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Resumen

Actualmente, el acetaminofén (ACE) es el analgésico mas utilizado en la prevencion,
diagnostico y tratamiento de enfermedades en humanos y animales, que finalmente se dispone
en el agua al ser excretado en la orina y heces fecales y que finalmente llegan a las plantas de
aguas residuales (PTARs) las cuales han sido disefiadas y construidas principalmente para
remover materia organica y en menor grado nutrientes y microorganismos. Por lo tanto, estimar
la concentracion la concentracion del acetaminofén en la PTAR UPB, constituye un gran avance
en la region, ya que la Universidad Pontificia Bolivariana, es la Unica institucion académica que
posee un sistema de tratamiento para sus aguas residuales. Adicionalmente, el efluente es
vertido en un cuerpo de agua superficial (Quebrada Menzuly), por lo que es de importancia
analizar la concentracién efectiva del acetaminofén, con el fin de analizar con aproximacion su
influencia ecotoxicolégica.

En este estudio se evalud la concentracion del acetaminofén en la planta de tratamiento de
aguas residuales de la Universidad Pontificia Bolivariana (PTAR — UPB) en las muestras
procendentes del Afluente, Reactor de Flujo a Piston y Efluente, junto con los lodos utilizando
cromatografia de alta resolucion (HPLC), adicionalmente se evalu6 efecto toxico empleando
como bioindicador el Allium Cepa. Los resultados obtenidos de las matrices extraidas
(extraccion liquido-liquido) de los lodos y muestras liquidas que fueron analizadas por HPLC,
arrojaron datos con un coeficiente de variacion entre 0.3% en matrices liquidas y 10% en lodos,
porcentajes de recuperacion entre 92% -101% en matrices liquidas y y limite de deteccion de
20 ng/L. Las desviaciones entre los valores obtenidos son pequefios y se deben a la influencia

de la matriz y pretratamiento de la muestra. Los resultados muestran concentraciones de
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acetaminofén entre 460 ng/L y 80 ng/L en el afluente y efluente, respectivamente. En los lodos
del reactor de flujo a piston se obtuvo una concentracion 5.2 mg/Kg y en los lechos de secado
de 3.4 mg/Kg. La remocion obtenida en laPTAR- UPB por degradacidn varia entre 88% y 91%,
por sorcién fue 12% y un 34.7% permanecio en el efluente final. De acuerdo con lo anterior,
en la PTAR predominé el proceso de degradacion del acetaminofén en la fase liquida y la
adsorcion en los lodos fue menor. La evaluacién ecotoxicoldgica del acetaminofén (método
Allium Cepa) evidencio que la concentracion encontrada en el efluente final es menor que la
concentracion efectiva hallada en el patrén puro (45.34 ppm) y en la pastilla (139.5 ppm),

indicando que el contenido de acetaminofén en el efluente no es potencialmente tdxico.

Palabras clave: Acetaminofén, Planta de Aguas Residuales, HPLC, Método Allium cepa,

concentracion efectiva.
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Abstract

At the end of XX century, scientists have been worried about increase of acetaminophen
(ACE)consumption, that increase its concentration and toxic effects, due to concentration in
sewage and rivers, springs. Aditionally, its frequency of disposal in urine and stool make to
acetaminophen increase its presence in sewage of waste water treatment plants whose desing is
based on organic matter remotion and solids, otherwise microorganisms and other nutrients in
low grade, This investigation takes into account two stages: First, to be know (ACE)
concentration, its relevant results are related to new knowledge, because PTAR UPB just only
treatment system build in academyc institution in Floridablanca-Santader. Aditionally, final
effluent is pourted in a Menzuly spring, for that reason to know is very important to know

ecotoxicological influence.

The methodology based on High Performance Liquid Chromatography was used for the
characterization of acetaminophen showed a precision with coefficient of variation between 0.3%
-10%, recovery percentages between 92% -101%, detection limit of 20 ng /, the deviations between
the low obtained values could be related to the influence of the matrix and pretreatment of the
sample. The results showed acetaminophen concentrations between 460 ng/ L and 80 ng/ L in the
tributary and effluent respectively. In the case of Reactor sludge, 5.2 mg / kg and Drying Beds of
3.4 mg / kg were obtained. The removal obtained in the plant by degradation varied between 88%
and 91%, per 12% sore and 34.7% remain in the final effluent. Thus, drug removal processes are
favored in the liquid phase and the solid phase adsorption phenomenon. The ecotoxicological

evaluation of acetaminophen (Allium cepa method) threw values in the pure standard (45.34 ppm)
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and tablet (139.5 ppm), this indicates that the content of acetaminophen in the Effluent is not

potentially toxic.

Keywords- Acetaminophen, Validation, High performance liquid chromatography, Allium

cepa Test, Effective concentration.
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Introduccion

Los compuestos farmacéuticos forman parte de un grupo importante de sustancias emergentes
de alto consumo, que han sido consideradas como contaminantes del recurso hidrico desde hace
tres décadas. La ocurrencia de muchos de estos compuestos y su efecto téxico son aun
desconocidos, por lo que internacionalmente no estan incluidas dentro de las sustancias de interés
sanitario que requieren un manejo especial. La resolucion 0631 de 2015 de la normatividad
Colombiana, exige que los vertimientos a cuerpos hidricos, dependiendo de su origen, cumplan
con una serie de parametros (limites méaximos permisibles), dentro de los cuales las sustancias
farmacéuticas no estan contempladas (Colombia., 2015).

Los requerimientos ambientales de las descargas puntuales en cuerpos receptores, han
fomentado el uso de las plantas de tratamiento, cuyo disefio depende de las caracteristicas
endémicas del agua residual y los requisitos para su descarga final. En este Gltimo caso, las
investigaciones se han enfocado a escala piloto pero ain no se ha implementado a gran escala para
el tratamiento de sustancias de origen farmacéutico como el acetaminofén, que asegure la
eficiencia del sistema de tratamiento y la disminucion de la carga contaminante.

Las bajas concentraciones de acetaminofén reportadas en varias investigaciones, no estan
asociadas con su persistencia en el ambiente, sin embargo, la razon principal de su incidencia
negativa radica en el hecho de su continua disposicion y transformacion en otros productos
denominados metabolitos, considerados mas toxicos y persistentes que el compuesto de origen,
con efectos bioldgicos negativos sobre los organismos que estén expuestos (Rivera-Jaimes et al.,
2018).

En concordancia con la problematica expuesta anteriormente, surgen los objetivos del trabajo

de grado, cuyo alcance es evaluar la concentracion de acetaminofén presente en las diferentes
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etapas de la planta de tratamiento de agua residual de la Universidad Pontificia Bolivariana (PTAR
— UPB) junto con las remociones que se llevan a cabo en la planta de aguas residuales.
Paralelamente, determinar el efecto potencial del analgésico utilizando como biomonitor el Allium

Cepa.

1. Objetivos

1.1 Objetivo General
Evaluar las concentraciones en las diferentes etapas de acetaminofén presente en la planta de
tratamiento de agua residual de la Universidad Pontificia Bolivariana (PTAR — UPB) y su efecto

toxico sobre el Allium Cepa.

1.2 Objetivos Especificos

e Determinar la eficiencia de remocidn de acetaminofén presente en muestras liquidas y
solidas provenientes de la planta de tratamiento de aguas residuales de la UPB- Bucaramanga.

e Implementar y evaluar un método analitico basado en HPLC -UV que permita determinar
la concentracion de acetaminofén presente en muestras liquidas y lodos procedentes de la planta
de tratamiento de aguas residuales de la UPB.

eEvaluar la ocurrencia del acetaminofén como contaminante emergente presente en las
muestras liquidas y lodos de la planta de tratamiento de aguas residuales empleando como

biomonitor Allium cepa, con el fin de determinar su efecto toxico.
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2 Marco Tedrico

2.1 Definicién del sistema de tratamiento de aguas residuales. El tratamiento de aguas y las
plantas de tratamiento de agua se define: Como un conjunto de sistemas y operaciones unitarias
de tipo fisico, quimico o biolégico, cuyo papel radica principalmente en la eliminacion o
reduccion de las cargas contaminantes que generan impacto en aguas naturales, de
abastecimiento, de proceso o residuales. Su finalidad es asegurar que las aguas cumplen con las

caracteristicas que definen su uso final (Phong Vo et al., 2019).

2.1.1 Planta de tratamiento de la Universidad Pontificia Bolivariana (PTAR — UPB).
La PTAR-UPB trata el agua residual proveniente de los bafios, cafeterias, laboratorios y lavado
de las instalaciones fisicas. El sistema de tratamiento consta de tres niveles: tratamiento
preliminar, secundario con degradacion anaerobia y secundario — terciario que utiliza buchon
de agua. Ademas, se cuenta con un tanque de regulacién de caudales con un sistema de bombeo
y una camara de separacion de caudales al inicio del tratamiento anaerobio. En la figura 1 se

visualizan los diferentes niveles del sistema de tratamiento de aguas residuales de la PTAR-

UPB.
RN
/ranque de\
(’ Tanque de | Reactor
 igualacion. | de Flujo Tratamiento con

s Apiston W8 9

Figura 1. Etapas involucradas en la PTAR-UPB.
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2.1.1.1 Descripcion de la planta de tratamiento. La descripcion de cada una de las etapas

de tratamiento de la PTAR — UPB, se presenta a continuacion:

o Tratamiento preliminar: Tiene como objetivo remover del afluente, aquellos materiales
que generan interferencias en los procesos posteriores. cuenta con un sistema de dos unidades de
rejillas finas construidas de un material plastico con un sistema de desarenador y trampa de
grasas, que se encarga de separar las grasas provenientes de las cafeterias y restaurantes, y
separar las arenas que se puedan originar en el lavado de algunas instalaciones.

o Tratamiento secundario: Esta fase se usa principalmente para la remocién de DBO y
solidos suspendidos, se realiza a través de degradacién anaerobia y consta de dos reactores
anaerobios de flujo a piston (RAP), con volumen Util de aproximadamente 22 m3, y un tiempo de
retencién hidraulico de 20 horas, la purga de lodo digerido del sistema se realiza dos veces al afio
aproximadamente. Para garantizar un flujo constante de entrada al reactor de flujo a piston, la
planta posee un tanque de igualacion.

o Tratamiento secundario - terciario: consiste en un sistema de canales con 300 metros de
longitud con una seccién de 42 cm de ancho por 90 cm de altura, donde se realiza la degradacion
de la materia organica que no ha sido removida en los RAP. En los 20 metros iniciales se realiza
una inyeccion de aire intermitente (1hr on — 1 hr off) en el sistema de tratamiento y posteriormente,
los canales estan cubiertos por plantas acuaticas flotantes (Eichhornia crassipes) para remover

adicionalmente algunos nutrientes.
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2.1.1.2 Utilizacion de los lodos. Los lodos procedentes del sistema secundario (lodos de
RAP) son mezclados con los procedentes del tratamiento preliminar, posteriormente se someten
a un proceso de degradacion microbioldgica en un lecho de secado, como se observa en la figura

2.

Figura 2. Sistema secundario- terciario de tratamiento y el lecho de secado que brinda las

condiciones necesarias para realizar su compostaje.

Para garantizar las condiciones de compostaje se retira el material que por sus condiciones de
tamafo y degradabilidad, pueden inhibir el proceso. Una vez mezclados los lodos se asegura su
homogeneidad y humedad mediante el volteo y adicion de agua al material. En la figura 3, se

describen las etapas involucradas en la obtencion del compost.
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Disminucién
de los olores

Segunda etapa disminuye la
temperatura a la registrada en el
ambiente.

Se realiza volteo Primera etapa de
y humidificacion. degradacion Adicién de cal dolomitica

. Condiciones de temperatura |

: (entre 55°C - 60°C). Tiempo de !

. duracion 30 dias. ' Utilizacién como abono para
1 plantas ornamentales

Abono organico

. Factores de
sin tratar

control

Tamizado

Disminucion de
patégenos

Figura 3. Etapas involucradas en la produccion de abono a partir de los lodos de los canales y
tratamiento preliminar.

2.1.1.3 Finalidad del Sistema de tratamiento y su accién sobre los farmacos. Es importante
resaltar que el sistema de tratamiento esta disefiado para la remocion de materia organica, por lo
que se desconoce su funcion en la degradacion de los medicamentos y sustancias emergentes
presentes en las aguas residuales. Las etapas involucradas en los sistemas de tratamiento de aguas
residuales (EDAR) pueden garantizar la remocién de ciertos medicamentos en mayor 0 menor
medida. Sin embargo, su eliminacion depende de la solubilidad misma sustancia, por ejemplo: la
carbamazepina se elimina escasamente del agua, sin embargo, el ibuprofeno tiene una reduccion
del 60-90%, el hecho de que no se detecten residuos de farmacos en el efluente de la PTAR, no
significa que hayan sido eliminados, ya que pueden degradarse en productos que no se monitorean

(Moreno-Ortiz et al., 2013).
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2.1.2 Origen de los compuestos farmacéuticos en las aguas residuales. Dependiendo del
origen, el agua residual puede contener farmacos, que son depositados en los afluentes de los
sistemas de tratamiento y finalmente en las fuentes superficiales. El esquema general del origen

y ruta de los contaminantes farmacéuticos se presentan en la figura 4.

Drenaje Doméstico ' \
Tanque Séptico
Puntos no domésticos | Contaminacion difusa
Industrias, Hospltales, Servicios
Agua Descarga

potable directa

Drenaje

Planta de tratamiento
de agua

Acuacultura
Efluente
Bio-solidos

Agua
Superficial
/

Desbordes Propagacion

Planta
potabilizadora de
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Figura 4. Origen y ruta de los contaminantes. (Mompelat, Le Bot, & Thomas, 2009)

Los farmacos pueden ingresar al ambiente desde descargas directas de aguas residuales o aguas
tratadas, que se disponen como biosolidos o infiltraciones que convergen al ciclo formando parte
del agua potable (“Dev. Surf. Contam. Clean.,” 2013; Fatta-Kassinos, Vasquez, & Kimmerer,
2011; Petrie, Barden, & Kasprzyk-Hordern, 2015). Una vez es consumido el farmaco por los seres
humanos o animales, se excreta a traves de la orina y heces fecales en forma de metabolitos y solo
el 5% permanece inalterado. En el momento que llegan al medio ambiente, los farmacos se

presentan en su composicion original, como metabolito o producto transformado (Ver figura 5),
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afectando de manera similar a los dérganos, tejidos, células o biomoléculas de los organismos

expuestos.
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Aguas : Plantas aguas
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Figura 5. Rutas de transformacion de las sustancias farmacéuticas. Fuente: La autora

Debido a la importancia de conocer la incidencia de estas sustancias emergentes a nivel
sanitario, en 1976 se realiz6 el primer estudio sobre la contaminacidn por productos farmacéuticos
en una planta de tratamiento de residuos ubicada en Kansas City (USA) detectando
clorofenoxibutirato y acido salicilico, metabolitos del clofibrato y aspirina (Santos et al., 2010) .
Posteriormente, se realizaron estudios de farmacos en plantas de tratamiento de aguas residuales,
principalmente por las vias de ingreso y su liberacion continua en el ambiente, ademas de generar

alteracion en los ciclos vitales de la flora y fauna.(Pefiate, Javier, Haza, Wilhelm, & Delmas, 2009)

La presencia potencial de medicamentos para uso humano en el ambiente acuatico, cobrd la



EVALUACION DE LAS CONCENTRACION DEL ACETAMINOFEN 24

importancia suficiente ante dos hallazgos importantes: el primero fue el realizado por Thomas
Ternes, en relacion a que muchos desechos farmacéuticos humanos estaban presentes en efluentes
de agua tratada (Richardson & Ternes, 2011). El segundo fue el hallazgo del etinilestradiol (EE2)

y su contribucion a la feminizacion de los peces machos en rios (Pefiate et al., 2009).

En la actualidad, el consumo de diferentes tipos de medicamentos hace ain mas compleja su
caracterizacion y tratamiento. En la figura 6, se presenta una relacion de los medicamentos con

mayor presencia en el ambiente.

Antibi6ticos
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—analgésicos Reguladores

Acetaminofén o Lipidicos
paracetamol **

Farmacos
comunes
encontrados en el
medio ambiente

Esteroides-
Hormonas

Agentes
citostaticos,
diuréticos,
antiepilépticos,
sedativos.

** Farmaco de interés

Figura 6. Farmacos mas comunes encontrados en suelo, aire y agua. (Pefiate et al., 2009)

Actualmente, hay mas de 3000 compuestos farmacéuticos divididos en 24 clases terapéuticas,
entre los cuales los antibidticos y analgésicos/anti-inflamatorios, son los mas utilizados (Verma et
al., 2017). El acetaminofén o paracetamol (N-acetyl-p-aminofenol, APAP) es un buen ejemplo de

analgésicos que junto con los opioides débiles como la codeina y antiinflamatorios como el
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ibuprofeno y la aspirina, son de amplio consumo (Bennin & Rother, 2015; Golar, 2011). En la
Figura 6, se observa que el APAP es uno de los analgésicos mas detectados en afluentes y efluentes
de plantas de tratamiento, rios y lodos. (Quesada et al., 2014)

La estructura del acetaminofén, corresponde a un radical amino - carboxilo unido al fenol, su
ruta metabdlica incluye la formacion de conjugados de glucuronido- acetaminofén y conjugados
de acetaminofén- sulfatado, finalmente, el 5% del acetaminofén se excreta inalterado (Xiao et al.,
2013), sin embargo, para el caso de los procesos de tratamiento fisicoquimico y bioldgico, se han
establecido las estructuras intermedias que se generan algunas de ellas conducen a la liberacion de

CO3, como se presenta en las estructuras b, que se muestran en la figura 7.
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a. Metabolitos procedentes de la ingesta de acetaminofén.
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b. Estructuras intermedias procedentes de los tratamientos fisicoquimicos y biol6gicos.

Figura 7. En la figura a. se presenta las distintas transformaciones que sufre el acetaminofén
una vez es ingerido por el ser humano, en la figura b. se presentan las estructuras intermedias en
el proceso de degradacion fisicoquimica o bioldgica(Aminoshariae & Khan, 2015; Xiao et al.,

2013; Vo,Hoang Nhat Phong et al.,2019).

2.1.3 Consumo y presencia de los farmacos en el Ambiente. El aumento en el consumo de
medicamentos es proporcional al crecimiento demografico y econdémico, que junto con la
automedicacion ocasionan el incremento de su concentracion en el ambiente. Diferentes
investigaciones realizadas en Europa, Asia y Africa, muestran que el acetaminofén y el ibuprofeno
son los antipiréticos que mas frecuentemente se detectan (frecuencia de deteccién: 60%) en aguas
superficiales y hospitalarias. (Halling-SortLuo, Wang, & Wang, 2015;Lin et al.,2019;Fent,
Weston, & Caminada, 2006;Desbiolles, Malleret, Tiliacos, Wong-Wah-Chung, & Laffont-
Schwaob, 2018; ). La investigacion realizada por Hoang Nhat Phong Vo (2019), muestra que a

nivel mundial es constante la presencia de acetaminofén en plantas de tratamiento, teniendo niveles
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mayores en Estados Unidos que en paises como Francia, Alemania, Reino Unido y Colombia. Por
ejemplo, en el afio 2006, Baltimore (USA) reportd 0.96 mg ACE/L y estos valores aumentaron
100 veces més mg/L después del afio 2012. A pesar de reportar que el 45% de las descargas
presentes en los hospitales presentaban concentraciones detectables de acetaminofén, las cuales se
incrementaban en invierno debido al patron de consumo alcanzando niveles de 220 mg/L en los
efluentes de los hospitales. Para el caso de Colombia las concentraciones en los efluentes de las
plantas de tratamiento variaron entre 9.2 a 39.2 mg/L, estos valores estuvieron muy cercanos a los
reportados en las plantas de tratamiento de Asia .

En el caso de Colombia, la informacion reportada por los laboratorios al Sistema de informacion
de Precios de Medicamentos (SISMED) en el periodo de 2012 a 2014, revel6 que las ventas de
todas las formas de acetaminofén tuvieron un total de 137 millones de empaques por un billon de
pesos colombianos, esto indica que el bajo costo de inversion en cualquier tipo de acetaminofén
durante un afio (3650 pesos colombianos/afio), favorecen su accesibilidad y consumo,

incrementando su venta. (Observamed & Colombiana, 2013).

El impacto que generan los vertimientos de varios contaminantes organicos emergentes en
ambiente acuético; es cada vez mas preocupante porque representan una amenaza para el medio,
generando efectos como la toxicidad aguda y cronica de los organismos y personas expuestas,
bioacumulacion en el ecosistema, pérdida de habitats y biodiversidad, asi como su influencia

negativa sobre la salud humana.

Los farmacos estan abundantemente distribuidos en los sistemas acuéticos y terrestres y
presentes en las heces, residuos sanitarios y plantas de tratamiento de aguas residuales. Su
distribucion ambiental, como en el caso del acetaminofén y sus metabolitos ha generado

preocupacion entre los investigadores, autoridades reguladoras y la comunidad en general.
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Siendo un analgésico y antipirético seguro y eficaz, ampliamente disponible como
medicamento de uso frecuente. A pesar de su seguridad cuando no se utiliza correctamente, es
uno de los farmacos mas comunes cuyo efecto toxico produce hepatoxicidad en dosis de 325
mg/Kg, puede también puede afectar los rifiones, corazén y sistema nervioso central(Acevedo-

Barrios, Severiche-Sierra, & Jaimes Morales, 2017)(Botero-Coy et al., 2018).

2.1  Determinacion analitica del acetaminofén

La cromatografia es el método de analisis quimico para la separacion de los componentes de
una mezcla, por distribucion entre dos fases una movil y la otra estacionaria. Este proceso se lleva
a cabo por la absorcion entre las fases sélida — liquida, con la ayuda de la polaridad de las moléculas
involucradas los distintos medios, actividad del adsorbente, fuerza de elucion del disolvente,
coeficiente de reparto entre la fase movil y la fase estacionaria, son algunos de los factores que
influyen en la separacién por cromatografia.

En la fase movil, es importante tener como base la escala de Hildebrand, en donde la fuerza del
solvente, es particular para cada uno de los solventes. Acorde con esta escala los solventes mas
activos son aquellos que contienen grupos hidroxilos. En ocasiones, es indispensable la mezcla de
fases moviles, que incrementen la polaridad mejorando significativamente la separacion de los

picos asociados con cada compuesto (Snyder, 1975) .

2.2.1 Preparacion de la muestra. La caracterizacién de las sustancias farmacéuticas se
encuentran documentadas en las normas Pharmacopea, desarrolladas en el control de calidad de
los medicamentos que se comercializan (Rodriguez-Nogales, Roura, & Contreras, 2005). De

manera aislada, se han propuesto métodos cuantitativos para la determinacion de acetaminofén en
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pastillas comerciales que contienen ademas del componente activo, cafeina hasta en un 40% (Lee,
2017). Esta condicion facilita su deteccion, como se puede observar en la metodologia
desarrollada en la Universidad Central de Venezuela, estableciendo curvas patron desde 5 ppm
hasta 20 ppm, utilizando como técnica instrumental HPLC. (Amaro, Rosa; Gomez, Luis; Vita,
2008). Dentro de los tipos de técnicas que han sido utilizadas para la deteccion del acetaminofén
en matrices liquidas y sélidas, se incluyen: Espectroscopia Ultravioleta — Visible (UV-VIS),
Cromatografia de gases (CG), y Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC). (Arikan,
Rice, & Codling, 2008; Bahnick & Markee, 1985; Ekpeghere, Lee, Kim, Shin, & Oh, 2017,
Katsoyiannis., 2012; Lai, Lin, Tung, Lo, & Lin, 2016; McClellan & Halden, 2010; Rojas Mantilla
Astrid Dayana, 2016; Roose & Brinkman, 2005; Sun et al., 2015; Yamamoto et al., 2009; Zhang

& Zhou, 2008)

2.2.2 Analisis cromatogréfico. En los ultimos afos, los métodos analiticos basados en el uso
de la espectroscopia en especial infrarrojo (IR) y Raman han demostrado ser Utiles para el analisis
de diferentes compuestos quimicos incluyendo el analisis de productos farmacéuticos. La
utilizacion de la cromatografia de gases acoplado a masas, suele ser el método mas utilizado para
detectar los metabolitos que se generan de la estructura original de la sustancia. Sin embargo, en
mezclas complejas procedentes de las plantas de aguas residuales o aguas superficiales, las
metodologias basadas en HPLC al ser no destructivas, facilitan la identificacion, separacion y
cuantificacion de las moléculas originales. Adicionalmente, al adaptar HPLC a un espectrometro
de masas, se pueden detectar los distintos metabolitos que se pueden formar durante los procesos

de transformacion fisicoquimica y biologica en las plantas de tratamiento (Krzeminski et al.,
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2019a; S. W. Li & Lin, 2015; A. Y. Lin, Lin, Tung, & Chary, 2010; Rica & Lo6pez, 2015:Castro-
Suarez, P4jaro-Payares, Espinosa-Fuentes, & Meza-Fuentes, 2017).

El punto més critico previo al anlisis cromatografico es la extraccion del analito de interés, en
la mayoria de los casos, la falta de automatizacidén hace que esta etapa involucre mayor tiempo,
pudiendo superar el 60% del tiempo total del anélisis. Paralelamente, la extraccion consume en
alto grado disolventes orgénicos algunos de ellos con alta toxicidad. ElI método de extraccion
seleccionado dependera de la naturaleza de los compuestos, asi como de sus propiedades fisico-
quimicas y de los sistemas analiticos disponibles. Aunque existen diferentes métodos como
Extraccion liquido-liquido (LLE), Extraccion solido-liquido (SPE), Microextraccion en fase soélida

(SPME), algunas de ellas se describen a continuacion:

Extraccion Liquido-liquido (LLE): La LLE se suele aplicar a la separacion de analitos no
polares o semipolares en muestras acuosas. Los disolventes mas empleados son: n-hexano y el
ciclohexano, principalmente. Sin embargo, la seleccidn del disolvente y el ajuste de la fase acuosa
son también fundamentales, ya que el pH, el efecto de la adicién de sal y la presencia de reactivos
de pares idnicos, tienen una marcada importancia en el equilibrio de distribucion.

Una vez extraido el analito de interés se selecciona el método cromatografico que se requiera,
para el caso del acetaminofén, se reporta que la utilizacion de Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién o HPLC es el método més adecuado.(Arias Villamizar, Carmen Alicia;Escudero de

Fonseca, 2011; Flores, Salcedo, & Fernandez, 2011; Jean et al., 2012; A. Y. Lin et al., 2010)

2.2  Evaluacién Ecotoxicoldgica del Acetaminofén
Las pruebas de toxicidad permiten evaluar la “biodisponibilidad de contaminantes presentes en

muestras compuestas por mezclas complejas, valiéndose de las respuestas a los distintos niveles
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de organizacién bioldgica, que van desde alteraciones bioquimicas y moleculares, hasta disfuncion
endocrina, y modificaciones conductuales y fisiologicas (efectos sobre crecimiento, reproduccion).
Existe una gran variedad de bioensayos toxicologicos como microtox utilizando V. fischeri, para
sustancias farmacéuticas buscar otros ensayos , dentro de los cuales el ensayo de toxicidad aguda
con bulbos de cebolla Allium cepa (aceptado como biomonitor ecotoxicoldgico), mide el grado de
inhibicion en el crecimiento de la raiz, determinado de forma fécil y répida la toxicidad en un
ecosistema acuatico, en términos de la concentracién efectiva (EC 50). (Jean et al.,
2012)(Andreozzi et al., 2004; Daniela Morais Leme, 2009; Kirkland, 1998; Lee, 2017; Nunes,
Antunes, Santos, Martins, & Castro, 2014). Entre las especies utilizadas, el Allium Cepa, permite
evaluar dafios en el DNA, tales como aberraciones y disrupciones en el ciclo mitotico, cabe resaltar
que el alcance del proyecto no incluye la determinacion del indice mitético. El ensayo de Allium
cepa se caracteriza por su bajo costo y facil manipulacion. Entre las ventajas que ofrece se
encuentra el empleo de cortos periodos de tiempo para su ejecucion, asi como la facilidad de
metabolizar las sustancias a las que esta expuesta. Ilgualmente, los bioensayos citotdxicos permiten
evaluar el comportamiento quimico y eco toxicoldgico, utilizando diferentes organismos, dentro
de los cuales las plantas mayores son reconocidas como excelentes modelos genéticos para detectar
mutégenos ambientales y son frecuentemente utilizados en estudios de monitoreo. (Aminoshariae
& Khan, 2015; Bhat, Singh, Singh, & Vig, 2018; Corréa Martins, Souza, & Silva Souza, 2016;
Leme & Marin-Morales, 2009; Ortiz de Garcia, Garcia-Encina, & Irusta-Mata, 2017; VVancouver

Island University, 2008).

Adicionalmente a la cuantificacion de los contaminantes farmacéuticos, se incluye la
evaluacion ecotoxicologica, con el fin de determinar su ocurrencia y destino ambiental. (Jos et al.,

2003). Particularmente, en los sistemas de tratamiento se han encontrado cambios significativos
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en los niveles de persistencia de los farmacos, debido a las diferencias en la solubilidad que
facilitan su eliminacion en los ecosistemas acuaticos.(Bhat et al., 2018). EIl impacto que se genera
por su disposicion final en cuerpos receptores, se ha evaluado a través del potencial de toxicidad
en términos de la concentracion efectiva (CE), este valor ha sido reportado en ciertos
medicamentos del grupo de analgésicos, sin embargo a nivel ambiental se han realizado
mediciones de la concentracion efectiva, a nivel de crustdceos como Daphnia magna Daphnia
longispina, (Nunes et al., 2014; McAllister, 2018;Tejada, Quifiones, & Pefia, 2014;Arikan, Rice,
& Codling, 2008; Bai, Meng, Xu, Zhang, & Guo, 2014; Matamoros, Nguyen, Arias, Salvado, &
Brix, 2012; Walters, McClellan, & Halden, 2010; WOLFF, 2006; Zhang & Zhou, 2008;Nunes,
Antunes, Santos, Martins, & Castro, 2014). Para el caso de su concentracion en lodos, esta puede
llegar a ser muy baja, con una vida media entre 1horay 4 horas, con baja volatilidad (k; = 5.0 %
10~9), generando cambios insignificantes en el proceso de degradacion y sorcion en sélidos, junto

con bajos niveles de concentracion.(Vancouver Island University, 2008).
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3 Metodologia
El desarrollo del presente trabajo que esté vinculado al proyecto aprobado por la Direccién General
de investigaciones de la Universidad Pontificia Bolivariana: “Contaminantes farmacéticos en una
planta de aguas residuales institucionales” con codigo 057-0116-2400. En la Figura 8 se muestran

las distintas etapas involucradas en la metodologia del trabajo de grado.
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Figura 8. Diagrama de actividades del presente trabajo de grado.

Como se puede observar, el trabajo de grado tuvo como alcance el muestreo, pretratamiento de
las muestras de aguas residuales y lodos procedentes de la Planta de Tratamiento de Aguas
Residuales de la UPB. Para su caracterizacion se establecié las condiciones y atributos de la

técnica quimica HPLC. Las pruebas ecotoxicidad se realizaron bajo el método Allium Cepa
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determinando la concentracién efectiva del acetaminofén. A continuacién, se detalla la

metodologia empleada.

3.1  Muestreo

Para estimar la poblacion que consume acetaminofén en la Universidad Pontifica Bolivariana, que
finalmente aporta al afluente de la Planta de Aguas Residuales, se realiz6 un estudio preliminar
que arrojo los siguientes resultados: Para una poblacion de aproximadamente 5344 estudiantes de
pregrado, 797 docentes y administrativos, con horarios comprendidos entre las 6:00 am y 8:00 pm
en el funcionamiento ordinario de sus actividades académicas, el consumo de acetaminofén en el
altimo mes es de 55% en alumnos, el 42% en docentes y 57% de administrativos. Con relacion al
género, los hombres manifestaron mayor consumo con un 60% frente al 50% de las mujeres. El
mayor consumo por edad esta entre los 26 a los 30 afios con un 63%, seguido de 60% en la franja
de edad de 31 a 35 afios. EI 63% de los individuos que manifestaron el consumo de acetaminofén,
utilizaron los bafios en promedio 5 veces por dia (Ceron, Alexandra; Quintero, Claudia Sofia;
Ledn, 2017) .

Lo anterior indica que existe una alta probabilidad de encontrar acetaminofén en las aguas
residuales de la Planta de Aguas Residuales de la UPB. Para realzar el seguimiento en las distintas
etapas del sistema de tratamiento se realiz6 el muestreo en 3 puntos de la PTAR-UPB (ver figura
9): afluente (punto 1), salida de los reactores anaerobios de flujo a piston (Punto 10) y efluente
final (Punto 15). Las jornadas de aforo y muestreo se realizaron de 9:00 am a 4:00 pm, teniendo
en cuenta el mayor flujo de poblacion dentro de la Universidad, obteniéndose una muestra
compuesta en cada una de las estaciones monitoreadas. Las muestras fueron envasadas en

recipientes ambar, almacenadas y refrigeradas a una temperatura de 4 °
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C aproximadamente. Ademas, se tomaron muestras sélidas en dos puntos de muestreo: Reactor

Flujo a Piston y Lecho de secado.

(1-Rejillas), (2 - Camara de aquietamiento), (3 - Trampa de grasas), (4- CAmara de
bombas), (5- Tanque 1), (6-Tanque 2),(7-Tanque 3), (8-Tanque 4), (9- Camara
separacion de caudales), (10-Rap 1), (11-Rap 2), (12-Camara de Inspeccion), (13-
Pozo de succidn), (14- Tanque elevado), (15-Canales)

Figura 9. Esquema de la planta de Tratamiento de Aguas Residuales de Universidad

Pontificia Bolivariana.

Fuente: (Rojas Mantilla Astrid Dayana, Torres Daniela. 2016)

En el caso de los lodos, las muestras se tomaron en la purga del reactor de flujo a pistén y canales
del sistema de tratamiento. Su recoleccion se realizd utilizando botellas plasticas, los lodos
posteriormente se sometieron a secado por vacio. Una vez maceradas se colocaron en bolsas de
plasticas con sello hermético y su almacenamiento fue maximo de un mes a una temperatura de 4

°C. (Sanderson, Brain, Johnson, Wilson, & Solomon, 2004).
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Con el fin de determinar la degradaciéon y el grado de sorcién del acetaminofén en lodos,
se realizaron balances de masa cuantificando los procesos de remocion durante el tratamiento del
agua residual. El calculo del balance de masa se realiz6 de acuerdo con la ecuacion 1 .

Mafl = Mef + Mdeg + Msor Ecuacion 1
Donde:
maf (g/d) = caudal promedio (m3/d) x concentracion media del afluente(g/m?®)
mes (g/d) = caudal promedio (m3/d) x concentracion media del efluente (g/m?)
Msor (9/d) = tasa de produccion promedio de biosolidos (kg/d) x concentracion media de
los biosdlidos (mg/kg) x 1073
Mdeg (9/d) = Se calcula por diferencia. Se refiere a la masa de contaminante que fue degradada
en los procesos de tratamiento.

El porcentaje de remocion de contaminantes farmacéuticos por degradacion y sorcion fue
calculado con las siguientes ecuaciones:

%Rdeg = (Mgeg/Minf) X 100 Ecuacion 2

%Rsor = (msor/minf) x 100 Ecuacion 3

3.2  Pretratamiento de lodos y muestras liquidas

Debido a la composicion compleja de las muestras de lodo y aguas residuales involucradas en
el proyecto, fue necesario realizar extraccion liquido-liquido del analito, utilizando una mezcla de
hexano-isopropanol-acetato de etilo.

Para el caso de los lodos, inicialmente se realizd secado en vacio, ya que exponer la muestra

directamente a la radiacion solar o caldrica causan la degradacion del acetaminofén. Una vez



EVALUACION DE LAS CONCENTRACION DEL ACETAMINOFEN 37

retirada la humedad se macer6 y tamizo (tamiz 200), para finalmente realizar el proceso de
extraccion.

3.2.1 Procedimiento para el pretratamiento de lodos y extraccion de muestras liquidas y
lodos. Con el fin de obtener una mezcla homogénea a partir de los lodos, se recurrié al secado
utilizando tres procesos: Sistema de vacio en cabina extractora, secado en estufa a 50°C y secado
al sol. Cabe resaltar que al lodo original se adicion6 1 g de acetaminofén, con el fin de evidenciar
el porcentaje de recuperacion en la extraccion. El esquema realizado para el pretratamiento de

lodos, se describe en la Figura 10.

Pretratamiento de
lodos

|

Proceso de secado

Utilizacion de
Energia solar

\ ' ,/'/ = e
. vj > B /" Proceso mas
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evve — _//.

~

T

~secado 40°C

El Tamizado
Macerado + 200
‘ j ) Extraccion de
{ - o acetaminofén

Pesar 2 g de
lodo

Figura 10. Esquema para el pretratamiento de los lodos. Fuente: El autor.

Posteriormente, se realizé el pretratamiento de las muestras liquidas y lodos. Sin
embargo, para los lodos la extraccién con solvente, se realiz6 en el material tamizado. Las

diferentes etapas para la extraccion en lodos y muestras liquidas, se presentan en la figura 11.
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Figura 11. Extraccion de las muestras liquidas y lodos. Fuente: El autor.

Para el caso de las matrices liquidas, se analizaron duplicados para muestras procedentes de la

planta de tratamiento. Para los lodos, se realizaron duplicados por cada proceso de secado, con el

fin de evaluar la homogeneidad de la mezcla sélida y la precision del método.
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3.3  Estandarizacion de la técnica de cromatografia liquida de alta resolucién HPLC

para la determinacion de Acetaminofén.

3.3.1 Reactivos. Los productos quimicos utilizados fueron de grado analitico y tipo HPLC:
Hexano (Merck, Darmstadt, Alemania), , alcohol isopropilico ((Merck, Darmstadt, Alemania),
acetato de etilo (Merck, Darmstadt, Alemania), patron acetaminofén (Panreac Quimica, S.A.,
Barcelona, Spain), patrén cafeina(Sigma Aldrich, St. Louis, EE.UU.) , patrén amoxicilina (Sigma
Aldrich, St. Louis, EE.UU). EI metanol (Panreac Quimica, S.A., Barcelona, Spain), acido acético,
al 3% (Merck, Darmstadt, Alemania) y agua ultra pura tipo HPLC, se usaron en la preparacion de
la fase movil. Esta solucién se filtrd a través de una membrana Millipore de 0,45 um (Sao Paulo,
Brasil) y se desgasificO mediante sonicacion durante 10 minutos antes de su uso. Las
soluciones stock se prepararon en agua ultrapura, se utilizd ultrasonido para asegurar la

homogeneidad de la disolucién.

3.3.2 Condiciones de operacion. Para llevar a cabo la implementacion de la técnica y cada
método, se tuvo en cuenta la metodologia empleada por la norma Pharmacopea (Beale, 2017). Las

condiciones de operacion empleadas para el anélisis del acetaminofén se presentan a continuacion:

Para el desarrollo del proyecto se empleé un Cromatografo Liquido de Alta Resolucion marca
Flexar (Perkin Elmer) equipado con detector UV, con un sistema de bombeo, inyector automatico

507e y un detector UV a una temperatura de 35°C (Ver figura 12).
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Figura 12. Equipo Flexar ubicado en el Laboratorio de Estudios Ambientales LEA, de la
Universidad Pontificia Bolivariana. Fuente: La autora.

Las condiciones del equipo se establecieron de acuerdo con ensayos preliminares que aparecen
en el apéndice 1. Estas pruebas fueron la base para establecer las condiciones del ensayo descritas
en latabla 1. La cuantificacién de acetaminofén se realiz6 utilizando HPLC, utilizando como fase
movil Agua: Metanol en proporcién 50:50, aplicando el modelo isocratico, con un flujo de
Iml/min y un volumen de inyeccion de 20 pL. Los rangos de trabajo se definieron acorde con la

linealidad obtenida a partir de concentraciones de 0.01 hasta 10 ppm.
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Tabla 1. Condiciones establecidas para la realizacion del ensayo.

Item Descripcion

Equipo Flexar con detector UV-VIS y auto muestreador

Fase estacionaria Columna  Brownlee  Analytical C18 con
dimensiones 150 x 4.6 mm y tamafio de particula
de 5 pm con tamafio de poro: 110A, con relleno de
Silano hexadentado.

Fase movil con porcentaje de *Agua Ultrapura:Metanol en proporcion 50:50.

mezcla.

Solventes de extraccion Hexano, alcohol isopropilico

Temperatura Horno 35°C

Longitud de onda 254 nm

Presion (modo isocratico) 1960 Psi utilizando un sistema de  bomba
cuaternaria.

Volumen de inyeccion 20 uL

Software Chromera V- 2012.

Tiempo de corrida de 7 minutos

muestra

Tiempo de retencion 2.6% 0,2 min para patrones puros
3,1+/- 0,2 min en muestras ambientales

Membrana de filtracion LiChrosorb 0,42 micras

*Las fases moviles fueron seleccionadas segun lo establecido en la norma Pharmacopea, teniendo

en cuenta la absortividad molar.(Diaz, Sacristan, & Borja, 2011; E.Clesceri, 2015; Snyder, 1975).
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Dentro de los atributos obtenidos se determiné el limite de deteccion, la repetibilidad en las
curvas de calibracion, especificidad, precision de la medicion y el porcentaje de recuperacion en
muestra adicionada. Igualmente, cada analisis se acompafio por un blanco de reactivos. Tanto las
muestras, como los blancos, fueron filtradas utilizando cartucho HPLC LiChrosorb 0,42 micras.
A continuacién, se realiza la descripcion de cada uno de los atributos contemplados en la

metodologia.

e  Especificidad Se prepararon patrones de acetaminofén con rangos de concentracion
entre 0.01 ppm hasta 10 ppm, utilizando agua ultra pura micro filtrada para su dilucién. Las
muestras liquidas se conservaron en recipientes ambar a una temperatura de 4°C. Para dar
inicio al andlisis, las muestras se filtraron al vacio, utilizando papel whatman 0.47um. En el
caso de muestras sélidas o lodos de la PTAR, se secaron al vacio y se almacenaron en bolsas
marca Ziploc. Antes de realizar su analisis se extrajeron con una mezcla hexano-acetato de
sodio-acetato de etilo, con el fin de concentrar el analito para su posterior inyeccion en el
HPLC Flexar. Para corroborar que existe separacion de los dos componentes en las muestras

liquidas y solidas, se prepar6 una mezcla de acetaminofén, amoxicilina en relacion 1:1.
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o Precision intermedia y veracidad. Se realizaron repetitividades en muestras y patrones.
Se calculd la desviacion estandar (8), el promedio (X) y la precision en términos de coeficiente de
variacion (CV) para cada analito tomando datos de diferentes concentraciones. La precision
expresada como coeficiente de variacion aceptado fue de <10%, se asumio este valor debido a
que es un requisito establecido en la validacion de métodos analiticos. La veracidad esta incluida
dentro de la precision, linealidad y especificidad del analito. Su determinacion se realiza a través

de las pruebas estadisticas ANOVA y T- Student

e Rango de Linealidad. La linealidad del método se evalud a partir de las curvas de
calibracién. En el caso de acetaminofén, requirieron dos curvas rango bajo y alto, entre 0.01
ppm hasta 0.1 ppm y 0.1ppm hasta 10 ppm, con el fin de evaluar el rango de concentracion
requerido para las concentraciones reportadas en la bibliografia. (Daughton,
2016;Papageorgiou, Kosma, & Lambropoulou, 2016). Para el analisis de la linealidad del
sistema para patrones adicionados se utilizaron 2 concentraciones entre 0.02 ppm y 0.183
ppm, con un estandar interno de 100 ppm de acetaminofén en los dos casos (Trejos &

Myriam, 2008).

e Limites de deteccién y cuantificacién. Se determind de acuerdo con la mas baja
concentracion a la cual el equipo emite una respuesta. En la siguiente ecuacién, se observan las
variables asociadas con el calculo del limite de deteccion (Brouwer, Kofman, & Brinkman,

1995).
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So +

— ¥ — XI5 - Ecuacion 4

Donde: Sy/x : es la desviacion estandar de los residuales de la curva de calibracion.
b1: es la pendiente de la curva.
N numero de patrones involucrados en la calibracion

Xi es cada una de las concentraciones de los patrones

3.4  Determinacion de la concentracion efectiva utilizando el método Allium cepa e
identificacion de las divisiones mitoticas.

El uso del método Allium cepa, es reconocido para la evaluacion de los compuestos solubles e
insolubles en el agua, asi como los efectos que se generan en mezclas complejas. La metodologia
ha sufrido modificaciones relacionadas con la evaluacién de las aberraciones cromosomicas, que

permiten detectar agentes genotdxicos (Daniela Morais Leme, 2009).

3.4.1 Materiales y Reactivos. Los productos quimicos utilizados fueron de grado analitico:
Acido Clorhidrico (Merck, Darmstadt, Alemania), acido acético, al 3% (Merck, Darmstadt,
Alemania) y agua embotellada. La cebolla utilizada procede de Ocafia (Norte de Santander), una

vez se haya obtenido los apices de la raiz, se realiza la coloracion de los tejidos utilizando orceina.

e Preparacion de soluciones. Se prepararon soluciones de acetaminofén como patron puro
y como producto comercial, en concentraciones de 50 ppm, 100 ppm,150 ppm y 200 ppm, para
las soluciones de 300 ppm, 500 ppm y 800 ppm, se evaluaron preliminarmente y fueron

descartadas debdo a que generaron apoptosis en el Allium Cepa.
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e Determinacion de la toxicidad del acetaminofén. Empleando bulbos de Allium cepa. Se
eligieron cebollas moradas con un tamario similar para cada concentracion a evaluar.
Seguidamente se les quito la primera capa y se limpio su base radicular dejando los brotes para
que se puedan desarrollar durante la prueba, posteriormente, se dejaron sumergidas en agua
declorada por 2 horas. Una vez transcurrido el tiempo, cada cebolla se colocé en contacto con las
soluciones de acetaminofén (50 ppm, 100 ppm,150 ppm y 200 ppm), con un control negativo
utilizando agua embotellada comercial, para luego dejarse en oscuridad por un periodo de tiempo
de 5 dias con el fin de permitir nuevo desarrollo radicular. Los experimentos se realizaron con
tres repeticiones a temperatura ambiente (20+2°C). Las condiciones requeridas para el ensayo
Allium Cepa se presentan en la Tabla 2

Tabla 2. Condiciones estandares para ensayo Allium cepa.

Concentraciones para evaluar 50 ppm, 100 ppm,150 ppmy 200 ppm

Condicidn de Temperatura Ambiente
Tiempo de anélisis 5 dias
Condicion de almacenamiento Oscuridad

Una vez culminado el tiempo de exposicion de las cebollas, se determind el porcentaje de
inhibicion de crecimiento de las raices, mediante la comparacion de la longitud promedio de las
raices expuestas a cada concentracion con las raices que germinaron en los controles, luego se

calculd la CEsp.
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Para establecer la genotoxicidad, se cortd el apice de 2-3 mm de la punta de la raiz,
correspondientes a raices que midieran menos de 2,5 cm. Seguido, se sumergio los apices en HCI
1N por 20 min. Una vez transcurrido el tiempo, se lavé cuidadosamente tres veces con agua
destilada con el fin de eliminar el &cido y se sumergio en colorante de aceto-orceina durante 20
min para su coloracién. Se colocaron las puntas de las raices coloreadas sobre laminas porta
objetos, y se cubrié con una laminilla, de tal manera que se ejercio presion fuerte sobre ellas con
el dedo pulgar (“Squash”™) y la raiz expusiera una capa fina del tejido vegetal. Las observaciones
de las fases mitdticas se llevaron a cabo en un microscopio marca OLYMPUS CX23 con un

objetivo de 40X, para su lectura. se tom6 como referencia la Figura 13.
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Figura 13 . Aberraciones cromosomicas observadas en células meristematicas de. Allium cepa
expuestas a los agentes quimicos (A)Metafase normal; (Al) Metafase con rompimiento
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cromosomico; (A2) C-metafase; (A3) Metafase con pérdida de cromosoma; (A4) Célula
binucleada en metafase; (Ab)Metafase con cromosoma adherido; (B) Anafase normal; (B1)
Anafase con puente cromosomico; (B2) Anafase con ruptura de puente; (B3) Anafase con puente
y pérdida cromosémica; (B4) Anafase con pérdida de cromosoma; (B5Anafase multipolar ; (C)
Telofase normal; (C1) Telofase con Puente cromosémico ; (C2) Telofase con Puente y pérdida de
cromosoma; (C3) Telofase con ruptura cromosomica; (C4) Telofase multipolar; (C5) Telofase
multipolar con puente cromosémico. Fuente:(Daniela Morais Leme, 2009)

El resumen del método Allium Cepa que se presenta en la figura 14, se incluye las etapas

requeridas para la observacion de los cambios en las fases mitdticas.

- y Meétodo Allium
. A Cepa

e |
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pretratamiento de
- los apices de las
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~ / >
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o e mide Ia longitud del as raices en
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A
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concentracion preparada.
Adicionalmente un blanco o control

| Se deja el montaje en la
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‘ temperatura < 25°C
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Figura 8. Esquema para el montaje del Allium Cepa.Fuentes: (Morais Leme Daniela, 2009)
;(Matamoros et al., 2012)

Las condiciones estandares para llevar acabo el ensayo se presentan en la tabla 7, una de las

condiciones de mayor criticidad son la temperatura y la luminosidad.
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Tabla 3. Condiciones estandares para ensayo Allium cepa.

Concentraciones para evaluar 1, 10, 100 y 1000 ppm
Condicién de Temperatura Ambiente

Tiempo de analisis 5 dias

Condicion de almacenamiento Oscuridad

4  Resultados y analisis
4.1  Caracterizacion Analitica del Acetaminofén.
4.1.1 Validacién del método por cromatografia liquida de alta resolucién. Para evaluar el
desempefio del método cromatogréfico utilizado en la cuantificacion del acetaminofén, se calcul6
la precision intermedia por cada lote de muestras analizadas (seis en total). Los resultados se

muestran en la tabla 3.

Tabla 4. Resultado de repetibilidad del método.

| Concentracion  Repetibilidaddela ~ XProm S ACE ~ CV (%)

Muestra (mg/L ACE) muestra (mg/L (mg/L (mg/L
ACE) ACE) ACE)

0,467 0,465 0,466 0,0014 0,3035

0,32 0,335 0,3275 0,01061 3,239

0,591 0,601 0,596 0,0071 1,186

0,013 0,015 0,014 0,0014 10,101

0,334 0,34 0,337 0,0042 1,259

0,492 0,51 0,501 0,01273 2,540

S: Desviacion estdndar. CV: Coeficiente de variacion. Xprom: Concentracién promedio.

Fuente: El autor.
De acuerdo con los resultados el %R&R es menor o igual al 10%, lo que indica que la

medicion es aceptable en las muestras analizadas.
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Adicionalmente, se debe establecer el rango de linealidad para la concentracion del

acetaminofén, para tal fin se realizo el anlisis de dos curvas de calibracion en dos intervalos:

bajo (0.02-0.1 mg/L) y medio(0.1- 10 ppm), los factores de correlacién obtenidos estuvieron

cercanos a 1, como se evidencia en las curvas que se se presentan en la figura 15.
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Figura 95. Curvas de calibracion en el intervalo bajo y rango alto de calibracion. Fuente: El autor.
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En donde Y representa el area del pico en mili unidades de absorbancia (mAU) y X esta
asociada con la concentracién. Las curvas obtenidas tienen factores de correlacion de 0.9997 y
0.9992 para los rangos alto y bajo respectivamente, asegurando el cumplimiento del criterio de
linealidad.

Debido a que la curva de calibracion en el rango , es la que mas se ajusta a las concentraciones
que se encontraron con frecuencia en las muestras de aguas residuales y lodos, se prepararon
adicionalmente dos curvas adicionadas utilizando muestras de diferente composicion, con el fin
de evaluar si existen datos atipicos asociados con el efecto matriz y la retencién del analito en la

columna, los resultados se relacionan en la figura 16.
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Figura 106. Dispersion de los datos obtenidos en muestras adicionadas en el efluente del RAP y
efluente de la planta de tratamiento de aguas residuales UPB.
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Acorde con el diagrama de caja, las areas obtenidas en las muestras efluente del RAP y efluente
de la PTAR no presentan datos atipicos, lo que indica que factores como complejidad de la matriz
y comportamiento de la columna cromatografica no generan interferencias en el desarrollo del
método. Con el fin de comprobar el desempefio del método, se evaluaron otros atributos que se
relacionan a continuacion:

o Especificidad: Para comprobar la validacion, se preparé una mezcla de
acetaminofén, amoxicilina y cafeina en relacion 1:1:1 (figura 17) muestran diferentes tiempos de
retencion de 2,6 min, 3.075 min y 4.202 min, respectivamente. Lo anterior indica que la fase
movil y la columna, tienen las condiciones para una separacion efectiva del acetaminofén y otros

componentes de la mezcla.
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Figura 11. Cromatograma del afluente de la PTAR — UPB. Fuente: Laboratorio de

Estudios Ambientales de la UPB.

o Precision intermedia y veracidad: Acorde con los valores reportados en la tabla
3, la desviacion y coeficiente de variacion, muestran que el método es aplicable a las diferentes

concentraciones detectadas en los puntos monitoreados. El resultado del coeficiente de variacion
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menor o igual al 10% indica que las mediciones realizadas son aceptables para la cuantificacién
del acetaminofén.

e Limite de deteccion. Con el fin de determinar la sefial minima que arroja el equipo, bajo
las condiciones de validacion se realizaron pruebas con una curva baja desde 0.02 hasta 0.1 ppm.

En la figura 18 se muestra, el patrén mas bajo que arrojo una medida superior al ruido de la linea

base.
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Figura 18. Determinacion del limite de deteccion del método implementado.
Acorde con lo anterior el limite de deteccion es 0.01lppm Ver apéndice 3 y el limite de

cuantificacion es 0.02 ppm es decir 20 pg/L de acetaminofén.
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4.2  Determinacién de acetaminofén en muestras liquidas y lodos.

Para el caso de la matriz liquida, se realizaron adiciones de 1ml, 2ml, 3ml, 4ml y 5 ml del
patron de 100 ppm de acetaminofén, a las muestras: efluente del sistema y efluente del RAP. Con
esta prueba se evaluaba la influencia del tipo de matriz de agua residual, los resultados se presentan
en la figura 19.
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Figura 12. Comportamiento de las muestras adicionadas en las muestras del efluente del RAP

y Efluente del sistema. Fuente la autora.

Los factores de correlacion obtenidos, reflejan que a pesar de haber adicionado las mismas
cantidades del patrén de 100 ppm, la muestra del efluente del rap y efluente del sistema, presentan
regresiones lineales con factores de correlacion de 0.9702 y 0.9478 respectivamente. Segun la
figura 19, se observa que el intervalo lineal disminuye debido a la adicién de 5 ml. Con el fin de
calcular el porcentaje de error generado en el punto maximo de cada una de las curvas, se elabor6

la tabla 5.
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Tabla 5. Porcentaje de error generado al adicionar 5 ml de patron en el efluente y efluente del RAP.
Punto de Volumen Valor Valor Tedrico Volumen % error

muestreo maximo Tedrico experimental R?=0,999 experimental
(ml) (mAU) (MAU)
Efluente 5 82547 55000 3,87 22,6
sistema
Efluente RAP 5 62076 45000 3,99 20,2

Fuente: La autora.

De acuerdo con los resultados obtenidos, el mayor porcentaje de error se presenta en el efluente
del sistema, debido principalmente a que no existe una alta concentracion de acetaminofén, lo que
implica que cualquier error aleatorio o sistematico asociado con el arrastre de columna, influye en

la muestra de menor concentracion.

El punto de corte con el eje X, permite determinar los ml de efluente y efluente del RAP que
contienen las mezclas adicionadas para cada caso. A partir de este corte se calcul6 el porcentaje
de recuperacion para las muestras liquidas de Efluente y Efluente del RAP, los resultados muestran
un porcentaje de recuperacion del 99.12% para el efluente de laPTAR y 100.98% para el efluente

del RAP, como es evidencia en la tabla 6.

Tabla 6.. Porcentaje de recuperacion en muestras liquidas procedentes del Efluente y Efluente del
RAP pertenecientes a la planta de tratamiento de aguas residuales de la UPB. Fuente: La autora.

Muestra  Vstandard Conc del Vol Conc Concentracion de  Conc teor de %
adicionado patron mad muestra la adicion (Ca) la adicion recup
(Y=0) adicionado  (ml) Efluente (ppm) (Cateo)
(ppm) (ppm)
Efluente 0,8075 100 98 0,02 0,824 1,97 99,12
Efluente 1,056 100 98 0,02 1,07 1,98 100,98
RAP

Nota: Los valores obtenidos del volumen estandar adicionado se calcular a partir la figura 18.
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Ecuaciones utilizadas:

Cstand

Ecuacion 5
Vol mad

Ca = Vstad *

Donde: Ca: Concentracion de la adicion; Vstad: Volumen standard adicionado.

Cstand: Concentracion del standard; VVolmad: VVolumen de muestra en las adiciones

(Cpatrén«Volpatrén) = (Cmuestr

axVolmuestra) y:
Ecuacion 6
Voltotal Voltotal

Cateo =

Donde : Cateo: Concentracion de la adicion tedrica. Cpatron: concentracion patron. Volpatron:
Volumen patron. .Cmuestra: Concentracion muestra..\Volmuestra: Volumen muestra.Voltotal:
Volumen total

Para evaluar el comportamiento lineal de las muestras adicionadas, se aplicaron los criterios
estadisticos t —student para el intercepto y la pendiente, los resultados que se presentan en la tabla
7, indican que los datos tienen un comportamiento normal, con coeficientes de determinacion
0.996 y 0.992. Igualmente, el andlisis de varianza de la regresion mediante el test F, indica que la
desviacion a la linealidad no es significativa.

Tabla 7. Pruebas t- student y F Fischer para intercepto y pendientes de las muestras adicionadas.

Media 33132,25 Media 27387,5
Error tipico 17161,2467 Error tipico 12223,04002
Mediana 21609,5 Mediana 20355
Moda #N/A Moda #N/A

Desviacion estandar 34322,4934 Desviacion estandar 24446,08005
Varianza de la muestra 1178033553 Varianza de la muestra 597610829,7
Curtosis 2,33972316 Curtosis 1,948870221
Coeficiente de asimetria 1,5618285 Coeficiente de asimetria 1,40985504
Rango 75784 Rango 55312
Minimo 6763 Minimo 6764
Méaximo 82547 Maximo 62076
Suma 132529 Suma 109550
Cuenta 4 Cuenta 4
Mayor (1) 82547 Mayor (1) 62076
Nivel de confianza (95,0%0) 54614,7461 Nivel de confianza (95,0%0) 38899,16856
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Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion maltiple 0,996078417
Coeficiente de determinacion R/2 0,992172212
R”2 ajustado -2
Error tipico 19615,78845
Observaciones 1

Andlisis de Varianza

Grados Suma de Promedio de los F Valor
de cuadrados cuadrados critico
libertad de F
Regresion 4 1,4605E+11 36512804614 571,549635 4,67
Residuos 2 511070988 255535494,2
Total 6 1,4656E+11

Los resultados de la concentracion de acetaminofén en muestras liquidas y solidas se presentan
en la tabla 8. De acuerdo con los resultados obtenidos en la PTAR — UPB, las concentraciones de
acetaminofén en el afluente, efluente del RAP y efluente final variaron entre 304ng/L y 616 ng/L,
81 ng/L y 285 ng/L, 76 ng/L y 84 ng/L, respectivamente, evidenciandose una reduccion de este
compuesto en cada una de las etapas de la PTAR-UPB.

Tabla 8. Resultados del afluente, efluente rap, efluente de la planta y lodos procedentes del
Sistema de Tratamiento.

Punto de muestreo Acetaminofen* (ng/L)

Muestras Liquidas

Afluente 460 + 156
Efluente RAP 183 + 102
Efluente final 80+4

Muestras Sélidas (mg/kg)
Lodos RAP 5.2

Lechos de secado 3.4

Fuente la autora.
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Segln las concentraciones obtenidas, sus valores en el afluente fueron comparados con los
reportados por otros autores de estudios en aguas residuales. En Corea, las concentraciones de
acetaminofén en el afluente de una planta de aguas residuales eran cercanas a 10 pg/L, con una
disminucion en la concentracion del efluente cercana al 99% Radjenovic et Al (2017), Behera el
Al (2011), encontraron concentraciones de acetaminofén en los afluentes a procesos de lodos
activados y lodos de 7,01 y 11,04 pg/L, respectivamente, reportan concentraciones de

acetaminofén en el afluente, de 960 ng/L y efluente por debajo del limite de deteccion.

En el caso de los lodos, la sorcion de microcontaminantes ocurre principalmente por absorcion,
relacionada con las interacciones hidrofébicas que ocurren entre los grupos alifaticos y aromaticos
presentes en la estructura del acetaminofén y la membrana celular lipofilica de los
microorganismos, asi como con la fraccién grasa de los lodos. La adsorcion involucra
interacciones electrostaticas de los grupos cargados positivamente con las superficies, cargadas
negativamente, de los microorganismos y del lodo. La planta de tratamiento de la UPB realiza el
proceso de compostaje con los lodos de los canales, ya que los lodos del RAP se encuentran dentro

del reactor, lo que impide su utilizacion o tratamiento.

Los resultados de la caracterizacion por cromatografia HPLC del Afluente, Efluente del reactor

de flujo a pistén (RAP) y Efluente, se presentan en la figura 20.
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Figura 20. Cromatogramas en orden descendente para el Afluente, Efluente del RAP y Efluente
de laPTAR - UPB.

Los resultados obtenidos en los lodos el Reactor de Flujo a Piston (RAP) poseen mayor
concentracion gque en los procedentes de canales. Igualmente, se puede inferir que el acetaminofén

presenta fendmenos de adsorcién como se evidencia su alta presencia en el extracto, frente al

acetaminofén que permanece en la fase sélida.
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Con el fin de evaluar los procesos de remocion del acetaminofén y de sorcion en lodos se

realizaron los célculos del balance de masa basados en el caudal registrado en la tabla 9.

Tabla 9. Resultados del muestreo realizado en los puntos anteriormente descritos.

Variable Afluente Efluente RAP Efluente final
Caudal (L/s) 1,28 + 0,52 1,29 + 0,68 0,88 + 0,62
Temp. ,C) 246 +0,3 24,4+0,9 27613
pH (un) 8,4+0,7 71+10 7,8+0,7
Cond. (us/cm) 956 + 297 942 + 477 1184 + 146
DBO (mg/L) 233,8 £ 143,1 1120+ 77,4 88,2+51,9
DQO (mg/L) 410,8 + 1084 280,3 £ 142,7 186,1 + 82,2
NTK (mg/L) 131,2 +£ 26,2 114,4 + 42,0 72,1+ 16,3

Fuente: La Autora.

Con el fin de determinar el destino y las remociones del acetaminofén en el tren de tratamiento de
la PTAR — UPB, se realizaron los célculos de balance de masas segun las ecuaciones descritas en
la metodologia. La informacion se resume en la tabla 10. La eliminacién del acetaminofén en el
tratamiento de aguas residuales puede ocurrir a través de la degradacion y la sorcién en solidos, ya
que el proceso de volatilizacién se considera insignificante debido a su baja constante de Henry

(ky) de 5,0 x 1072 (Vancouver Island University, 2008).
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Tabla 10. Porcentajes de remocion de las diferentes etapas del sistema de tratamiento.

Balance de Masa (g/d)

Global
Afluente Efluente Sorcién Degradacion
0,053 0,006 0,003 0,044

Tratamiento Primario-Secundario
0,053 0,018 0,002 0,033
Tratamiento Terciario
0,018 0,006 0,002 0,010
Remocién (%)
Global
Sorcién Degradacion Efluente
5.80 82,67 11,53
Tratamiento Primario-Secundario
2.96 62.75 34.29
Balance Tratamiento Terciario

11,27 55,10 33,63

Fuente: La autora.

En el tratamiento primario-secundario se obtuvo un 62.75% de remocion por degradacién y
2.96% por sorcidn, bajo condiciones anaerobias, el tratamiento terciario arrojé una remocion por
degradacion de 55.10% vy sorcion de 11.27%. En el balance de masa global, se encontr6 que el
acetaminofén se remueve en el tren de tratamiento por degradacion en porcentajes que varian entre
71% y 91%, por sorcién en un 5.8% y el 11.53% restante puede permanecer en fase acuosa sin
sufrir ningun tipo de transformacion hasta llegar al cuerpo de agua receptor del vertimiento de la

universidad. Los compuestos con coeficientes de adsorcion bajas como el acetaminofén tienden a
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permanecer en la fase acuosa, favoreciendo asi su movilidad a través de la PTAR y el medio
receptor (Carballa et al., 2004). Estudios previos han reportado eficiencias de remocion similares
que oscilan entre 76 — 99% (Pal, Gin, Lin, & Reinhard, 2010).

De acuerdo con los resultados, la degradacion del acetaminofén es el principal mecanismo de
eliminacién en la PTAR-UPB, coincidiendo con lo reportado por otros autores. (Xu, Radjenovic,
Yuan, & Ni, 2017) , investigaron el potencial de degradacién y adsorcion del paracetamol en
ambientes acuosos a escala de laboratorio, encontrando a la biodegradacion como el principal
mecanismo de la degradacion de este farmaco Yan et Al (2010) investigaron la ocurrencia y
eliminacién de 21 compuestos farmacéuticos en PTARs municipales, incluyendo el acetaminofén,
el cual no se acumul6 en lodos y su eficiencia de remocién se atribuyd principalmente a la
degradacion microbiana.

A pesar de las altas eficiencias de remocion obtenidas durante el tratamiento de aguas
residuales en la universidad, el acetaminofén no se logra eliminar por completo durante el
tratamiento. Por tanto, este compuesto es liberado al medio acuatico y puede ser considerado como
una fuente puntual de contaminantes farmacéuticos en el agua de la quebrada Mensuli. Segun
Huguet et al (2017), el paracetamol se detect6 en el sistema acuético, a pesar de que se retira
facilmente de la planta de tratamiento de aguas residuales. En Europa, se detectaron
concentraciones entre 59 a 220 ng/L en los efluentes de las PTARS, igualmente se reportaron
valores de 12 a 770 ng/L en agua dulce, generando un impacto potencial para los organismos
acuaticos.

Aunque el acetaminofén se detecto en bajas concentraciones, no se debe ignorar el impacto de
su ocurrencia sobre la salud humana o ambiental. Por lo anterior, es necesario realizar mas

investigacion sobre los compuestos farmacéuticos presentes en los vertimientos, asi como en las



EVALUACION DE LAS CONCENTRACION DEL ACETAMINOFEN 62

fuentes hidricas de la region, para cuantificar el riesgo ambiental y establecer estrategias para su

eliminacion.

4.2.1 Tecnologias utilizadas para la remocidn de acetaminofén en aguas y lodos. Debido a
la dificultad en la remocidn de los farmacos presentes en las aguas residuales y lodos procedentes
de las plantas de tratamiento, diferentes autores han propuesto alternativas para su manejo, como
la utilizacidon de humedales, implementacién de tecnologias avanzadas en procesos de oxidacion
(ozonizacion, fotdlisis, foto-fentdn, sondlisis, oxidacion electroquimica), absorcidn con carbono
activado, separacion por membrana y uso de biorreactores de membrana.(De la Cruz et al., 2012;
Gorito, Ribeiro, Almeida, & Silva, 2017; Y. Li, Zhu, Ng, & Tan, 20143, 2014b; MacLeod & Wong,
2010). En el caso de los sistemas de tratamiento secundario de aguas residuales, se encontraron
mayores eficiencias en los biorreactores de membrana y reactores de biopelicula que en los
reactores de lodos activados, debido a su mayor tiempo de retencion hidraulico (TRH) y en lodo
(TRS). (Krzeminski et al., 2019b). Es importante resaltar que en la literatura, el acetaminofén
(ACE) no esta reportado como farmaco persistente en el agua, lo que indica su permanencia en
lodos.

Por lo tanto, el ACE presente en las aguas residuales es adsorbido en los lodos, finalmente
se disponen en rellenos sanitarios o son utilizados como sustrato para la obtencion de abonos,
siendo de importancia conocer los distintos mecanismos implementados para su eliminacion.
Procesos bioldgicos como la codigeston de lodo con cosustratos en condiciones mesofilicas e
hipertermofilicas y la recuperacion de fosforo a bajo costo, presentan los mejores resultados en

las investigaciones realizadas.



EVALUACION DE LAS CONCENTRACION DEL ACETAMINOFEN 63

Para el caso de la planta de tratamiento de la Universidad Pontificia Bolivariana, la
remocion del ACE debe realizarse en lodos, lo que implica que se utilice un proceso de codigestion
con sustratos, aprovechando la temperatura ambiente, que puede variar entre 20° C — 35°C, en
caso de requerir hipertermofilia se tendria que garantizar una temperatura superior a los 50°C hasta

méaximo 100°C.

4.3  Determinacion de la concentracion efectiva del acetaminofén mediante el Método
Allium cepa.

Acorde con la metodologia planteada anteriormente se realizaron mediciones tanto en patron
puro como en el medicamento comercial. En la figura 21, se presenta la concentracion efectiva

del acetaminofén en concentracion de mg/L.

RESULTADOS DEL PATRON PURO UTILIZANDO EL METODO Allium cepa.
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REPETIBILIDAD DEL METODO Allium cepa, PARA EL PATRON PURO

y = 6.1962In(x) + 1.4809
R*=0912

(Probit %)

4
Log Concentracion

Figura 21. La concentracion efectiva para el patron puro estuvo entre 48.18 ppm y 42.5 ppm

con una desviacion estandar de 4.01 ppm.

Con el fin de comprobar el grado de toxicidad debido a la presencia del en el medicamento
adquirido comercialmente de acetaminofén, se evaluaron distintas concentraciones de

acetaminofén teniendo en cuenta su concentracién en el producto comercial, en la figura 22, se

presentan los resultados.
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RESULTADO DEL METODO Allium cepa, UTILIZANDO UN MEDICAMENTO
COMERCIAL

#® CE: 145 ppm

("

Probit (%)

y=1.1951x+2.8787
R*=09827

Log Concentracion 10

Figura 22. La concentracién efectiva obtenida con la pastilla comercial estuvo entre 134 ppm y

145 ppm con una desviacion estandar de 7.14 ppm.

Es importante resaltar que la experimentacién con la pastilla tuvo mayor desviacion, lo que
indica que existen varios factores que influyen en la determinacion de la concentracién efectiva,
ya que requirié de por lo menos 10 ensayos para poder llegar al valor final.

Una vez determinada la concentracion efectiva se realizé la identificacion de los posibles
cambios en las divisiones mitdticas, que se traducen como aberraciones cromosémicas en
divisiones mitoticas, para las diferentes concentraciones de acetaminofén. Los resultados

obtenidos se presentan en la Figura 23, para las distintas concentraciones de acetaminofén, tanto

en patrén puro, como en pastilla.
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Figura 23. Descripcion de los cambios en las divisiones mitdticas en células de Allium Cepa
expuestas a distintas concentraciones de acetaminofén.

Al: Cromosoma errante en anafase, para la concentracion de 50 ppm. A2: Puente en anafase, para
la concentracién de 100 ppm. A3: Profase con nucleo sincronico o Telofase multipolar, encontrada
en la concentracién de 150 ppm de acetaminofén. A4: Metafase pegajosa, encontrada en la
concentracion de 150 ppm. A5: Anafase con rompimientos cromosdmicos para una concentracion

de 300 ppm, adicionalmente se observan células micronucleadas. A6: Celulas nucleadas en
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interfase, encontrada en la concentracion de 800 ppm. A7: Metafase con ruptura de cromosoma
para una concentracion de 800 ppm.

De acuerdo con los resultados frente a los cambios en la division mitotica, se encontraron
cambios en varias de las fases de division celular que segun la clasificacion realizada por Daniela

Morais et Al, estan asociadas con aberraciones cromosomicas (Daniela Morais Leme, 2009).

5 Conclusiones

La técnica HPLC con detector UV, muestra ser un método que cumple con los requisitos de
linealidad, en los rangos de concentracion baja (0.01ppm — 0.1 ppm) y concentracion media (0.1
ppm — 10 ppm), con coeficientes de correlacion de 0.9997 y 0.9992. En las muestras adicionadas
en el efluente y efluente del RAP, se obtuvieron coeficientes de correlacion multiple de 0.996 y
coeficiente de determinacion 0.9921, lo que indica un comportamiento normal en los datos a pesar
del efecto matriz que poseen las muestras analizadas.

Debido a las diferencias significativas entre las curvas preparadas a partir de patron puro y el
medicamento comercial, es indispensable realizar la purificacion previa del acetaminofén, para
evitar interferencias y dafios en la columna cromatografica. Igualmente, el pH debe ser considerado
en los procesos de extraccion de acetaminofén. como se evidencid en los lodos (proceso realizado
a pH= 4 unidades).

El método implementado muestra especificidad en la separacion efectiva del acetaminofén
frente a otros analitos y metabolitos generados. Igualmente, los resultados obtenidos en la precisién

y coeficiente de variacion del método, indican su aplicabilidad en matrices sélidas y liquidas.
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La concentracion detectada del acetaminofén en el afluente, efluente del reactor de flujo a pistén
y efluente del tratamiento terciario fue de 46 pg/L, 18.3 pg/L y 8 pg/L respectivamente, con
desviaciones estandar de 0.14, 1.4 y 1.7 ug/L. Los resultados globales muestran que los procesos
de sorcion del farmaco (3%) ocurren en menor proporcion frente a la degradacion que se favorece
en sistema terciario (71.01%).

El uso que se le da a los lodos procedentes de la planta de tratamiento. involucra que en su
contenido esta presente el acetaminofén. Lo anterior indica que el biosolido requiere de un
tratamiento para la eliminacion del farmaco.

La concentracion efectiva para el patron puro del acetaminofén se encuentra entre 48.18 — 42.15
ppm. para el caso del medicamento comercial su concentracién efectiva corresponde a 145 ppm.
lo anterior indica que los componentes diferentes al acetaminofén ejercen un efecto antagdnico
sobre el componente activo, es decir disminuye su accién inhibitoria, sin embargo, los cambios en
las divisiones mitéticas detectadas en el Allium cepa se observan desde la concentracion de 50
ppm hasta 800 ppm de acetaminofén, indicando que el farmaco tiene un efecto genotoxico en el

ambiente.

6 Recomendaciones
Se recomienda estudiar el proceso que mas se ajuste a las necesidades de la Universidad. Se
propone utilizar humedales para la remocion de acetaminofén, asi como la implementacion de
tecnologias avanzadas en procesos de oxidacion (o0zonizacion, fotdlisis, foto-fenton, sonolisis,
oxidacion electroguimica), utilizacion de carbon activado como absorbente, realizar la
separacion por membranay el uso de biorreactores de membrana, han sido evaluadas de acuerdo

con su efectividad en la remocion de farmacos en aguas residuales.
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Para continuar con la evaluacion de la ocurrencia del acetaminofén en el agua y lodos, se
recomienda analizar la toxicidad del efluente de la PTAR, debido a que la concentracion de
acetaminofén en el agua residual esta por debajo de la concentracién efectiva CE, cabe resaltar que
por el origen del agua y su complejidad, pueden existir efectos sinérgicos o antagdnicos, con otras
sustancias emergentes que afectan finalmente su destino y ocurrencia en el ambiente.

Debido al alcance de la investigacion, es importante determinar las condiciones REDOX que
ocurren en el lodo, ya que el trabajo llevado a cabo por Wilt et Al, menciona que los fenGmenos
de sorcidn en los farmacos son favorecidos por condiciones REDOX, aumentando la actividad
metanogenica, acompafiada por la reduccion del sulfato (Wilt, He, Sutton, Langenhoff, &

Rijnaarts, 2018).
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8 Apéndices

Apéndice A. Pruebas preliminares y recomendaciones frente al manejo del equipo.

Fecha

Descripcion

Recomendaciones

24/02/2016

Prueba de solubilidad

Descartar las soluciones que incluya sales de fosfato en cualquier medio,

pues generan taponamientos en la columna.

9/03/2017

Se realizd el montaje de los
patrones utilizando como
solvente Metanol/acido

acético 95/5.

Adicionar una sustancia polar, como el agua a los patrones. En cuanto al
manejo del equipo se debe revisar que todas las variables queden

debidamente programadas.

10/03/2017

Se realiz6 montaje de
patrones utilizando 75 ml de
fase movil y aforar con

mezcla de solventes.

De acuerdo con la investigacion *Evaluacion de la valoracion y
disolucion de principio activo de amoxicilina en cépsulas de 500mg
distribuida por las farmacias del PROAM versus amoxicilina de marca
comercial distribuida en la ciudad capital de Guatemala. *Pag 34. El
diluyente se utiliza para preparar patrones y demas, no utiliza la fase movil

como lo hicimos en este ensayo.

Nota: Las fechas tienen un lapso amplio en el tiempo, debido a diversos dafios que sufrio el equipo

durante su operacion. Fuente: El autor.
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Apéndice B Recomendaciones frente a la utilizacion de la pastilla como patrén secundario en la

implementacion del método.

Para comprobar la linealidad del método se analizaron cuatro niveles de concentracion 0.1 ppm, 1
ppm, 5 ppm y 10 ppm tanto para patrén puro como pastilla, con el fin de determinar la influencia

los excipientes en la validacion.

Relacion entre las areas del acetaminofén puro y el
acetaminofén procedente de las pastillas.
1,22
1,2
1,18
1,16
1,14
1,12
1,1

1,08
0 2 4 6 8 10 12

Concentracion patron ppm

Relacion AreaACEpuro/ACEPast

Figura 134. Relacion entre las areas del acetaminofén puro y acetaminofén procedente de las
pastillas.

Acorde con los resultados de la figura 22, la linealidad se pierde en la concentracion de 10
ppm, esto indica que si se trabaja con el comprimido de acetaminofén, solo se podra garantizar
la linealidad hasta 5 ppm, después de este valor existe una desviacion de la regresion lineal

colocar que se debe purificar la pastilla antes de realizar el método. Fuente: El autor
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Apéndice C. Determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion. Resultados y criterios

de aceptacion para el limite de deteccion.

Limite de deteccion
Patrén (ppm) Area mAu
0,02 6654
0,02 6654
0,02 6500
0,02 6580
0,02 6600
0,02 6550
Promedio 6590
Desviacion estandar 54,9110392
Coeficiente de variacion 0,83%

Para el limite de deteccion el criterio de aceptacidn es obtener un coeficiente de variacion
menor del 20% .

Resultados y criterios de aceptacion para la determinacion del limite de cuantificacion

Limite de cuantificacion
Patron Area
0,01 2554
0,01 2555
0,01 2600
0,01 2460
0,01 2700
0,01 2500
0,01 2900
Promedio area 2610
Desviacidn estandar 149
Coeficiente de variacion 5,70%

Para el limite de cuantificacion el criterio de aceptacion es obtener un coeficiente de

variacion menor al 10%



