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RESUMEN

Este estudio desarroll6 y valid6é un método de analisis cromatografico para detectar
y cuantificar la presencia de residuos de Ivermectina en el efluente de agua residual
de la PTAR Omo Moquegua. Realizando un monitoreo durante 5 dias tanto para el
afluente como efluente. No obstante, este estudio incluyo un antiparasitario
(Ivermectina) el cual se determiné mediante un Cromatégrafo liquido de ultra alto
rendimiento (UHPLC) acoplado a un detector de arreglo de diodos (DAD),
asimismo, se realizo los requisitos necesarios para validar el método, los cuales son:
selectividad, linealidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion y recuperacion.
Los mismo que a su vez, muestran resultados eficientes, los cuales garantizan ser
selectivos para el antiparasitario detectado en un tiempo de retencion de 3.1 min; la
linealidad otorgo un coeficiente de correlacion de 0.00095 (r < 0.99); con limite de
deteccién desde 0.003 ug mL!; con limite de cuantificacion desde 0.01 ug mL' y
una recuperacién promedio del 90% (Con fortificacién 0.1 pg mL™!). De modo que,
se cumpli6 de manera eficiente con el proceso de validacion de método
cromatogrifico. No obstante, enseguida se realizé la deteccion de Ivermectina en
planta de tratamiento de agua residual. Demostrando presencia de Ivermectina en
afluente con una concentracién maxima de hasta 0.19 ug L (para el dia 1) y
efluente con 0.086 pug L' (para el dia 4). Los mismos que, han demostrado un
proceso de remocion de hasta 64 % (Dia 1) y un minimo de 13 % (Dia 03);
presentando ineficiencia de remocién para la IVM. De modo que, es inevitable el
ingreso de estas aguas residuales con concentraciones no degradadas de
Ivermectina a las aguas superficiales, generando severos riesgos ambientales; por
ende, es necesarios implementar nuevos procesos de tratamiento capaces de mejorar

la remocidn del antiparasitario de la Ivermectina.

Palabras claves: Cromatografia, Antiparasitarios, [vermectina, Validacion.
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Introduccion

La aparicién de la pandemia, ha provocado gran tensiéon en cuanto al
ambiente y a la salud de las personas; al mismo tiempo, surge una serie de opciones
capaces de poder contrarrestar el COVID 19. Es asi que, el uso constante de
Ivermectina comienza a incrementarse; esto debido a su alta capacidad antiviral
para una serie de virus e incluido el COVID (Caly et al. 2020). De modo que, se
realizaron estudios sobre la utilizacién de Ivermectina para tratar el SARS- COV-
2, otorgando resultados positivos durante 48 horas (Caly, Wagstaff, and Jans 2012).
Pero, se rechazo su uso debido a su capacidad de tener propiedades inflamatorias y
que estas a su vez, influya como una posible respuesta excesiva lo cual ocasione

dafios severos a la salud de las personas (Mehta et al. 2020)(MINSA 2017).

De modo que, estos casos se ven reflejados en paises europeos y americanos,
asi como también en nuestro pais, donde se puede evidenciar que, productos
farmacéuticos en efluentes de PTARs muestran niveles en ppb (partes por billon).
No obstante, surge una preocupacion sobre el uso excesivo de farmacos y que estos
residuos de antibidticos a su vez fueran a parar a sistemas de alcantarillado a través
de excreta y orina (Nieto-Judrez, Torres-Palma, A.M. Botero-Coy, et al. 2021).
Ocasionando por consiguiente su llegada a plantas de tratamiento de agua residual
(Mehta et al. 2020); asi como también, de ocasionar la generacion del incremento
de concentraciones de hasta 0.25 ug L' de antibi6ticos como la Azitromicina
presentes en sedimentos de plantas de tratamiento de agua residual (Gibs et al.
2013). Es asi que, debido a su capacidad de amplio espectro como la Ivermectina,
este pueda generar resistencia antimicrobiana, los cuales a su vez tiendan a no ser
degradadas por completo y se depositen en matrices de agua, generando asi posibles

riesgos en la biota acudtica (Kumari and Kumar 2021).

Por otro lado, investigaciones actuales informan sobre la presencia de
algunos farmacos como la Hidroxicloroquina, Azitromicina e Ivermectina los
cuales se encuentran presentes en el medio ambiente (Nippes et al. 2021); los que a
su vez mediante estudios y monitoreos realizados en EEUU afirman encontrar
concentraciones de Azitromicina de entre 14.900 + 1700 pg mL™! (Koch et al. 2005);
Asimismo, monitoreos realizados en el Peru en las PTARs de los departamentos de

puno, cuzco y lima; evidencian concentraciones de Azitromicina, ciprofloxacino y

17



otros medicamentos de hasta 1.87 ng L' (Nieto-Judrez, Torres-Palma, A.M.
Botero-Coy, et al. 2021); no obstante, o mismo ocurre con el uso indiscriminado
de la Ivermectina, este tltimo aprobado por la Food and Drug Administration (FDA)
para uso en animales mas no en personas (Caly et al. 2020); Pero, otorga resultados
positivos en pruebas in vitro, el cual permita ser utilizado como un remedio eficaz
para el COVID — 19. En perspectiva, el presente proyecto desarrollé y validé un
método de andlisis cromatografico para detectar y cuantificar la presencia de

residuos de Ivermectina en el efluente de agua residual de la PTAR Omo Moquegua.
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I Planteamiento de problema
1.1 Descripcion y formulacion del problema

La aparicién de la pandemia del coronavirus 2019 (COVID-19) comienza a
afectar al mundo a principios del 2020 y esta tiene una extensién muy rapida. Por
lo que, a comienzos del 2021 se evidencia aproximadamente 2,7 millones de casos
confirmados y una gran cifra de decesos, respectivamente (Elsaid et al. 2021). Por
otro lado, investigaciones sobre opciones de tratamiento y una amplia lista de
medicamentos disponibles para afrontarlo estdn apareciendo; de forma que, estos
también estdn presentes en ensayos clinicos y protocolos de uso compasivo que se
basan en pruebas in vitro (Chedid et al. 2021). Cabe sefialar que, esta lista incluye
antimicrobianos con actividad potencial contra COVID-19 como la Ivermectina,
siendo este un antiparasitario aprobado por la FDA (Food and Drug Administration).
Asimismo, muchos de estos ya se utilizan en ensayos clinicos en Marsella (Francia),
EEUU y en la Unién Europea. No obstante, son estos los paises que se encuentran
en un nivel alto en consumo de antibidticos durante décadas y segun los datos del
ECDC (Centro Europeo para la Prevencion y el Control de Enfermedades) el
consumo medio de agentes antibacterianos desde 1997 al 2005 asciende a 19,5 de
dosis diaria definida (DDD) por 1.000 habitantes y debido a ello, hoy en dia atin se
encuentra en aumento (Ammon 2020). En consecuencia, algunas instalaciones de
aguas residuales informan un incremento en el nivel de carga organica con
productos quimicos persistentes que se forman como producto indirecto de plantas
de tratamientos (Fijalkowski et al. 2017); no obstante, esta creciente produccion de
lodos conduce a un aumento preocupante de la relacion entre lodos totales

generados y lodos gestionados.

Ciertamente se provoco una crisis sin precedentes tanto en los sistemas y
los recursos de atencidn sanitaria a nivel mundial. Esto implica la importancia de la
prevencion y el control de la infecciéon mediante medidas como la higiene personal,
el autoaislamiento y el uso intensivo de farmacos. Dando como resultado una mayor
exposicion de los pacientes a los antimicrobianos que a menudo se utilizan de forma
suboptima o inapropiada (Rawson et al. 2020). Ademds, muchos articulos
cientificos con opciones de tratamiento y una lista de medicamentos disponibles

para ayudar y prevenir el COVID-19 estan apareciendo. Al mismo tiempo, Varios
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agentes son utilizados en ensayos clinicos y protocolos de uso compasivo y muchos
de ellos se basan en experiencia clinica. Por otro lado, se evidencia el surgimiento
de antecedentes sobre el impacto del brote en la angustia psicoldgica y los sintomas
de la enfermedad mental en las personas; evidenciando que los sintomas de
ansiedad, depresion y el estrés auto informado son reacciones psicoldgicas mas
comunes, las que generan la automedicacion y el consumo de antibidticos
injustificados (Gras et al. 2020); lo cual es muy contradictorio a lo que define la
OMS (organizacién mundial de la salud) quien define a la automedicacién
responsable como “la practica de las personas para tratar dolencias y afecciones con
medicamentos aprobados otorgando asi su seguridad y efectividad” (COVID-
2021). En Estados Unidos, la Azitromicina e Ivermectina se les considera como
agentes antimicrobianos de amplio espectro; considerandolos viables y aprobados
para uso en personas. Por ese motivo, es muy probable que se encuentren en plantas
de tratamiento de aguas residuales, donde su amplio espectro de actividad
antimicrobiana puede conducir al desarrollo de la resistencia bacteriana (Koch et al.
2005). Es preciso sefialar que, publicaciones actuales informan sobre los efectos
eco toxicoldgicos de algunos de los farmacos reposicionados que se utilizan para
COVID-19; considerando que, las aguas superficiales y subterrdneas pueden estar
contaminados con algunos medicamentos antivirales que son dificiles de eliminar,
tal es el caso del uso indiscriminado de Ivermectina, originados por paginas sin

sustento médico (Kumari and Kumar 2021).

Es evidente el consumo excesivo de fairmacos y por ende su posible arribo
de estos residuos a las plantas de tratamiento de agua residuales (PTARs), que a su
vez se convierten en una fuente dispersora de contaminantes emergentes como los
antibidticos y su posible resistencia antimicrobiana; no obstante, algunas PTARs
durante el proceso de tratamiento convencional, son capaces de reducir
significativamente el ARB (bacterias resistentes a los antibiéticos); sin embargo,
no son lo suficientemente eficientes en su eliminacion (Pazda et al. 2019) y como
consecuencia, ocasionan su acumulacién en lodos y se convierten en fuentes de
emisiones tardias de ARG (genes de resistencia a los antibidticos). Es preciso
sefalar que, debido a su metabolismo en personas, algunas quinolonas ingeridas por
ellas no se degradan después de ser excretadas (Chen et al. 2021) y se transportan

por microorganismos presentes en los sedimentos; de modo que, se exponen en el
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medio ambiente durante un tiempo prolongado y dan lugar a concentraciones de
nano gramos (Hiller et al. 2019). No obstante, una considerable cantidad de
antibidticos contindan y siguen siendo expuestos en los sistemas de alcantarillado
previo a su descarga en las PTARs y que en muchos casos la tecnologia no es lo
suficientemente eficiente para eliminarlos. Es asi que, surge una tensién alarmante
en estas aguas receptoras y que a su vez comprometen gravemente la salud de las

personas y el medio ambiente.

Investigaciones actuales informan sobre la presencia de algunos farmacos
como Hidroxicloroquina, Azitromicina e Ivermectina los cuales se encuentran
presentes en el ambiente (Nippes et al. 2021); de tal forma que, estudios realizados
en el noreste de Kansas EEUU afirman encontrar concentraciones considerables de
Azitromicina 14.900 = 1700 pg/ml (Koch et al. 2005). Asimismo, un andlisis de
antibidticos en una PTAR en Kansas entre los meses de marzo a junio del 2020,
donde los resultados cromatograficos evidencian un incremento de Ivermectina con
concentraciones entre 10 a 40 ng /L durante las primeras semanas de marzo (Nason
et al. 2021). Por otro lado, Los monitoreos en las PTARs de paises europeos sobre
53 antibidticos, consideran a la Arzitromicina e Ivermectina dentro de los 12
antibidticos con mayor presencia y con concentraciones que oscilan hasta 598 ng /
L (Rodriguez-Mozaz et al. 2020), generando asi una alarmante situacion. No
obstante, en el Peru en las PTARs de los departamentos de Puno, Cuzco y Lima;
evidencian concentraciones de Azitromicina hasta 1.87 pg / L (Nieto-Judrez,
Torres-Palma, A.M. Botero-Coy, et al. 2021), lo mismo, ocurre en el uso
indiscriminado de la Ivermectina, este ultimo aprobado por la Food and Drug
Administration (FDA) (Caly et al. 2020) como un remedio eficaz para el COVID —
19. Es por ello que, se desarrolld y validé un método de anélisis cromatogréfico
para detectar y cuantificar residuos de Ivermectina en el efluente de agua residual

de la PTAR Omo Moquegua.
e Interrogante general

(El método de andlisis cromatografico desarrollado y validado permitird
detectar y cuantificar residuos de Ivermectina en el efluente de la PTAR Omo

Moquegua?
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e Interrogantes especificas

(El método de andlisis cromatografico acoplado a un sistema UHPLC-DAD
es selectivo y especifico para la deteccion y cuantificacion de Ivermectina en agua

residual?

(El método de andlisis cromatografico acoplado a un sistema UHPLC-DAD
para la deteccion y cuantificacién de Ivermectina en agua residual es lineal, muestra
un coeficiente de correlaciéon r > 0.99 para la deteccién y cuantificacién de

Ivermectina?

(El método de andlisis cromatografico acoplado a un sistema UHPLC-DAD
para la deteccion y cuantificacion de Ivermectina muestra un limite de deteccion y

un limite de cuantificacién 0,01 y 0,1 ug mL"! respectivamente?

(El método de andlisis cromatografico acoplado a un sistema UHPLC-DAD
para la deteccion y cuantificacion de Ivermectina en agua residual presenta un

porcentaje de recuperacion entre 70 y 120 %?

(Existe presencia de Ivermectina en el efluente de la PTAR Omo Moquegua?
1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo general

e Desarrollar y validar un método de anélisis cromatografico para la
deteccidn y cuantificacion de residuos de Ivermectina en el efluente

de la PTAR Omo Moquegua.
1.2.2 Objetivos especificos

e Determinar la selectividad y especificidad del método analitico para
la deteccioén y cuantificacion de Ivermectina usando un sistema

UHPLC-DAD.

e Determinar la linealidad del método analitico para la deteccién y

cuantificacion de Ivermectina usando un sistema UHPLC-DAD.
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e Determinar el limite de deteccién y cuantificaciéon de Ivermectina

usando un sistema UHPLC-DAD.

e Determinar el porcentaje de recuperacion del método de andlisis
para la determinaciéon y cuantificacion de Ivermectina en agua

residual.

e Detectar y cuantificar residuos de Ivermectina en el efluente de la

PTAR Omo Moquegua.
1.3 Justificacion e importancia

Se tiene en cuenta que estos contaminantes emergentes, en los tltimos afios
vienen siendo un tema altamente importante. Es asi que, actualmente muchas de las
investigaciones tomaron mucho interés por estos contaminantes durante esta
pandemia. Al mismo tiempo, investigaciones a nivel mundial evidencian la
presencia de estos farmacos como la Ivermectina en plantas de tratamiento de aguas
residuales; en donde, cuya presencia ha causado alteraciones negativas en el

ecosistema y en la salud de las personas.

No obstante, es evidente la carencia de eficiencia que existe en las plantas
de tratamiento de aguas residuales en nuestro pais; que, si bien es cierto durante el
periodo de degradacion, no tienden a remover por completo dichas moléculas. Es
asi que dichas aguas con concentraciones aun sin remover, son vertidas a aguas
superficiales (rios, lagos y mar), tal es el caso de la PTAR Omo, el cual vierte sus
aguas al Rio Osmore y son justamente estas aguas rio abajo, las tomadas como

fuente de agua potable para la poblacién.

Los estudios e investigaciones realizados en nuestro pais con relacién a la
presencia de antibidticos presentes en plantas de tratamiento de aguas residuales,
son muy escasos. No obstante, muchas de las técnicas y metodologias como es el
caso de la cromatografia liquida acoplada a detectores DAD, requieren de mayores
estudios, debido a los pocos trabajos realizados en esta linea de investigacion de
contaminantes organicos emergentes. Asimismo, es necesario difundir esta técnica
de cromatografia liquida en nuestro pais, con el objetivo de estar a la vanguardia

frente a los posibles problemas que estos contaminantes podrian ocasionar con su
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presencia en matrices de aguas y suelo, y que estos a su vez tiendan a afectar de
manera negativa a la vida acudtica y a la salud de las personas. Es asi que, es de
mucha importancia el desarrollo y la validacién de un método de andlisis
cromatografico para la deteccion y cuantificacion de residuos de Ivermectina en el

efluente de la PTAR Omo Moquegua.
1.4 Hipdtesis
1.4.1 Hipétesis general

El método analitico desarrollado y validado es adecuado para la deteccion
y cuantificaciéon de residuos de Ivermectina en el efluente de la PTAR Omo

Moquegua.
1.4.2 Hipétesis especificas

e FEl método de andlisis cromatogriafico acoplado a un sistema
UHPLC-DAD es selectivo y especifico para la deteccion y

cuantificacion de Ivermectina en agua residual.

e FEl método de andlisis cromatogriafico acoplado a un sistema
UHPLC-DAD para la deteccion y cuantificacion de Ivermectina en
agua residual es lineal, muestra un coeficiente de correlacién (r) >

0.99 para la deteccién y cuantificacion de Ivermectina.

e FEl método de andlisis cromatografico acoplado a un sistema
UHPLC-DAD para la deteccion y cuantificaciéon de Ivermectina
muestra un limite de deteccion y un limite de cuantificacion 0.01 y

0.1 ug mL-1 respectivamente.

e El método de andlisis cromatografico acoplado a un sistema
UHPLC-DAD para la deteccion y cuantificacion de Ivermectina en
agua residual presenta un porcentaje de recuperacion entre 70 y

120 %.

e Existe presencia de Ivermectina en el efluente de la PTAR Omo

Moquegua.
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1.5 Variables

Tabla 1

Operacionalizacion de variables

Variables Concepto

Indicacion

El grado en que el método
Selectividad/Es  puede cuantificar el analito
pecificidad en presencia de otros
analitos.
Es la capacidad para obtener
resultados de andlisis que

son directamente

Linealidad )
proporcionales a la
concentracién de un analito
en muestra.
. Es la cantidad mas pequena
Limite de )
y en el analito en la muestra
deteccién
que pueda detectarse.
Es la cantidad mas pequena
Limite de del analito que se puede
cuantificacién determinar
cuantitativamente.
Es entendido como la
Recuperacién recuperacion entre los

ensayos.

Para demostrar que no existe
interferencias que afecten los

resultados de la valoracion

C.V.=£20%
r=0.99

tintercepto < t tab
t pendiente > t tab

LD=3.3*S/B

LQ=10*S/B

Las recuperaciones optimas son
desde 70 a 120%
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II Marco tedrico
2.1 Antecedentes de estudio
2.1.1 Nacional

Nieto-Juarez, Torres-Palma, A. M. Botero-Coy, et al. (2021), trataron sobre
la remocién de sustancias farmacéuticas en plantas de tratamiento de aguas
residuales municipales de Perd, asi como también el impacto de estos compuestos
en las aguas superficiales que reciben aguas residuales tratadas. Para ello, se
analizaron muestras de PTARs de Lima, Cusco, Puno y Juliaca (Altiplano Peruano),
asi como de aguas superficiales (confluencia de los rios Torococha y Coata en
Juliaca). En este estudio se analizaron un total de 38 farmacos objetivo y se
determinaron mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
en tindem (LC-MS / MS). Y donde, alrededor del 60 y el 75% de los productos
farmacéuticos objetivo podrian cuantificarse en aguas superficiales y PTARs,
respectivamente. El Acetaminofén fue el farmaco que se encontré en la
concentracion mads alta y estuvo presente en todas las muestras de aguas residuales
tratadas alcanzando valores promedio superiores a 100 pg / L en el departamento
de Puno. El farmaco antiepiléptico Gabapentina de hasta 11,85 pg / L y los
antibidticos Claritromicina, Trimetoprima, Ciprofloxacina, Sulfametoxazol y
Azitromicina desde 1,86 a 4,47 ug /L en la PTAR de Lima. No obstante, en aguas
superficiales, la concentracion mds alta correspondié también al Acetaminofén
(28,70 pg / L) seguido del Sulfametoxazol (4,36 pg / L). En cuanto a la remocién
de productos farmacéuticos, los datos de este trabajo mostraron que la PTAR de
Cusco fue mas eficiente que la PTAR de Lima. Sin embargo, muchos productos
farmacéuticos presentaban concentraciones en las aguas residuales tratadas
similares o incluso superiores a las de las aguas residuales afluentes. El riesgo
ecoldgico ambiental de los productos farmacéuticos se evalué con base en el
Cociente de Riesgo (RQ) calculado en el agua residual tratada y el agua superficial
a partir de los datos de concentracion encontrados en las muestras. De modo que,
tres antibidticos (Claritromicina, Ciprofloxacina y Clindamicina) y el analgésico
acetaminofén suponian un alto riesgo ambiental (RQ > 1) en el medio acuético. En
el rio, todos los antibidticos (excepto el Norfloxacino), asi como los compuestos

analgésico-antiinflamatorios acetaminofeno, diclofenaco, representaban un alto
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riesgo ambiental (RQ > 1). Con base en los datos reportados en este trabajo por
primera vez en muestras de aguas residuales de Perd, Se puede deducir que los
procesos de tratamiento aplicados en importantes ciudades de este pais, no son lo
suficientemente eficientes para remover productos farmacéuticos en aguas
residuales. De forma que, como consecuencia se esperan graves riesgos ambientales
asociados a la presencia de productos farmacéuticos en aguas residuales tratadas y

aguas superficiales.
2.1.2 Internacional

Wang et al. (2021), recolectaron muestras de aguas residuales de diferentes
puntos de dos PTARs y dos fébricas farmacéuticas en el este de China. Treinta y
siete antibidticos dentro de las cuatro clases de fluoroquinolonas (FQ), macrélidos
(MAC), sulfonamidas (SA) y tetraciclinas (CT) fueron analizados. Entre los
antibidticos investigados, se detectaron 19 a 33 de los 37 compuestos objetivo al
menos una vez en las aguas de las PTARs, con un rango aproximado de 12,7 p/ L.
En las muestras de aguas residuales recolectadas de fabricas farmacéuticas, estaban
presentes hasta 34 antibidticos con frecuencias de deteccion de hasta el 100%,
mostrando concentraciones generalmente mas altas (hasta 19,0 u/ L) que las de la
PTAR. Las Fluoroquinolonas y Sulfonamidas fueron las familias de antibidticos
dominantes, que representaron mas del 90% de la concentracién total de
antibioticos en las aguas residuales. Ademads, la eliminacion de antibidticos por
anaerdbico-anéxico-6xico (A20), biorreactor de membrana (MBR) y lodos
activados convencionales (LAC) se evaluaron los sistemas. El sistema MBR
exhibi6 el mejor desempefio, principalmente debido a los procesos de
biodegradacion y sorcidén durante los tratamientos bioldgicos. En particular, se
detectaron sistemdticamente varios antibidticos Sulfonamidas
(Sulfametoxipiridazina, Sulfametazina) y Fluoroquinolonas (Cinoxacina,
Enoxacina) a niveles de concentracion de p / L en las muestras de efluentes. Las
pruebas de resistencia a los antibidticos cultivables y la evaluacion de riesgos
indicaron que los efluentes contaminados con antibiéticos facilitarian el desarrollo
de bacterias resistentes y presentarian una alta toxicidad para los organismos no

objetivo en el medio acudtico. En general, los hallazgos sugirieron una necesidad
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urgente de mejorar las tecnologias de tratamiento de aguas residuales para la

eliminacién simultanea de diferentes clases de antibidticos.

Rodriguez-Mozaz et al. (2020), realzaron el primer estudio de este tipo
realizado a nivel internacional en Europa durante dos afios consecutivos (2015 y
2016). Dentro de los 53 antibiéticos monitoreados se detectaron 17 al menos una
vez en el efluente final de la PTAR, es decir: Ciprofloxacino, Ofloxacino,
Enrofloxacino, Orbifloxacino, Azitromicina, Claritromicina, Sulfapiridina,
Sulfametoxazol, Trimetoprim, Acido Nalidixico, Acido Oxicolinico, Acido
Pipexinico. Clindamicina, Metronidazol, Ampicilina y Tetraciclina. Los paises que
exhibieron las concentraciones medias de antibidticos en efluentes mas altos fueron
Irlanda y los paises del sur Portugal y Espafia. mientras que los paises del norte
(Noruega, Finlandia y Alemania) y Chipre mostraron una concentracion total mas
baja. Los datos de presencia de antibidticos en los efluentes finales se utilizaron
para evaluar su impacto en el medio acudtico. Tanto la concentracién ambiental
pronosticada sin efecto (PNEC-ENVs) como las PNEC basadas en concentraciones
inhibitorias minimas (PNEC-MICs) fueron consideradas para la evaluacion del
impacto sobre las comunidades microbianas en los sistemas acudticos y sobre la
evolucion de la resistencia a los antibidticos, respectivamente. Con base en este
andlisis, se proponen tres compuestos, Ciprofloxacina, Azitromicina y Cefalexina,
como marcadores de contaminacién por antibidticos, ya que ocasionalmente

podrian suponer un riesgo para el ambiente.
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2.2 Bases tedricas
2.2.1 Coronavirus 2019 (COVID 19)

Esto comienza a mediados de diciembre de 2019, donde muchos de los
hospitales de la ciudad de Wuhan, en la provincia de Hubei, en el interior de China,
comenzaron a detectarse varios casos de neumonia. Resultando que los primeros
pacientes se habian enfermado a principios de diciembre. El caso que llamo més la
atencidn fue el de un paciente de 41 afos que habia sido ingresado 5 dias antes, y
en donde los médicos identificaron oficialmente un nuevo virus. Este perteneciente
a la clase "coronavirus", la misma clase a la que pertenecen Los virus del SARS
(Sindrome Respiratorio Agudo Severo) y del MERS (Sindrome Respiratorio de
Oriente Medio). De modo que, Inicialmente se conocié como "nuevo coronavirus
de 2019". El brote ocasiono un severo impacto en China y posteriormente se
extendid al resto del mundo, lo que ha llevado a la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) a declarar la infecciéon como "pandemia” el 11 de marzo de 2020.
Muchas estrategias de contencion fueron aplicadas varios paises del mundo, pero
dando como resultados diferentes en su eficacia, hasta el punto de que la letalidad
del virus parece variar mucho en diferentes paises. Al mismo tiempo, la bisqueda
de vacunas y farmacos para un contagio tan amplio viene generando una
considerable actividad de investigacion. No obstante, los resultados no sugieren que
el virus sea derrotado a la brevedad por el uso de farmacos (Mastrandrea and Zola

2020).

Mientras tanto, se ha informado, que hay pacientes con resultados positivos
a la infeccidn virica, pero aun asi pueden volver a recaer. Esto se debe a que no
todos los virus se eliminan, ya que algunos siguen y permanecen latentes en el
cuerpo durante un periodo de tiempo determinado sin causar ningtn efecto negativo
antes de comenzar a multiplicarse de nuevo. Esto explica por qué algunos virus son
tan mortiferos e infecciosos; de manera que, estos virus pueden mutar y combinarse
con otra célula infectada. Por eso, es fundamental la presencia de vacunas los cuales
frenen y eliminen completamente el virus que posiblemente siga presente en el
cuerpo. Por lo tanto, todo el mundo se encuentra esperando frenar por completo la
curva del brote de coronavirus y poder recuperarnos de los impactos sufridos en la

economia, salud, tecnologia entre otros (Thomas Hobbes Moore & Thomas Heng
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2019). Es asi que, se vino recomendando algunas acciones para su control, tales

como:
2.2.1.1 Higiene personal

La salud, como necesidad y derecho fundamental de los ciudadanos, estd
entrafiablemente ligada al rendimiento escolar, a la calidad de vida y a la
productividad econémica. En este sentido, uno de los aspectos que debe ser
atendido, fomentado y promocionado desde el hogar, la escuela, los
establecimientos de salud y otras organizaciones, es el desarrollo de habitos de
higiene personal, social y ambiental, que conduzcan al cuidado al mantenimiento y
prevencion de la salud. Por lo tanto, es necesario desarrollar en la familia, en la
escuela y en la comunidad conocimientos y habilidades sobre este importante tema,
con el fin de favorecer actitudes para el cumplimiento y promocién de habitos de
higiene, con la participacion de todos los actores de la sociedad en campaiias de
difusién y promocion para impulsar un cambio positivo en todos los ambitos de la
vida (Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia 2015). No obstante, en la
actualidad surgieron nuevos hallazgos con respecto a la higiene personal y las
practicas saludables contra COVID-19 por nivel educativo en donde
investigaciones realizadas, alrededor del 90 % de personas se quedaban en casa a
pedido de las autoridades. Al mismo tiempo, también se revela que mas del 80 %
ejercieron acciones de limpieza y desinfeccion de superficies de manera rutinaria.
De forma que, la higiene personal ha aumentado durante la pandemia y estin
dispuestos a continuar con estas instrucciones del ministerio de salud (Altaher et al.

2021).

Cabe resaltar que, una poblacion alfabetizada, bien educada, disciplinada y
obediente y en donde las medidas que otras naciones imponian por decreto estatal
podian ser adoptadas voluntariamente por los ciudadanos. Si todo el mundo se auto
aislara, trabajara desde casa, no viajara, llevara equipo de proteccién cuando la
proximidad fuera inevitable, entre otros, se podria prescindir de las leyes y
reglamentos que dan a conocer tales medidas. Gracias a sus relaciones de confianza
entre el Estado y la poblacion, un breve ejemplo, fue lo ocurrido con los suecos,
que pensaron que habian resuelto el dilema de la pandemia, pudiendo evitar que la

autoridad tomara medidas drasticas. Las medidas que promulgaron fueron
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significativamente menos estrictas que en paises asidticos, pero también en Italia,
Espafia y Francia, e incluso en Alemania y el Reino Unido, donde las cosas habian

sido mds laxas (Organizacién Mundial de la Salud (OMS) 2020).
2.2.1.2 Autoaislamiento

A principios del afio 2020 desde las oficinas de la Organizaciéon Mundial de
la Salud (OMS) sorprendi6 al mundo entero una declaracion de “pandemia”
provocada presuntamente por una especie de corona virus. A partir de ese momento,
por instrucciones de la OMS comenzaron a tomarse practicamente en todos los
paises miembros de la Organizacién de las Naciones Unidas (ONU) medidas
restrictivas como el autoaislamiento, El cual se tiene entendido como la prevencién
personal y social en cuanto a prevenir situaciones en las que uno podria contagiarse.
al mismo tiempo, es una medida para poder detener propagaciones de enfermedades
las cuales pueden suscitarse por diversos motivos. Este impacto ha generado
acciones de aislamiento con el fin de mantener alejado de los demds y evitar ser

contagiado (Araiza 2020).

Cabe destacar que, partiendo de los datos probatorios que ponen de
manifiesto la rareza de un virus que puede cultivarse en muestras respiratorias tras
nueve dias de la aparicion de sintomas, en pacientes con leve enfermedad, que por
lo general es acompafiado con niveles crecientes de anticuerpos y de la desaparicion
de los sintomas, parece seguro poner fin al aislamiento de pacientes que necesitan
permanecer aislados durante mas de 13 dias basdndose en criterios clinicos y den
resultados repetidos de prueba de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Es
importante sefialar que los criterios clinicos establecen que los sintomas de los
pacientes deben haber desaparecido por lo menos durante tres dias antes de poner
fin al aislamiento, con un minimo tiempo de aislamiento de 13 dias desde la

aparicion de sintomas (Organizacién Mundial de la Salud (OMS) 2020).
2.2.1.3 Fdrmacos empleados para COVID 19

La pandemia de COVID-19 ha causado una grave amenaza para la salud
publica y con ello perdidas sin precedentes para la economia mundial. Al mismo
tiempo, La atencion cientifica mundial se ha centrado en el reposicionamiento de

multiples farmacos para identificar intervenciones para la prevencion y su posible
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cura para el COVID-19 (Yang and Wang 2020). Por otro lado, tanto en paises
americanos como europeos ha sido notable la utilizacion de medicamentos
antivirales (170%), Hidroxicloroquina (387%) y antibidticos (57%), que fueron los
tratamientos mds aplicados contra COVID-19. Asimismo, el uso indiscriminado de
paracetamol mostré un aumento notable de un 198% (Galani et al. 2021). Cabe
sefalar que, se han generado enfoques de medicina y con ello nuevas hipdtesis
farmacoldgicas para el tratamiento con COVID-19. Si bien algunos de los
medicamentos identificados in-silico (hecho a simulacién) ya estin siendo
evaluados en ensayos clinicos y en otros casos han sido propuestos por expertos
buscando la efectividad en pacientes con COVID-19. No obstante, esta metodologia
In-Silico tiene muchas limitaciones, y con ella incluida la necesidad de probar y
validar farmacos que posiblemente han sido identificados. En efecto, los beneficios
potenciales, asi como también los posibles riesgos de reacciones adversas, que
principalmente ocurre debido a la accién de mdltiples objetivos de compuestos
utilizados deberian ser evaluados cuidadosamente. Ademas, de tener una traduccidén
eficiente, asi como los aspectos farmacocinéticos que posiblemente podrian afectar

la aplicabilidad clinica de los medicamentos reutilizados (Sibilio et al. 2021).

2.2.1.4 Uso subéptimo e inapropiado de medicamentos para tratamiento

CoviD 19

La automedicacion ha ocasionado impactos negativos como positivos en la
salud de las personas, lo cual se ha reflejado evidentemente durante la pandemia de
COVID-19. Estudios evaluaron la prevalencia de farmacos automedicados
utilizados para sintomas respiratorios, usados como preventivos de COVID-19. De
este modo, otorgo una percepcion del alivio de los sintomas y las variables
demogréficas que promueven la automedicacién en el Perd. No obstante, esta
automedicacion provoco la utilizacion intensiva de farmacos como (Acetaminofén,
Ibuprofeno, Azitromicina, Hidroxicloroquina y Penicilina); donde los resultados a
pacientes encuestados, demuestran que los motivos de su consumo fue que la
persona informd que tenian resfriado y gripe. Asi como también, una de las razones
a su utilizacién podria atribuirse a su amplio uso como analgésicos y antipiréticos.
Es preciso mencionar que, las personas en el Peri consumian estas drogas sin

presentar ningun sintoma, lo cual en su momento se reflejaba la importancia de la
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automedicacion (Quispe-Caifiari et al. 2021). De modo que, la automedicacion es
un problema de salud muy importante y especialmente durante la pandemia de
COVID-19. Al mismo tiempo, es necesaria la creacién de conciencia, y este no solo
sea dirigido para los trabajadores de la salud sino también para todas las personas
en general; primordialmente en los riesgos, donde la mayoria de las personas se
encuentran involucradas, ya que debido al peligro potencial de la automedicacién
podria subestimarse la importancia que esta tiene. Al mismo tiempo, tener en cuenta
los estudio sobre cémo las diferencias étnicas y las creencias religiosas podrian

influir en la automedicacién (Onchonga, Omwoyo, and Nyamamba 2020).
2.2.2 Medicamentos

Desde que la medicina se torné curativa con los bacteriostiticos y
antibioticos, hace aproximadamente poco mas de setenta afios; los seres humanos
entramos en una nueva fase y que pudiera denominarse la edad del medicamento.
Hasta entonces los medicamentos no pasaban de ser sintomadticos, pero algunos,
como los analgésicos, anestésicos, sedantes y otros, asi como los derivados
naturales o sintéticos de la quina, habian sentado ya sus posiciones en la terapéutica
en el siglo XX; no obstante, algunos autores como Alfredo Jicome Roca,
introdujeron la farmacologia como una ciencia que, a su vez tomd sus raices en
fisiopatologia, quimica, bacteriologia y la inmunologia que habian abierto la era de
la "medicina etiopatoldgica”, al decir de Lain Entralgo, medicina que atin se

perpetta en nuestros dias (Roca 2003).

Es definida también como un agente destinado al uso en el diagndstico, la
mitigacion, el tratamiento o prevencion de enfermedades presentes en los seres
humanos y animales segin la Food and Drug Administration (FDA). Donde las
cualidades mds asombrosas de los medicamentos son las multiples diversidades de
acciones y efectos que pueden ocasionar al organismo. Al mismo tiempo, esta
cualidad permite su uso selectivo en el tratamiento de afecciones raras y comunes
que pueden afectar a practicamente a todos los 6rganos, tejidos y células presentes
en el cuerpo. No obstante, algunos farmacos tienden a estimular selectivamente el
musculo cardiaco, el sistema nervioso central o el tracto gastrointestinal, mientras
que otros medicamentos tienen el efecto contrario. Los farmacos tienen la funcién

de hacer que la sangre sea mds coagulable o0 menos coagulable; al mismo tiempo,
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de aumentar el contenido de hemoglobina de los eritrocitos y aumentar el volumen
sanguineo (Allen, Popovich, and Ansel 2011). Asimismo, este constituye una
importancia determinante de la salud de las personas, aunque solo fuera porque de
ellos depende en buena medida la capacidad que hoy tiene la Medicina de
interrumpir o modificar el curso natural de las enfermedades, de prevenirlas o, en
cualquier caso, de hacer su peso més liviano. Por otro lado, se ha estimado que
aproximadamente cerca del 30 % de todas las hospitalizaciones estdn relacionadas
con el uso de medicamentos (enfermedades no tratadas, inadecuada seleccion del
medicamento, reacciones adversas, incumplimiento, interacciones, uso de fairmacos
sin una indicacién apropiada y sobredosis), situdndolos entre las cinco primeras

causas de morbilidad en el mundo desarrollado (Ernst and Grizzle 2001).
2.2.3 Antimicrobianos

Se definen como medicamentos que destruyen microorganismos o impiden
su desarrollo; Estos farmacos, se dividen en Antibacterianos, Antivirales,
Antimicéticos, Antimicobacterianos, Antiparasitarios y Antirretrovirales. En los
ultimos afios se ha incrementado la resistencia de los microorganismos hacia estos
medicamentos y uno de los factores es la falta de conocimiento de los médicos sobre
ellos. No obstante, es necesario conocer como actian estos medicamentos y en lo
principal los antibacterianos ya que son los mds utilizados en la practica médica;
asf mismo, tener en cuenta en cada una de las situaciones en las que se debe aplicar
cada uno (Ivdn and Matute 2008). Por otra parte, existen multiples guias
antimicrobianas que tratan de facilitar el abordaje de las infecciones comunitarias.
Sin embargo, son muy escasas las iniciativas dirigidas a unificar actuaciones
comunes para los profesionales que trabajan en Atencién Primaria o en un centro
médico, para que los criterios de instauracion y seleccion de antibioterapia sean los
mismos que al ambito asistencial (Martino and Baena 2011) y donde La
participacién, no sélo de reconocidos expertos, sino que la representacion en los
capitulos de todas las categorias profesionales implicadas en la atencién a los
procesos infecciosos abordados, sea una via esencial para lograr una mejor

aplicabilidad de las recomendaciones en la prictica real.
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2.2.3.1 Ivermectina

La Ivermectina (IVM) es un antiparasitario, con propiedades Nematicidas y
Ectoparasiticidas; posee un grupo de agentes antiparasitarios Endodecticidas y
sumamente activas. Asimismo, son aisladas por fermentacién del microorganismo
del suelo por Streptomyces Avermitilis y es una lactona macrociclica que se deriva
de las Avermectinas. No obstante, Fue aprobada en 1997 por la Food and Drug
Administration (FDA) para Estrongilidiasis y en Escabiosis costrosa, en pacientes
afectados de SIDA. Asimismo, en la Medicina Humana ha sido utilizada en nifos
desde los 5 afios de edad en adelante, para el manejo de Ecto y Enteroparasitosis.
Recientemente, se han ido recopilando sus efectos viricidas sobre Flavivirus,
Dengue, Zica, Chikunguiia, entre otros. Es asi que, hoy en dia se ha convertido a la
Ivermectina en un inhibidor del virus causante por el COVID 19. Recientemente,
se ha propuesto otro mecanismo de accién, asumiendo su papel como agente
Ionéforo; y donde este presenta internamente muchos dtomos de oxigeno, y son
indispensables para unir cationes y transportarlos a través de bicapas Fosfolipidicas
(membranas celulares; cdpside Fosfolipidica del virus) y como resultado,
determinaria un desequilibrio i6nico entre el entorno externo e interno, con la

consiguiente lisis osmética (Hirsch 2021).

Tabla 2

Estructura quimica de la Ivermectina

Peso
Antibiotico Formula molecul Férmula
Nombre i .
numero -CAS molecular ar quimica
(g/mol)
70288-86-7  LCi Ol C47H7401

Ivermectina - 875.10
71827-03-7 N %
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Nota:  Adaptado por ChemSpider, Royal Society of Chemistry
(http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.16736314.html?rid=8239a7bd-
d299-4cf0-bc47-9762ceb490c4 &page_num=0).

El uso de farmacos debido al virus COVID-19 ha declarado una serie de
antibidticos candidatos que pueden ser ttiles para el tratamiento y la prevencion del
virus. La Ivermectina (IVM) ha ganado mucha popularidad debido a un sélido
trasfondo de aplicaciones contra un amplio espectro de patégenos. Ademds, muchos
estudios han demostrado conseguir resultados prometedores, los ensayos clinicos
exhaustivos de su eficacia en el tratamiento y la prevencién del SARS-COV-2 atin
estan justificados. De forma que, Se podrian desarrollar estrategias utiles para
analizar el uso proyectado de IVM en coronavirus. Pudiéndose hacerse mediante la
conclusion de ensayos clinicos en curso y el cultivo de lecciones y manejos de [IVM
en la préctica veterinaria. La toxicidad potencial y el andlisis cuidadoso de la
dosificacion, requiere con urgencia antes de declararlo como un candidato a
farmaco anti-SARS-CoV-2. Por tanto, es necesario conocer los antecedentes y las
amenazas potenciales asociadas con el uso no autorizado de IVM como farmaco
profilactico o como opcidn de tratamiento contra el virus COVID-19 (Zaheer et al.

2021).

o [Efectos eco toxicologicos de la Ivermectina

Estos miembros de la familia de las Ivermectinas, son clasificados como
productos naturales altamente efectivos, pero a la vez toxicos, los cuales son
utilizados como productos farmacéuticos tanto en humanos como en animales y su
influencia indirecta que tienen estas moléculas para la proteccion de cultivos. La
Ivermectina es un compuesto de esta familia mds utilizados, siendo la Abamectina
el tnico compuesto que se utiliza tanto para la proteccion de cultivos como para
fines farmacéuticos. por otro lado, Las Avermectinas son producidas por los
Actinomicetos Streptomyces Avermitilis que se encuentran presentes en el suelo y
que, a pesar de tener una estructura quimica mdas compleja, se fabrican mediante
sintesis a gran escala para uso comercial. Sin embargo, el alcance de los efectos de
ecotoxicidad detalla que las Avermectinas tienen vidas medias cortas y sus residuos
pueden eliminarse mediante diferentes métodos de procesamiento de alimentos. No

obstante, estos pueden persistir en el agua, el suelo, los sedimentos y en los
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productos alimenticios. Por lo que, es necesario seguir desarrollando las practicas
de gestion que reducen los riesgos potenciales asociados con la ecotoxicidad de
estos compuestos altamente toxicos para el ambiente (Bai and Ogbourne 2016). Por
otro lado, algunas investigaciones detallan la presencia de IVM en las heces de
animales, evidenciando que, debido a su escaso potencial de eliminacién de estos
antibidticos representaria una importante fuente de contaminacién ambiental y su
posible efecto a largo plazo con dosis bajas de farmacos y el comportamiento de las
mezclas de medicamentos veterinarios y otras sustancias quimicas en los

ecosistemas (Bartikova, Podlipnd, and Skélova 2016).
e Mecanismos de accion de la Ivermectina

Los compuestos de esta clase son unidos selectivamente y poseen afinidad con
canales de Ion cloruro, los cuales son regulados por el glutamato los cuales se
encuentran ubicados en las células musculares y en los nervios. De modo que, esta
conduce a la generacion de aumento en la permeabilidad en la membrana celular
con los iones cloruro, generando hiperpolarizacién de las células nerviosas, dando
como resultado una pardlisis y eliminacion del parasito. Asimismo, estos también
pueden interactuar con algunos reguladores de canales cloruro, asi como también
los que son interactuados por el neurotransmisor acido gamma-aminobutirico
(GABA). Asimismo, el mecanismo de resistencia a la ivermectina, no se encuentra
completamente determinado; ademads, su aparicion es asociada a las modificaciones
del canal cloruro. Es preciso mencionar que, estos en un principio son absorbidos a
través del intestino, alcanzando niveles elevados en poco tiempo. No obstante, estos
residuos en concentraciones elevadas se encuentran en grasa e higado, con algunos
metabolitos polares menores. Asimismo, la ivermectina se excreta casi
completamente en heces en al menos 12 dias y menos del 1al 2 % se excreta por la
orina. Por otra parte, es evidente que la llegada de este contaminante emergente a
fuentes de aguas y que a través de la ingesta de aguas contaminadas con dichas
concentraciones asociadas a otras sustancias, tiendan a generar alteraciones

negativas en la salud de las personas (CALMIVET 2016).
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2.2.3.2 Inhibicion antimicrobiana

Existe una amplia diversidad de familias y grupos de antimicrobianos.
mediante mecanismos por donde los compuestos con actividad antibacteriana
inhiben el crecimiento de bacterias, los cuales son muy variados. Asimismo, La
pared celular puede verse afectada en la sintesis o en el transporte de sus precursores
(Bacitracina, Mureidomicinas). Los principales derivados que afectan a la
membrana citoplasmadtica son las Polimixinas y Ladaptomicina. La sintesis proteica
puede bloquearse debido a su amplia variedad estructural de compuestos que
afectan a algunas de las fases del proceso como: la activacién, iniciacién y la
fijacion del complejo aminodcido - ARN al ribosoma. Por otro lado, El
metabolismo de los dcidos nucleicos puede verse afectado en la ARN polimerasa o
en el proceso de enrollamiento - desenrollamiento del ADN (Quinolonas); no
obstante, algunos compuestos afectarian directamente al ADN. La Trimetroprima
y las Sulfamidas son los representantes de los antimicrobianos que bloquean las
vias metabodlicas de la bacteria. Sin embargo, Algunos compuestos alin siguen
siendo incapaces de inhibir o eliminar las bacterias y pueden bloquear sus
mecanismos de resistencia, de forma que si son usados en combinacién con otros
antimicrobianos potenciarian la accién de estos udltimos (Calvo and Martinez-
Martinez 2009). Entonces los agentes antimicrobianos tienden a clasificarse de
acuerdo a sus modos especificos de accion contra las células bacterianas. De modo
que, estos agentes pueden interferir con la sintesis de la pared celular, inhibir la
sintesis de proteinas, interferir con la sintesis de 4cido nucleico, o inhibir una ruta
metabolica. Es asi que también, los modos de accion de los agentes antimicrobianos
contra las bacterias Gram - positivas y Gram-negativas tendrian a ser muy parecidas

(Peterson 1992).
2.2.4 Planta de tratamiento de agua residual
2.2.4.1 Aguas residuales

Son aquellas aguas cuyas caracteristicas originales han sido modificadas por
actividades humanas y que por su calidad requieren un tratamiento previo, antes de
ser reusadas, vertidas a un cuerpo natural de agua o descargadas al sistema de

alcantarillado (OEFA 2014). Por otro lado, Son estos otros residuos los que
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posiblemente estdn siendo encontrados en sedimentos, los cuales estin empezando
a recibir una atencién generalizada y estdn dado lugar a la investigacion de los
posibles problemas potenciales relacionados con ellos. Consideremos a los residuos
de aguas residuales, los que comtinmente son vertidos en plantas de tratamiento de
aguas residuales o fosas sépticas y que estos son considerados en realidad como
productos de desecho. Todos los dias, las familias de manera directa e indirecta
aplicamos el uso del agua y con ella una gran cantidad de necesidades que
realizamos en nuestro dia a dia, la eliminacién de residuos naturales, ducharse y
usar jabon, aplicacién de cosméticos y tratamientos capilares, tomar vitaminas y
medicamentos recetados, aplicacién de crema solar y fragancias. Muestran la
verdadera realidad de como estos contaminantes emergentes llegan a los sistemas

de alcantarillado (Spellman 2013).
2.2.4.2 Fuentes dispersoras de contaminantes emergentes

Actualmente existe un importante interés por los contaminantes emergentes
(CE), ya que son estos los compuestos de distinto origen y naturaleza quimica, cuya
presencia en el medioambiente han pasado ser inadvertidas, ocasionando problemas
ambientales, asi como también de ocasionar riesgos para la salud de las personas.
Estos compuestos se encuentran diseminados en el ambiente y en muchos estudios
se han detectado en fuentes de abastecimiento de aguas superficiales, aguas
subterrdneas e incluso en agua potable (Janet Gil et al. 2012). Se ha visto hoy en
dia el incremento de antibidticos encontrados en paises europeos y americanos; que
en su mayoria estos contaminantes se detectaron con mayor frecuencia en aguas
superficiales y residuales, donde generalmente presentan concentraciones
considerables, considerdndolos de tal forma como principales fuentes
contaminantes. Algo similar ocurre con los contaminantes hidréfilos, los cuales son
transportados con mayor facilidad por los flujos de agua hacia la cuenca baja y
potencialmente se acumulan impulsados por el flujo de agua subterrdnea y debido
a las bajas tasas de renovacion en los acuiferos detriticos causadas por los flujos de
retorno de riego y bombeo en tierras agricolas (Llamas-Dios et al. 2021). Existe una
alta frecuencia de detecciones de una serie de contaminantes organicos emergentes
(COE) en toda Europa, algunas de las cuales son detectadas en concentraciones

elevadas. De manera que, estd fuertemente sesgado hacia un pequeiio nimero de
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grupos de compuestos que se han investigado con mds frecuencia. Por ende, Se
necesita una mayor cuantificacion de los COE en las aguas subterrdneas para ayudar

al desarrollo de los valores umbrales (Bunting et al. 2021).

2.2.4.3 Fuentes de emisiones tardias de genes resistentes a los antibioticos

(ARG)

Después del desarrollo y la comercializacion en masa de los antibidticos, las
bacterias patdégenas y ambientales han desarrollado resistencia a los antibiéticos; de
modo que, la infeccion causada por Organismos Resistentes a los Antibidticos
(ORAs) podria ser considerado como una infeccién emergente. Debido a ello, su
control debe ser priorizado puesto que constituye una amenaza para todas las
naciones, sin reparar en su territorio y situacion econdémica. El incremento de la
vigilancia en América, Europa y Asia Oriental ha ilustrado lo rdpido que pueden
diseminarse, trayendo como consecuencia un incremento en la carga de infecciones
causadas por los ORAs, sin embargo, la informacién disponible en los paises en
desarrollo en América Latina es limitada. No obstante, muchas de las
investigaciones describen informacion reciente de estudios de vigilancia de ORAs
en América Latina, asi como también fuentes comunes y posibles estrategias para

su control y tratamiento (Rocha, Reynolds, and Simons 2015).

La gendmica surge con el desarrollo de técnicas de biologia molecular, el
cual permite la secuenciacion de genomas completos, lo que supone el analisis del
contenido de genes de un microorganismo como el caso de las bacterias.
Actualmente se han secuenciado aproximadamente 770 genomas microbianos y
aproximadamente entre poco mas de mil se encuentran en proceso. Estos andlisis
indican que un gran nimero de genes se ha adquirido por transferencia horizontal.
Estos estudios han generado nuevos conocimientos sobre la transferencia horizontal
de genes y sugieren una amplia distribucién en el ambiente natural y mediante el
cual, pueden identificarse genes y proteinas esenciales para la posible sobrevivencia
de la bacteria (Ochman, Lawrence, and Grolsman 2000). Por otro lado, esta
creciente necesidad de desarrollar nuevas clases de antibidticos para combatir
bacterias resistentes a los antibidticos, se han propuesto la identificacion de nuevos
blancos bacterianos mediante la secuenciacion y analisis de los genomas, los cuales

incluyen la gendmica comparativa y la genética molecular. Al mismo tiempo, la
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quimica y biologia estructural estan dirigidas a comprender las interacciones entre
las sustancias y sus blancos bioldgicos. Ademds, se han aplicado varios intentos
para identificar nuevos antibidticos que incluyan otras estructuras ademads de las ya
estudiadas y otras clases funcionales que actden en patégenos bacterianos
multirresistentes. Normalmente, se han utilizado tres blancos bacterianos como las
proteinas de unién a la penicilina (PUP), los ribosomas y el ADN girasa; sin
embargo, resultaron poco efectivo debido a la multirresistencia. Actualmente, los
avances de la gendémica han permitido identificar cientos de nuevos posibles
candidatos como blancos bacterianos para inhibir el crecimiento bacteriano. Dado
que, el blanco preferido ha sido la membrana bacteriana, con el objetivo de afectar

la sintesis de los acidos grasos que la componen (Wang et al. 2006).
2.2.4.4 Microorganismos presentes en sedimentos

Muchos de los antibioticos como [-lactdmicos, Estreptomicinas,
Aminoglucésidos y otros, son producidos por bacterias del suelo. La actividad
antibidtica de muestras de suelo locales es variable y se necesitan de evidencias
para encontrar algunas que produzcan zonas de inhibicién. Segun las
investigaciones, no se han encontrado presencia de antibidticos como la
Tetraciclinas en suelos que no hayan sido fertilizados con estiércol. Asimismo, la
concentracion siempre ha estado por debajo del limite de deteccion en los suelos no
tratados, de forma que son vistos como estudios de entrada. Por otro lado, esta
situacion podria ser distinta si son analizadas en los suelos tropicales, ya que las
bacterias productoras de Tetraciclina son encontradas en dichos suelos en mayores
densidades. No obstante, esta densidad podria ser menor en agua libre que en lodos
de depuradora. Entonces, se puede suponer que existe una similitud entre
sedimentos y el suelo, ya que son medios s6lidos y cuentan con compartimientos
aerébicos y anaerébicos. Por ende, son en estos medios donde las bacterias tienen
menos posibilidades de traslado que a diferencia de la fase liquida en donde la
densidad bacteriana es mayor. Asimismo, los antibidticos de uso humano son
excretados y llevados por el sistema de alcantarillado para luego pasar a plantas de
tratamiento de aguas residuales y enseguida acabar en el ambiente y en ocasiones
en el compartimento del agua. Al mismo tiempo, se han publicado numerosos

trabajos sobre la presencia de antibidticos en el sistema acudtico en varios paises y
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en muchos casos ocasionando impactos negativos tanto para los seres humanos y el

ambiente (Goel 2015).
2.2.4.5 Bacterias resistentes a los antibioticos

La adaptacién de las bacterias a los antibidticos y el aumento de su
resistencia ha generado considerables problemas médicos. De forma que, la
resistencia a los farmacos confiere un coste de adecuacion, lo que sugiere que podria
desaparecer si se redujera el volumen de uso de los antibidticos. Estudios en
laboratorios indican que varios procesos actian para causar la persistencia a largo
plazo de estas bacterias resistentes. La evolucion compensatoria que mejora los
costes de la resistencia, la aparicion de resistencias sin coste y la vinculacién
genética entre las resistencias no seleccionadas y seleccionadas conferirdn una
estabilizacion de las resistentes. Por lo tanto, es mucha importancia la aplicacion de
estrategias para reducir la tasa de aparicién y propagaciéon de las bacterias
resistentes para que el descubrimiento de nuevos farmacos y estos se pongan al dia
con el desarrollo de la resistencia bacteriana (Andersson 2003). Por otro lado, ha
surgido una breve incertidumbre con el impacto esperado sobre la tasa de mutacion
y la tasa de desarrollo de la resistencia. Al mismo tiempo, surgen cuestiones sobre
la determinacién en las condiciones donde el aumento de la tasa de mutacién podria
acelerar la adaptacion (es decir, cudndo el beneficio de una generacién mds rapida
de mutaciones supera el coste de generar también mutaciones deletéreas). El
resultado es muy complejo y depende de varios factores como el tamafio de la
poblacién bacteriana, la estabilidad y la estructura del ambiente, la proximidad de
la poblacién a la méxima adaptacion y si se considera el destino a corto o largo

plazo de las bacterias que presentan mayores tasas de mutacion (de Visser 2002).
2.2.4.6 Carencia de tecnologia aplicada en plantas de tratamiento

La acumulacién de microcontaminantes (MC) y su creciente concentracion
en el medio acudtico son un problema emergente que afecta la calidad del agua en
el mundo. Donde las vias de exposicion, asi como la variedad en la estructura
quimica, representan enormes desafios para la comunidad cientifica. Asimismo, las
plantas de tratamiento de aguas residuales (PTARs) juegan un papel importante

durante el proceso de eliminacién. Las PTARs convencionales son eficaces en la
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eliminacién de microcontaminantes, por lo que estos a su vez pueden pasar por el
tratamiento a diferentes velocidades. Muchos de los paises, como por ejemplo la
UE (Unién europea) en relacién con en el ambiente plantea un problema grave,
especialmente en algunos sectores densamente pobladas donde los recursos hidricos
superficiales sirven como fuente de agua potable. Sin embargo, es posible encontrar
varias soluciones técnicas y la posibilidad de integrar con los procesos de
tratamiento existentes de manera conveniente (Kosek et al. 2020). Ademas, esta
aparicion de antibidticos puede promover la seleccion de genes de resistencia a los
antibidticos (ARG) y bacterias resistentes a los antibidticos (ARB), presentando
riesgos para la salud de los seres humanos y los animales. Cabe sefalar que, la
importancia de mejorar los estudios de evaluacion de riesgos que permitan estimar
la abundancia médxima de ARB en los efluentes de las depuradoras de aguas
residuales y la comprension de los factores y mecanismos que impulsen el
mantenimiento y la seleccién de la resistencia a los antibidticos en los hébitats de

aguas residuales (Rizzo et al. 2013).

2.2.4.7 Anadlisis de antibiéticos realizado en una planta de tratamiento de agua

residual (PTAR)

Las plantas de tratamiento de aguas residuales son fuentes importantes de
nuevos contaminantes; sin embargo, pocos estudios han investigado su impacto en
el agua natural circundante. Por lo tanto, se han realizado estudios en PTAR en Asia,
asi como en varios paises del mundo. Donde los resultados durante el proceso de
tratamiento, se pudo eliminar los antibidticos en las aguas residuales con una
eficiencia positiva de eliminacién, al mismo tiempo de controlar los patégenos
humanos potenciales, pero con escasa eficiencia en la eliminacién de los
determinantes de resistencia a los antimicrobianos y con una eficacia de eliminacion
de otros genes. Al mismo tiempo, las evaluaciones de riesgos ambientales
identifican que algunos antibidticos como la Azitromicina y Cloroquina son
altamente toxicos para los organismos acudticos. Ademads, de causar un aumento de
cianobacterias en el agua receptora y ocasionar gran dafio al medio ambiente (Chen
et al. 2020). Por otro lado, en paises europeos como Croacia, Investigaciones en la
estructura taxondmica y la composicion de genes de resistencia de las comunidades

presentes en lodos en sus plantas de tratamiento, se descubrié que era tres veces
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mayor en el lodo de la planta de tratamiento de produccién farmacéutica que en el
lodo municipal de una PTAR. Es preciso sefialar que, los genes de resistencia a
macrolidos no tienen mayor abundancia en el lodo industrial, pero si los genes
asociados con elementos genéticos mdviles como los integrones (Bengtsson-Palme
et al. 2019). Mientras tanto, en paises de américa latina como en el Perd en sus
departamentos de lima cusco y puno, se evidencio presencia de antibidticos como:
Sulfametoxazol, Trimetoprima, Azitromicina, Claritromicina y Ciprofloxacina, los
cuales, estuvieron presentes en niveles de partes por billéon (ppb) tanto en sus
efluentes de aguas residuales municipales como en los rios de dicho pais (Nieto-

Juérez, Torres-Palma, A. M. Botero-Coy, et al. 2021).
2.2.5 Presencia de antibiético en el ambiente

La palabra "medio ambiente" puede utilizarse de diversas maneras; por ello,
es necesario establecer los limites de tipos de medio ambiente, los cuales estén
relacionados con la presencia de antibitticos. Cuando se administran antibidticos a
un animal o a un ser humano, se producen una serie de consecuencias en su
microambiente interno, que afectan a su microbiota y a su susceptibilidad frente a
los antibidticos. El uso intensivo de antibidticos y otros agentes biocidas, dentro de
las casas, los hospitales y las granjas, afectan a las poblaciones bacterianas dentro
de sus microambientes. Entonces, encontrar antibidticos y organismos resistentes
no seria sorprendente en estos entornos. No obstante, los residuos de antibidticos y
los organismos resistentes a los antibidticos son encontrados tanto en entornos fuera
de los cuerpos de los organismos y a los que se les administra antibidticos
industrializados; como en entornos fuera de las paredes de instalaciones donde su
utilizacion es de forma intensiva. Asimismo, Es posible dividirlos en dos categorias:
urbano y rural; de forma que, en el lado urbano nos referimos a los servicios de
saneamiento adecuados (por ejemplo, eliminacidon de basuras y aguas residuales,
control de plagas), minima defecacién u orina al aire libre de seres vivos, controles
eficaces de contaminacion ambiental, principalmente en los paises desarrollados; y
hay ciudades donde sus aguas residuales corren a cielo abierto, la defecacion al aire
libre de animales callejeros y personas sin hogar, y donde la contaminacién
atmosférica puede ser varias veces superior a los limites saludables recomendados.

Mientras que, en el lado rural nos referimos a la calidad "pristina" de algunos
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entornos que son examinados cuidadosamente. Las corrientes de agua, los animales
aéreos e incluso el ecoturismo pueden traer bacterias resistentes a esos entornos

supuestamente pristinos (Amdbile-Cuevas 2015).
2.2.6 Cromatografia

La cromatografia es un método fisico de separacién en el que los
componentes a separar se distribuyen entre dos fases, una de las cuales es
estacionaria (la fase estacionaria), mientras que la otra (la fase mévil) se mueve en
una direccion definida. La fase mévil se describe como un fluido que se filtra a
través o a lo largo del lecho estacionario en una direccién definida. En estos casos
puede ser un liquido, un gas, un gas o un fluido supercritico, mientras que la fase
estacionaria puede ser un solido, un gel o un liquido. Si es un liquido, puede estar
distribuido sobre un sélido, que puede contribuir 0 no al proceso de separacion

(Ardrey 2009).
2.2.6.1 Cromatografia liquida de ultra alto rendimiento (UHPLC)

La cromatografia liquida de alto rendimiento con su abreviatura en inglés
(HPLC) ha sido ampliamente aceptada y establecida en los ultimos afios, tanto para
los flujos de trabajo de LC independiente como para los de cromatografia liquida y
espectrometria de masas y los acoplados a detectores de: arreglo de diodos (DAD)
y detector de fluorescencia (FLD). La HPLC resulta muy atractiva para la deteccion
por espectrometria de masas, ya sea porque permite obtener la misma informacién
analitica que una separacion convencional por HPLC en un tiempo mucho maés
corto y permite una resolucién cromatografica mejorada, por lo que permite obtener
mucha mas informacion sobre la muestra en un tiempo determinado. Un método de
corrida corta (shot-run), especialmente disefiado para andlisis muy rdpidos, permite
el cribado de alto rendimiento (HTS siglas en ingles) y mejora tanto la carga de
trabajo como el periodo de amortizacién de un espectrometro de masas (Hanai
1999). Este campo de aplicacidén nos permite también obtener avances comparables
en las dreas de los productos farmacéuticos y ciencias de la vida. El uso de la HPLC
para la purificacion a gran escala también se encuentra en aumento, como resultado

de la disponibilidad de equipos apropiados, un aumento en nuestra comprension de

45



la mejor manera de llevar a cabo estas separaciones, y las presiones normativas para

productos farmacéuticos de mayor pureza (Snyder, Kirkland, and Dolan 2010).
2.3 Definiciones de términos

Antiparasitario. - Es un medicamento antiinfeccioso usado en humanos y
animales para el tratamiento de infecciones causadas por bacterias y

parasitos.

Ivermectina. - Medicina utilizada en forma de comprimidos o gotas para

ingerirlas via oral para el tratamiento de procesos provocados por parasitos.

COVID 19.- Es la enfermedad infecciosa causada por el coronavirus que se
ha descubierto més recientemente. Ambos desconocidos antes que estallara

el brote de Wuhan (china) en diciembre 2019.

Agua residual. - son aguas que cuyas caracteristicas originales han sido

modificadas por el hombre y requiere de un tratamiento.

Validacion. - es el proceso por el cual se demuestra que los procedimientos

analiticos son aptos para el uso indicado.

Cromatografia. - método que permite la separacion, identificacién y

determinacion de los componentes quimicos en mezclas complejas.

Ivermectina. - Antiparasitario interno de la familia de las avermectinas, de
amplio espectro que se obtiene por fermentacion del Streptomyces

Avermitilis.

46



IIT Metodologia
3.1 Tipo y nivel de investigacion
3.1.1 Tipo de investigacion

La presente investigacion reune las condiciones metodoldgicas de ser de

tipo cuantitativo
3.1.2 Nivel de investigacion
El nivel de investigacion que se desarrollo es descriptivo.
3.2 Ambito temporal y espacial
3.2.1 Temporal

El presente proyecto se desarrollé durante la recolecta de muestras de agua
residual por 5 dias, con una recoleccion de muestras simples desde las 6:00 am cada
tres horas hasta las 18:00, para que al final del dia se junte y se realice una muestra
compuesta. Este se realizd tanto al afluente como el efluente (2 muestras
compuestas por dia), asi mismo las fechas de extraccion de muestras fueron
realizados en el mes de mayo (del 16 al 20), considerando uno de los ultimos meses

del tiempo de avenida (mes de mayo).
3.2.2 Espacial

Este estudio se realiz6 en la planta de tratamiento de agua residual de Omo;
es una de las principales PTARs ubicado en el sector de Omo Moquegua, trata las
aguas servidas que se generan en el Centro Historico, los centros poblados de San
Antonio, San Francisco, Chen Chen y el distrito de Samegua; a una altitud
aproximada de 1105 metros sobre el nivel del mar. Los componentes de la PTAR
Omo son: 02 Lagunas Primarias Anaerébicas, 02 Lagunas Secundarias Facultativas
y 02 Lagunas Terciarias de Maduracion. Cabe destacar, que esta PTAR tiene una
capacidad instalada de 136 Ips para una poblacion de aproximadamente 92 724 hab.
Los puntos de entrada, descarga y punto de vertimientos se pueden apreciar en la
figura 1. Por otro lado, existe la posibilidad de recolecciéon de muestras de aguas

residuales de estos puntos ya mencionados, durante el otofio, invierno, primavera y
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verano. No obstante, este Ultimo fue un tema en disputa debido a variaciones
climéticas tanto en tiempos de avenida y estiaje; los cuales, debido a los dltimos
acontecimientos detallan la peligrosidad al momento de la extraccién de las
muestras en dichos puntos debido a las constantes lluvias ocurridas en tiempos de
avenida (Quispe 2017). No obstante, las caracteristicas actualizadas de la PTAR
Omo se encuentran descritas en la Resolucion de Gerencia General N° 087-2022-

GG/EPS Moquegua SA.
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Figura 1

Mapa de Ubicacion de los puntos para la extraccion de muestras de la PTAR Omo.

Ubicacion de los puntos de la PTAR Omeo

*leBimte de b FTAR Omo Moquegus .

Coordemadas UTM WGS 84 (Zoma 19)
Norte Este

~— [Enrada a1a PTAR $092407.00 200950.00

UBKCACION DEL PROVECTO. I Geog o <o Naciorel Salida de 1a PTAR $091681.00 200676.00

W [ISCAA: [FIABORADO POR: T0NA: oATUM: [COORDENADA |- WOI: Puoi de vertmieam al fio 8089159.05 288554 98
12052022 | $35000 | Bech D luck Colgue dpma 1 W03 1585 U™ 01

Nota: Extraido y adaptado de Google Maps,2022.
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Tabla 3

Ubicacion de los puntos de monitoreo de la PTAR Omo Moquegua

Ubicacion de los puntos de la PTAR Omo

Coordenadas UTM WGS 84 (zona 19)

Norte Este
Entrada a la PTAR 8092407.00 290950.00
Salida de la PTAR 8091681.00 290676.00
Punto de vertimiento al 8089159.05 288554.98

rio

Nota: Georreferenciacion de los puntos determinados para la extraccion de

muestra en la PTAR Omo entrada (afluente) y salida (efluente)
3.3 Poblacion y muestra

La poblacion estd conformada por la planta de tratamiento de agua residual
OMO del departamento de Moquegua. Asimismo, el tipo de muestra en no
probabilistico, y donde se realizard una muestra compuesta, obteniendo 1 litro tanto
en el afluente como en el efluente, de manera diaria durante 5 dias, teniendo un total

de 10 muestras.

3.4 Instrumentos

3.4.1 Instrumentos para la coleccion de datos
A. Materiales

+¢ Fichas de registro de campo

¢ Cadena de custodia.

¢ Papel secante

+¢ Cinta adhesiva

¢ Plumoén indeleble

¢ Cajas térmicas (cooler)

+* Hielo u otro refrigerante

% Material de embalaje adecuado
* Piseta
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¢+ Solucién amortiguadora de pH

¢+ Preservantes quimicos a emplearse en el campo para la preservacion de
las muestras para la determinacién de pardmetro a identificar.

*+ Pipeta Pasteur

% Cronémetro

% Reloj

¢ Cinta métrica

¢ Cuerda de nylon de 0,5 al cm de didmetro de longitud suficiente para
manipular los baldes de muestreo en los puntos de monitoreo

%+ Probetas de 50, 250, 500 y 1000 mL

% Fiolas de 10, 25, 50, 100, 200, 250 y 500 mL

% Pipetasde 1, 2, 5, 10 mL

% Vaso de precipitacion de 100 y 250 Ml

% Membrana de nylon de 0.45 um

% Columnas C18 y C8

. Equipos

¢GPS para la identificacion inicial del punto de monitoreo

¢ pH-metro con funcién de registro de temperatura

¢ Céamara fotogréafica — Cannon Reflex

¢ HPLC con detector DAD Infinity II 1290

« Balanza analitica con sensibilidad de 0.0001g y con una capacidad
de200g- mettler Toledo XSE 105

¢ Sistema de filtracion al vacio

¢ Agitadores magnéticos

% Equipo de ultra sonido ULTRASONIC modelo FSF 020S
. Indumentaria de proteccion

¢ Botines de seguridad

% Gafas de seguridad

% Guantes de jebe antideslizantes con cubierta de antebrazo
¢ Guantes de latex descartables

¢ Arnés para profundidades mayores a 1,50 metros
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¢+ Respirador con cartucho para gases y polvo

#* Mascarilla descartable
D. Reactivos

% EDTA (Acido etilendiaminotetraacético)
¢ Agua destilada

* Agua ultra pura (milli Q)

% Metanol JT BAKER

% Acetonitrilo HPLC- J.T BAKER

+ Ivermectina (Sigma -Aldrich)

s Agua Milli-Q (Synergy Ultrapure Water System, Millipore, Francia)
3.5 Procedimiento
3.5.1 Desarrollo y validaciéon

3.5.1.1 Meétodo de anadlisis cromatogrdfico de fase liquida acoplado a detector

de arreglo de diodos (UHPLC-DAD)

Durante este proceso, se desarroll6 una metodologia de andlisis
cromatografico mediante un sistema UHPLC de ultra alta resolucion acoplados con
detectores DAD, al mismo tiempo se empled un sistema de extraccidn en fase sélida
(SPE). No obstante, para este proceso de validacion se tuvo en cuenta los aspectos
y procesos de experimentos basado en las normas (Analiticos 2020; Crubellati 2009;

European Commission 2021); de modo que, estos consisten en:
3.5.2 Selectividad

La selectividad de un método se investigd evaluando la habilidad de medir
el analito de interés en una muestra a la que se han afadido posibles interferentes
deliberadamente. Cuando no es posible definir claramente que interferentes estan
presentes, la selectividad del método podria ser investigada comparando los
resultados del método que se evalian con los obtenidos por otro método o técnica
independiente. No obstante, en otra situacién imprevista, los estudios de
selectividad para una matriz, las que se hayan realizado en la fase de desarrollo del

procedimiento. Por ejemplo, en la perdida de selectividad pueden en UHPLC con
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la presencia de picos “impuros” con sefiales de mas de un compuesto, sin que

puedan ser discriminados por el sistema de deteccion.

Tabla 4

Evaluacion de la selectividad

Procedimiento Demostrar Comentarios
Realice el andlisis Capacidad del método en  Evidencia

con la muestra Yy estudio de identificar y  necesaria para
materiales de dosificar el analito en  respaldar y
referencia por el presencia de interferentes. generar suficiente

método en estudio y
otros métodos
validados.
Analizar  muestras
que contengan
posiblemente

interferencias en
presencia del analito

de interés.

Efecto de la interferencia.
Donde, la presencia de la
interferencia mejora e inhibe
la deteccion o cuantificacidén

del analito de interés.

fiabilidad.

Si los resultados
cambian, €s
necesario mejorar
el método o
seleccionar  otro

mas adecuado.

Nota: Evaluacion del criterio de selectividad segin (Analiticos 2020)
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Tabla 5

Evaluacion de los pardmetros de desempeiio correspondiendo a la selectividad.

Parametro Selectividad

Muestra Blancos de muestra o muestras adicionadas con cantidades
conocidas de interferencias, productos de degradacién o

impurezas
Repeticion Por duplicado
Calcular y Evaluar si la presencia de las interferencias, impurezas o
determinar productos de degradacion inhiben o incrementan la

deteccion del analito.

Observaciones Pueden emplearse técnicas confirmatorias para asegurar la
identidad del analito como son la utilizacion de detectores
de espectrometria de masas, arreglo de diodos o infrarrojo.
Cuando no se tienen estdndares de interferencias o
impurezas se pueden aplicar las siguientes condiciones de
degradacion:

. Temperatura: 70-120 °C o 20 °C por debajo de su
punto de fusién, durante 2 a 4 semanas.

. Luz UV, luz fluorescente y/o humedad relativa por
un tiempo apropiado.

. pH1a2y/o10a 12y someterlas a 60-80 °C por un
tiempo apropiado.

Nota: Evaluacion de los pardmetros segun el desempefio correspondiente a la

selectividad segtn (Analiticos 2020)

3.5.3 Determinacion del limite de deteccion (LD)

La posibilidad de detectar un cierto pardmetro en una muestra dependi6 al
método recomendado, la calibracién del método y del equipo verificado. Por otro
lado, el LD para este procedimiento analitico individual nos mostré la cantidad més
pequeia del analito en la muestra que puede detectarse, pero no necesariamente ser
cuantificada en las condiciones establecidas para el ensayo. Asimismo, cuando se

realiz6 las mediciones en muestras con bajos niveles de analitos, como el andlisis
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de trazas, se nos hizo importante conocer el valor de la concentracion més baja del
analito que puede ser detectado por el método. no obstante, se hace mencién que,

hay varias formas de calcular el LD y estos pueden darse con:

» Evaluacion / percepcion visual.
» Relacion seiial / ruido.
» Estimacion a partir de la curva analitica.

» Estimacion de la desviacion estandar
3.5.3.1 Anadlisis de datos para el limite de deteccion

Por el procedimiento de la sefial ruido, el LD es la concentraciéon cuya
respuesta analitica es la inmediatamente superior a tres veces la sefial ruido. En el

caso de la linealidad el limite de deteccion se calcula con la siguiente ecuacion:

_3*C*1

LD
SN

Donde:
C = Concentracién de Ivermectina (Conc. minima)
SN = Seiial Ruido (otorgado por el software)

Se Tuvo en cuenta la importancia de establecer la linealidad ya sea basada
en el coeficiente de correlacion o en la prueba de falta de ajuste, para dar validez al

célculo.
3.5.4 Determinacion del limite de cuantificacion (LQ)

Para el limite de cuantificacién se determiné estrictamente la menor
concentracion de analito que puede ser cuantificado con un aceptable nivel de
repetibilidad y exactitud. No obstante, esto se obtuvo al multiplicar por tres el limite
de deteccidn, pero, en casos especiales por cinco. Por otro lado, en la practica
correspondi6 al estandar de calibracion de concentracion mas baja (excluyendo el

blanco). Este limite, una vez determinado, se probd con muestras independientes al
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mismo nivel de concentracién / propiedad que el LQ para ver si la recuperacion /

tendencia y la precision lograda son satisfactorias.

. Hay varias formas de calcular el limite de cuantificacion los cuales
son:
o Evaluacién / percepcion visual.
o Relacién senal / ruido.
o Estimacion a partir de la curva analitica.
o Estimacion de la desviacién estdndar de blanco.
o Estimar usando la curva de desviacion estandar.

o Consideraciones de LQ.
3.5.4.1 Anadilisis de datos para el limite de cuantificacion

Para el procedimiento de la sefial ruido, el LQ se considerd la concentraciéon
cuya respuesta analitica es inmediatamente superior a diez veces la sefial ruido. Es
asi que teniendo en cuenta el resultado de la linealidad, el limite de cuantificacion

se calcul6 con la siguiente ecuacion:

LQ =LD *3.3
Doénde:
LD = Limite de Deteccion.

Es de mucha importancia establecer la Linealidad ya sea basada en el coeficiente

de Correlacion o en la prueba de falta de ajuste, para dar validez al célculo.
3.5.5 Linealidad

Se definié como la relacién lineal entre la sefial y la concentracion del
analito. Por otro lado, para los métodos cuantitativos es necesario conocer el rango
de concentraciones del analito o valores de la propiedad en que se basa el método
sobre el cual se tiende a aplicar. Generalmente se habla del rango en la solucién de
trabajo mds que en la muestra original, aunque muchas veces resulta coémodo
también referirlo a la muestra de origen para poder saber si se han cumplido los

objetivos deseados. Sin embargo, en el extremo inferior del rango de
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concentraciones, los factores limitantes son los limites de deteccion o cuantificacion;

por otro lado, en el extremo superior las limitaciones estdn dados por las

caracteristicas del instrumento.

Tabla 6

Evaluacion de los pardmetros de desempeiio correspondiendo al intervalo lineal.

Parametr  Muestras  Repetici Calcular y Observaciones
0 ones determinar
o Utilizar niveles
Intervalo Blancos de Una e QGraficar
establecidos en la curva de
lineal muestra o segunda respuesta . .
calibracion.
muestras repeticio analitica (y) vs.
e Jos niveles de
adicionadas  n para la nivel de
concentraciéon deben estar
repetibili concentracion
igualmente espaciados en el
dad adicionado (x)
intervalo de interés.
Minimo 5 e Confirmar
e Considerar en el
niveles visualmente la

diferentes de

concentracio
nes

(0.01/0.5/172
4)

existencia  de
linealidad  del
intervalo.

e Confirmar
aleatoriedad de
los  residuales
alrededor de la

recta

intervalo el valor de la
especificacion y/o los valores
de aceptacién y rechazo y
estar en la medida de lo
posible al centro de este.

e Reportar el intervalo de
concentraciones obtenido en

las unidades establecidas por

el método.

Nota: Evaluacién de los pardmetros de desempefio respecto a la linealidad segin

(Analiticos 2020)
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3.5.5.1 Tratamiento estadistico para resultado de linealidad

Tabla 7

Cdlculo de la recta de regresion lineal

Ecuacién de la Recta: y=bx +a

Donde:

x: Concentracion de analito

y: Valor de la respuesta en drea de pico cromatografico
b: Valor de la pendiente de la recta

a: Valor del interfecto de la recta con el eje “y”

Foérmulas para hallar “b” Formulas para hallar “a”
L _La-00-y)
X(x —x)?
Zx%y by =ZY X
_ LT eEyThET
»_ Xx)?
Xx -

Nota: Las condiciones fueron extraidas de (Analiticos 2020)

3.5.5.2 Preparacion de muestra

Se Prepar6 cinco muestras de cada concentracion, extrayendo del patron
madre (Ivermectina a un 99% de pureza) el contenido de 5 mg y enseguida colocarlo
en un frasco color &mbar y se llevo a pesar a una balanza analitica. Luego se agregd
5 ml de metanol de forma que al agitar y disolverse se tendria una concentracion de
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1000 pg/ml. Luego diluir en concentraciones de 100, 10 y 1 pg/ml respectivamente.
Los cuales nos pueda facilitar concentraciones necesarias para que se realice la
curva de calibracidon; cuyas concentraciones requeridas serian: 0.01, 0.5, 1,2 y 4

pg/ml necesarios para la elaboracion de la curva de calibracion.

Tabla 8

Curva de calibracion de las concentraciones 0.01, 0.5, 1, 2 y 4 respectivamente

Ecuacion de la

Compuesto Tiempo  Concentracion Area
recta
3.1 0.01 3.676
3.1 0.5 89.738 Y =
IVM 31 1 185.99 170.23X+5.7861
3.1 2 340.93 r=0.9994
3.1 4 687.03

Nota: Lapresente tabla presenta la curva de calibracion de las concentraciones 0.01,
0.5, 1, 2 y 4 pg/ml respectivamente, resultados de curva emitido por el mismo
sistema cromatogréfico obteniendo un r > 0.9 cumpliendo de alguna manera con

los criterios (Analiticos 2020).

Especificaciones:
o Curva de calibracion: las concentraciones utilizadas son de 0.01, 0.5,
1,2y4 pg/ml
o Recta de regresion: y=bx +a

o Coeficiente de determinacion: r > 0.99
3.5.6 Prueba de recuperacion

Para la recuperacion de analito se tiende a estimar analizando muestras
enriquecidas con cantidades conocidas de analito (pico). Por otro lado, las muestras
se enriquecen con el analito al menos en tres concentraciones diferentes (baja,

media y alta) dentro del rango de uso del método.
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Cabe destacar, que la limitacién de este procedimiento es que el analito
afiadido no esta necesariamente en la misma forma que estd presente en la muestra.
Sin embargo, la presencia de analitos afadidos en una forma mds facilmente
detectable puede conducir a evaluaciones de recuperacién demasiado optimistas.
Para ello se realiza una extraccion en fase solida (SPE con siglas en inglés) donde
se realiza 5 réplicas, y donde la concentracion de la fortificacion serd la de 1 ug/mL.
La cual serd insertada en las 5 réplicas. Para mds luego comparar los resultados en
cumplimiento con la norma de validacién del INMETRO; donde su estdndar de

aceptacion de validacién es de 70 a 120 %.

Tabla 9
Evaluacion de los pardmetros de desempeiio correspondiendo a la recuperacion
Parametro Muestras Repeticiones Calcular y Observaciones
determinar

e Utilizar los
e (Calcularla

datos
concentracion
obtenidos en la
e Blancos de recuperada para
estimacion del
muestra cada nivel de
intervalo de
(placebos) o concentracion
e Se opto por trabajo.
muestras adicionado.
. realizar una e Reportar la
_ adicionadas. e Parael sesgo,
Recuperacion segunda recuperacion
efectuar la resta
prueba para la como intervalo
e Minimo 5 aritmética de la
repetibilidad en %y el
niveles concentracion
S€sgo como
diferentes de afiadida menos
intervalo en
concentracion. la
las unidades
concentracion
establecidas
recuperada.

por el método.

Nota: Evaluacion de los pardmetros de desempefio correspondientes a la

recuperacion (Analiticos 2020)
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Tabla 10

Recuperacion para contenido en alimentos y agua

Concentracion del analito Criterio de aceptacion
0.1al% 90-108 %
1al0% 92-105 %
10299 % 95-102 %

100 % 98-101 %

Nota: criterio de aceptacion para la recuperacion para alimento y agua (Analiticos

2020)

Tabla 11

Porcentaje del criterio de aceptacion

Prueba Criterio de aceptacion
Cromatografia 70-120 %
Volumétrica 98-102 %
Espectrofotométrica 97-1038 %

Nota: criterio del porcentaje del criterio de aceptacion en cromatografia segun

(Analiticos 2020)
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Tabla 12

Recuperacion para residuos y contaminantes en alimentos y agua

Concentracion del analito Criterio de aceptaciéon
<1pgkgdpug/lL 50-120 %
l1al0pg/kgdpg/L 60-120 %
10 a 100 pg/kg 6 pg/L 70-120 %
0.1 a 100 mg/kg 6 mg/L 70-110 %
100 a 1000 mg/kg 6 mg/L 85-110 %

Nota: criterio de aceptacion para la recuperacion segun (Analiticos 2020)

3.5.7 Técnicas e instrumentos para la recoleccion de datos (Analisis de datos)

Por el modelo de investigacion, el instrumento de recoleccion de datos
utilizado fue mediante tablas realizadas en el programa Excel. Al mismo tiempo,
contiene todas las herramientas necesarias para obtener resultados confiables y
permite trabajar con grandes cantidades de datos utilizando todas las muestras e
incluyendo variables. No obstante, algunos datos son otorgados por el mismo
software del sistema UHPLC (“r” presente en la curva de calibracién). Por otro lado,
se realizé un T-Student y sus supuestos (normalidad y homogeneidad) aplicados a

las concentraciones de ivermectina encontrados en la PTAR Omo.
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Aplicacion Excel

o Tabla para la determinacién del RSD

o Tabla de resultados obtenidos de la prueba de repetibilidad.

o Tabla de prueba de recuperacién

o Tabla de resultados de adiciones a diferentes niveles de concentracion.

o Tabla de resultados de concentracion y los factores de respuesta en
linealidad.

o Tabla de resultados de concentracion y las dreas a concentraciones
cercanas al limite esperado.

o Tabla de resultados de los promedios de los factores de respuesta y de
la varianza para linealidad

o Test Student (o aplicacion de prueba no paramétricas segun sea el caso)

3.5.8 Detectar y cuantificar residuos de Ivermectina en el efluente de la
PTAR Omo Moquegua

3.5.8.1 Meétodo para la colecta de muestra

Para la cuantificaciéon y deteccion de Ivermectina se recogieron las muestras
de diferentes puntos de la planta de tratamiento (2 puntos), como se muestra en la
Fig. 1. Una es tomada en la entrada de la PTAR y la otra en la salida de la PTAR.
Durante los 5 dias de monitoreo cada 3 horas de 6am a 6pm, estas muestras fueron
recogidas en recipientes estériles y se almacenaron inmediatamente en la nevera
(Cooler) a una temperatura de 4 °C; las muestras se trataron en el laboratorio en un
plazo de 24 horas (Xu et al. 2014). Para posterior mente ser llevados al laboratorio

de contaminantes organicos y ambiente de la Universidad Nacional de Moquegua.
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3.5.8.2 Muestra de agua residual

Una vez identificado los puntos de ubicacién tanto del efluente como el
afluente de la planta de tratamiento de agua residual y con ello los materiales y
equipos necesarios para la colecta (cinta adhesiva, plumoén, cajas térmicas,
preservantes quimicos, agua destilada, botines de seguridad guantes y otros).
Asimismo, se tuvo en cuenta todas las precauciones durante el procedimiento de
extraccion; luego se paso a la extraccién de la muestra, donde esta se recolecto en
botellas de vidrio color &mbar de aproximadamente (1 L), los cuales fueron lavados
con detergente Extran y enseguida ser esterilizados con Acetonitrilo
respectivamente. Una vez recolectada la muestra se agregd 0.1 g de Na;EDTA alas
muestras, con el fin de evitar algunas formaciones de complejos entre los metales
presentes y los antibidticos. Ademds, durante el proceso de extracciéon de muestra
se tomo en cuenta el registro de los pardmetros tales como (pH, temperatura, OD y
caudal de ingreso) y su previa rotulacion y etiquetado. No obstante, todo ello se
registr6 en una cadena de custodia, segin la guia y recomendaciones para los
protocolos de muestreo de aguas residuales (MVCS and OMA 2014). Una vez
extraida la muestra se almacenaron inmediatamente en una caja térmica (Cooler) a
una temperatura de 4°C para luego ser transportado al laboratorio de la Universidad
Nacional de Moquegua — ILO y enseguida, se comenz6 con el proceso de filtracion
de las muestras a través de una de teflén de 0.45 um de poro (Agilent Technologies)
a un caudal de aproximadamente 3 mL por minuto mediante la utilizacién de un
sistema de extraccion al vacio; seguidamente volver a ser transferidos a
refrigeracidn a una temperatura de 4 °C; y que més adelante se realizé los andlisis
respectivos a través del sistema cromatografico UHPLC acoplado a un detector

DAD de ultra sensibilidad (Monteiro et al. 2015).
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3.5.8.3 Meétodo de extraccion de Ivermectina de agua

Los antiparasitarios (Ivermectina) en las muestras de agua residual para este
estudio, se aplico el método de extraccion y recuperacion en fase solida (SPE siglas
en inglés) (Cristina and Fontes 2010), donde se filtraron un litro por muestra de
agua residual a través de un filtro de 0.45 um. No obstante, se utiliz6 un cartucho
C18 (500 mg, 3mL, 60 A), el cual se acondiciono con 10 mL de metanol, 10 mL de
agua ultra pura y para luego realizar el paso de la muestra de agua residual.
Asimismo, para dicha extraccion se utilizé la bomba peristaltica y una bomba al
vacio. Posterior al paso de toda la muestra por el cartucho se procedié a eluir con
10 ml de metanol los cuales fueron puestos en tubos de ensayo, y por dltimos ser
evaporados con nitrégeno. Una vez secados se agregd 1 ml de acetonitrilo previo
paso por filtracion mediante filtros de fibra de vidrio de 0,2 um para que finalmente

sean llevados al cromatégrafo para su posterior andlisis de lectura (Xu et al. 2014).

e Condiciones del método de extraccion para la recuperacion

o Se Fortifico en agua ultrapura con una concentracion de la curva

o Se acondicion6 con 10 mL metanol y 10 mL de agua ultra pura

o Se agreg6 la muestra de agua ultrapura fortificada

o A un Flujo de 2 a 3 mL/min de goteo (en bomba al vacio)

o Se realizo la elucién con 10 mL de metanol.

o La Temperatura utilizada fue de 35 °C

o El secado fue realizado con Nitr6geno (en la campana de gas)

o Para la dilucién se utiliz6 1 mL de acetonitrilo y poder tener una
concentracion de pg/mL

o Por ultimo, se Filtré con jeringa (de 3mL) conectada con filtro (tamafio

de porosidad de 0.22 um)
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3.5.8.4 Anadlisis cromatogrdfico UHPLC para agua residual

Estos se realizaron mediante un sistema UHPLC, el cual estd compuesto por
un cromatégrafo de liquidos (Agilent Technologies, Wilmington, DE, EE. UU.),
una bomba analitica cuaternaria de serie 1290 (Flexible Pump), ademads, de un
muestreador automdtico 1290 Infinity el cual estd adaptado para un volumen de
hasta 900 mL, un horno de columna de la serie 1200 y una véalvula de conmutacién
de 10 puertas. No obstante, los procedimientos de carga de antibidticos se realizaran
utilizando la columna analitica C18 150 mm x 2,1 mm x 1,9 ym a 35 °C. Al mismo
tiempo, se pasé una corrida con acetonitrilo y agua con concentraciones de 50 %
para cada uno, durante 4 min necesarios para lavar la columna cromatografica, con
la finalidad de acondicionar la columna analitica. Por otra parte, la columna
analitica utilizo una fase mévil de 70:20:10 (A / B/ C) acetonitrilo (solvente A),
agua (solvente B) y metanol (solvente C). a un caudal de 0.6 mL / min, con una

temperatura de 35 °C, a través de una bomba analitica (Monteiro et al. 2015).
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¢ Flujograma del método de validaciéon para IVM

Preparacion de Estandar: Disolver de Estdndar de
ivermectina dependiendo de las concentraciones Repetir ensayo
utilizados en literatura en unidades de mg por mL.

\ 4

Muestra: Transferir un peso del antibidtico con una
concentracion conocida de 1mg/mL (solucién madre)

A4

Condiciones Cromatograficas. Determinacién HPLC
Volumen de Inyeccién: 10 uL

Columna: C18, 150 mm x 2,1 mm x 1,9 um Verificar las
Flujo: 0.6 mL/min Condiciones
Longitud de onda: 245/292/225 nm (segtn literatura) del Equipo

Fase Moévil: Acetonitrilo — H20-Metanol (70:20:10)

$

Calibracion del Estandar:
Realizar 5 inyecciones del
Estandar. Obtener RSD <
20%.

Inyectar las muestras por
duplicado. Obtener un RSD
entre muestras < 20%

Reportar ‘ calcular
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IV Resultados y discusion
4.1 Resultados
4.1.1 Desarrollo analitico

Se opté por utilizar una columna CI18 (Octadecilsilano), Infinitylab
poroshell. En la presente tabla se puede dar a conocer las caracteristicas de la
columna empleada, debido a la eficiencia que este presenta para la deteccion y

cuantificacién del método.

Tabla 13

Caracteristicas de la columna empleada

CARACTERISTICAS COLUMNA COMATOGRAFICA

C18 (Octadecilsilano)

Dimensiones 2.1 x 150 mm

Diametro de particula 1.9 um

Presion aprox. 600 bar

Volumen de muestra 10 pL

Temperatura utilizada 35°C

Solventes MEOH —ACN —-H20 (10-70-20 %)

Nota: columna utilizada para el desarrollo analitico, ademds de presion,

temperatura y flujo empleado.
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Analito: IVM (Ivermectina)

Proporcion % Flujo (ml/min) TR (tiempo Observacion
retencion)
ACN-H20- Se puede llegar a
MEOH Ver un pico
70.20-10 0.6 3.1 definido y

representativo de
la Ivermectina

Nota: La captura del tiempo de retencién para el pico cromatografico de la
Ivermectina se dio en el tiempo 3.1 min. Con una fase mévil 70 % acetonitrilo, 20 %

aguay 10 % metanol.

El desarrollo del método para la deteccién de ivermectina, tuvo como
primeros pasos realizados, una determinada corrida con utilizacion de tres solventes
como fase movil: acetonitrilo (70%), metanol (10%) y agua ultra pura (20%), a un
flujo de 0.6 mL/min, a un tiempo desconocidos, con la finalidad de determinar el
tiempo de retencion de la molécula de ivermectina, asi como también los ajustes
previos de los pardmetros a utilizar en el sistema, con el fin de optimizar el método
de validacion. Es preciso mencionar que, la Validacion del método utilizé los
requisitos propuestos por DOQ-CGCRE-008; los mismos que incluyen requisitos
de selectividad, linealidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion y

recuperacion (Analiticos 2020).
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4.1.2 Selectividad del método

Los resultados obtenidos de selectividad para Ivermectina dentro del
proceso de validacién constaban en corridas de muestras contenidas con estandares
de ivermectina (muestra patrén), los cuales mediante graficos cromatograficos en
determinado tiempo de retenciéon (tiempo de retencion de 3.1), los cuales
demostrarian la presencia de ivermectina. Asimismo, se pudo separar y despejar los
interferentes. No obstante, este puede reflejarse en la Figura 2 y mediante el
espectro cromatograficos el cual identifica la presencia de la ivermectina mediante

la Figura 3.

Figura 2

Representacion del pico cromatogrdfico de la Ivermectina

DAD1 A, Sig=245,4 Ref=360,100 (JACKIVM 2022-05-25 13-40-32V005-P 1-44-Ivi 1 ug_ml.D}

L] B

|

20

Tu.u +

1 2 3 4 ] L} 7 8 g m EI

Nota: Representacion del pico cromatografico en su determinado tiempo de

retencion (3.1 min).
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Figura 3
Espectro cromatogrdfico del analito de ivermectina a una concentracion de lug

mL!

Nota: Representacion espectral de la molécula de IVM, mediante sistema UHPLC

— DAD alongitud de onda de 245.4 nm

4.1.3 Linealidad del sistema

Dado los resultados del sistema obtenidos a partir de la curva de calibracion
con concentraciones de 0.01, 0.5, 1,2 y 4 pg/mL de IVM, nos otorgé un coeficiente
de correlacion de 0.99549, mostrando de alguna manera una alta relacion entre las
concentraciones propuestas, los mismos que también, son directamente
proporcional al tipo de transformacion matematica a aplicar. Cabe mencionar que,
la determinacién de la curva utiliza la relacion presente entre la respuesta obtenida
y la concentracion del analito de ivermectina. De modo que, dicha estandarizacion

es formulada mediante una expresién matemadtica, el cual sirva para la realizacion
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del célculo de la concentracién del analito a ser determinado en la muestra (agua

residual).

Figura 4

Correlacion entre el drea y las concentraciones de preparaciones a distintas

concentraciones del analito de IVM

Ares -| Rel. Res%(2): 2.373
x

800

600—

400
|

200

0—’ Correlation: 0.99548%

’—v—r—r—r—[—r—r—r—r—[—r—r—r—r—r—r—r—r_r_ Cerr—
0 1 2 3 Amount[ng Aul]

Nota: La figura muestra una correlacion aceptable para la continuacién del método
cromatografico para IVM.

4.1.3.1 Linealidad del método

Los resultados obtenidos a través de la construccidon de la curva analitica,
presentaron resultados eficientes, obteniendo un coeficiente de correlaciéon de

0.9995 (r>0.99), tal como se muestra en la Tabla 14:

Tabla 14

Cdlculo de la curva empleada para la calibracion de la Ivermectina

Tiempo Concentracion Area Ecuacion de la

recta

31 0.01 3.676

72



31 0.5 89.738 y=

170.23x + 5.7861

31 1 185.99 r=0.9995

31 2 340.93

3.1 4 687.03

Nota: La correlacion de la curva de la calibracion de las concentraciones ya
mencionadas en la tabla cumple con los criterios de validacion.

Los resultados cumplen con las hipétesis propuestas, demostrando que el
coeficiente de correlacion obtenido es mayor y mds eficiente al propuesto (r > 0.99),

cumpliendo de alguna manera con los criterios de validacion.

4.1.4 Limite de deteccion

Los resultados obtenidos a través de la sefial ruido en relacién a la deteccion
de la muestra del analito, con una proporcién de 3:1; otorgan como resultado un
limite de deteccion desde 0.00309, de tal forma que, se define este resultado como
una concentracién minima a ser detectado, el mismo que se demuestra en la Tabla

15.
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Tabla 15

Resultados del limite de deteccion para IVM

Concentracion 0.01 0.5 1 2

Seial ruido 9.7 296.3 1156.7 1162.1
(Signal noise)

2429

Aplicando la féormula:

_0.01*1*3

= 0.00309
9.7

LD 0.00309 pg/L

Nota: El limite de deteccion es realizado de acuerdo a las concentraciones mads bajas

obtenidas para luego ser pasadas a la férmula propuesta.

El resultado del limite de deteccidn se realizd utilizando la concentracion

mds baja perteneciente a la curva de calibracidn, teniendo en cuenta la sefal ruido

del blanco presentado por el sistema el cual puede mostrarse en la Figura 3 y 6.

Figura 5

Serial ruido obtenido con la concentracion minima y la sefial ruido obtenida de

la leida cromatogrdfica

mAL

FETTY

]

Nota: La senal ruido es obtenida a través del sistema para posterior anélisis de LD.
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4.1.5 Limite de cuantificacion

El resultado obtenido, el cual represente la cantidad mas pequeiia del analito
que pueda cuantificarse se realiz6 gracias al resultado obtenido al limite de
deteccion y su multiplicacién por 3.3 (proporcién de 10:1 del limite de
cuantificacién en relacién a la sefial ruido), cuya concentracién minima a ser

cuantificable es demostrada mediante la Tabla 16.

Tabla 16

Resultados del limite de cuantificacion para IVM

Concentracion 0.01 0.5 1 2 4

Signal noise 9.7 296.3 1156.7 1162.1 2429

Aplicando la férmula:

_0.01*1*3

= 0,0031
9.7

Aplicando la férmula:

LQ = 0.0031 % 3.3 =0,01

LQ=0.01020618
Nota: La unidad de medida para el limite de cuantificacién es de pg/L.

El limite de cuantificacién obtenido puede ser cuantificable para el analito
de IVM a partir de 0.01. Cumpliendo de alguna manera con la cuantificacién

minima para la determinacién de Ivermectina en matrices de agua (agua residual).
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4.1.6 Recuperacion del método

4.1.6.1 Recuperacion a través del método de extraccion en fase solida (SPE
siglas en inglés)
Los resultados obtenidos a través del método de extraccion en fase sélida
(SPE), los cuales se muestran en la tabla 10. Detallan su eficiencia a través de los
resultados; los cuales cumplen con los estindares de validacion segun DOQ-

CGCRE-008 (Analiticos 2020)
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4.1.6.2 Recuperacion

El resultado de la recuperacion del analito de ivermectina obtenido, a través de la aplicacion del método de extraccion de fase solida (SPE),
para la recuperacion del analito de IVM; muestran porcentajes de recuperacion en promedio de 90.28 %, cumpliendo asi con el rango establecido

para validaciones los cuales son de entre 70 y 120 % respectivamente. De modo que, dichos resultados son presentados en la Tabla 17.

Tabla 17

Porcentaje de recuperacion

Compuest Con Porcentaje de

Tiempo Area Ecuacion de la Cédigo de Area d(?, Recup'eracilé’n recuperacion Promedi DESV vV %
o c. recta muestra recuperacion de fortificacion (%) o
A-1 151.8 0.889 88.89
Y= A-2 157.3 0.921 92.11
185.9 170.23X+5.78
IVM 3.1 1 9 61 A-3 142.9 0.837 83.67  90.28 0.042 4.64
r = 0.9994 A-4 161.3 0.944 94.45
A-5 157.6 0.923 92.28

Nota: El porcentaje de recuperacion fue fortificado con una concentracion de 1 pg/L (A-1 ...) para las 5 réplicas realizadas
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4.1.6.3 Repetibilidad

El resultado obtenido una semana después de validar el método para poder
cumplir con la validacién de la repetibilidad, bajo un conjunto de condiciones como:
el mismo procedimiento de extraccién en fases sélida, el mismo operador, y las
mismas condiciones de funcionamiento y mismo equipo. Nos dio como resultado
una recuperacion promedio similar, con un porcentaje del 92.39 %, el cual también
se ajusta a los requisitos que se encuentran dentro de los pardmetros establecidos
(Analiticos 2020). Por otro lado, los resultados obtenidos de la desviacion estindar
en relacion a la recuperacién de la fortificacién (fortificado con 0.1 mg mL ') dieron
una DESV =0.041 y un coeficiente de variabilidad de 4.46 % cumpliendo de alguna
manera con el procedimiento de Validacién donde se considera un coeficiente de

variabilidad del 20%.
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Tabla 18

Repetibilidad del método para la recuperacion de Ivermectina

Compuesto Tiemp Conc. Area Ecuacion  Cédigo de Area de Recuperacion Porcentaje de Promedio (X) DESV CV %
0 de la recta muestra recuperacion de recuperacion (%)
fortificacion
B-1 160.7 0.901 90.12
Y= B-2 167 0.937 93.66
193.3 178.31X .46
) 0.041 .
IVM 3.1 1 8 +5.6337 B.3 154 0.8 86.37 92.39
r= 64
0.9995
B-4 171.9 0.964 96.41
B-5 170.1 0.954 954

Nota: Resultado de la repetibilidad realizada dias después de la validacién del método (7 dias después).
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4.1.7 Existe presencia de ivermectina en el efluente de la PTAR Omo

Moquegua

Tabla 19
Prueba de normalidad de Shapiro Wilk

Shapiro-Wilk normality test

Data: concentracion

W p- value

0.75848 0.004526

e Hipotesis a contrastar
o Ho: Los datos analizados siguen una distribucion normal.

o Hi: Los datos analizados no siguen una distribucion normal.

Sip > 0.05 Aceptamos la hipétesis nula.

Si p < 0.05 Rechazamos la hip6tesis nula de manera significativa.

De acuerdo al resultado obtenido a través de la prueba de normalidad de
Shapiro Wilk, obteniendo un valor de p menor a 0.05. por lo que, se rechaza la

hipdtesis nula y acepta hipétesis alterna.

Al no cumplir los supuestos de normalidad y homocedasticidad, se procede
a realizar la prueba no paramétrica de U de Mann Whitney, el cual es equivalente a

la prueba del T.Student.

Tabla 20

Prueba estadistico de U de Mann Whitney (prueba no paramétrica)

Prueba de U Mann whitney
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Data: concentracion — zona

w p- value

25 0.007937

¢ Planteamiento de hipétesis:
o Ho: No existe diferencia significativa entre el tratamiento de Ivermectina
del afluente con el efluente
o Hi: Si existe diferencia significativa entre el tratamiento de Ivermectina

del afluente con el efluente

Sip > 0.05 Aceptamos la hipdtesis nula.

Si p < 0.05 Rechazamos la hipétesis nula de manera significativa.

Los resultados obtenidos de la prueba de U Mann whitney, nos da un valor
de p valor de 0.007937 menor al nivel de significancia. Ddndonos a conocer que si

existe significancia entre el tratamiento de Ivermectina del afluente con el efluente.

Por ende, se puede deducir que si bien es cierto la planta de tratamiento de
agua residual elimina y remueve el residuo de Ivermectina en relacién a la
concentracion entrante con la saliente durante los 5 dias. Pero, presenta una
diferencia significativa entre los dias 2 y 3 donde las concentraciones tienen una
minima degradacion de la IVM, demostrando asi una diferencia en relacion a los

demas dias.
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4.1.7.1 Concentracion de Ivermectina presentes en el Afluente y Efluente de la

PTAR Omo Moquegua

Las concentraciones encontradas en la planta de tratamiento de agua
residual Omo Moquegua, tanto en el afluente como el efluente oscilan entre un
minimo de 0,087 y un méaximo de 0.188 pg L! para a entrada de agua residual a
PTAR (afluente), asi mismo, las concentraciones encontradas en el efluente
presentan una concentracion minima desde 0,067 hasta una maxima concentracion
de 0.086 ng L-1 respectivamente y en donde se puede evidenciar la degradacion de
antiparasitario desde que entra a la planta de tratamiento hasta que en pequefia
concentracion tienda a salir por el efluente. Cumpliendo de algin modo, la
degradacion de la molécula de la Ivermectina por la planta de tratamiento de agua
residual Omo, mas aun es necesario que dicha PTAR sea maés eficiente en el proceso
de degradacion y evitar a generacion de genes resistentes a los antibidticos debido

a la acumulacién de dicha molécula en los lodos de la planta de tratamiento.

No obstante, los resultados recopilados con respecto a la entrada y salida de
aguas residuales ala PTAR , vemos la degradacion que sufre la Ivermectina durante
los 5 dias de monitoreo, al mismo tiempo podemos observar que no existe una
degradacion total de la molécula quedando aun restos en concentraciones minimas
en el efluente durante los dias de monitoreo cuyas concentraciones van desde 0.067
ug L' paraeldial, 0.078 gL' dia2,0.076 ng L™ dia 3, 0.086 ug L™ dia 4y 0.074
ug L1 para el dia 5 respectivamente, las cuales demuestran una degradacién mas

no la eliminacién por completa para el antiparasitario de la Ivermectina.
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Tabla 21

Concentracion de Ivermectina encontrado en el afluente y efluente

Concentracion de Ivermectina

Zona Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Afluente 0.188 0.095 0.087 0.175 0.170
Efluente 0.067 0.078 0.076 0.086 0.074

Nota: las concentraciones encontradas estén en unidades de medida de ug L!

Tabla 22

Tabla representativa de la estadistica realizada

Zona Media D.E Min Max Mediana Q1 Q3

Afluente 0.143  0.048 0.087 0.188 0.170 0.095 0.175

Efluente 0.076  0.007 0.067 0.086 0.076 0.074  0.078

Nota: Las concentraciones que se detallan el cuadro pertenecen a un conjunto de
resultados obtenidos durante los 5 dias de monitoreo tanto en el Efluente como

Afluente.
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Figura 6
BloxPlot representativo de las concentraciones de ivermectina en Afluente y

Efluente de la PTAR Omo Moquegua
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Nota: Las concentraciones se encuentran en unidades de ug L™!

4.1.7.2 Remocion de la Ivermectina por la PTAR Omo Moquegua

Los resultados arrojados para la realizacion del porcentaje de remocién por
parte de la planta de tratamiento Omo Moquegua para el antiparasitario de
ivermectina, arrojan resultados minimos de remocién de entre 13 y 18 % para los
dias 3 y 2 respectivamente y porcentajes mayores de entre 51 a 64 % para los dias
4, 5 y 1 respectivamente. Considerando asi que la planta durante su proceso de

remocion del antiparasitario no lo tiende a eliminar por completo.
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Figura 7
Porcentaje de remocion de ivermectina por la planta de tratamiento de agua

residual Omo Moquegua
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Nota: proceso de remocion del antiparasitario por parte de la planta de tratamiento

de agua residual durante 5 dias (tanto para el Afluente y Efluente)

Tabla 23

Tabla representativa del porcentaje de remocion

Dia Afluente Efluente Formula RE (%)

(AFL) (EFL)

01 0.8  0.068 64
02 0095  0.078 18
03 0087 0076 =RE (%)= (1- ) x 100 13
04 0175  0.086 51
05 0170  0.074 57

Nota: El porcentaje de remocién es en relacion a las concentraciones de [IVM

calculado en relacion al Afluente y Efluente.
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4.1.7.3 Anadlisis de campo
4.1.7.4 Monitoreo del parametro pH

Los resultados obtenidos del pH durante los cinco dias de toma de muestras,
las cuales consistian en 5 muestras simples tomadas desde las 6 am hasta las 6 pm
cada 3 horas (5 muestras simples) para luego juntar y formar una muestra
compuesta, dando como resultados concentraciones de pH que van desde 7.15 hasta
7.42 de pH para el afluente y desde 7.51 hasta 7.67 para el efluente respectivamente;
en ambos casos se encuentran dentro de los limites méximos permisibles para aguas
residuales (6.5 a 8.5 pH) (MINAM 2010), de modo que, los resultados no superan

los limites en ninguno de los 5 dias de monitoreo tanto en AFL como en EFL.

Figura 8

Grdfico representativo de las concentraciones de pH

PH

8.5
8.3
8.1
7.9
7.7
7.5
7.3
7.1
6.9
6.7
6.5

AFLO1 AFLO2 AFLO3 AFLO4 AFLO5 EFLO1 EFLO2 EFLO3 EFLO4 EFLO5

DIA1 DIA2 DIA3 DIA4 DIA5 DIA1 DIA2 DIA3 DIA4 DIAS
Nota: La franja roja representa el limite méiximo aceptable segun

(MINAM 2010)
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4.1.7.5 Monitoreo para el pardmetro de temperatura

Los resultados obtenidos en cuanto a la temperatura, nos otorgd resultados
con un promedio de 21 °C. de modo que, se encuentran dentro de lo establecido por

los LMP (MINAM 2010) el cual lo considera hasta menores de 35 °C.

Figura 9

Representacion de las temperaturas tomadas durante el monitoreo

T °C
40 C°
35C°
30C°
25¢C
20cC
15¢C
10¢C

AFLO1 AFLO2 AFLO3 AFLO4 AFLO5 EFLO1 EFLO2 EFLO3 EFLO04 EFLO5

DIA1 DIA2 DIA3 DIA4 DIAS DIA1 DIA2 DIA3 DIA4 DIAS
Nota: Se realiz6 la medida del pH en el momento de juntar las muestras simples y
formar una muestra compuesta, el cual fue aplicado tanto para el Afluente y el

Efluente

Tabla 24

Resumen de datos tomados en campo

Caudal
monitoreo (°C) (mg/L) (uS/cm) (Lts/seg)
AFL 01 7.17 18 0.62 1244
AFL 02 7.3 22.1 0.13 1425

224
AFL 03 7.153 224 0.11 1443
AFL 04 7.42 22.1 0.07 1263
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AFL 05 7.423 22.8 0.13 1539

EFL 01 7.67 17.1 0.57 1264
EFL 02 7.56 22.4 0.07 1286
EFL 03 7.59 22.2 0.06 1272 119
EFL 04 7.6 21.2 0.05 1284
EFL 05 7.51 21.7 0.11 1283

Nota: Se estima un caudal promedio debido a que la PTAR cuenta con una

infraestructura de medicién de caudal (Canaleta Parshall).

4.2 Discusion

Es desarrollo del método analitico presento una optimizacion adecuada para
su deteccidn y cuantificacion de residuo de Ivermectina, debido a la 6ptima relacion
con la columna cromatografica utilizada como la C18, obteniendo muestras de
picos cromatografico representativo de la Ivermectina con un tiempo de retencién
de 3.1 min aproximadamente. Al mismo tiempo de obtener mejores resultados a lo
realizado por (Duthaler et al. 2019), quienes utilizan la misma columna, pero
presentan menos eficiencia en cuestion al fluido utilizado y al tiempo de retencién
de la Ivermectina. No obstante, es preciso sefialar que, la columna C18 utilizado en
un cromatografo acoplado a un espectrometro de masas presentan resultados
favorables con respecto a la deteccion de la molécula de la Ivermectina. Sin
embargo, el método de validacion para IVM utilizando un UHPLC acoplado a
detectores DAD presenta un limite de deteccion desde 0.0031 y el limite de
cuantificacion de 0,01; Demostrando asi una sensibilidad optima del método para

la deteccion y cuantificacion de Ivermectina en el efluente de la PTAR Omo. De
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modo que, es posible detectar y cuantificar este antiparasitario ocasionado por la
propagacion de la COVID-19; en donde las personas mal informadas y con el fin
de encontrar una solucién, utilizan la Ivermectina como un posible remedio
potencialmente efectivo para tratar esta enfermedad (Shahbaznejad et al. 2021) . Es
asf que, dicha presencia del antiparasitario de la Ivermectina presente en las plantas
de tratamiento de la PTAR Omo al igual que con la presencia de residuos de
producto farmacéutico encontrados en PTARs de Pert presentan una remocion
parcial debido a la persistencia mostrada durante su proceso de tratamiento; y a la
relacion existe entre su polaridad (baja, media y alta) con las particulas de solido
suspendido en dicho medio (Nieto-Judrez, Torres-Palma, A. M. Botero-Coy, et al.

2021).

El antiparasitario de la Ivermectina estudiado en el efluente de la PTAR
Omo, en relacion al método cromatogréafico acoplado a un sistema UHPLC - DAD
demostré ser selectivo y especifico. Puesto que, durante la corrida en el
cromatégrafo, no se mostré ninguna interferencia, lo que lo que seguidamente le
facilito formar un pico relativamente gaussiano. No obstante, la Ivermectina no
tiende a mostrar efectos muy significativos en relacién al pH, esto debido a la
presencia neutra de pH que este presenta (7.4 pH promedio) (Pawar et al. 2021a).
Por otro lado, las fases utilizadas durante el proceso de movilidad (ACN-MEOH-
H20), retienen la concentracién de la Ivermectina, debido a su alta hidrofobicidad
que la caracteriza; el mismo que le permite una relacién oportuna con la fase
estacionaria; optimizando de alguna manera la resolucién del analito mediante un
pico cromatografico bien definido (Pawar et al. 2021a). De forma que, la
sensibilidad lograda fue lo suficientemente eficiente para detectar también los

niveles bajos de Ivermectina.
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Las concentraciones utilizadas para la elaboracién de la curva de calibracién
presentaron un coeficiente de correlacion de r = 0.9995 siendo este mayor a lo
esperado el cual fue de 0.99; despejando algin comportamiento anémalo (o
resultados atipicos) para la IVM durante la recuperacion y cumpliendo con lo
establecido por (Analiticos 2010). De hecho, los resultados obtenidos para esta
validacion son mejor o igual que lo obtenido por (Pawar et al. 2021a). Asimismo,
los resultados muestran un coeficiente de correlacion eficiente para este método; en
donde cuyas concentraciones tomadas para la elaboracién de la curva de calibracién

son de 0.01, 0.5, 1, 2 y 4 ug mL-1 respectivamente.

El limite de deteccién encontrado en relacion a la sefial ruido obtenido
gracias a la curva de calibracién nos otorgé un limite de deteccion desde 0.003 pg
L-1 definiendo este como una concentracion minima a detectar, siendo mds
eficiente por lo propuesto por (Pawar et al. 2021a), donde cuyo limite de deteccién
es de 0.01 ug L. no obstante, el limite de cuantificacién obtenido puede ser
cuantificable para el analito de IVM a partir de 0.03ug mL"!, siendo mejor que lo
propuesto 0.1 ug mL™! , asi como también mejor que los resultados obtenidos por
(Padivitage, Adhikari, and Rustum 2022; Pawar et al. 2021b); es asi que, dichos
resultados obtenidos son mucho mds sensibles asi como eficientes para poder
cuantificar concentraciones minimas en matrices de agua. Es preciso sefialar que,
la IVM es un compuesto activo que presenta enlaces saturados e insaturados, asi

como también la dependencia que tiene con un ambiente quimico.

La recuperacion de (88,89 - 99,45 %) son aceptables y se encuentran dentro
de los criterios de aceptacion de las guias segin DOQ-CGCRE-008 (Analiticos

2020) y los porcentajes de recuperacion dentro del rango de 60 a 140 % establecido
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por la comisién europea (European Commission 2021). Por ende, el método
proporcionado demuestra resultados fiables para cada tipo de muestra (afluente y
efluente). Asimismo, a pesar de su complejidad los resultados obtenidos muestran
eficiencia en la recuperacion al igual que lo propuesto por (Padivitage et al. 2022),
quien sefiala también que, existe una posible estabilidad de la IVM en cuestion a
los resultados esperados. De modo que, tiene una duracién con relacién a su
estabilidad dentro de 8 dias y a temperaturas de entre (2 y 8 °C), de tal forma que,
se presentd ciertos cambios después de los 7 dias transcurridos (>7 dias);
presentando una deformacién (posible degradacién) del pico cromatografico.
Ademds, no se descarta la influencia del pH neutro que se presenta durante el
proceso de remocidn, el cual muestra diferencias en cuanto a Degradacion de la
IVM durante los dias de monitoreo. De modo que, existe estabilidad en cuestion al
porcentaje de remocién a un pH neutro (Havlikova, Satinsky, and Solich 2016). No
obstante, es evidente la importancia que implica el desarrollo de un método de
validacion, el cual recae en la consistencia del mecanismo de retencién, impacto
ambiental y riesgo en el trabajo (Fatoki et al. 2018). De hecho, los resultados dados
en el porcentaje de recuperacidon para este método presento mayor rendimiento y

mds eficiente en el ahorro de recursos, reactivos y tiempo de trabajo.

Las concentraciones encontradas durante los dias de monitoreo en el
efluente de la PTAR Omo con respecto al antiparasitario de la Ivermectina,
mostraron resultados que van desde 0.087 hasta 0.188 ug L' para el afluente,
demostrando asi que, los residuos de IVM son excretados mediante eses y orina y
depositados en PTAR (Sanderson et al. 2007), los que a su vez pasan a ser tratadas
en las 6 lagunas que tiene la PTAR . No obstante, se ha visto una degradacién por

parte de la planta de tratamiento en relacion al antiparasitario de la IVM durante los
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cinco dias de monitoreo tanto al afluente como efluente; pero se ha observado que
durante los dias 2 (Afluente 0.095 — Efluente 0.078) y 3 (Afluente 0.087 — Efluente
0.076) han demostrado algunas irregularidades a través de los resultados obtenidos
(cuadro arriba), dando a conocer que, las concentraciones entrantes presentan una
minima disminucién respecto a la salida (tratamiento), de tal forma que, se puede
demostrar que existe aun dificultades en el proceso de remocion de contaminantes
organicos por parte de las plantas de tratamiento de aguas residuales convencionales
(Anetal. 2011), los que a su vez tiendan a su acumulacién periddica en las PTARs;
debido al uso de Ivermectina para combatir el COVID 19, el cual es utilizado
actualmente por el 28 % de la poblacién del mundo y poco menos de la mitad de

paises del mundo (Onyeaka et al. 2022).
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V Conclusiones

El presente método analitico desarrollado y validado para la deteccion y
cuantificacion de Ivermectina presente en aguas residuales realizados por
cromatografia liquida de ultra alta resolucion (UHPLC) acoplados a detectores
DAD, cumple con todos los criterios y puede ser utilizado para posteriores
investigaciones en fuentes de aguas residuales de nuestro departamento y en las
distintas partes de nuestro pais. Con el fin de, poder ampliar nuevos conocimientos
en los jovenes estudiantes de Moquegua, asi como también otorgarle a la poblacién
moqueguana datos reales de presencia de contaminantes emergentes los cuales

estdn presentes en aguas residuales.

El método cromatogréfico desarrollado para la deteccién y cuantificacion
de Ivermectina en agua residual es selectivo para el analito en mencién. Demostrado
que separa eficientemente al analito sin presencia de los interferentes. De modo que,
puede ser utilizado para posteriores investigaciones en relaciéon a la presencia de

ivermectina en aguas superficiales (rios y lagos) asi como en agua potable.

El método analitico cromatografico es lineal debido al coeficiente de
correlacidn obtenido para la deteccion y cuantificacion de Ivermectina, cuyos datos
cumplen con los criterios establecidos para validaciones Cromatograficas en

afinidad a Ivermectina.

El método cromatogréfico cumple con las concentraciones de deteccién los
cuales son mucho mas eficientes a los establecidos en los supuestos los cuales son
de 0.01 ug mL! cuyos resultados son mucho m4s bajos para la deteccién de
Ivermectina. Por otro lado, pasa lo mismo con el limite de cuantificacién, con

resultados eficientes siendo estos cuantificados en concentraciones mucho mas

93



bajas que 0.1 pg mL-1 otorgando una mayor perspectiva de poder encontrar datos

mds pequeios en matrices de aguas residuales.

El método analitico cromatogréifico presenta un porcentaje de recuperacion
dentro del rango de 70 y 120 %, cuyo porcentaje es de 90.28 %, cumpliendo de

alguna manera los criterios de validacion para Ivermectina.

Los datos de concentraciones de Ivermectina reportados tanto en el afluente
como el efluente fueron gracias a la validacion cromatogréfica para la deteccién y
cuantificacion de Ivermectina en aguas residuales. Ademds, los resultados
obtenidos tanto en la entrada y salida de la PTAR, muestra un promedio del
porcentaje de remocion al 40 %, de modo que, gran porcentaje del antiparasitario
de Ivermectina fueron removidos y en algunos casos se mostraba una remocion casi

completa.
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VI Recomendaciones

» Tener en cuenta algunos criterios de seguridad durante el proceso de la
validacion. Considerando importante los detalles como el pesaje, proceso
de extraccion y puesta de muestra en el cromatdgrafo. Ya que, debido a
malas pulsaciones con el micro pipeteador, exposicion a fuentes de
contaminacién como material particulado (polvo) o algin vaso de vidrio
mal lavado; Podrian ocasionar la presencia de interferentes los cuales

lleguen a perjudicar los resultados de validacion.

» Se debe de considerar el tiempo de almacenamiento de las muestras si en
caso sea Ivermectina. Este con el fin de evitar su posible degradacion, los
cuales posteriormente se vean reflejados durante la leida cromatogréfica,
mostrando picos cromatogrificos deformes y sin perfil (pico en forma de

campana de gauss) con dreas diferentes.

» Si bien es cierto, se trabaj6 con un cromatégrafo de ultra alto rendimiento
acoplado a detectores DAD, seria buena opcién la comparaciéon con los
resultados que un cromatégrafo liquido LC/MS podria otorgarnos, con la
posibilidad de poder encontrar concentraciones mds bajas (mayor

sensibilidad) llegando a niveles de nano gramos y pico gramos.

» Optar por medidas mads drasticas respecto a la reducciéon de la
contaminacién del antiparasitario como la Ivermectina, adoptando nuevos
sistemas de tratamientos que permitan dar soluciéon y mejorar la remocién y

si fuera posible la eliminacién por completa.
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Tabla 25

Matriz de consistencia

VIII Anexos

Titulo Interrogante Objetivos Hipaotesis Variable Indicadores Metodologia
Desarrollo y Objetivo general Hipotesis general Selectividad  La capacidad de un Para la
validacién de e Desarrollar y validar un ¢ El método analitico creado y validado es método analitico para  validacién de

. , e ., obtener una respuesta método
‘ (El método de método de analisis adecuado para la deteccion y o .
método de debida tnicamente al ~ cromatogréfico
anlisis andlisis cromatografico para la cuantificacion de residuos de ivermectina analito de interés. para la
. . oy deteccién
Lo cromatografico deteccién y cuantificacién en el efluente de la PTAR Omo celon y
cromatografico cuantificacion
ara la desarrollado y de residuos de Moquegua. de presencia
p validado . . Lefl Linealidad Se debe investigar la  de ivermectina
deteccién y fvermectina en el efluente relacién se utilizara el
cuantificacién permitird de la PTAR Omo concentracion- método de
detectar M respuesta en un validacién de
de residuos de y oquegua. intervalo que incluya métodos
ivermecting en cuantificar al menos 5 niveles, analiticos
residuos de por triplicado. (Analiticos
el efluente de Limite de LD=33(Se)/b 2020;
ivermectina en deteccién Dénde: Crubellati
la PTAR Omo Se = Medida del 2009).
el efluente de
Moquegua. error de respuesta
la PTAR Omo b = Pendiente en la Para la
curva de calibracion. determinacién
Moquegua? y
cuantificacién
Objetivos especificos Hipaétesis especificas Limite de LD=10(Se)/b de presencia
cuantificaciéon Ddnde: de
o Determinar la selectividad e El método de andlisis cromatografico Se = Medida del ivermectina, se
o . error de la respuesta utiliza un
y especificidad del acoplado a un sistema UHPLC-DAD es £ P <
analitica. cromatografo
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método analitico para la
deteccién y cuantificacion
de ivermectina usando un
sistema UHPLC-DAD.
Determinar la linealidad
del método analitico para
la deteccién y
cuantificacion de
ivermectina usando un
sistema UHPLC-DAD.
Determinar el 1imite de
deteccién y cuantificacién
de ivermectina usando un
sistema UHPLC-DAD.
Determinar el porcentaje
de recuperacioén del
método de andlisis para la
determinacion y
cuantificacion de
ivermectina en agua
residual.

Detectar y cuantificar
residuos de ivermectina
en el efluente de la PTAR
Omo Moquegua.

selectivo y especifico para la deteccién y

cuantificacién de ivermectina en agua
residual.

El método de andlisis cromatografico
acoplado a un sistema UHPLC-DAD
para la deteccién y cuantificacién de
ivermectina en agua residual es lineal,

muestra un coeficiente de correlacion >

0.99 para la deteccién y cuantificacion de

ivermectina.

El método de anélisis cromatografico
acoplado a un sistema UHPLC-DAD
para la deteccion y cuantificacién de
ivermectina muestra un limite de
deteccién y un limite de cuantificacion
0.01 y 0.1 pg mL"! respectivamente.
El método de andlisis cromatografico
acoplado a un sistema UHPLC-DAD

para la deteccion y cuantificacion de

ivermectina en agua residual presenta un

porcentaje de recuperacién entre 70 y
120 %.
Existe presencia de ivermectina en el

efluente de la PTAR Omo Moquegua.

b = Pendiente en la
curva de calibracion.

Recuperacion

permite evaluar la
eficiencia de la
extraccién, proceso
de preparacién e
interferencias que
puedan existir al
aplicarlo. Se expresa
en términos de
porcentaje.

liquido de alta
resolucion
acoplado a
detector de
arreglo de
diodo DAD de
ultra alta
sensibilidad.
Teniendo en
cuenta
metodologias
ya propuestas
en articulos
cientificos
(Monteiro et
al. 2015).
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Tabla 26

Equipos, materiales y reactivos

Nombre Descripcion

Imagen referencial del equipo o

material

UHPLC - DAD Equipo cromatégrafo
acoplado a detector
DAD, necesario para
el desarrollo del

método

cromatografico.

Bomba de vacio Equipo necesario
para la extraccion al
vacio durante el
proceso de extraccion
en fase sélida, asi
como también para la

preparacion de fase

movil.
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Concentrador de

nitrégeno

ultrasonido

Balanza analitica

Purificador de

agua

Equipo necesario
para la evaporacion
de muestras con gas

nitrégeno.

Equipo necesario
para la eliminacién o
extraccion de aire en

el proceso de
preparacion de fase

movil.

Equipo necesario
para la realizacién del
pesado de muestra
patrén de

Ivermectina.

Equipo necesario
para la obtencion de
agua altrapura de
calidad necesaria

para la preparacion
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GPS

Multiparametro

de campo

Micropipeta o

pipeteador

Embudo Biichner

de fase y lavado de

materiales.

Equipo necesario
para la ubicacion y
Georeferenciacion de
los puntos de

muestreo en la PTAR

Equipo necesario
para la medicion de
pardmetros del agua
(Ph, conductividad,

temperatura y OD)

Equipo necesario
para afnadir
concentraciones

requeridas con

respecto a volumetria

Necesario para la

extraccion y filtrado

al vacio.

3
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Matraz Kitasato Necesario para la
extraccion, filtrado y
almacenamiento de

muestra de agua

residual
MATERIALES Y REACTIVOS
Propanol Solvente utilizado

para el lavado del
equipo UHPLC antes
del paso de la fase

movil.

Acetonitrilo Solvente utilizado
como fase movil y
durante el secado del

material de vidrieria.
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Metanol Utilizado como
medio de fase movil,
asi como también
para la dilucién y

elucion de muestras.

Ivermectina al 99 Para la validacién del

% de pureza método
cromatografico
Punteras Insumo necesario

para la extraccion
requerida de 100 a
1000 uL y 10 a 1200

ul.
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Extran

Jeringas de 3 mL

Cartuchos C18
(500 mg, 3ml, 60

A)

Filtros de 13 mm
de diametro, con

una porosidad de

0.20 pm

Agente de limpieza
segura durante el

lavado de vidrieria.

Insumos necesarios
para la filtracién de

las muestras de agua

residual.

Necesario para el
desarrollo y
validacion de la
extraccion en fase

solida (SPE).

Para la filtraciéon de
muestras antes de

colocar al vial.
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Columna Necesario para el

cromatografica C8 paso de la fase mévil

21X 150 mm 1.9 y enseguida la
micrémetros) separacion de los
compuestos.

Nota: Son los reactivos, insumos y equipos utilizados para la validacién del método

cromatografico para la ivermectina.
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Permiso de enviado a la EPS

Figura 10

Solicitud de permiso para el ingreso a la PTAR Omo

Wy

0154321

R Viv avel

TL—
: [ aacaa TR INTLAND HORA
wAiio del Fortalecimiento de la Soberania Naciond oEss s yE=s
Solicito: Permiso pare

Seior: ’ :
ING. MARTIN SOTO ROMERO

GERENTE GENERAL DE LA EPS MOQUEGUA

Yo, Elvis Jack Colque Ayma, Tesista de laEscuela
Profesional de Ingenieria Ambiental de la
Universidad Nacional de Moquegua, identificado
con DNI N°48541123, y con domicilio en corredor
comercial nuevo llo tienda #10, ante usted muy
respetuosamente me presento y digo.

Que, habiendo concluido mis estudios del Pregrado de ingenieria ambiental de la
Universidad Nacional de Moquegua, y siendo un requisito principal desarrollar proyecto
de Investigacion para la obtencion del titulo profesional, seleccione como area de Estudio
la planta de tratamiento de aguas residuales OMO, a fin de desarrollar el Proyecto de
Investigacion titulado: “Desarrollo y validacion de método de analisis cromatografico
para la deteccion y cuantificacién de residuos de ivermectina en el efluente de la
PTAR de Omo Moquegua”, para lo cual sefior gerente general de la EPS MOQUEGUA,
Solicito permiso para el acceso a la planta de tratamiento de aguas residuales Omo,
desde el dia 12 de mayo hasta el 20 de mayo del presente aiio, para realizar el recojo
de muestras de agua, con la finalidad de validar un método de andlisis cromatografico
para dicho contaminante en aguas residuales.

POR LO EXPUESTO:

Solicito a usted sefior gerente general de la EPS M

o loquegua, a i
solicitud por ser justa y legal, queg acceder a mi

Moquegua, 30 de abril del 2022

Bach. Elvis Jack Colque Ayma
DNIN® 48541123

Caey 4Geo 003314

resolucion -
Tesis de aprobacion def Proyecto de
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Figura 11

Registro de cadena de custodia
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Figura 12

Registro de datos de campo

REGISTRO DE DATOS DE CAMPO g:‘.“.‘.‘.’_‘.’“"‘""“
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Proceso de validacion de método

Fotografia 1

Llenado de datos y registro de la ubicacion a tomar la muestra

Nota: La Fotografia del lugar de extraccion de muestra del efluente de la PTAR

Omo Moquegua.

Fotografia 2

Planta de tratamiento de agua residual Omo Moquegua

Nota: Imagen referencial de lagunas primarias de la PTAR Omo.
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Figura 13

Figura representativa de la sefial ruido obtenida de la concentracion mds baja de

la curva de calibracion

Data File C:\Chem32\1\Data\JACKIVM 2022-85-25 13-40-32\005-P1-A4-IVM 1 ug_ml.D

Sample Name: IVM 1 ug/ml

Acq. Operator
Sample Operator :
Acq. Instrument :
Injection Date

Acq. Method
Last changed
Analysis Method :
Last changed

: fzirenav Seq. Line : s
fzirenav
UHPLC 129@ DAD Location : P1-A-04
: 5/25/2022 2:26:01 PM Inj : 1
Inj Volume : 10.000 ul

: C:\Chem32\1\Data\JACKIVM 2022-85-25 13-40-32\IVMJACK.M
: 5/25/2022 12:14:26 PM by fzirenav

C:\Chem32\1\Data\JACKIVM 2022-085-25 13-40-32\IVMJACK.M (Sequence Method)
: 10/12/2022 6:01:43 PM by fzirenav

(modified after loading)

Column(s)

Column Description :

Serial#

Product#

Diameter

Particle size

# Injections

Maximum Pressure
Minimum pH :

Maximum Temperatur:

Poroshell 120 EC-C8

UsJsme1247

693675-906 Batch# :

2.1 mm Length : 150.8 mm
1.9 pm Void volume : 60.0 %
917

400.0 bar Maximum pH : 9.0
2.0

e: 60.0 °C

Comment :
DAD1 A, Sig=245 4 Ref=360,100 (JACKIVM 2022.05-25 13.40-32\005-P1-A4.IVM 1 ug_ml.D)
mAU N
25 4
20 4
154
10
54
0 L
5
T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 minl
Area Percent Report with Performance and Noise
Calib. Data Modified : 5/26/2022 2:16:31 PM
Multiplier H 1.e000
Dilution 3 1.e000
Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
UHPLC 1290 DAD 1©/12/2022 6:07:32 PM fzirenav Page 1 of
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Fotografia 3

Puesta de viales al concentrador de muestras con gas nitrogeno

Fotografia 4
Muestras de viales contenidas con 10 ml de MEOH + la concentracion del

analito de ivermectina desconocido en las muestras previo a ser evaporados con
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Fotografia 5

Paso por el Manifold las muestras de agua residual a través de un cartucho de

Silice C18, con ayuda de una bomba al vacio.

Fotografia 6

Muestra de agua residual filtrada utilizando un embudo buchner y un Kitasato
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Fotografia 7

Equipo multipardmetro de campo (pH, temperatura, OD y Cond) del personal

encargado de la EPS Omo Moquegua

Fotografia 8
Equipo multipardmetro perteneciente al laboratorio de la escuela profesional de

ingenieria ambiental
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Fotografia 9

Equipo de brazo telescdpico utilizado para la recoleccion de muestras en lugares

de dificil acceso

Fotografia 10

Ubicacion del efluente de las aguas tratadas por la PTAR Omo
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Fotografia 11

Ubicacion del afluente de las aguas residuales ingresante a la PTAR Omo

E‘ 19 e

'y
{

&

E ;_Lt,ﬁ
N BOg2 Y]
FELHA Iq ITUD

&5,
HORH VE\;\/]_Z\

Fotografia 12

Colecta de muestra del ingreso de las aguas tratadas (Afluente)
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Fotografia 13
Sensor de caudal marca VEGAMET 841

.4
Nota: sensor que utiliza como fuente de energia, los paneles solares; el cual se

encuentra ubicado a la entrada del agua residual (Afluente) y salida (Efluente).
Asimismo, este mide la velocidad del paso de agua residual gracias a la estructura

de un canal parshall que se encuentra instalado y conectado al sensor

Fotografia 14

Velocidad aproximada de la salida del agua tratada (Efluente)
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Figura 14

Ajustes realizados al sistema para la realizacion de la deteccion de la IVM

Method and Run Control
Instrument Control - Run Queue  Sample Entry Easy Sequence  Easy Sequence Setup
#s ce | @ Pause | 8 Resume | @ Stop IvermectinaM I
Sampler Quat. Pump Column Comp. DAD
EMFQ) EMFQ) EMFQ) EMF(
r g 6 b P
U e 35.01°C .
I L 7000 2000 0.400mi/min [ 35.0°C] o -
i A AEC ] =
- @ 439,96 bar (-] -
10.00 0.00 190.0 - 400.0 nm Step 2.0nm
Run 2.52 / 11.00 min Instrument Run [ @on @off
Figura 15

Control del porcentaje a ingresar para los solventes utilizados en la fase movil

=
Quat. Pump (G7104A)  mmmm
Flow D Advanced
0400 % mimin 4 Timetable (smoty)
[ function centric view
Sclvents
AT o = o Flow Max._ Pressure
[ Enable Band Assist Time fmir] Al BT CINE OI%]  [mijen) | Limitfoor]
000 7000 2000 1000 000 0400 130000
& % [ 100.0 % Acetonisrite V.03 -
8 @ [ 2000 D% [100.0 % Waterv.03 -
cHE 1000 ;| % | 100.0 % Methano! V.03 -
o0
Pressure Limits
Min 000 - | ber Max 130000 © | bar

Stogtime Posttime

QO 4 InjectoriNo Limit O o#

® 1100 : | min ® 500 : | min
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Figura 16

Integracion y calibracion de la curva asignada para la realizacion de la linealidad

[B UHPLC 7290 DAD (effline): Data Analysss
File Method S Ri Graphics
15 ) VMIACK M sequence)

-4 JACKIVM 2022-04-07 10-14-29
-85 IACKIVM 2022-04-07 10-2408
%5 WOKIVM 2022-04-07 10-33-22
-5 JACKIVM 2022-04-07 104501
~%G WOV 2022-03-07 10-57-50
&g INCKIVM 2022-04-07 1107-28
-4 IAOKIVM 2022-04-07 11-14-55
-85 JACKIVM 2022-04-07 11-35-01
~%G WOKIVM 2022-03-07 11-35-55
-85 JACKIVM 2022-04-07 11-53-33
- %G WMOKIVM 20220307 16-22-02
-8 JACKIVM 2022-04-07 18-28-05
-4 IMOKIVM 2022-04-21 16-27-37
-5 IACKIVM 2022-04-21 17-54-14
~%G MOV 2022-09-21 18-25-28
-85 JACKIVM 2022-04-23 16-29-33
%G IMOKIVM 2022-04-23 16-39-42
-85 IACKIVM 2022-04-23 16-43-59
~%G MOKIVM 2022-09-23 16-55-39
-8 JACKIVM 2022-04-23 17-0404
% IMOKIVM 2022-04-23 17-22-47
L JACKIM 2022-04-24 10-24-09
JACKIVM 20220424 10-31-54

%G IAOKIVM 2022-04-24 10-51-06
&g JACKIVM 2022-05-03 13-10-48
%G IMOKIVM 2022-05-03 13-20-53
&g JACKIVM 2022-05-03 13-31-17
-4 IAOKIVM 2022-05-03 13-44-35
-5 INCKIVM 2022-05-03 14-08-07
%G JAOKIVM 2022-05-21 12-34-42
-85 JACKIVM 2022-05-21 12-44-03
- %G WAOKIVM 2022-05-21 12-59-56
-~ JACKIVM 2022-05-24 12-53-07

Data Methods

}

s oI Vel Sample Name Acq. Method Sequence Method  SampleType  Manua. Callevel SampleInfo  Sample Amount 1STD °
1p2#1 AcN TVMIACK. M IVMIACK.M Bk a
1/p2<1 VM 0.01 ug mi-1 IVMIACKM IVMIACKM Catraton 1 0
1p2c2 M0, 5ugmi-2 IMIACKM Cabrane 2 0
1r2c3 ™M Lug 3 VMIACKM 3 o
1 WM 20y w4 < )

=

DADY A 5Q=246.4 Re*~360.100 (JACKIVM 20220503 1408 0T006.72 CBIVMA ug m0.0)

h-

35

.




Fotografia 17

Ubicacion de los solventes con cantidades de 1 L (Acetonitrilo, metanol y agua)

Fotografia 18

Cambio de columna cromatogrdfica (columna c18 2.1 x 150 mm 1.9 um)
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Fotografia 19

Colocacion de vial con la muestra desconocida a analizar (capacidad del vial

2mlL)

Fotografia 20

Ajuste de las condiciones previo a la inyeccion de la muestra
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Figura 21

Imagen referencial del proceso de llegada del residuo de ivermectina a la PTAR

CcOVID RESIDUOS
.’. MEDICINA MUNICIPALES
'.,'
|| -

—_——
A
z >
TEST
COVID-19 IBERMETIN:

\Vg

PLANTA DE TRATAMIENTO
EFLUENTE DE AGUA RESIDUAL

MONITOREO
AMBIENTAL
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Teléfono/Celular 5 IOIBID ... s s

2. GRADO, TITULO O ESPECIALIZACION (Marque con una X)

Bachiller Titulo Magister Doctor Segunda
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