E
AS Entre grupos 1378.125 1378.125 176.4 -05 5.98737761
Dentro de los
grupos 46.875 7.8125
AT 45.3236 0.00253
N  Entre grupos 472.59375 472.59375 763 615 7.70864742
Dentro de los
grupos 41.7083333 10.4270833
BZ 754215. 1.5733E
B Entre grupos 2608328 2608328 325 -16  5.98737761
Dentro de los
grupos 20.75 3.45833333
CB 1.7718E
Z  Entre grupos 2329.03125 2329.03125 331.24 -06  5.98737761
Dentro de los
grupos 42.1875 7.03125
DC 169010. 1.398E-
F Entre grupos 1496450 1496450 824 14  5.98737761
Dentro de los
grupos 53.125 8.85416667
GF 5.1303E
B  Entre grupos 42340.5 42340.5 5080.86 -10 5.98737761
Dentro de los
grupos 50 8.33333333
B 276.865 3.0064E
U  Entre grupos 3120.5 3120.5 065 -06  5.98737761
Dentro de los
grupos 67.625 11.2708333
IN 5158.12 4.9035E
D  Entre grupos 97682 97682 541 -10  5.98737761
Dentro de los
grupos 113.625 18.9375
NP 199751. 8.4684E
X Entre grupos 3628818 3628818 45 -15  5.98737761
Dentro de los
grupos 109 18.1666667
S 2787.85 3.0977E
MZ Entre grupos 4704.5 4704.5 185 -09 5.98737761
Dentro de los
grupos 10.125 1.6875
™ 651.234 2.3858E
P Entre grupos 3120.5 3120.5 783 -07  5.98737761
Dentro de los
grupos 28.75 4.79166667
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Andlisis entre afos (AS2)

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Promedio de los Probabili  Valor critico
variaciones cuadrados cuadrados F dad para F
2263.80 5.7779E

AC Entre grupos 9759362 9759362 6 -09 5.98737761
Dentro de los
grupos 25866.25 4311.04167

687.437 2.0309E

AS Entre grupos 33670.125 33670.125 686 -07  5.98737761
Dentro de los
grupos 293.875 48.9791667

AT 10406.5 0.34702

N  Entre grupos 8 8 041 739 5.98737761
Dentro de los
grupos 46.125 7.6875

BZ 3921.04 1.1152E

B Entre grupos 2413404.5 2413404.5 712 -09 5.98737761
Dentro de los
grupos 3693 615.5

CB 1.1183E

Z  Entre grupos 7564.5 7564.5 1815.48 -08 5.98737761
Dentro de los
grupos 25 4.16666667

DC 39507.3 1.0942E

F  Entre grupos 1627208 1627208 263 -12 5.98737761
Dentro de los
grupos 247.125 41.1875

GF 25488.4 4.0738E

B  Entre grupos 27612.5 27612.5 615 -12 5.98737761
Dentro de los
grupos 6.5 1.08333333

B 63508.6 2.6345E

U  Entre grupos 461760.5 461760.5 074 -13  5.98737761
Dentro de los
grupos 43.625 7.27083333

IN 4427.29 7.7508E

D  Entre grupos 25088 25088 412 -10  5.98737761
Dentro de los
grupos 34 5.66666667

NP 199751. 8.4684E

X Entre grupos 3628818 3628818 45 -15  5.98737761
Dentro de los
grupos 109 18.1666667

S 2787.85 3.0977E

MZ Entre grupos 4704.5 4704.5 185 -09 5.98737761
Dentro de los
grupos 10.125 1.6875

™ 651.234 2.3858E

P Entre grupos 3120.5 3120.5 783 -07  5.98737761
Dentro de los
grupos 28.75 4.79166667
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Andlisis entre afos (INF)

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Promedio de los Probabili  Valor critico
variaciones cuadrados cuadrados F dad para F
733934 1.7074E

AC Entre grupos 15596112.5 15596112.5 7.06 -19  5.98737761
Dentro de los
grupos 12.75 2.125

113.609 4.0212E

AS Entre grupos 800 800 467 -05 5.98737761
Dentro de los
grupos 42.25 7.04166667

AT 113.609 4.0212E

N  Entre grupos 800 800 467 -05 5.98737761
Dentro de los
grupos 42.25 7.04166667

BZ 520151. 4.7962E

B  Entre grupos 4410450 4410450 351 -16  5.98737761
Dentro de los
grupos 50.875 8.47916667

CB 8179.94 1.2309E

Z  Entre grupos 52488 52488 805 -10 5.98737761
Dentro de los
grupos 38.5 6.41666667

DC 14104.6 2.4029E

F  Entre grupos 29403.125 29403.125 846 -11  5.98737761
Dentro de los
grupos 12.5078125 2.08463542

GF 14326.7 2.2929E

B  Entre grupos 38503.125 38503.125 442 -11  5.98737761
Dentro de los
grupos 16.125 2.6875

B 834602. 1.1611E

U  Entre grupos 3564450 3564450 927 -16  5.98737761
Dentro de los
grupos 25.625 4.27083333

IN 46.5539 0.00048

D  Entre grupos 146.632813 146.632813 479 643 5.98737761
Dentro de los
grupos 18.8984375 3.14973958

NP 2.1046E

X Entre grupos 42778.125 42778.125 68445 -13  5.98737761
Dentro de los
grupos 3.75 0.625

S 33084.4 1.863E-

MZ Entre grupos 288800 288800 869 12 5.98737761
Dentro de los
grupos 52.375 8.72916667

™ 111707. 4.8416E

P Entre grupos 505012.5 505012.5 834 -14  5.98737761
Dentro de los
grupos 27.125 4.52083333

158



Andlisis entre afos (EFL)

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Probabili  Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F dad para F
900.277 9.0908E

AS Entre grupos 8515.125 8515.125 533 -08  5.98737761
Dentro de los
grupos 56.75 9.45833333

AT 199.450 7.8704E

N  Entre grupos 378.125 378.125 549 -06  5.98737761
Dentro de los
grupos 11.375 1.89583333

Bz 732955 1.7139E

B  Entre grupos 374112.5 374112.5 102 -13  5.98737761
Dentro de los
grupos 30.625 5.10416667

CB 16732.1 1.4396E

Z  Entre grupos 87179.2207 87179.2207 358 -11  5.98737761
Dentro de los
grupos 31.2617188 5.21028646

DC 135606 2.7068E

F  Entre grupos 4152962 4152962 9.22 -17  5.98737761
Dentro de los
grupos 18.375 3.0625

GF 53724.5 4.3517E

B Entre grupos 116403.125 116403.125 192 -13  5.98737761
Dentro de los
grupos 13 2.16666667

IN 72871.3 1.744E-

D  Entre grupos 60726.125 60726.125 5 13 5.98737761
Dentro de los
grupos 5 0.83333333

NP 17476.9 1.2633E

X Entre grupos 70293.7513 70293.7513 505 -11  5.98737761
Dentro de los
grupos 24.1325 4.02208333

S 1015.88 6.3395E

MZ Entre grupos 6328.125 6328.125 629 -08 5.98737761
Dentro de los
grupos 37.375 6.22916667
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Andlisis entre dias para el muestreo 2015

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Probabilid Valor critico
variaciones cuadrados cuadrados F ad para F
390.3475 3.1801E-
AC Entre grupos 18060208 3 6020069.33 05 12 3.49029482
AS
1 Dentro de los grupos 185068 12 15422.3333
286969.0 2.1506E-
AC Entre grupos 32427500 3 10809166.7 27 29 3.49029482
IN
F Dentro de los grupos 452 12 37.6666667
1077746  7.6632E-
AC Entre grupos 7598115 3 2532705 81 27 3.49029482
AS
2 Dentro de los grupos 282 12 23.5
686.2095 5.5174E-
AS  Entre grupos 445350 3 148450 53 10 4.06618055
AS
1 Dentro de los grupos 1730.66667 8 216.333333
922.2647  1.6984E-
AS Entre grupos 81851 3 27283.6667 89 10 4.06618055
IN
F Dentro de los grupos 236.666667 8 29.5833333
248.7831  3.0997E-
AS  Entre grupos 14056.25 3 4685.41667 86 08 4.06618055
AS
2 Dentro de los grupos 150.666667 8 18.8333333
890.4318 1.9537E-
AS  Entre grupos 64778.9167 3 21592.9722 44 10 4.06618055
EF
L Dentro de los grupos 194 8 24.25
AT 46.55394  0.000486
N Entre grupos 146.632813 1 146.632813 79 43 5.98737761
AS
1 Dentro de los grupos 18.8984375 6 3.14973958
AT 2.1046E-
N Entre grupos 42778.125 1 42778.125 68445 13 5.98737761
IN
F Dentro de los grupos 3.75 6 0.625
AT 33084.48 1.863E-
N Entre grupos 288800 1 288800 69 12 5.98737761
AS
2 Dentro de los grupos 52.375 6 8.72916667
AT 111707.8 4.8416E-
N Entre grupos 505012.5 1 505012.5 34 14 5.98737761
EF
L Dentro de los grupos 27.125 6 4.52083333
BZB Entre grupos 2417196 3 805732 141.683772 1.2416E-09 3.49029482
AS1 Dentro de los grupos 68242 12 5686.83333
BZB Entre grupos 784847 3 261615.667 2596.68156 2.7248E-12 4.06618055
INF  Dentro de los grupos 806 8 100.75
BZB Entre grupos 153700.917 3 51233.6389 1921.26146 9.0778E-12 4.06618055
AS2 Dentro de los grupos 213.333333 8 26.6666667
BZB Entre grupos 289533.333 3 96511.1111 3498.89225 8.2756E-13 4.06618055
EFL Dentro de los grupos 220.666667 8 27.5833333
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Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Probabili  Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F dad para F

CB 1466.53 1.1864E
Z  Entre grupos 122456 3 40818.6667 892 -15  3.49029482
AS Dentro de los
1 grupos 334 12 27.8333333
CB 128.229 4.2044E
Z  Entre grupos 6892.33333 3 2297.44444 457 -07  4.06618055
IN Dentro de los
F  grupos 143.333333 8 17.9166667
CB 602.730 9.248E-
Z  Entre grupos 44300.6667 3 14766.8889 159 10 4.06618055
AS Dentro de los
2 grupos 196 8 24.5
CB 10347.3 0.42770
Z  Entre grupos 104.25 3 34.75 945 735 4.06618055
EF Dentro de los
L  grupos 268.666667 8 33.5833333
DC 101.510 8.564E-
F  Entre grupos 65068 3 21689.3333 14 09  3.49029482
AS Dentro de los
1  grupos 2564 12 213.666667
DC 382.655 5.6296E
F  Entre grupos 35586.9167 3 11862.3056 018 -09  4.06618055
IN Dentro de los
F  grupos 248 8 31
DC 2813.24 1.9785E
F  Entre grupos 175124.667 3 58374.8889 766 -12 4.06618055
AS Dentro de los
2 grupos 166 8 20.75
DC 5583.15 1.278E-
F  Entre grupos 301490.25 3 100496.75 278 13  4.06618055
EF Dentro de los
L  grupos 144 8 18
GFB  Entre grupos 307232 3 102410.667 16607.1351 5.7171E-22 3.49029482
AS1 Dentro de los grupos 74 12  6.16666667
GFB  Entre grupos 7723.58333 3 257452778 120.211414 5.411E-07 4.06618055
INF Dentro de los grupos 171.333333 8 21.4166667
GFB  Entre grupos 56701.6667 3 18900.5556 706.562825 4.911E-10 4.06618055
AS2  Dentro de los grupos 214 8 26.75
GFB  Entre grupos 41228.6667 3 13742.8889 354.655197 7.6109E-09 4.06618055
EFL  Dentro de los grupos 310 8 38.75
IBU Entre grupos 773168 3 257722.667 15619.5556 8.2583E-22  3.49029482
AS1 Dentro de los grupos 198 12 16.5
IBU Entre grupos 1972502.25 3 657500.75 35540.5811 7.7971E-17 4.06618055
INF  Dentro de los grupos 148 8 18.5
IBU Entre grupos 506550.917 3 168850.306 4626.03577 2.7104E-13  4.06618055
AS2 Dentro de los grupos 292 8 36.5
IBU Entre grupos 1972502.25 3 657500.75 35540.5811 7.7971E-17 4.06618055
EFL Dentro de los grupos 148 8 18.5
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Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Probabili  Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F dad para F

IN 2.7974E
D Entre grupos 7084 3 2361.33333 123.2 -09  3.49029482
A Dentro de los
S1 grupos 230 12 19.1666667
IN 150.375 2.2526E
D Entre grupos 39661.5833 3 13220.5278 671 -07  4.06618055
IN Dentro de los
F  grupos 703.333333 8 87.9166667
IN 1072.84 9.2914E
D Entre grupos 37549.6667 3 12516.5556 762 -11  4.06618055
A Dentro de los
S2 grupos 93.3333333 8 11.6666667
IN 375.465 6.0698E
D Entre grupos 49843 3 16614.3333 16 -09 4.06618055
EF Dentro de los
L  grupos 354 8 44.25
NPX Entre grupos 6715200 3 2238400 46311.7241 1.2168E-24 3.49029482
AS1 Dentro de los grupos 580 12 48.3333333
NPX Entre grupos 277491.583 3 92497.1944 2082.48843 6.5796E-12 4.06618055
INF  Dentro de los grupos 355.333333 8 44.4166667
NPX Entre grupos 67473 3 22491 1046.09302 1.0276E-10 4.06618055
AS2 Dentro de los grupos 172 8 21.5
NPX Entre grupos 6606344.67 3 2202114.89 63829.4171 7.4957E-18 4.06618055
EFL Dentro de los grupos 276 8 34.5
SMZ Entre grupos 48464 3 16154.6667 807.733333 4.19E-14 3.49029482
AS1 Dentro de los grupos 240 12 20
SMZ Entre grupos 548851.583 3 182950.528 6326.8194 7.7523E-14 4.06618055
INF  Dentro de los grupos 231.333333 8 28.9166667
SMZ Entre grupos 1093929.67 3 364643.222 17860.0762 1.2222E-15 4.06618055
AS2 Dentro de los grupos 163.333333 8 20.4166667
SMZ Entre grupos 317681.667 3 105893.889 2331.60856 4.1896E-12 4.06618055
EFL Dentro de los grupos 363.333333 8 45.4166667
TMP  Entre grupos 288 3 96 5.93814433 0.01008338 3.49029482
AS1 Dentro de los grupos 194 12 16.1666667
TMP Entre grupos 3001.58333 3 1000.52778 73.2093496 3.7014E-06 4.06618055
INF  Dentro de los grupos 109.333333 8 13.6666667
TMP Entre grupos 57911 3 19303.6667 407.823944 4.3715E-09 4.06618055
AS2 Dentro de los grupos 378.666667 8 47.3333333
TMP Entre grupos 1362.66667 3 454.222222 12.0323767 0.00246436 4.06618055
EFL Dentro de los grupos 302 8 37.75
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Andlisis entre dias para el muestreo 2016

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Probabili  Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F dad para F
9574.29 1.5553E
AC Entre grupos 560096 3 186698.667 06 -20  3.49029482
AS Dentro de los
1  grupos 234 12 19.5
102280 1.0492E
AC Entre grupos 373325200 3 124441733 87.7 -38  3.49029482
IN Dentro de los
F  grupos 146 12 12.1666667
1139.77 5.3569E
AC Entre grupos 61548 3 20516 778 -15  3.49029482
AS Dentro de los
2 grupos 216 12 18
2279.00 4.5894E
AS Entre grupos 188587.583 3 62862.5278 403 -12  4.06618055
AS Dentro de los
1  grupos 220.666667 8 27.5833333
964.024 1.4235E
AS Entre grupos 65794.6667 3 21931.5556 42 -10  4.06618055
IN Dentro de los
F  grupos 182 8 22.75
1678.12 1.5583E
AS Entre grupos 72998.25 3 24332.75 069 -11  4.06618055
AS Dentro de los
2 grupos 116 8 14.5
1444 .44 2.8356E
AS Entre grupos 152750 3 50916.6667 444 -11  4.06618055
EF Dentro de los
L  grupos 282 8 35.25
AT 1767.44 0.20677
N  Entre grupos 76 3 25.3333333 186 966  3.49029482
AS Dentro de los
1  grupos 172 12 14.3333333
AT 31.7418 8.5982E
N  Entre grupos 1936.25 3 645.416667 033 -05 4.06618055
IN Dentro de los
F  grupos 162.666667 8 20.3333333
AT 21.7929 0.00033
N  Entre grupos 517.583333 3 172.527778 825 215 4.06618055
AS Dentro de los
2 grupos 63.3333333 8 7.91666667
AT 1477.43 0.29231
N  Entre grupos 70.9166667 3 23.6388889 056 661 4.06618055
EF Dentro de los
L  grupos 128 8 16
BZB Entre grupos 7040 3 2346.66667 102.773723 7.9752E-09 3.49029482
AS1 Dentro de los grupos 274 12 22.8333333
BZB Entre grupos 8944499.33 3 2981499.78 116162.329 6.8339E-19 4.06618055
INF  Dentro de los grupos 205.333333 8 25.6666667
BZB Entre grupos 86970.9167 3 28990.3056 1553.05208 2.123E-11 4.06618055
AS2 Dentro de los grupos 149.333333 8 18.6666667
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Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Probabili  Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados F dad para F
CB 22.5985 3.1658E
A Entre grupos 1548 3 516 401 -05  3.49029482
AS Dentro de los
1 grupos 274 12 22.8333333
CB 1187.61 6.1942E
Z  Entre grupos 54630.25 3 18210.0833 413 -11  4.06618055
IN Dentro de los
F  grupos 122.666667 8 15.3333333
CB 27.1977 0.00015
Z  Entre grupos 1604.66667 3 534.888889 401 075 4.06618055
AS Dentro de los
2 grupos 157.333333 8 19.6666667
CB 17.6777 0.00068
A Entre grupos 1334.66667 3 444.888889 042 725 4.06618055
EF Dentro de los
L grupos 201.333333 8 25.1666667
DC 227.712 7.7034E
F  Entre grupos 17420 3 5806.66667 418 -11  3.49029482
AS Dentro de los
1  grupos 306 12 25.5
DC 24292.7 3.5715E
F  Entre grupos 1220712.92 3 406904.306 944 -16  4.06618055
IN Dentro de los
F  grupos 134 8 16.75
DC 2940.70 1.6574E
F  Entre grupos 89691.5833 3 29897.1944 765 -12  4.06618055
AS Dentro de los
2 grupos 81.3333333 8 10.1666667
DC 157.368 1.8845E
F  Entre grupos 13179.5833 3 4393.19444 159 -07  4.06618055
EF Dentro de los
L  grupos 223.333333 8 27.9166667
GFB Entre grupos 108 3 36 30.8571429 0.06803979 3.49029482
AS1 Dentro de los grupos 140 12 11.6666667
GFB Entre grupos 3972.25 3 1324.08333 149.896226 2.281E-07 4.06618055
INF  Dentro de los grupos 70.6666667 8 8.83333333
GFB Entre grupos 1960.33333 3 653.444444 585174129 8.7239E-06 4.06618055
AS2 Dentro de los grupos 89.3333333 8 11.1666667
GFB Entre grupos 185.666667 3 61.8888889 30.6887052 0.09097483 4.06618055
EFL Dentro de los grupos 161.333333 8 20.1666667
IBU Entre grupos 11244 3 3748 220.470588 9.3179E-11 3.49029482
AS1 Dentro de los grupos 204 12 17
IBU Entre grupos 1457347.33 3 485782.444 22420.7282 4.9221E-16 4.06618055
INF  Dentro de los grupos 173.333333 8 21.6666667
IBU Entre grupos 8042.91667 3 2680.97222 106.528698 8.6671E-07 4.06618055
AS2 Dentro de los grupos 201.333333 8 25.1666667
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Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Probabili  Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados F dad para F
IN 313.513 0.06547
D  Entre grupos 116 3 38.6666667 514 584  3.49029482
AS Dentro de los
1 grupos 148 12 12.3333333
IN 202.690 6.9609E
D  Entre grupos 8513 3 2837.66667 476 -08  4.06618055
IN Dentro de los
F  grupos 112 8 14
IN 36.7391 5.0193E
D  Entre grupos 1056.25 3 352.083333 304 -05 4.06618055
AS Dentro de los
2 grupos 76.6666667 8 9.58333333
IN 177.823 0.22895
D  Entre grupos 107.583333 3 35.8611111 691 337 4.06618055
EF Dentro de los
L  grupos 161.333333 8 20.1666667
NP 566128. 3.6484E
X  Entre grupos 35099952 3 11699984 258 -31  3.49029482
AS Dentro de los
1  grupos 248 12 20.6666667
NP 308638. 1.3714E
X Entre grupos 19521384.3 3 6507128.08 486 -20  4.06618055
IN Dentro de los
F  grupos 168.666667 8 21.0833333
NP 298.738 1.5026E
X Entre grupos 18073.6667 3 6024.55556 292 -08  4.06618055
AS Dentro de los
2 grupos 161.333333 8 20.1666667
NP 923.623 1.6884E
X Entre grupos 54724.6667 3 18241.5556 066 -10  4.06618055
EF Dentro de los
L  grupos 158 8 19.75
SMZ Entre grupos 137964 3 45988 2485.83784 5.0384E-17 3.49029482
AS1 Dentro de los grupos 222 12 18.5
SMZ Entre grupos 1958490.25 3 652830.083 30601.4102 1.4185E-16 4.06618055
INF  Dentro de los grupos 170.666667 8 21.3333333
SMZ Entre grupos 293775 3 97925 5153.94737 1.7597E-13 4.06618055
AS2 Dentro de los grupos 152 8 19
SMZ Entre grupos 250608.333 3 83536.1111 3946.58793 5.1144E-13 4.06618055
EFL Dentro de los grupos 169.333333 8 21.1666667
TMP  Entre grupos 9932 3 3310.66667 287.884058 1.931E-11 3.49029482
AS1 Dentro de los grupos 138 12 11.5
TMP Entre grupos 225352.917 3 75117.6389 6259.80324 8.0894E-14 4.06618055
INF  Dentro de los grupos 96 8 12
TMP Entre grupos 20864.3333 3 6954.77778 458.556777 2.7436E-09 4.06618055
AS2 Dentro de los grupos 121.333333 8 15.1666667
TMP Entre grupos 3150.33333 3 1050.11111 46.3284314 2.112E-05 4.06618055
AS1 Dentro de los grupos 181.333333 8 22.6666667
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Andlisis entre sitios para el muestreo 2015

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Probabili  Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F dad para F
63.8717 4.8141E

AC Entre grupos 206113511 2 103056755 504 -06  4.25649473
Dentro de los
grupos 14521455.8 9 1613495.08

126.496 0.33034

AS Entre grupos 62555.1875 3 20851.7292 3 894  3.49029482
Dentro de los
grupos 197808.75 12 16484.0625

AT 20.9237 0.00038

N  Entre grupos 3797.66667 3 1265.88889 833 32  4.06618055
Dentro de los
grupos 484 8 60.5

BZ 30.7025 9.7103E

B  Entre grupos 7747887.58 3 2582629.19 777 -05 4.06618055
Dentro de los
grupos 672941.333 8 84117.6667

CB 22.4218 3.2933E

Z  Entre grupos 266256.823 3 88752.2744 282 -05  3.49029482
Dentro de los
grupos 47499.5742 12 3958.29785

DC 65.0138 5.8367E

F  Entre grupos 3047930.25 3 1015976.75 435 -06  4.06618055
Dentro de los
grupos 125016.667 8 15627.0833

GF 155.220 0.25202

B  Entre grupos 43456.6875 3 14485.5625 819 852  3.49029482
Dentro de los
grupos 111986.75 12 9332.22917

1B 23.2822 0.00027

U Entre grupos 5282564.67 2 2641282.33 186 702  4.25649473
Dentro de los
grupos 1021017 9 113446.333

IN 3.64114 0.04473

D  Entre grupos 40202.75 3 13400.9167 118 577  3.49029482
Dentro de los
grupos 44165 12 3680.41667

NP 28.2564 1.0081E

X Entre grupos 28233622.8 3 9411207.6 572 -05  3.49029482
Dentro de los
grupos 3996767.55 12 333063.963

S 11.0832 0.00089

MZ Entre grupos 1844318.69 3 614772.896 838 649  3.49029482
Dentro de los
grupos 665621.75 12 55468.4792

™ 9.68747 0.00158

P Entre grupos 50270.75 3 16756.9167 892 103  3.49029482
Dentro de los
grupos 20757 12 1729.75
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Andlisis entre sitios para el muestreo 2016

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Probabili  Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F dad para F
7.10111 0.01409

AC Entre grupos 147524429 2 73762214.3 546 962  4.25649473
Dentro de los
grupos 93486711 9 10387412.3

151.959 0.25979

AS Entre grupos 60871.25 3 20290.4167 209 974  3.49029482
Dentro de los
grupos 160230.5 12 13352.5417

AT 57.5097 2.1552E

N  Entre grupos 12691.6875 3 4230.5625 706 -07  3.49029482
Dentro de los
grupos 882.75 12 73.5625

BZ 6.47254 0.00746

B Entre grupos 4892009 3 1630669.67 235 324  3.49029482
Dentro de los
grupos 3023238 12 251936.5

CB 35.5097 3.0176E

Z  Entre grupos 173995.688 3 57998.5625 769 -06  3.49029482
Dentro de los
grupos 19599.75 12 1633.3125

DC 13.1900 0.00041

F  Entre grupos 1473165.19 3 491055.063 706 646  3.49029482
Dentro de los
grupos 446749.75 12 37229.1458

GF 5.19603 0.01571

B  Entre grupos 2604.1875 3 868.0625 442 529  3.49029482
Dentro de los
grupos 2004.75 12 167.0625

B 7.97698 0.01016

U  Entre grupos 874338 2 437169 658 161  4.25649473
Dentro de los
grupos 493234 9 54803.7778

IN 6.52568 0.00724

D  Entre grupos 5350.25 3 1783.41667 989 893  3.49029482
Dentro de los
grupos 3279.5 12 273.291667

NP 4.67467 0.02189

X Entre grupos 17893215.7 3 5964405.23 375 923  3.49029482
Dentro de los
grupos 15310771.8 12 1275897.65

S 18.4582 8.6168E

MZ Entre grupos 4008194.75 3 1336064.92 907 -05  3.49029482
Dentro de los
grupos 868595 12 72382.9167

™ 42,7001 1.1147E

P Entre grupos 916579.793 3 305526.598 76 -06  3.49029482
Dentro de los
grupos 85861.9219 12 7155.16016
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Anexo A

Estancias académicas, trabajos publicados y
presentaciones en congresos en el marco del

trabajo de esta tesis
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Estancias académicas

Se realizaron 3 estancias académicas en el Instituto de Diagndsticos
ambientales y estudios del Agua (IDAEA) ubicado en Barcelona,
Espafa, donde se particip6 en el proyecto titulado “Estudio e impacto
de contaminantes emergentes en aguas superficiales y residuales de

México”.

Trabajos publicados

Rivera-Jaimes, J. A., Postigo, C., Melgoza-Aleman, R. M., Acefia, J.,
Barcel6, D., Lépez de Alda, M. 2017. Study of pharmaceuticals in
surface and wastewater from Cuernavaca, Morelos, Mexico:
Occurrence and environmental risk assessment. Science of the Total
Environment, 613-614, 1263-1274.

Presentaciones en congresos

4to congreso denominado “4th IWA México Young Water Professionals
Conference 2015”. Determination of pharmaceuticals in waste and
surface waters from Cuernavaca, Morelos, México. Guanajuato, Gto.,
29 abril 2015. Cartel.

10th annual LC/MS/MS workshop on environmental applications and
food safety. Barcelona, Espafia, 3 julio de 2014. Cartel.
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