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Resumen 

El aumento en el uso de los antibióticos conlleva a un incremento en la presencia de sus 

residuos en el ambiente, lo que genera una presión selectiva sobre las bacterias, favoreciendo 

el desarrollo de resistencia hacia los mismos. Esto es un problema para la salud humana y 

animal y para el medio ambiente, severo y costoso a nivel mundial, por lo que la Organización 

Mundial de la Salud (OMS), la Unión Europea (UE) y el Centro para el Control y Prevención de 

Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés) establecen la necesidad de realizar una mayor 

vigilancia e investigación sobre este tema. El agua residual en Costa Rica proveniente de casas, 

hospitales, y de las actividades agrícolas y ganaderas suele ser descargada constantemente en 

ecosistemas acuáticos como los ríos, que se convierten en una fuente importante de 

contaminantes emergentes como los antibióticos, genes y bacterias resistentes a antibióticos. 

Entre los grupos de antibióticos, las tetraciclinas (TCs) y los betalactámicos (BL) de espectro 

extendido son muy utilizados a nivel clínico y agropecuario. Con el fin de monitorear estos 

contaminantes emergentes como herramienta para controlar la resistencia antimicrobiana 

(RAM) y generar información de importancia que evidencie el problema de la contaminación 

ambiental y la generación de la RAM en nuestro país, se adaptó y validó una metodología 

analítica que permite la determinación de estos antibióticos en aguas superficiales de río, 

mediante la técnica de cromatografía líquida de ultra alta resolución con detector de masas en 

tándem (UHPLC-MS/M). Para esto se realizó una extracción en fase sólida (SPE, por sus siglas 

en inglés) con cartuchos de extracción de estireno-divinilbenceno Oasis HLB 200 mg con 

capacidad para 6 cm3, acondicionados con metanol y una disolución de ácido fórmico a 1 mL 

L-1 con EDTA (Ácido etilendiaminotetraacético, por sus siglas en inglés) a 1 mL L-1, se utilizaron 

como solventes para eluir acetonitrilo(ACN):metanol (1:1) y metanol:diclorometano (1: 1). Los 

resultados de recuperaciones a niveles de 10, 50 y 100 µg L-1 estuvieron entre 89-216%, los 

límites de detección y cuantificación del método están entre 0.14-0.54 y 0.46-1.79 µg L-1, 

respectivamente, y los coeficientes de determinación (r2) son superiores a 0.99, además, el 

efecto de matriz fue de 21.1%. El método validado fue aplicado en 6 muestras de agua en 

diferentes épocas y puntos de la microcuenca del río Durazno en los que los resultados 

evidenciaron la presencia de doxiciclina (DC) y cefotaxima (CT) (entre 2.13-11.74 ng L-1 y 0.68-

1.20 ng L-1, respectivamente). El método validado se considera adecuado para la cuantificación 
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de estos dos fármacos y puede ser utilizado en análisis de rutina debido a su eficacia, 

confiabilidad y simplicidad. 

Finalmente, a partir de análisis fisicoquímicos, elementales y de nutrientes se establece que 

las aguas superficiales de esta microcuenca presentan una contaminación incipiente y no se 

evidencia eutrofización, sin embargo, los parámetros microbiológicos evaluados muestran una 

contaminación muy severa, esto refleja la necesidad de mejorar el sistema nacional utilizado 

para evaluar la calidad de los cuerpos de agua superficial integrando indicadores de calidad 

microbiológicos.  
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Introducción 

La RAM se ha documentado desde los años 40, sin embargo, evidencia indica que el sobre uso 

de antibióticos, tanto a nivel clínico, veterinario, así como en el sector agropecuario, 

incrementa la probabilidad de un mal manejo de estos por parte de la población en general. 

Además, estudios muestran que la presencia de estos compuestos en el ambiente genera una 

presión selectiva sobre los microorganismos, facilitando la generación y diseminación de la 

resistencia a los antibióticos. Esto converge en una afectación negativa al ambiente y la salud 

humana y animal. Sumado a la poca disponibilidad de nuevos compuestos que puedan sustituir 

a los antibióticos de uso masivo, intensificando el problema y haciéndolo cada vez más 

complejo, lo que causa anualmente miles de muertes y un costo económico de millones de 

dólares alrededor del mundo.  

Debido a esto, la OMS, la UE, el CDC, y la Agencia de Protección Ambiental de los Estados 

Unidos (EPA, por sus siglas en inglés), han definido esta situación como uno de los principales 

problemas del siglo XXI y han establecido protocolos de acción en contra de la RAM que 

implican su vigilancia en el ambiente. 

Los ecosistemas acuáticos, como los ríos, suelen ser afectados por descargas de aguas 

residuales que son una de las principales fuentes de grupos de bacterias que poseen genes de 

resistencia a antibióticos, como las TCs y los BL de espectro extendido, los cuales, pertenecen 

a los tipos más utilizados a nivel agrícola y clínico, respectivamente. Además, los tratamientos 

de aguas no suelen ser eficientes, en consecuencia, estos contaminantes no son removidos del 

ambiente y se han reportado a niveles de µg L-1-ng L-1 en diferentes matrices ambientales. Así, 

zonas de alta densidad poblacional y de elevados niveles de contaminación son más propensas 

a ser reservorios ambientales de antibióticos. 

Por lo anterior, el contar con metodologías altamente sensibles para la detección y 

cuantificación efectiva de estos antibióticos en muestras de agua superficial, como la UHPLC-

MS/MS, permitirá su monitoreo y vigilancia en ecosistemas acuáticos.  

En este contexto, el presente estudio adoptó y validó una metodología para la cuantificación 

de TCs y BL de espectro extendido, mediante una SPE y un análisis por UHPLC-MS/MS en las 
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aguas superficiales de la microcuenca del río Durazno, la cual se usa como captación superficial 

para la planta de tratamiento de agua para consumo humano en el cantón de Goicoechea y 

que, además, muestra distintos tipos de impactos debido al constante vertido de 

contaminantes ambientales. Además, se evaluó el nivel de contaminación de este cuerpo de 

agua mediante el análisis de diferentes indicadores fisicoquímicos de contaminación.
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Capítulo I 

Antibióticos 

Historia y clasificación. 

La era de los antibióticos comenzó con el descubrimiento de la penicilina (del grupo de los BL) 

por Sir Alexander Fleming en 1928. Desde entonces se han convertido en la primera opción en 

el tratamiento de infecciones bacterianas de todo tipo1, son uno de los grupos de fármacos 

más importantes a nivel humano y veterinario2 y existen alrededor de 250 compuestos 

registrados para estos usos1. 

Un antibiótico es un agente quimioterapéutico que inhibe o anula el crecimiento de 

microorganismos, como bacterias, hongos o protozoos, pueden ser bactericidas (matan al 

microorganismo) o bacteriostáticos (evita la reproducción del microorganismo)3. Los primeros 

eran de origen natural, una clase de metabolitos secundarios producidos por 

microorganismos, por ejemplo, las penicilinas producidas por hongos del género Penicillium. 

Sin embargo, en la actualidad se obtienen principalmente por síntesis química o por 

modificación química de compuestos de origen natural y en general son moléculas pequeñas, 

con un peso molecular de menos de 1000 Da1,4, además, comprenden una variedad 

importante de estructuras químicas de polaridad y carga eléctrica, tal que bajo diferentes 

condiciones de pH, pueden ser neutros, catiónicos, aniónicos y zwitteriónicos4,5.  

De forma general, se pueden clasificar en dos grandes grupos según su espectro de aplicación 

en diversas enfermedades. Los de espectro reducido se dirigen a tipos específicos de 

microorganismos mientras que los de amplio espectro se dirigen a una amplia gama6. De forma 

más específica se pueden agrupar por su estructura química o mecanismo de acción, los cuales 

son por inhibición de síntesis de proteínas, de ácidos nucleicos, de la síntesis de pared celular 

o por la inhibición de ácidos micólicos; y según esto se pueden dividir en diferentes subgrupos 

como BL, quinolonas, TCs, macrólidos, sulfonamidas y otros4,6,7.  

Su descubrimiento ha sido uno de los más grandes logros en la medicina humana para el 

control de la mayoría de las enfermedades infecciosas, principalmente de bacterias8, de hecho 

su uso clínico comenzó con la aplicación terapéutica de las sulfonamidas en la década de los 
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años 30  y a inicios de los 40 la penicilina se volvió disponible en casi todo el mundo8, estos han 

supuesto una revolución total en esta área y han ayudado a salvar millones de vidas9 y a 

aumentar la esperanza de vida de la población10,11.  

También, son muy utilizados a nivel del agro como promotores de crecimiento y en la mejora 

de la salud general, para prevenir infecciones microbianas respiratorias, infecciones dérmicas 

e infecciones entéricas12, produciendo así mayores rendimientos y un producto de mayor 

calidad1,5,13,14 y en ciertos cultivos como maíz, lechuga y papa15 para tratar ciertas infecciones 

y para que actuen como pesticidas.  

Propiedades fisicoquímicas y usos de los antibióticos en estudio. 

Tetraciclinas 

Las TCs son antibióticos de amplio espectro, productos de fermentación que pueden tener 

origen natural o sintético, y exhiben actividad antibiótica contra infecciones causadas por 

microorganismos.16 Se han utilizado para el tratamiento de diferentes tipos de infecciones, 

especialmente infecciones respiratorias3, y para combatir bacterias Gram (+) y Gram (-), así 

como micoplasmas, Clamidias, Rickettsias y protozoarios parásitos17,18 e interfieren con la 

capacidad de las bacterias para producir proteínas3. Las TCs constituyen unos de los pocos 

tratamientos disponibles para tratar ciertas infecciones bacterianas graves en humanos19. 

Son compuestos que se caracterizan por una estructura policíclica que consiste en un 

naftaceno altamente funcionalizado y poco reducido20, son anfóteros, tienen tres valores de 

pKa diferentes y aunque su asignación exacta sigue siendo controvertida, están en el rango de 

pH de 3-916. Debido a los grupos funcionales presentes las TCs se cargan en todo el rango de 

pH, alcanzando el estado neutro solo como iones híbridos cuando el pH se mueve entre su 

primera y segunda constante de disociación ácida (pKa1 y pKa2 )21. Por lo tanto, se prevé que 

en el rango de pH de interés ambiental (pH 4-8), las TCs estarían dominados por la especie 

zwiteriónica. Estos compuestos son estables en medios ácidos, pero no en condiciones 

alcalinas, y forman sales en ambos medios15. Además, tienden a unirse a iones metálicos como 

el Ca2+ y el Mg2+ 16, grupos silanólicos y proteínas, como resultado de la presencia de dos grupos 

de cetonas en su estructura molecular.18 Y si bien presentan bajos log Kow (-1.5-0.1), se ha 

reportado su presencia en suelos, sedimentos y sólidos en suspensión, indicando un reparto 
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ambiental más complejo que involucra otros más factores además de interacciones 

hidrofóbicas16. 

Debido a que en la actualidad es una de las clases de antibióticos más económicas y a su gran 

actividad antimicrobiana, ocupan el segundo lugar en la producción y el uso de antibióticos en 

todo el mundo3. Se utilizan sobre todo con fines veterinarios, y en el sector agrícola como 

aditivos alimentarios para promover el crecimiento de animales como bovinos, porcinos, 

ovinos y aves de corral, entre otros, en muchos países22,23.  

Existen más de 20 TCs disponibles; sin embargo, la tetraciclina (TC), la oxitetraciclina (OC) y la 

DC constituyen los más utilizados en la producción animal según reportes de la OIE12,16. Incluso 

en pequeñas cantidades, pueden desencadenar posibles efectos secundarios adversos en los 

seres humanos, como reacciones alérgicas en personas hipersensibles y a largo plazo pueden 

ser potencialmente cancerígenos17. 

Tetraciclina, Doxiciclina y Oxitetraciclina 

La OC se encuentra dentro de tetraciclinas naturales, fue aislada en 1948 a partir de 

Streptomyces rimosus16,24, a partir de esta se obtuvieron mediante modificación química la TC 

en 1953 y la DC en 195712. Las estructuras de estos tres compuestos se muestran en la Figura 

1. 

 

 

 

  

Compuesto R1 R2 Masa Molar (g mol -1) 

Tetraciclina -H -CH3 444.435 

Doxiciclina -OH -CH3 444.435 

Oxitetraciclina -OH -CH3* 460.434 

*Para la doxiciclina no existe -OH en el carbono correspondiente al enlace con R2 

Figura 1. Estructura química de la Tetraciclina, Doxiciclina y de la Oxitetraciclina. 
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Estos compuestos tienen tres grupos funcionales ácidos distintos, así el primer valor está 

asociado con la desprotonación del hidroxilo en C3, el segundo valor de pKa se atribuye a la 

pérdida del protón en grupo hidroxilo del C12 y el tercero al nitrógeno protonado del grupo 

dimetilamonio15,25. Estos valores se resumen en el Cuadro I. 

Cuadro I. Valores de pKa y pesos moleculares de la tetraciclina, doxiciclina y oxitetraciclina. 

Compuesto pKa 1 pKa 2 pKa 3 

Doxiciclina 3.0 8.0 9.2 

Oxitetraciclina 3.2 7.5 8.9 

Tetraciclina 3.3 7.8 9.6 

 

El Cuadro II resume los principales usos de cada una de estas tetraciclinas. 

Cuadro II. Usos de la oxitetracilina, tetraciclina y doxiciclina 

Antibiótico Uso 

Oxitetraciclina 

En apicultura. Así como tratamiento contra enteritis y 

neumonía bacteriana en animales26. 

Como promotor de crecimiento en animales12,15. 

Tetraciclina (es el segundo 

antibiótico más producido y 

consumido en todo el 

mundo) 

Como promotor de crecimiento en animales. En salud 

humana como tratamiento contra infecciones del tracto 

respiratorio, de la piel, de los ojos, del sistema linfático y 

del aparato digestivo12,15. 

Doxiciclina 

Contra enfermedades infecciosas en mascotas, como 

gatos y perros, así como en bovinos, porcinos, aves y 

pavos12. Como terapia de primera línea contra neumonía, 

endocarditis, pirexia y retinitis, además, en el tratamiento 

de malaria, dengue, chikungunya e infecciones 

genitourinarias, y se ha utilizada contra complicaciones 

asociadas al COVID-1927. 
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Betalactámicos 

Los antibióticos BL son antimicrobianos que comparten una estructura y un mecanismo de 

acción común, la inhibición de la síntesis de peptidoglicanos de la pared celular bacteriana28,24. 

Su acción consiste en matar las bacterias al unirse a las proteínas para evitar que el 

microorganismo elabore una pared celular o evita que esta se forme correctamente6. Este 

grupo se divide en penicilinas, las cefalosporinas, los carbapenémicos y monobactámicos28.  

Son los antimicrobianos más utilizados en la medicina humana, contra bacterias gram (+) y 

gram (-). Además de sus propiedades terapéuticas y preventivas, estos compuestos se han 

utilizado ampliamente como promotores del crecimiento en animales de ganado2. 

Los betalactámicos, son termolábiles, con una estabilidad limitada debido a la presencia de un 

anillo de cuatro miembros en su estructura y pueden isomerizarse en medio ácido. Tienen 

origen natural, son de amplio espectro y bactericidas18,2.  

Las cefalosporinas son utilizadas para tratar infecciones causadas tanto por bacterias que 

pueden ser transmitidas a los humanos a partir de fuentes no humanas, como por bacterias 

que pueden adquirir genes de resistencia a partir de fuentes no humanas19.  

Estas se clasifican por generación. En la primera están los fármacos con actividad contra gram 

(+) y poca actividad contra gram (-); en la segunda generación están los fármacos con una 

actividad un poco mayor contra gram (-) e incluye algunos agentes con actividad contra 

anaerobios; en la tercera generación están antimicrobianos con una actividad contra 

enterobacterias, y un subgrupo con actividad contra Pseudomonas.aeruginosa, mientras que 

la cuarta cuentan con mayor espectro que las anteriores contra gram (+) y las que pertenecen 

a la quinta tienen mayor actividad frente a Staphylococcus aureus28,29. 

Cefotaxima 

La cefotaxima es un antibacteriano de cefalosporina parenteral de tercera generación y es uno 

de los dos antibióticos más utilizados en los hospitales30. Se utiliza en el tratamiento de 

infecciones debidas a bacterias Gram (+) y Gram (-) susceptibles, incluidas infecciones del 

abdomen, huesos y articulaciones, piel, tracto genitourinario (incluida la gonorrea) y del tracto 

respiratorio, en infecciones ginecológicas y en la enfermedad de Lyme.31,32 Se clasifica con 
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relación a la salud humana como de importancia crítica.19 La Figura 2 muestra la estructura de 

esta molécula. 

 

Figura 2.Estructura química de la cefotaxima33. 

Resistencia antimicrobiana  

A pesar de los enormes beneficios de los antibióticos, su eficacia se ve limitada por la rápida 

aparición de bacterias resistentes en todo el mundo7. Esto se convirtió en un problema serio 

poco tiempo después de iniciar el uso de estos y para 1950 muchos de los avances se vieron 

amenazados. En respuesta, nuevos antibióticos se descubrieron y se desarrollaron 

restaurando la seguridad, pero luego sucedió lo mismo con la meticiclina, para 1962 en el 

Reino Unido y en 1968 para los Estados Unidos (EE. UU.). De igual forma, se ha desarrollado 

resistencia a todos los antibióticos que se producen1,34. En la Figura 3 se muestra un resumen 

del tiempo transcurrido entre la producción de un nuevo antibiótico y el desarrollo de la 

resistencia hacia estos. 
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Figura 3. Representación del inicio de la resistencia a los antibióticos frente al tiempo para 

desarrollar la resistencia a los antibióticos. Traducido de una publicación previa7. 

Las infecciones por bacterias resistentes a los antibióticos pueden ser difíciles y, a veces, 

imposibles de tratar, siendo una importante causa de muerte en el mundo y la tercera en 

países desarrollados8,10.  

Se estima que solamente en EEUU, anualmente, ocurren 2.6 millones de infecciones 

resistentes a los antibióticos y casi 44,000 muertes debido a esto6, generando entre 21 y 34 

mil millones de dólares en costos de atención médica y en pérdida de productividad35,11. 

Asimismo, se han informado, por ejemplo, aumentos de hasta, 650 % de los casos de 

tuberculosis por bacterias multirresistente en África entre 2005 y 201236. 

Por otro lado, se pierden entre 4 y 20 mil millones de dólares por año (8,3% de la producción 

anual de la cría de animales) debido a enfermedades parasitarias causadas por coccidios, 

nemátodos, garrapatas y otros en EEUU. En China, por ejemplo, la industria avícola tuvo que 

afrontar pérdidas anuales de miles de millones de dólares debido a casi el 100% de morbilidad 

de los pollos debido a estos problemas37.  
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Dada la magnitud del problema actual de la resistencia a los antimicrobianos, la OMS, la 

Organización Mundial de Sanidad Animal (OIE, por sus siglas en francés) y la Organización de 

las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación (FAO, por sus siglas en inglés) han 

reconocido la resistencia a los antimicrobianos como una de las amenazas para la salud pública 

y ambiental del siglo XXI, y que requiere de la implementación de medidas intersectoriales 

urgentes35,38,39. 

Definición y mecanismos de acción 

La RAM, es la capacidad los microorganismos para vencer a los medicamentos diseñados para 

eliminarlos, controlar o inhibir su crecimiento y replicación40. Así, las bacterias resistentes son 

responsables de imponer una carga clínica y financiera sustancial al sistema de atención 

médica, los pacientes y sus familias11. 

El proceso de resistencia se produce mediante mutaciones a nivel genético o por medio de 

transferencia horizontal de genes asociados a RAM. Específicamente, los antibióticos inducen 

presión selectiva y los genes actúan en asociación con esta. Una vez que se desarrolla una 

nueva resistencia, la exposición a los antibióticos elimina los microorganismos susceptibles y 

permite que los resistentes sobrevivan y se multipliquen. Estos adquieren información 

genética de resistencia en su ADN que pueden pasar de generación en generación 

(transferencia vertical) y poseen la cualidad de transferir material genético entre sí mediante 

la transferencia de plásmidos y otros elementos genéticos móviles que les permiten a las 

bacterias adaptarse rápidamente a las condiciones ambientales cambiantes (transferencia 

horizontal)4,6,9,23,24,41, compartiendo su capacidad de volverse resistentes a otras bacterias que 

no han estado expuestas a los antibióticos6,9,42,43. Además, cuentan con una acelerada 

reproducción, pueden propagarse por medio del viento, la lluvia, los insectos, otros animales 

o incluso los seres humanos3.  

Asimismo, las bacterias pueden no solo desarrollar la resistencia a un antibiótico en particular, 

sino, puede ocurrir con otros compuestos estructuralmente relacionados de la misma clase. 

Por ejemplo, la resistencia a la TCs puede generar resistencia a la OC, la clortetraciclina, la DC 

y la minociclina7. Entonces, es evidente que el proceso del desarrollo de la resistencia 

bacteriana a los antibióticos es inevitable9. 
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La crisis de resistencia a los antibióticos se ha atribuido entre otras cosas al uso excesivo e 

inadecuado de estos medicamentos, así como a la falta de desarrollo de nuevos compuestos 

por parte de la industria farmacéutica, debido a la reducción de los incentivos económicos y 

los desafiantes requisitos regulatorios11.  

Causas de la resistencia antimicrobiana  

Se han encontrado diversas bacterias resistentes a varios antibióticos incluso en lugares 

aislados del exterior durante al menos 4 millones de años, algunas de ellas resistentes a 14 de 

los antibióticos comercializados. Se han publicado pruebas de que el intercambio de genes 

asociados a la resistencia a antibióticos entre bacterias ambientales y patógenas de humanos 

ha sido reciente y que las secuencias genéticas que movilizan los genes también están 

presentes en bacterias ambientales, lo que ayuda a su diseminación9. A continuación, se 

indican las principales causas que promueven la propagación de las bacterias resistentes. 

Sobre uso 

Los estudios epidemiológicos han demostrado una relación directa entre el consumo de 

antibióticos y la aparición y diseminación de cepas de bacterias resistentes36,44,11, además, las 

correlaciones positivas significativas entre el consumo de antibióticos y la prevalencia de la 

resistencia a los antibióticos ha consolidado la percepción de una posible relación causa-efecto 

entre ambos24,34,45. Esto genera una circulación mundial constante, aumenta la probabilidad 

de que se generen desechos que no se traten adecuadamente y supone una fuente importante 

de presión de selección sobre el sistema microbiano humano y natural4,39 generando así 

bacterias patógenas y resistentes en todo el mundo.46 

El consumo mundial de antibióticos aumentó en un 65% entre 2000 y 2015, de 21,1 a 34,8 mil 

millones de Dosis Definidas Diarias (DDD)34,44 con importantes contribuciones de países de 

ingresos bajos y medianos45,  como se observa en la Figura 4. 
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Figura 4. Consumo mundial de antibióticos entre el 2000-2015 por clasificación de ingresos 

de los países. (A) Tendencias en el consumo en este periodo de tiempo por clasificación de 

ingresos de los países. (B) Consumo total en el año por país o grupo de países44. 

Entonces, el sobre uso de los antibióticios por parte de los humanos genera un aumento en la 

RAM, sin embargo, esto constituye bastante menos de la mitad del consumo en otras áreas9, 

como la agricultura.  

Uso en agricultura 

Desde 1950 se utilizan antibióticos para el control de ciertas enfermedades bacterianas en 

frutas, vegetales y plantas ornamentales, siendo uno de los principales la estreptomicina con 

OC, así como en el tratamiento de infecciones bacterianas en animales y como promotores de 

crecimiento. Las bacterias resistentes se transmiten a los seres humanos a través del contacto 

directo con animales o plantas, por exposición a estiércol animal, por consumo de carne poco 

cocida o frutas y verduras expuestas a tratamientos con antibióticos y por contacto con 

superficies que estos hayan tocado35,37,47,4,36,16. El CDC estimó que había alrededor de 76 

millones de casos anuales de enfermedades transmitidas por alimentos en EEUU, incluidas 

325,000 hospitalizaciones y 5,000 muertes37. 

Se estima que cada año en EEUU, entre el 70% y el 80% de los antibióticos se utiliza en animales 

con fines no terapéuticos, sobre todo como promotores de crecimiento11,15, mientras que en 

China el 85% y en Japón el 60%22. Estudios indican que en algunos países como Canadá, de 
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todos los antimicrobianos distribuidos, el 99% se utilizan para animales de granja y menos del 

1% para mascotas36.  

La Figura 5 resume la tendencia en el consumo de antibióticos para mejorar el crecimiento de 

los animales de granja y tratar enfermedades infecciosas en EEUU entre 1950 y el 2017. En 

esta figura se observa claramente como en este sector la cantidad de antibióticos utilizados es 

significativa (siendo las TCs un grupo importante) y el marcado incremento en su consumo 

hasta el 2015. También, se observa como los intentos para mitigar sus impactos han sido 

adecuados, debido a que se nota una disminución de aproximadamente un 30% respecto al 

máximo alcanzado en el 2015.  

 

Figura 5. Consumo aproximado de antibióticos en el sector agrícola en los EEUU entre 1950 y 

201715,35,9,48. 

Por otro lado, si bien la aplicación de antibióticos como pesticidas representa una proporción 

mucho menor del uso general de antibióticos, la extensión geográfica resultante puede ser 

considerable. Esta práctica también contribuye a la exposición de microorganismos en el 

ambiente a agentes inhibidores del crecimiento, alterando la ecología ambiental al aumentar 

la proporción de microorganismos resistentes versus susceptibles11. 

Prescripción inadecuada 

El uso incorrecto de estos medicamentos o el tiempo inadecuado del tratamiento pueden 

posiblemente dar lugar a la presencia de residuos de antibióticos en los productos alimenticios, 

concentraciones subinhibitorias y mayores desechos que finalmente llegan al ambiente, lo que 
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aumenta el riesgo potencial para los consumidores en términos de carácter cancerígeno y 

reacciones alérgicas, y contribuye al desarrollo de resistencias bacterianas49. 

Las concentraciones de antibióticos subinhibidores y subterapéuticos pueden promover el 

desarrollo de resistencia a los antibióticos al respaldar alteraciones genéticas, como cambios 

en la expresión génica y mutagénesis que contribuyen a la diversificación de cepas en 

organismos como Pseudomonas aeruginosa11. Además, estudios han mostrado que la 

indicación del tratamiento, el agente escogido y/o la duración del tratamiento es incorrecto 

entre un 30 y un 50% de los casos. Sumado a esto, se han informado casos de de prescripción 

innecesaria, inapropiada o subóptima49. 

Falta de nuevos medicamentos. 

La respuesta inicial de la industria farmacéutica ante la resistencia a los antibióticos fue buscar 

derivados semisintéticos de los antibióticos actuales que fueran refractarios a los mecanismos 

de resistencia50. Sin embargo, el desarrollo de nuevos antibióticos es una estrategia que había 

sido eficaz para combatir las bacterias resistentes en el pasado y se ha estancado 

esencialmente debido a obstáculos económicos y regulatorios, por ejemplo, desde 1990, el 

78% de las principales compañías farmacéuticas han reducido o recortado la investigación en 

antibióticos debido a los desafíos del desarrollo. Los datos históricos muestran que, en general, 

solo 1 de cada 5 medicamentos para enfermedades infecciosas que llegan a la fase inicial de 

prueba en humanos recibirán la aprobación de la Administración de Medicamentos y 

Alimentos (FDA, por sus siglas en inglés). Sumado a todo esto, el desarrollo de fármacos puede 

llevar muchos años y puede costar millones de dólares a los desarrolladores6. Asimismo, la 

investigación sobre antibióticos realizada en el mundo académico se ha reducido como 

resultado de los recortes de fondos11. 

Debido a esto, la cantidad de antibióticos desarrollados y aprobados ha disminuido 

constantemente durante las últimas tres décadas, como se observa en la Figura 6, dejando 

menos opciones para las amenazas de las bacterias resistentes11. 
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Figura 6. Cantidad de antibióticos desarrollados entre 1980-201411. 

Contaminación de los ecosistemas acuáticos. 

El ambiente externo proporciona un reservorio o una fuente para genes asociados a la 

resistencia tanto para microorganismos patógenos como no patógenos. Este también brinda 

oportunidades únicas para la recombinación genética y, por lo tanto, la creación de nuevos 

vectores para genes que ya circulan en patógenos. La falta de higiene suficiente y los hábitos 

de viaje extensivos, suelen converger en la difusión masiva de los genes asociados a resistencia 

alrededor del mundo51. 

Además, el tratamiento convencional de aguas residuales incluye metodologías físicas y 

biológicas bien establecidas, que constituyen los tratamientos primario y secundario, 

respectivamente. Estos procesos, que fueron desarrollados principalmente para reducir la 

carga orgánica de las aguas residuales sin tratar, son capaces de eliminar la carga microbiana 

hasta 2-3 unidades logarítmicas. Sin embargo, esto no es suficiente. Parte de las bacterias 

encontradas en estos lugares tiene resistencia a una o más clases de agentes antimicrobianos. 

Dependiendo del antibiótico, se han descrito porcentajes de resistencia por parte de bacterias 

que varían desde el 2% hasta el 70%. Como consecuencia, se puede estimar que el agua 

residual tratada convencionalmente descargada por una planta de tratamiento en buen 

funcionamiento pueden suministrar al ambiente una cantidad significativa de antibióticos y 

bacterias resistentes por día45,52 ,53,54. 

Entonces, una fracción importante del uso indiscriminado de antibióticos en las prácticas 

médicas, veterinarias y agrícolas pueden ingresar al ambiente acuático y terrestre a través de 
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varias vías, como la descarga de aguas residuales municipales, la industria manufacturera, la 

cría de animales y los lixiviados de los vertederos de eliminación de antibióticos, al desbordarse 

el agua de tormentas tanto a nivel ciudad como urbano. Otras fuentes pueden incluir la 

escorrentía de campos agrícolas que contienen estiércol de ganado, estanques de acuicultura 

y centros urbanos, como se observa en la Figura 7, y pueden considerarse como un 

contaminante orgánico persistente debido al uso frecuente y extenso de antibióticos y a las 

emisiones ininterrumpidas, junto con bacterias de origen humano y animal4,52,55,56.  

Estos agentes antimicrobianos podrían llegar incluso a los humanos a través del agua potable, 

pueden alterar la microflora del intestino humano y aumentar el riesgo de ciertas infecciones. 

Los efectos secundarios no deseados bien conocidos dentro de la terapia son reacciones 

alérgicas y algunas, como la gentamicina, son nefrotóxicas22. El primer caso notificado de 

contaminación de aguas superficiales por antibióticos fue en Inglaterra hace más de dos 

décadas, en 1982 se detectó al menos un compuesto del grupo de antibióticos macrólidos, 

sulfonamidas y TCs en agua de río en concentraciones de 1 µg L-1 52. El agua es uno de los 

hábitats y vías de propagación de bacterias más importantes, y juega un papel fundamental en 

la diseminación de la resistencia a los antibióticos entre el medio ambiente, los seres humanos 

y otros animales45,52.  

Este problema se evidencia mejor al considerar que algunos compuestos se metabolizan en un 

90% o más, mientras que otros solo se metabolizan en un 30% o incluso menos, siendo el resto 

excretado en forma activa. Cuando las cantidades utilizadas para cada compuesto activo se 

multiplican por su tasa de excreción, incluso algunos compuestos con una alta tasa de 

metabolización pueden generar un impacto significativo en la concentración ambiental, 

además, en algunos casos la formación de metabolitos puede resultar en compuestos que son 

más tóxicos para los humanos que el compuesto original39,47. En este sentido, estudios 

muestran que algunos antibióticos estan presente en el estiércol en concentraciones 

superiores a 100 mg kg–1 y no se degradan rápidamente en el estiércol1,57. Además, se han 

reportado concentraciones de TCs, por ejemplo, en heces de aves y vacas de 17,68 mg kg–1 y 

60,0 mg kg–1 respectivamente16. Esta materia fecal por lo tanto, pueden luego ser dispersadas 

ampliamente a través de fertilizantes, aguas subterráneas y escorrentías superficiales8. 
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Figura 7. Exposición humana a RAM asociada con los residuos de antibióticos en el 

ambiente4. 

A esto se suma que los antibióticos incluso en bajas concentraciones pueden causar efectos 

adversos a la biota acuática. Los efectos no deseados se pueden potenciar al considerar la 

exposición crónica, la bioacumulación y las mezclas de varios compuestos que se dan en los 

reservorios ambientales58. Finalmente, se han encontrado antibióticos en agua potable, 

subterránea, superficial, de desecho, en plantas de tratamiento de aguas residuales, en lodos 

y sedimentos en concentraciones entre los ng L-1 hasta los mg L-1, dentro de los cuales se han 

evidenciado también bacterias resistentes a TCs, cefotaxima y algunos BL2,4,14,59,55,56,4,22,47,22,60. 

En este sentido, en un estudio desarrollado en España, se realizó un análisis de correlación 

entre las concentraciones absolutas de genes asociados a la RAM en bacterias y las 

concentraciones de antibióticos a los que confieren resistencia en aguas superficiales y se 

observaron correlaciones positivas significativas entre las concentraciones de antibióticos y 

sus correspondientes genes de RAM61. Estas correlaciones se muestran en la Figura 8. Estudios 

recientes indican que más del 90% de las cepas bacterianas marinas son resistentes a más de 

un antibiótico y 20% son resistentes a al menos 555,56,59,62. Se ha indicado que niveles de 
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cefotaxima y TCs superiores a 1 µg L-1, son posiblemente suficientes para seleccionar bacterias 

resistentes53,32. 

 

Figura 8. Correlaciones entre las concentraciones de antibióticos y sus correspondientes 

genes de RAM. Las ubicaciones de las muestras están representadas por: cuadrados negros 

(efluentes de hospitales), cuadrados rojos (afluentes de PTAR), cuadrados marrones 

(efluentes de PTAR), cuadrados blancos (aguas arribas) y cuadrados verdes (aguas abajo). Las 

líneas de color gris claro muestran intervalos de confianza del 95%.61 *PTAR: Plantas de 

Tratamiento de Aguas Residuales. 

Si un antibiótico no se elimina de ninguna manera, puede llegar al medio ambiente con el 

potencial de afectar negativamente no solo al sector de la salud en humanos, sino, también a 

los organismos acuáticos y terrestres47,63. 

Efecto Sobre la Biota Acuática. 

La presencia de residuos de antibióticos en ecosistemas acuáticos puede ocasionar alteración 

del ecosistema y algunos impactos adversos, como toxicidad aguda y crónica y una reducción 

significativa de la tasa de eclosión de diferentes organismos acuáticos37,63,4. Además, esto 

expone la flora microbiana nativa a una ecotoxicidad grave que puede obstaculizar procesos 

cruciales en los ciclos de nutrientes de algunos grupos de bacterias37. La incorporación TCs 

afectan comunidades procariotas de las raíces de plantas en estos ecosistemas, además de 

afectar su elongación; y estos efectos pueden modificar los ciclos de nutrientes del suelo16,39.  
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Los antibióticos, pueden ser propensos a la bioacumulación en organismos acuáticos, 

particularmente en peces64, y se han asociado a los quistes y a una alta tasa de mortalidad, así 

como a efectos tóxicos en la reproducción. Otros problemas vistos debido a la bioacumulación 

de CT y OC han sido Encefalopatía trifásica, convulsiones y toxicidad del nervio craneal y 

bloqueo neuromuscular. Cuando los humanos consumen los organismos acuáticos con 

antibióticos bioacumulados, también se acumulan con el tiempo, ya que estos compuestos 

aún están activos4. Particularmente, el largo tiempo de exposición, por ejemplo, de las mujeres 

embarazadas a las trazas de estos antibióticos puede resultar en malformaciones de bebés y 

niños56. 

Medidas de acción y recomendaciones 

A pesar de todos los problemas ambientales y para la salud humana que conlleva el mal uso 

de los antibióticos, sus usos también tienen muchos beneficios, por lo que no es viable vetarlos 

en su totalidad, de hecho, en algunos casos puede ser contraproducente.  

En Dinamarca se observó que luego de la prohibición de ciertos antibióticos, se dio un aumento 

en infecciones bacterianas, en consecuencia, perdiendo así productividad en el sector del 

agro37. Si el uso de antimicrobianos estuviera totalmente prohibido se necesitarían 

instalaciones para la producción ganadera y avícola de cientos de millones de m2 más grandes 

a las actuales para obtener el nivel actual de producción animal. Debido a esto, el costo de 

producción de alimentos y por las infecciones resistentes a los antibióticos aumentarían 

considerablemente37. 

Por otro lado, cuando un paciente utiliza antibióticos, estos medicamentos eliminan el 

patógeno que causa la infección, pero las bacterias que protegen contra la infección también 

pueden destruirse al mismo tiempo, y pueden pasar desde semanas hasta meses para que 

estas bacterias "buenas" regresen. Por lo tanto, tampoco es una opción aumentar las dosis 

para combatir la resistencia, esto en todo caso sería igualmente contrapruducente6.  

Es importante destacar que no existen niveles guía ni regulaciones para este tipo de 

compuestos en aguas superficiales16. Hasta hace poco, las regulaciones ambientales apenas 

incluían niveles máximos de concentración permitidos para productos farmacéuticos en aguas 

superficiales, y a pesar de que la Comisión Europea establece 5 antibióticos con 
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concentraciones permitidas máximas de 0.1 µg L-1, ninguno de ellos son de interés en este 

trabajo65,47. Sin embargo, diferentes organizaciones a nivel mundial han desarrollado 

protocolos para reducir el impacto ambiental de los antibióticos. 

Según la OIE la falta de información sobre los antibióticos a nivel mundial se debe a la falta de 

marco regulatorio específico para este tipo de sustancias, a su uso específico en la producción, 

a la falta de herramientas y recursos humanos dedicados a la digitalización y armado de bases 

de datos y a la falta de cooperación entre el sector privado y las autoridades nacionales en el 

intercambio de información34. Debido a esto, la OMS y la Sociedad Estadounidense de 

Farmacéuticos del Sistema de Salud (ASHP, por sus siglas en inglés), impulsan la creación de 

evaluaciones del uso de medicamentos10 y proponen limitar y mejorar el uso de antibióticos 

con el fin de controlar los efectos nocivos de este abuso para salvar la salud humana y reducir 

el impacto ambiental24. 

En 2015, la OMS lanzó el programa del Sistema mundial de vigilancia del uso y la resistencia a 

los antimicrobianos (GLASS, por sus siglas en inglés) como un esfuerzo de colaboración para 

estandarizar y mejorar la comprensión de la RAM34. Para esto indica una serie de acciones 

objetivas para afrontar la RAM, dentro de las cuales, establece la necesidad de generar y 

compartir datos sobre el consumo de antimicrobianos tanto a nivel nacional como 

internacional. De manera explícita, el segundo objetivo estratégico es fortalecer la base de 

conocimientos y evidencia a través de la investigación de vigilancia. Esto implica que es 

necesario diseñar formas de monitorear los datos sobre el uso y consumo de 

antimicrobianos34. Con base en este, el Ministerio de Salud de Costa Rica desarrolló el Plan 

Nacional de Lucha Contra la Resistencia a los Antimicrobianos 2018-2025, en donde uno de los 

objetivos estratégicos es realizar investigación y vigilancia para reforzar los conocimientos 

científicos en este tema38. En el mismo sentido, en 2018 el CDC propuso acciones urgentes que 

se deben realizar para combatir la RAM, en donde se reitera la necesidad de que los países 

implementen programas de prevención y control de infecciones y administración de 

antibióticos6. 

Los datos sobre el consumo de medicamentos antimicrobianos se podrían utilizar, entre otras 

cosas, para identificar y proporcionar una alerta temprana de problemas relacionados con 

cambios en la exposición y el uso de antimicrobianos, y desarrollar intervenciones para 
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abordar los problemas identificados; sensibilizar a los profesionales de la salud, los 

consumidores y los responsables políticos sobre los problemas del uso inadecuado de 

antibióticos y su contribución a la resistencia a los antimicrobiana, y vincular la exposición a 

los antimicrobianos con el desarrollo de la RAM. 

Situación en Costa Rica 

El tratamiento de agua residual en Costa Rica puede variar desde modernas plantas de 

tratamiento hasta áreas con únicamente tratamiento primario, y otras con la descarga de 

desechos no tratados en las vías fluviales locales por escorrentía o tubería66. Además, las aguas 

superficiales son afectadas principalmente por malas prácticas que facilitan la incorporación 

de contaminantes a los cuerpos de agua, entre estas prácticas están el incremento y 

concentración de la población cerca de algunas cuencas, insuficiente planificación de las 

actividades urbanas e industriales, uso inadecuado de los suelos, deforestación y manejo 

inadecuado de desechos domiciliarios, agropecuarios e industriales67 y el uso de agua tratada 

para riego en granjas, que también representan un riesgo a la salud debido al potencial 

reciclaje y propagación de genes y microorganismos resistentes a los antibióticos58. 

Además, poco se sabe en el país con relación a las cantidades de antibióticos que se consumen 

en cultivos y ganadería, y los pocos estudios que se han hecho se basan en aproximaciones68. 

Por ejemplo, solamente en el 2008, Costa Rica importó aproximadamente 27,100 kg de 

productos agropecuarios que contienen OC como principal ingrediente activo, y se ha 

reportado el uso de otras TCs en esta área69. Sin embargo, este tipo de productos se utilizan 

de forma incorrecta debido a la falta de programas que concienticen al productor sobre los 

efectos nocivos que el uso irracional de los mismos tiene sobre el ecosistema de la unidad de 

producción pecuaria y la falta de programas de monitoreo y control por parte de las 

autoridades gubernamentales69,58. Las actividades ganaderas en Costa Rica son desarrolladas 

en su mayor parte por pequeños y medianos productores que emplean prácticas tradicionales 

(no industrializadas) y la aplicación de fármacos en animales no está tan controlada como en 

la medicina humana38, a veces los fármacos se aplican con fines profilácticos en lugar de 

terapéuticos58. A nivel del sector público, Costa Rica reportó en el 2016 un consumo 14.18 

DDD/1000 habitantes por día y 30.17 toneladas métricas de antibióticos, mientras que a nivel 
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mundial el consumo total de antibióticos osciló entre 4,4 y 64,4 DDD por 1000 habitantes por 

día y de 1 tonelada a 2,225 toneladas por año34. Por último, diversos antimicrobianos como 

Estreptomicina, Kagugamicina y OC se están aplicando a los cultivos como arroz, papa, café, 

tomate, entre muchos otros. Todo esto hace que sea más probable estar causando un impacto 

en la salud humana, animal, vegetal y ambiente38,70. 

En el 2020 se realizó el primer estudio para el monitoreo cuantitativo de productos 

farmacéuticos en plantas de tratamiento de aguas residuales en Costa Rica, en este se observó 

que, de 33 moléculas encontradas, el 36,4% de estas correspondían a antibióticos, siendo el 

mayor número de moléculas detectadas. Los niveles reportados fueron desde 0,95 µg L-1 hasta 

3,51 µg L-1 71. En estudios cualitativos previos se encontró que los antibióticos detectados con 

mayor frecuencia fueron la DC (77%) y TC (22%)66, estos estudios sugieren un alto uso de 

antibióticos en Costa Rica y existe una marcada relación entre los residuos de antibióticos en 

ecosistemas y el aumento de bacterias resistentes a ellos en el ambiente72. Asimismo, la RAM 

se ha distribuido a lo largo y ancho del territorio nacional, donde se han reportado casos de 

microorganismos resistentes en hospitales y en la comunidad. Se han detectado genes 

asociados a resistencia a las TCs en bacterias caracterizadas en lechugas12,70,73 y en muestras 

de alimentos para animales12, y se evidenció resistencia a TCs y CT en otros aislamientos, 

provenientes de animales de producción, de compañía y silvestres38, así como en efluentes 

hospitalarios8, en aguas residuales domésticas73 y PTAR74. 

El aumento mundial de las bacterias resistentes a los antibióticos en el ambiente hace que sea 

imperativa la vigilancia de la presencia y distribución de las bacterias y de genes asociados a la 

resistencia, en el ambiente, y por lo tanto, el control de la presencia de los antibióticos en 

este72. Por esta razón, surge la importancia de adoptar y desarrollar metodologías analíticas 

que permitan el monitoreo de estos contaminantes en matrices ambientales como las aguas 

superficiales. 

Río Durazno 
Un lugar de interés en Costa Rica por sus antecedentes de contaminación es la microcuenca 

del río Durazno que es un punto de captación de agua y se ubica en la subcuenca del río 

Virilla67. Esta microcuenca posee un área de 9.6 km2 (ver Figura 9). Presenta uso de suelo 
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forestal, agrícola, pecuario, industrial y urbano (Ver Figura 10 y Figura 11), procesos deficientes 

de planificación territorial y un constante vertido de contaminantes desde diversas fuentes. 

Además, previamente se han descrito altos niveles de contaminación microbiológica en el agua 

superficial de esta microcuenca75. En ríos aledaños a esta zona, se han detectado aislamientos 

de E. coli resistentes a cefalosporinas de primera generación y TCs a partir del agua superficial, 

lo cual convierte a este espacio en un área propicia para el estudio de la presencia de 

antibióticos de TCs y BL de espectro extendido como la CT.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Mapa de distribución de altitud de la microcuenca del río Durazno76. 
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Figura 10. Mapa de distribución del índice de vegetación de la microcuenca del río Durazno77. 

 

Figura 11. Mapa de uso de suelo de la microcuenca del río Durazno78. 
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Calidad del agua 

Además, la contaminación antropogénica de los ríos puede perjudicar la salud pública de las 

poblaciones adyacentes y las especies originarias de esos ecosistemas acuáticos, esto a su vez 

se asocia a la presencia de contaminantes emergentes como los antibióticos. Asimismo, 

estudios previos han demostrado que diferentes factores ambientales como la calidad del agua 

y la presencia de metales en estos cuerpos están fuertemente relacionados con la presencia y 

distribución de los genes asociados a la resistencia antimicrobiana79,80, por lo tanto, es 

importante realizar una estimación de la calidad de los cuerpos de agua. Algunos de los 

parámetros comúnmente evaluados, así como su importancia y los estándares de calidad 

establecidos en diferentes instrumentos legales definidos de acuerdo con criterios de uso del 

agua se resumen en el Cuadro III. 

Cuadro III. Parámetros fisicoquímicos analizados para evaluar y clasificar las aguas 

superficiales81. 

Parámetro Definición Relevancia 
Límites 

permitidos 

Alcalinidad 

Capacidad de neutralizar 

ácidos. Es la suma de 

todas las bases, 

principalmente de 

carbonatos, bicarbonatos 

e hidróxidos. 

La alcalinidad en exceso de las 

concentraciones de metales 

alcalinotérreos es importante 

para determinar la idoneidad 

de un riego con agua. 

2000 - 

4000 mg 

CaCO3 L-1 * 

Conductividad 

(Conduc.) 

Medida de la habilidad de 

una solución acuosa para 

transportar una corriente 

eléctrica. Depende de la 

concentración total de 

iones, movilidad y 

valencia. 

Establece el nivel de 

mineralización para evaluar la 

concentración total de iones, 

efectos fisiológicos sobre 

plantas y animales, velocidades 

de corrosión y otros. 

400 

µS/cm** 
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Continuación Cuadro III. Parámetros fisicoquímicos analizados para evaluar y clasificar las 

aguas superficiales81. 

Parámetro Definición Relevancia 
Límites 

permitidos 

Material en 

suspensión 

(MS) 

Cantidad total de material 

suspendido, como 

partículas o líquidos 

inmiscibles. 

Es importante debido a que la 

acumulación en la superficie 

puede ser transportada 

mediante el viento y contener 

bacterias patogénicas o virus. 

25 mg L-1 

*** 

Temperatura 

(Temp) 
-- 

Controla muchos procesos 

biológicos y químicos que se 

desarrollan en el agua. Puede 

dañar la vida acuática, generar 

cambios indeseados en las 

comunidades biológicas y 

aumentar la probabilidad de 

florecimiento de algas. 

30 °C+ 

DQO 
Demanda química de 

oxígeno. 

Es la cantidad de un oxidante 

específico que reacciona con 

una muestra bajo condiciones 

específicas. (Se expresa en 

términos de oxígeno 

equivalente) 

25 mg L-1 

*** 

pH 

Actividad del ion H+ en la 

muestra a una 

temperatura dada 

Es uno de las pruebas más 

importantes y frecuentes en la 

química del agua y regula la 

mayoría de los procesos de los 

sistemas. 

6,5-8,5*** 

Continuación Cuadro III. Parámetros fisicoquímicos analizados para evaluar y clasificar las 

aguas superficiales81. 
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Parámetro Definición Relevancia 
Límites 

permitidos 

DBO 
Demanda bioquímica de 

oxígeno 

Medida de la cantidad de 

materia orgánica 

bioquímicamente degradable 

presente, se define por la 

cantidad de oxígeno requerido 

por los microorganismos 

aerobios presentes para oxidar 

la materia. 

 

0-9 mg L-1 

++ 

Saturación de 

Oxígeno 

(%OS) 

Proviene del OD por 

medio del Oxígeno Real In 

Situ y el valor teórico dado 

por la 

temperatura y la presión 

atmosférica 

-- 

 
51-130%++ 

Clorofila 

(Chla) 

Presente en todas las algas 

(comunidades 

fitoplanctónicas son los 

principales productores 

primarios) 

Indica la cantidad relativa de 

biomasa de algas presente. Su 

concentración es una 

representación adecuada de la 

salud del ecosistema acuático 

Menos de 

10 mg m-3  

82 

Oxígeno 

disuelto 

(OD) 

Depende de las 

actividades físicas, 

químicas y bioquímicas del 

cuerpo de agua 

Clave para conocer el nivel de 

contaminación del agua 

Valores 

varían 

entre 7.0-

8.0 mg L-1 

* Standard methods for the Examination of water and wastewater81 
**Valor alerta ley calidad de agua de Costa Rica(N 38924-2)83  
*** Valores para agua tipo 1 y 2 permisibles en reglamento para la evaluación y clasificación de calidad de cuerpos 
de agua superficiales (N 33903-MINAE-S) (Aguas clase 1 y 2, necesitan simple desinfección y tratamiento 
convencional, respectivamente, para utilizarse en el suministro de agua)84 
+ Valor máximo admisible-ley de calidad de agua Costa Rica (N 38924-2)  
++Rango dado en el reglamento para la evaluación y clasificación de calidad de cuerpos de agua superficiales (N 
33903-MINAE-S) que considera desde aguas sin contaminación a aguas contaminación moderada (Clase 1-3)  
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Es necesario también contar con parámetros microbiológicos debido a sus importantes efectos 

sobre la salud humana y ambiental y en este sentido la Organización Mundial de la Salud 

dentro de los microorganismos que establece como indicador de contaminación fecal, se 

encuentra E.coli  y Coliformes fecales (CF)85,  también se ha demostrado la necesidad de 

complementar esta información con otros indicadores como Enteroccocus faecalis (E.faecalis) 

para evitar subestimar los riesgos a la salud86. Otros índices mencionan la importancia de la 

inclusión de análisis de nutrientes para evaluar la eutrofización, problemas asociados a 

floraciones bacterianas87,88. 

Cuadro IV. Parámetros microbiológicos analizados para evaluar la contaminación en las aguas 

superficiales y sus límites máximos aceptados.  

Parámetro Concentración admisible (mg L-1) 

CF 2000 

E.coli -- 

E.faecalis -- 

El valor máximo admisible corresponde al permitidos para agua clase 3 (máximo nivel de contaminación que 
puede ser tratado para el uso y consumo humano). 

*De acuerdo con el reglamento de agua potable y la guía de calidad para agua potable de la OMS, no deben ser 
detectables en los suministros de agua.    

Cuadro V. Nutrientes analizados para evaluar la eutrofización en las aguas superficiales y sus 

límites máximos aceptados84. 

Nutriente Concentración admisible (mg L-1) 

Fosfatos N.A 

Nitratos 15 

Silicatos  N.A 

Nitritos 0.1* 

**Valor alerta de acuerdo a la ley calidad de agua de Costa Rica(N 38924-2)83  
 

Sumado a las posibles relaciones con los genes asociados a  la RAM, la presencia de metales a 

elevadas concentraciones pueden tener efectos perjudiciales tanto en plantas como en 

animales e incluso para los seres humanos, como algunos compuestos de cobre y manganeso 

que pueden ser tóxicos por inhalación e ingestión y el sodio que si es absorbido como ion, al 

acumularse es tóxico para las plantas y si es absorbido por las arcillas, sustituye al calcio y al 
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magnesio y provoca cambios en la estructura que afectan la permeabilidad del suelo y el 

crecimiento de las plantas, así como a estructuras como tuberías, calderas y herramientas que 

estén comúnmente en contacto con el agua, como utensilios de cocina, por ejemplo, como en 

el caso del calcio y magnesio que contribuyen significativamente a la dureza del agua, incluso 

pueden cambiar el sabor y olor de los alimentos como con el hierro. La presencia de estos 

metales se da por escorrentías por su uso en la agricultura como fertilizantes, como el potasio, 

calcio, magnesio. Además, su sobreuso en producción de aleaciones, tuberías, pigmentos, 

explosivos, vidrio, productos farmacéuticos aumenta la probabilidad de que sus desechos 

alcancen los ecosistemas acuáticos81,89.  

Otros elementos como el fósforo pueden estar también presentes en aguas superficiales y 

provienen de diferentes fuentes, algunas veces se agrega en forma de ortofosfato durante el 

tratamiento para el suministro, grandes cantidades pueden ser agregadas al lavar o limpiar 

porque son los principales constituyentes de muchas preparaciones de limpieza. Además, se 

utilizan en la agricultura como fertilizantes y están presentes en alimentos. Asimismo, el azufre 

es producido por descomposición de la materia orgánica y reducción bacteriana de sulfato en 

forma de sulfuro, puede causar molestos olores y gases tóxicos, además de causar corrosión 

en los metales81. 

El Cuadro VI resume algunos de los metales de interés para evaluar la calidad del agua junto 

a sus niveles máximos permisibles según la ley de calidad de agua de Costa Rica (N 38924-

2)83.  

Cuadro VI. Metales analizados en las aguas superficiales de la microcuenca del río Durazno y 

sus límites máximos aceptados. 

Metal Concentración alerta (mg L-1) 
Concentración admisible 

(mg L-1) 

Calcio -- 100 

Cobre 1.0 2.0 

Hierro -- 0.3 

Magnesio 30 50 
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Continuación Cuadro VI. Metales analizados en las aguas superficiales de la microcuenca del 

río Durazno y sus límites máximos aceptados. 

Metal Concentración alerta (mg L-1) Concentración admisible 

(mg L-1) 

Manganeso 0.1 0.5 

Potasio -- 10 

Sodio 25 200 

Fósforo -- 0.1* 

Azufre (como sulfatos) 25  250 

Zinc -- 3.0 

* Diario Oficial de la Federación, México.90  
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Capítulo II 

Técnicas analíticas para la cuantificación de antibióticos en matrices 

ambientales. 

Preparación de la muestra 
Debido a la baja concentración de los antibióticos en el ambiente, los analitos en la muestra 

deben concentrarse, sin embargo, puede ocurrir lo mismo con los otros componentes de la 

matriz, que de forma general dan como resultado la supresión o, con menor frecuencia, la 

mejora de la señal analítica, por lo tanto, las muestras deben limpiarse para eliminar posibles 

interferencias antes el análisis y de esta forma aumentar la sensibilidad de detección y reducir 

el efecto de matriz. Esto generalmente se realiza mediante una SPE. En esta los analitos se 

retienen en un sorbente (Fase sólida) y luego se eluyen (Fase líquida) para el correspondiente 

análisis instrumental, esto en función de sus diferentes grados de afinidad entre fases. La SPE 

se ha utilizado ampliamente con excelentes recuperaciones, pero requiere mucho tiempo 

(acondicionamiento, lavado de carga de muestra y elución), en especial cuando el volumen de 

muestra es grande91,31. 

Existen otras formas diferentes a la SPE para preparar la muestra, por ejemplo, mediante 

extracción líquido-líquido (LLE, por sus siglas en inglés) es un proceso de extracción que utiliza 

dos solventes inmiscibles para separar compuestos en función de su solubilidad relativa. Sin 

embargo, los volúmenes de estos solventes son muy grandes, presenta un costo mayor y ha 

sido menos estudiada y utilizada en el análisis de antibióticos en los últimos años92. 

Otras opciones más novedosas y por lo tanto, menos estudiadas pero con mucho potencial 

que ofrecen una preparación de muestras más fácil, rápida y económica de todos los tipos de 

agua, lo son la microextracción en fase sólida (SPME, por sus siglas en inglés)93, la extracción 

sortiva en barra magnética  (SBSE, por sus siglas en inglés)94, los discos de extracción laminar 

y la microextracción líquido-líquido dispersiva (DLLME, por sus siglas en inglés)92,95. 

Además, para otras matrices ambientales se han aplicado y acoplado otras técnicas de 

extracción para la cuantificación de antibióticos, como por ejemplo, la dispersión en fase sólida 

de matriz, QuEChERS23,96 y la extracción asistida por microondas85. 
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Extracción en fase sólida (SPE) 
La SPE es, la técnica para preparación de muestra más utilizada en este tipo de trabajos ya que 

presenta ventajas sobre las otras como por ejemplo: menor consumo de solvente orgánico, se 

evita la formación de emulsiones, tiene altos porcentajes de recuperación, se generan pocos 

residuos, presenta una alta reproducibilidad y especificidad, además de que es más fácil en 

operación y hay gran disponibilidad de equipos y sorbentes93,99, por ejemplo, puede utilizar 

diferentes sorbentes, solos o en tándem, como polímeros equilibrados hidrófilo-lipófilo, 

resinas de intercambio catiónico o aniónico, polímero de impresión molecular (que son 

polímeros reticulados sintéticos que poseen cavidades hechas a medida que son adecuadas 

para la molécula objetivo o compuestos similares) o C18
31,100,101,102, e incluso estructuras de 

imidazolato zeolítico con partículas de Fe3O4 para que los adsorbentes se separen fácilmente 

mediante un imán permanente102 y láminas de grafeno 103. En este sentido, los cartuchos de 

extracción como los de estireno divinilbenceno Oasis HLB han sido ampliamente utilizados en 

trabajos previos con los antibióticos en estudio2,39,59,64,95. Estos demuestran una mejor 

recuperación frente a otros cartuchos utilizados para la extracción de antibióticos en este tipo 

de matrices64,92. De hecho, debido a la composición química de Oasis HLB, que contienen 

unidades de divinilbenceno lipofílico y unidades hidrofílicas de N-vinilpirrolidona, permiten la 

extracción eficiente de contaminantes orgánicos en un amplio rango de pH (de 1 a 14), la 

estructura química de este componente se puede observar en la Figura 122,62,64,104.  

El proceso para su uso se resume en la Figura 13. Este consta de varios pasos, primero se debe 

acondicionar los cartuchos para activar el sorbente dentro del cartucho con un disolvente 

según el cartucho utilizado y para eliminar posibles impurezas de fábrica92. Luego, la etapa de 

carga de muestra consiste en pasar cierto volumen de la misma a través de los cartuchos y que 

los analitos de interés queden retenidos en estos últimos99. Finalmente, se eluyen los analitos 

con un disolvente adecuado para separarlos del cartucho92. 
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Figura 12. Estructura química de los cartuchos de SPE HLB (Hydrophilic-lipophilic-balance)104. 

 

Figura 13.  Etapas involucradas en la SPE con cartuchos de extracción105. 

Adición de EDTA 

Las matrices ambientales entre otros muchos compuestos contienen cationes divalentes o 

polivalentes y algunos antibióticos como las TCs pueden formar complejos con estos, además, 
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se ha observado que estos antibióticos se absorben en los metales residuales de los cartuchos 

SPE y el material de vidrio, lo que produce una unión irreversible al cartucho y reduce la 

recuperación. Para obtener una recuperación adecuada de las matrices ambientales, debe 

haber un algún agente quelatante en la disolución o en la superficie del sorbente, además, de 

ayudar a mejorar la forma de las señales analíticas obtenidas, inhibir el crecimiento de las 

bacterias y prevenir interferencias durante la extracción de antibióticos106,93,107. Estudios 

muestran que se recuperan más compuestos y con mejores porcentajes cuando se trabaja con 

agentes quelatantes como el EDTA a concentraciones cercanas al 1 g/L92. Además, la dureza 

del agua puede influenciar en la fotólisis de tetraciclinas42.  

Ajuste de pH 

La recuperación del método puede verse afectada por el pH al que se realizan las extracciones 

debido a que las tetraciclinas son especies anfóteras, por lo tanto, al bajar el pH a la primera 

pka, se obtiene la forma neutra en los compuestos y se da una mayor interacción con la fase 

reversa del sorbente, aumentando la recuperación y estabilidad del compuesto (como en el 

caso de los betalactámicos que pueden sufrir hidrólisis) y se ha evidenciado que algunos 

antibióticos son más insolubles en condiciones básicas o neutras2,91, para esto, diferentes 

estudios han optimizado la extracción de antibióticos en distintas matrices acuáticas y otras 

ambientales utilizando ácido fórmico sobre otros ácidos como el clorhídrico y el fosfórico. Se 

ha observado que el pH óptimo es aproximadamente 4, por lo que las condiciones ácidas no 

deben ser muy fuertes59,97,108. 

Cuantificación de antibióticos 
En las últimas tres décadas se han desarrollado técnicas para la cuantificación de los 

antibióticos en diferentes matrices ambientales y principalmente en aguas superficiales, por 

su importancia como vehículo de transmisión de residuos de antibióticos y bacterias 

resistentes. 

Debido a la complejidad de las muestras de agua, se necesitan métodos analíticos robustos 

para cuantificar analitos en las mismas. El desarrollo y refinamiento de la espectrometría de 

masas a través de los últimos 20 años la ha convertido en una herramienta esencial para el 

estudio de residuos de antibióticos en diferentes matrices, incluidas las aguas superficiales, 
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ante todo por sus características únicas en el análisis multiresiduo de este tipo de compuestos, 

tanto para métodos cuantitativos como cualitativos23,109,12,31,62. La espectrometría de masas 

como técnica de detección cromatográfica proporciona una alta especificidad, es robusta, ha 

demostrado ser una herramienta analítica sensible que conduce a resultados eficientes, con la 

que se obtienen menores límites de detección (LD) y de cuantificación (LQ), en el rango de los 

ng L-1 y los pg L-1 y se generan datos confiables en la identificación de los analitos31 110,111. Por 

lo tanto, la UHPLC-MS/MS se ha convertido en la técnica de elección para el análisis de 

antimicrobianos, que son polares, no volátiles y, en algunos casos, térmicamente lábiles, sin 

necesidad de derivatización110.  

UHPLC- MS/MS 
Esta técnica se divide de forma general en dos partes, una separación mediante UHPLC de los 

analitos en las muestras y una posterior cuantificación de estos analitos mediante el uso de un 

detector de masas. 

La UHPLC, es una técnica cromatográfica empleada para separar componentes en una 

muestra, en la cual los componentes son distribuidos con una alta presión entre dos fases, una 

estacionaria, que puede ser un sólido o un líquido soportado en un sólido o en un gel que es 

empaquetada en una columna, y una fase móvil, que es un líquido. Para lograr la separación, 

se aprovechan una variedad de interacciones físicas y químicas entre ambas fases, para la 

UHPLC de fase reversa, la fase móvil es polar, mientras que la estacionaria es no polar28. Esta 

técnica es la versión mejorada de la HPLC, ya que permite trabajar con diámetros de partículas 

más pequeños, presiones mayores, gradientes más rápidos y columnas más cortas, por lo 

tanto, se obtienen mejores resoluciones en tiempos más cortos de trabajo que en esta última, 

sin embargo, el principio de funcionamiento es el mismo112,113. 

Entonces, un equipo de UHPLC básicamente debe contar con un sistema de bombeo a alta 

presión que impulse el flujo de la fase móvil a través de la columna para, separar los 

componentes de la muestra, un detector que mida alguna característica de dichos 

componentes conforme van saliendo de la columna y un procesador que convierta la señal 

electrónica del detector en un cromatograma28 La Figura 14 muestra el diagrama del equipo 

típico utilizado en UHPLC. 
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Figura 14. Diagrama de equipo utilizado en la técnica de HPLC/UHPLC114. 

En el caso del uso de un detector de masas, y de forma general, en la espectrometría de masas, 

el principio de funcionamiento se basa en que las moléculas de analito se convierten en iones 

al aplicarles energía. Estos iones se separan de acuerdo con su relación señal-carga (m/z) y se 

envían a un transductor que convierte el número de iones (abundancia) en una señal eléctrica. 

Existen diferentes fuentes de ionización y formas de separar iones. Sin embargo, el 

espectrómetro de masas de triple cuadrupolo (QqQ) es el instrumento preferido para el 

análisis de analitos en matrices complejas. Las principales ventajas del espectrómetro de 

masas QqQ son la sensibilidad que, permite cuantificar varios tipos de antibióticos a niveles de 

ng L-1, y la selectividad que permite principalmente el modo de monitoreo de reacción 

seleccionado (SRM)16,109. 

El analizador de masa de cuadrupolo consiste en cuatro alambres cilíndricos, como se ilustra 

en la Figura 15, que generan campos eléctricos, y con el ajuste adecuado de voltajes, se crea 

una trayectoria estable para que los iones que tienen una cierta relación m/z pasen a través 

del analizador hacia el transductor. Este movimiento de los iones a través de estos cuadrupolos 

son la base de las separaciones. Así en el transductor se obtienen las abundancias relativas 
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para crear el cromatograma, estos detectores tienen una resolución típica de 1 uma114,115. 

Cuando estos analizadores se acoplan, se obtiene un resultado similar a la operación de 

limpieza de un extracto, durante el primer paso de separación de iones, en el primer analizador 

de masas (MS1), se realiza una limpieza específica, al distinguir en una mezcla compleja los 

iones propios del analito de las interferencias, y registrar luego sólo las señales características 

del analito objetivo en el segundo analizador de masas (MS2), que permitirá obtener, un 

espectro de masas del ion característico del analito objetivo, filtrado por el primer analizador 

(MS1). Entre los dos analizadores se ubica un dispositivo donde el ion seleccionado puede 

“activarse”, es decir, aumentar su energía interna que lo conducen a su disociación y posterior 

formación de iones-fragmento (iones-producto), que se registran en el analizador MS2. Este 

dispositivo funciona como una “cámara” o celda de colisiones activadas que provocan las 

disociaciones (inducidas) de iones estables. La configuración “clásica” de un sistema de masas 

tándem es el MS1, la cámara de colisiones activadas y el MS2, seguido de un sistema de 

detección y medición de corrientes iónicas, como se muestra en la figura siguiente116. 

 

Figura 15. Diagrama de un analizador de masa cuadrupolo. En A) el diagrama de un 

cuadrupolo y en B) el diagrama general117. 

A partir de las técnicas de HPLC-MS/MS y UHPLC-MS/MS, se han cuantificado antibióticos en 

aguas superficiales alrededor del mundo, el Cuadro VII muestra los resultados obtenidos para 

los antibióticos de interés. 
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Cuadro VII. Concentraciones de antibióticos determinadas a partir de HPLC-MS/MS y UHPLC-

MS/MS alrededor del mundo71, 59, 62, 21, 63, 16,36,118.  

Antibióticos Concentraciones (ng L-1) 

Tetraciclina 0.011-1000 

Doxiciclina 77 

Oxitetraciclina 3-1410 

Cefotaxima 89-363.5 

 

Efecto de Matriz 
En el análisis LC-MS, especialmente en el análisis ambiental, la intensidad de la señal de los 

antibióticos puede suprimirse considerablemente. Los efectos de la matriz ocurren con mucha 

frecuencia en el análisis de Ionización por Electrospray (ESI, por sus siglas en inglés) y es de 

hecho, la principal desventaja de este tipo de fuentes de ionización, porque es altamente 

susceptible a otros componentes presentes en la matriz. Como resultado, la supresión de la 

señal conduce a resultados erróneos. La disminución de la sensibilidad del método puede 

deberse a varios factores. En primer lugar, los antibióticos pueden absorberse a materia 

orgánica en las muestras, lo que hace que el paso de preparación de la muestra no sea eficaz 

desde el punto de vista de la concentración de antibióticos y sean más difíciles de detectar. En 

segundo lugar, los contaminantes en la matriz de la muestra pueden interferir con las señales 

cromatográficas del analito al elevar la línea de base del cromatograma. Finalmente, los 

contaminantes pueden reducir la eficacia de ionización de los analitos absorbiendo parte del 

número limitado de sitios cargados en exceso en las superficies de las gotas de 

electropulverización93. 

Estándar Interno 
Para el análisis ambiental, es conveniente utilizar un estándar interno (IS, por sus siglas en 

inglés) para mejorar la precisión de la cuantificación. Es necesario elegir el compuesto que no 

se encuentra en el medio en estudio, para evitar resultados falsos positivos. Los IS se agregan 

antes del enriquecimiento para evaluar posibles pérdidas durante el procedimiento analítico 

o a los extractos finales antes de la medición para evaluar el rendimiento del equipo93. Sin 
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embargo, muchas veces los estándares necesarios no se encuentran disponibles 

comercialmente o tienen un elevado precio110. 

Comparación con otras técnicas 

En la actualidad, se dispone de un gran número de métodos analíticos multiresiduo para la 

cuantificación de un amplio espectro de antibióticos. Se tienen métodos que van desde la 

cromatografía de capa fina y escaneo por bioluminiscencia, hasta otros métodos de mayor 

sensibilidad y costo como HPLC, con detectores como Ultravioleta (UV), Fluorescencia (FL) y 

arreglo de diodos (DAD, por sus siglas en inglés). Sin embargo, a pesar de estas técnicas pueden 

tener límites de detección aceptables, es consensuada la mejora significativa que poseen 

técnicas más avanzadas como la espectrometría de masas, con mayor sensibilidad y 

selectividad110,111,31. 

Los sistemas de detección en tándem como CL-MS-MS aportan mayor especificidad y 

sensibilidad en comparación a sistemas de simples. El monitoreo de dos transiciones padre-

hijo de los iones precursores es lo suficientemente específico para confirmar la presencia de 

compuestos trazas, alcanzando los requisitos de confirmación que proponen legislaciones 

internacionales como las propuestas por la Comunidad Europea. Además, los detectores de 

UV y FL requieren habitualmente el uso de agentes derivatizantes, porque algunos antibióticos 

carecen de cromóforos intrínsecos o su señal de fluorescencia nativa es demasiado escasa para 

detectarse correctamente, y en algunos casos UV no es lo suficiente sensible para el análisis 

de algunos compuestos16,21.  

Igualmente, cada detector de masas tiene ventajas y desventajas, por ejemplo, el de tiempo 

de vuelo (TOF, por sus siglas en inglés) es más sensible, pero tiene un rango lineal menor que 

el QqQ, mientras que Q-TOF es menos sensible y más propenso a la supresión de señales que 

este último, sin embargo, es de interés para confirmar las identidades del analito por la 

posibilidad de registrar un espectro completo de iones producto de barrido110,111, 108. 

A pesar de que son los más utilizados para la detección y cuantificación de antibióticos, por la 

importancia y necesidad de su estudio, se han desarrollado e implementado otros métodos 

como los que se describen a continuación12,93,119. 
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Cuadro VIII. Métodos alternativos a UHPLC-MS/MS para la determinación de antibióticos en 

matrices ambientales. 

Método Aplicación 

Métodos 

cromatográficos 

micelares 

Variante de CL, con una solución de tensoactivo a una concentración 

mayor a la concentración micelar crítica (CMC). Puede mejorar la 

selectividad, en estructuras similares como TC, pero ha sido muy poco 

utilizado, además de necesitar los mismos detectores que HPLC 

Electroforesis 

capilar (EC) 

Utiliza cantidades más pequeñas de disolventes orgánicos y aumenta 

la eficiencia de separación. Sin embargo, es poco utilizada debido a la 

baja sensibilidad inherente a este método. A pesar de esta limitación, 

se reportó una metodología basada en EC para la determinación 

cualitativa y cuantitativa de TC en agricultura. 

Métodos 

microbianos 

Este tipo de métodos suelen ser rentables, fáciles de aplicar y rápidos. 

No obstante, las muestras positivas requieren análisis cromatográficos 

para su confirmación y cuantificación, y solo son aplicables si hay un 

único antibiótico presente en la muestra, porque no pueden 

discriminar entre antibióticos de la misma clase. 

Métodos 

inmunológicos 

Todos estos métodos utilizan anticuerpos monoclonales exclusivos de 

la TC en un formato de placa de microvaloración, la mayoría de las 

veces se basa en una reacción ELISA de biotinavidina. Aunque la 

mayoría de los anticuerpos no pueden distinguir compuestos 

estructuralmente similares, algunos kits son capaces de detectar tan 

solo 𝜇g L − 1 de los analitos en varias matrices. 

 

Degradación de los antibióticos  

Cada vez hay más datos disponibles que evidencian que los compuestos inalterados son solo 

la “punta del iceberg”, estos generalmente representan una parte de la cantidad total de 

compuestos excretados. En los últimos años, varios artículos han informado de la presencia de 

muchos metabolitos en aguas superficiales y residuales71. 
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La química ácido-base de los antibióticos, es bastante compleja e impacta severamente su 

comportamiento en matrices ambientales. Las diferentes condiciones de pH, la radiación 

luminosa y la unión a cationes divalentes afectan a los grupos ionizables presentes en las 

moléculas en varios grados. E incluso, para las TCs, por ejemplo, los estudios difieren en la 

cantidad de subproductos asociados57,120,3,57,121,21,118,120. Y estos pueden formarse en una 

fracción 0.4 y 0.6 con respecto a las TCs originales118. 

Por otro lado, los BL tienen anillos químicamente inestables que se someten fácilmente a 

hidrólisis, lo que se atribuye a su pocas y baja presencia en aguas superficiales56,2. Además, 

mecanismos como la complejación de metales probablemente jueguen un papel importante 

en la sorción de CT en sólidos31. 

Lo anterior complica aún más la adecuada cuantificación de antibióticos  y a pesar de que el 

Centro de Medicina Veterinaria de la Administración de Alimentos y Medicamentos de Estados 

Unidos (CVM, por sus siglas en inglés, U.S. Food and Drug Administration’s Center for 

Veterinary Medicine) y la UE establecen que la cuantificación de las TCs debe hacerse en 

términos del compuesto principal y algunos metabolitos, es notorio que muchos estudios 

realizan la cuantificación basándose únicamente en el compuesto principal, debido 

probablemente a la baja estabilidad y falta de productos de referencia de los epímeros64,106,111. 

Validación 

Obtener datos estadísticos confiables es esencial para la interpretación correcta de resultados 

de estudios científicos de trabajos de rutina, en caso contrario, datos no confiables pueden 

llevar a conclusiones equivocadas. En ese sentido, los métodos analíticos exigen un cuidado 

desarrollo seguido de una validación completa del método. 

Una validación es básicamente el proceso de definir un requisito analítico y confirmar que el 

método en consideración tiene capacidades consistentes con lo que requiere la aplicación. 

Inherente a esto es la necesidad de evaluar la idoneidad y las características de desempeño 

del método122,123. 

Existen diferentes guías de validación, sin embargo, la Guía de validación de métodos 

bioanalíticos para la industria de la FDA proporciona una orientación específica para la 
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validación de metodologías para la determinación de drogas y sus metabolitos a partir de 

análisis cromatográficos123. 

Por lo tanto, debido al aumento de la RAM que puede producir la presencia de antibióticos en 

el ambiente y todos los problemas que esto conlleva, es necesario contar con ténicas analíticas 

que permitan la cuantificación y el monitoreo de estos contaminantes de una manera 

confiable, principalmente en ecosistemas acuáticos, los cuales reciben descargas industriales, 

domésticas, escorrentías agrícolas y juegan un papel muy importante en la diseminación de la 

RAM y de esta manera ayudar a generar información que permita combartir la misma. Por lo 

cuál se plantean los siguientes objetivos. 

Objetivos 

Objetivo general:  

Evaluar una metodología analítica para la determinación de antibióticos de la clasificación de 

tetraciclinas y betalactámicos de espectro extendido por UHPLC-MS/MS para muestras de 

aguas superficiales de río.  

Objetivos secundarios:  

• Optimizar las condiciones cromatográficas de separación y detección que permitan una 

cuantificación adecuada de tetraciclinas y betalactámicos de espectro extendido por UHPLC-

MS/MS.  

• Evaluar los diferentes parámetros de desempeño analítico para la validación del 

método de análisis de tetraciclinas y betalactámicos de espectro extendido por UHPLC-MS/MS.  

• Cuantificar el contenido de tetraciclinas y betalactámicos de espectro extendido en 6 

muestras de aguas superficiales de la microcuenca del río Durazno utilizando el método 

validado. 

• Evaluar la calidad del agua superficial de la microcuenca del río Durazno mediante 

parámetros fisicoquímicos y microbiológicos. 
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Capítulo III 

Metodología 

Materiales y métodos 
El desarrollo de la parte experimental de este proyecto referente al análisis de antibióticos fue 

realizado en el Laboratorio de Biotecnología del Centro para Investigaciones en Granos y 

Semillas (CIGRAS), ubicado en la Facultad de Ciencias Agroalimentarias de la Universidad de 

Costa Rica. 

La determinación de los parámetros fisicoquímicos y de nutrientes de las aguas superficiales 

de la microcuenca del río Durazno se realizó en el Centro de Investigación en Ciencias del Mar 

y Limnología (CIMAR), mientras que la preparación de la muestra para la determinación de 

metales, el fósforo y azufre se realizó en el Centro de Investigación en Electroquímica y Energía 

Química (CELEQ) y la medición se llevó a cabo en el Centro de Investigaciones Agronómicas 

(CIA). Por otra parte, los análisis microbiológicos se realizaron en el Instituto de Investigaciones 

en Salud (INISA). En este trabajo se integran los datos suministrados y se hace el análisis y 

visualización de los resultados.  

Instrumentos  

➢ Agitador vortex, Scientific Industries, vortex- Gene 2 (Nueva York, USA). Placa: 22610. 

➢ Balanza analítica, Mettler Toledo XSE105 (Ohio, USA). Placa:388835. 

➢ Baño ultrasónico Cole-parmer (Illinois, USA). Placa 409549. 

➢ Bomba de vacío (Costa Rica). Placa 329136. 

➢ Centrífuga con evaporación al vacío, Eppendorf Vacufuge Plus (Hamburgo, Alemania). 

Placa 385741. 

➢ Columna analítica de cromatografía, Waters Acquity (UPLC CSHTM C18 1.7µm 2.1x100 

mm) (Massachussetts, USA). 

➢ Computadora, Dell ProSupport  (866)-516-3115. Placa 377034. 

➢ Detector de masas de triple cuadrupolo, Thermo Scientific (TSQ Endura, serie TQH-E1-

0288 ) (Massachusetts, USA). Placa: 377032. 

➢ Generador de nitrógeno, Peak Scientific (NM32LA) (Inchinnan, Reino Unido). 
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➢ Manifold (Ver Imagen 1) 

➢ Micropipetas automáticas Thermo Scientific (Massachusetts, USA): 

• 0.5-5 FINNPIPETTE F2. Placa: 329414. 

• 2-20 FINNPIPETTE F2. Placa: 3239415. 

• 10-100 FINNPIPETTE F2. Placa: 329412. 

• 100-1000 FINNPIPETTE F2. 

➢ Sistema de purificación para agua ultrapura, Synergy UV, Merck Millipore 

(Massachusetts, USA). Placa: 402164, con filtro BIOPAK polisher, catalogo CDUFBI001. 

➢ UHPLC, Thermo-Scientific Dionex UltiMate 3000 (Massachusetts, USA). Placa 377032. 

Materiales, reactivos y disolventes 

➢ Frascos de vidrio (viales) de 2 mL para inyección en UHPLC. 

➢ Tubos plástico tipo Eppendorf de 1.5, 5 y 15 mL  

➢ Mangueras de politetrafluoroetileno (Sistema Manifold) 

➢ Cristalería común de laboratorio (Balones aforados, pipetas, probetas, goteros, 

beakers, embudos, vidrios reloj y otros) 

➢ Cartuchos de SPE de estireno divinilbenceno Oasis HLB 200 mg con capacidad para 6 

cm3, Waters (Massachussetts, USA). 

➢ Estándares de referencia sólidos y reactivos. Todos se obtuvieron de Sigma-Aldrich 

(Missouri, USA) a excepción del EDTA y el ácido fórmico: 

• Acetonitrilo grado LC-MS. 

• Ácido fórmico 98-100% EMSURE, Merck Millipore (Massachusetts, USA) 

• Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), Merck (Massachusetts, USA). 

• Agua Ultrapura (Sistema de purificación para agua ultrapura, Synergy UV) 

• Clorhidrato de metaciclina (como estándar interno). 

• Clorhidrato de oxitetraciclina. 

• Clorhidrato de tetraciclina. 

• Diclorometano para LC. 

• Hemihidrato de hemietanolato de clorhidrato de doxiciclina. ≥98. 

• Metanol grado LC-MS. 
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• Sal sódica de cefotaxima. 

Preparación de disoluciones analíticas  
Las disoluciones madres de los patrones individuales de los antibióticos fueron preparadas a 

una concentración de 2 000 mg L-1 a partir de los patrones sólidos correspondientes, 

considerando la pureza de cada uno. Luego, se preparan disoluciones intermedias de 4 000 µg 

L-1 y finalmente, se preparó una curva de calibración con todos los antibióticos a ocho niveles 

de concentración en los rangos indicados en el Cuadro IX. Para todas las diluciones se utilizó 

metanol como disolvente y se almacenaron a -20 °C. 

Cuadro IX. Rangos de trabajo de las curvas de calibración de los antibióticos en estudio. 

Antibiótico Límite inferior de 

concentración (µg L-1) 

Límite superior de 

concentración (µg L-1) 

Cefotaxima 0.78 78.38 

Tetraciclina 9.17 91.86 

Doxiciclina 0.10 99.86 

Oxitetraciclina 23.05 76.84 

 

Librería de iones 
Inicialmente se realiza una librería de iones, inyectando los patrones individuales a una 

concentración de 4 000 µg L-1, directamente al espectrómetro de masas. Las masas iónicas de 

los antibióticos, así como sus fragmentos de partición se comparan contra las masas de los 

fragmentos reportados en la literatura para estos mismos antibióticos, y de esta manera se 

establecen las condiciones óptimas de trabajo del detector de masas utilizando la técnica de 

escaneo SRM. 

Optimización de las condiciones cromatográficas 

La optimización fue realizada utilizando una columna Acquity (UPLC CSHTM C18 1.7 µm 2.1x100 

mm), como fase móvil A agua y como fase móvil B acetonitrilo, ambas con una disolución de 

ácido fórmico a 1 mL L-1.  Como se indica en el Cuadro X, se realizaron 5 pruebas utilizando 

diferentes gradientes y tiempos de medición con el fin de obtener una separación e intensidad 

de señal adecuada de cada antibiótico.  
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Cuadro X. Optimización del gradiente de la corrida cromatográfica para la cuantificación de 

antibióticos en aguas superficiales de río. 

Prueba 
Tiempo de 

Medición (min) 
Gradiente (min.Seg.-%A:%B) 

Método 1124 27.10 

0.00-70:30 

3.00-70:30 

18.00-0:100 

22.00-0:100 

22.10-70:30 

27.10-70:30 

2 12.00 

0.00-92:8 

3.00-92:8 

8.00-20:80 

10.00-0:100 

10.10-90:10 

11.00-92:8 

12.00-92:8 

3 16.00 

0.00-92:8 

1.00-92:8 

10.00-20:80 

13.00-92:8 

16.00-92:8 

4 49(cambio en el flujo de 

0.3 a 0.4 mL min-1) 
16.00 

0.00-99:1 

0.50-99:1 

2.50-83:17 

7.00-55;45 

8.00-1:99 

11.00-1:99 

14.00-99:1 

16.00-99:1 
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Continuación del Cuadro X. Optimización del gradiente de la corrida cromatográfica para la 

cuantificación de antibióticos en aguas superficiales de río. 

Prueba Tiempo de Medición (min) 
Gradiente (min.Seg.-

%A:%B) 

5 (0.4 mL min-1) 10.00 

0.00-99:1 

0.25-99:1 

1.25-83:17 

3.50-55:45 

4.00-1:99 

5.50-1:99 

8.00-99:1 

10.00-99:1 

 

Validación 

El método se valida en términos de linealidad, LD, LC, precisión y veracidad, recuperación y 

efecto de matriz. En el  

Cuadro XI se resumen los principales parámetros de desempeño de validación de este tipo de 

análisis. 

Cuadro XI. Parámetros de desempeño evaluados para la validación del método analítico para 

la determinación simultánea de tetraciclinas y betalactámicos de espectro extendido en aguas 

superficiales de río por UHPLC-MS/MS. 

 
Parámetro Definición Evaluación Criterio de Aceptación 

Linealidad 

Correlación 

entre la 

concentración 

del analito y la 

señal analítica 

Se estima a partir de 6 niveles 

de concentración de estándares 

de referencia y 3 repeticiones 

por nivel en un rango de trabajo 

de 0.1-100 µg L-1. 

(Ecuación de la recta) 

Cada nivel debe estar en un ± 

15% de los valores teóricos en 

cada corrida a excepción de 

cuando sea en el 

LIDC*, en este caso deberá 

estar en un ± 20%. 
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Continuación del Cuadro XI. Parámetros de desempeño evaluados para la validación del 

método analítico para la determinación simultánea de tetraciclinas y betalactámicos de 

espectro extendido en aguas superficiales de río por UHPLC-MS/MS. 

Límite de 

detección 

Menor cantidad 

de un analito que 

puede ser 

detectada 

Se establece a partir de 

medidas independientes de 

blancos con un radio de señal-

ruido de 3 (S/R=3) 

-- 

Límite de 

cuantificación 

Menor cantidad 

de un analito que 

se puede 

determinar 

cuantitativamente 

con precisión y 

veracidad 

aceptables. 

Se establece a partir de 

medidas independientes de 

blancos con un radio de señal-

ruido de 10 (S/R=10) 

 

-- 

Precisión 

Concordancia 

entre una serie de 

mediciones con 

mismas 

condiciones de 

método 

Se establecen con al menos 3 

corridas independientes con 4 

niveles de concentración por 

corrida en todo el rango de 

trabajo y 3 réplicas por nivel 

El coeficiente de variación 

(CV) debe ser ± 15% en cada 

corrida a excepción de 

cuando sea en el LIDC*, en 

este debe ser ± 20% 

Veracidad 

Grado de 

proximidad del 

valor 

determinado al 

valor nominal en 

condiciones 

prescritas. 

Igual que precisión 

El CV debe ser ± 15% en 

cada corrida a excepción de 

cuando sea en el LIDC*, en 

este debe ser ± 20% 
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Continuación del Cuadro XI. Parámetros de desempeño evaluados para la validación del 

método analítico para la determinación simultánea de tetraciclinas y betalactámicos de 

espectro extendido en aguas superficiales de río por UHPLC-MS/MS. 

Parámetro Definición Evaluación 
Criterio de 

Aceptación 

Recuperación 

Eficiencia de extracción 

de un proceso analítico, 

expresada como 

porcentaje de la 

cantidad conocida de un 

analito que se 

transporta a través de 

las etapas de extracción 

y procesamiento de la 

muestra del método. 

Se usan muestras 

enriquecidas a niveles 

bajo (10 µg L-1), medio (50 

µg L-1)  y alto (100 µg L-1), 

que se comparan contra 

blancos enriquecidos con 

el analito luego de la 

extracción. 

Las recuperaciones 

deben ser altas, 

consistentes y 

reproducibles (± 15%) 

Efecto matriz 

Alteración o 

interferencia directa o 

indirecta en respuesta 

debido a la presencia de 

analitos no deseados 

(para análisis) u otras 

sustancias interferentes 

en la muestra. 

Se determinan mediante 

la supresión o mejora de 

ionización. Para esto se 

realizan dos curvas de 

calibración, una utilizando 

el método de estándar 

interno y la otra mediante 

curva de 

calibración convencional 

 

EM (%)=[((Pendiente 

Curva EI)(Pendiente 

curva convencional))-

1]x100 

- EM = 0% indica 

ausencia de efectos de 

matiz 

- EM > 0% indica mejora 

de ionización 

- EM < 0% indica 

supresión de ionización 

 *Límite inferior de cuantificación = estándar de calibración diferente de cero más bajo de la 

curva de calibración. 

Muestreo 

La recolección de la muestra se realizó considerando lo descrito por Spongberg et al.66 Se 

tomaron 3 L de agua superficial de la microcuenca del Río Durazno por punto de muestreo en 

botellas de polietileno de alta densidad (HDPE, por sus siglas en inglés). Antes del muestreo, 
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las botellas se lavaron con ácido clorhídrico diluido (100 mL L-1 ) y metanol. En cada sitio de 

muestreo, las botellas utilizadas se enjuagaron y agitaron tres veces con un volumen completo 

de agua superficial, tomada en la superficie del cuerpo de agua, para evitar resuspender 

sedimentos de este. Todas las muestras se almacenaron en hielo hasta su procesamiento en 

el CIGRAS (menos de 6 h). El excedente de muestra no procesada se almacena a 4 °C. 

Se realizaron 2 muestreos puntuales los días 18/03/2021 y el 06/04/2021 en 3 sitios de la 

microcuenca del río Durazno, un total de 6 muestras, de las cuales se analizaron 3 réplicas, 

para un total de 18 análisis. Se buscaron zonas adecuadas, ubicadas a distintas alturas y para 

esto se utilizó como información base los mapas geomorfológicos y de uso del suelo del río 

Durazno suministrados por el Instituto de Investigaciones en Salud (INISA) para caracterizar 

espacialmente esta zona e identificar los sitios de toma de muestra representativos. (Figura 9, 

Figura 10 y Figura 11). 

Preparación de la muestra 

Se sigue la metodología desarrollada y publicada por el Centro de Investigación en 

Contaminación Ambiental (CICA)124. 

Se realizó una SPE utilizando cartuchos de estireno divinilbenceno (Oasis HLB) con capacidad 

para 6 mL. Los cartuchos fueron acondicionados con 6 mL de metanol seguido por 6 mL de una 

disolución de ácido fórmico de 1 mL/L con EDTA (1 g/L).  

Se tomaron 200 mL de cada muestra de agua superficial para cada réplica. Se filtraron a través 

de filtros de membrana de poliamida de 0,45 μm. El filtrado se pasó a través de los cartuchos 

SPE con ayuda de vacío y posteriormente, se drenó al vacío por 20 minutos. Las muestras 

fueron eluidas de los cartuchos con 6 mL de una disolución de ACN:metanol (1:1) y 6 ml de 

metanol: diclorometano (1: 1) con ayuda de vacío y se drenaron al vacío durante 5 minutos 

para asegurar una completa elución.  

Los eluidos se concentraron hasta sequedad mediante el uso de una centrífuga con 

evaporación al vacío y se redisolvieron a 250 μL con metanol para finalmente filtrarse a través 

de un microfiltro de PTFE con membrana de 0,20 μm en un vial ámbar de cromatografía. Los 

extractos de SPE se almacenaron a -20 ° C hasta el análisis instrumental por UHPLC-MS/MS. La 

velocidad de filtrado utilizada es de 6 mL min-1. 
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Calidad del agua superficial de la microcuenca del Río Durazno 

Los parámetros asociados a calidad del agua superficial fueron analizados en diferentes 

centros de investigación de la Universidad de Costa Rica, sin embargo, en este trabajo se realiza 

el análisis y visualización de los datos.  

Parámetros fisicoquímicos 

Considerando los posibles efectos ambientales debidos a la contaminación antropogénica de 

los ríos, se realiza un estudio de la calidad del agua de la microcuenca del río Durazno. Esta se 

evaluó mediante algunos parámetros fisicoquímicos y los resultados se comparan con los 

estándares de calidad indicados en el Cuadro III. Además, en el Cuadro XII se resumen las 

metodologías de trabajo.  

Cuadro XII. Metodologías utilizadas para el análisis de parámetros fisicoquímicos de las aguas 

superficiales de la microcuenca del río Durazno. 

Parámetro Metodología 

Determinación de material en 

suspensión 

 Diferencia de Masa. (Filtrar y llevar residuos a 

masa constante en estufa a 103-105°C) 81 

Determinación de clorofila-a (Chla-a) Mediciones Espectrofotométricas87 

Dureza Total 

Titulación complejométrica con EDTA como 

valorante y eriocromo negro T como 

indicador81 

DBO Mediante sensores Oxitop125 

Temperatura, conductividad y oxígeno 

disuelto 

Medición hecha con una sonda 

multiparamétrica marca YSI modelo 85 A 

Alcalinidad Titulación ácido-base81 

DQO Medición espectrofotométrica126 

pH Medición realizada con pH metro 
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Nutrientes 

La eutrofización se ha convertido en uno de los principales indicadores de la calidad del 

agua ya que resulta en una serie de problemas ambientales y ecológicos. Los nutrientes 

escogidos son representantes de estresores antropogénicos responsables del deterioro de los 

ecosistemas de agua dulce. La cuantificación de nitrito, amoniaco, nitrato, fósforo y silicato 

corresponden a determinaciones espectrofotométricas82,127.  

Índice holandés 

La clasificación de la calidad fisicoquímica del agua superficial de la microcuenca del río 

Durazno se realizó a partir del índice holandés, establecido en el Reglamento para la Evaluación 

y Clasificación de la Calidad de los Cuerpos de Agua Superficiales (RECCCAS)84. Este índice 

otorga un valor escalado a cada uno de los parámetros (Cuadro XIII) y clasifica la calidad del 

agua a partir de la suma de los valores individuales (Cuadro XIV).  

Cuadro XIII. Puntajes según sistema holandés de valoración de la calidad fisicoquímica del 

agua para cuerpos receptores. 

Puntos PSO (%) DBO (mg L-1) N-NH4
+ (mg L-1)* 

1 91-100 ≤3 < 0.5 

2 71-90 
111-120 

3.1-6.0 0.5-1.0 

3 51-70 
121-130 

6.1-9.0 1.1-2.0 

4 31-50 9.1-15 2.1-5.0 

5 ≤30 y > 130 >15 >5 

*Nitrógeno amoniacal 
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Cuadro XIV. Clases de calidad del agua según sistema holandés, basado en valores de PSO, 

DBO y nitrógeno amoniacal 

Clase 
Sumatoria de 

puntos 

Abastecimiento de agua para uso y consumo 

humano 

1 3 Con tratamiento simple con desinfección 

2 4-6 Con tratamiento convencional 

3 7-9 Con tratamiento avanzado 

4 10-12 No utilizable 

5 13-15 No utilizable 

 

Análisis elemental 

Se realiza la cuantificación de 8 metales, del fósforo y azufre presentes en las aguas 

superficiales de la microcuenca del río Durazno. Para esto, los sobrenadantes de las muestras 

colectadas se filtraron en filtros de jeringa (Minisart RC15 Regenerated Cellulose, Sartorius; 

0.45μm). El contenido de metales se analizó para todas las muestras siguiendo lo descrito en 

los Métodos estándar para el análisis de agua y agua residual (Standard Methods for the 

Examination of Water and Wastewater) descritos por APHA (método 2320B, Waltham, MA, 

EE. UU.)81. Se analizaron con un espectrómetro de emisión óptica de plasma acoplado 

inductivamente (ICP-OES, PerkinElmer, modelo Optima 8300, MA, EE. UU.). El equipo se hizo 

funcionar en una configuración axial; el Cuadro XV resume los metales analizados y sus 

longitudes de onda de trabajo. Se hizo una cuantificación a partir de curvas de calibración de 

tres puntos en el ámbito de trabajo esperado para cada metal y se realizaron mediciones de 

control de calidad para la solución en blanco y la solución de control cada 15 mediciones.   
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Cuadro XV. Determinación de la concentración de metales en las aguas superficiales de la 

microcuenca del río Durazno. 

Metal Longitud de onda de trabajo (nm) 

Calcio 317.933 

Cobre 327.393 

Hierro 238.204 

Magnesio 285.213 

Manganeso 257.610 

Potasio 766.490 

Sodio 589.592 

Fósforo 214.914 

Azufre 181.975 

Zinc 213.857 

Parámetros microbiológicos 

Se realizó la cuantificación de los Coliformes Fecales (CF), E.coli y Enterococcus faecalis 

(E.faecalis). Los microorganismos fueron enumerados usando la técnica del número más 

probable (9221E, 9221F y 9230B, American Public Health Association)128.  Se inocularon 200 

mL de la muestra en menos de 30 h después de la colección en caldo lauril triptosa (Oxoid) 

para CF y E.coli y en caldo azida dextrosa (Oxoid) para E.faecalis. Las muestras se incubaron a 

35.0°C por 48 h, luego, todos los tubos que dieron positivos fueron inoculados en caldo EC-

MUG (Oxoid) para CF y E.coli y en agar bilis esculina azida para E. faecalis. Luego de 24 h de 

incubación a 44.5°C (FC y E.coli), los tubos con reacción positiva fueron contabilizados. Se 

utilizó Escherichia coli ATCC 25922 como control positivo y Pseudomonas aeruginosa ATCC 

14502 como control negativo. En el caso de E. faecalis, después de un período de incubación 

de 48 h, se inocularon colonias de color negro pardusco con halos marrones en dos tubos de 

caldo de infusión de cerebro y corazón (BHI), uno con NaCl al 6,5 % a 35,0 °C y el otro sin NaCl 

a 45 °C. Después de un período de incubación de 48 h, los tubos con una reacción positiva 
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fueron contabilizados. Se utilizó Enterococcus ATCC 35667 como control positivo y Escherichia 

coli ATCC 25922 como control negativo. 

Condiciones climáticas  
Finalmente, para la descripción del comportamiento climático durante el estudio se 

obtuvieron datos de precipitación y temperatura horaria de la zona de estudio, suministradas 

por el Instituto Meteorológico Nacional (IMN) utilizando para esto la estación meteorológica 

#84207, Patio de Agua en Coronado, Latitud N 09°58´37”, Longitud O 83°58´12” con altitud de 

1690 m.s.n.m. 
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Capítulo IV 

Resultados y discusión 

Resultados experimentales 
A partir de los resultados obtenidos se discute la idoneidad del método analítico para la 

cuantificación de los antibióticos en estudio en aguas superficiales de río, además, se expone 

la calidad del agua de la microcuenca del río Durazno. 

Librería de iones 

Los iones encontrados coinciden con los reportados en la literatura28,59,66. Estos se resumen en 

el Cuadro XVI donde se indican las fragmentaciones de la molécula original correspondientes 

a los principales iones. A partir de estos se establecen las condiciones óptimas de trabajo del 

equipo utilizando el modo de escaneo SRM, la transición de mayor intensidad se utiliza para la 

cuantificación y las otras para identificación de cada uno de los analitos. Además, la 

caracterización estructural asociada a cada fragmento se muestra en el Cuadro XVII. 

Cuadro XVI. Resumen de las condiciones óptimas de trabajo del detector MS/MS para la 

fragmentación de los antibióticos de interés. (* Ion de mayor intensidad) 

Antibiótico 
Modo de 

adquisición 

Ion 

Precursor 

RF Lens 

(V) 

Ion 

producto 

(m/Z) 

Energía de 

Colisión (V) 
Intensidad 

Tetraciclina (+) 445.03 144.067 

410* 17.534 730582.746 

427 10.253 324579.099 

154 25.320 159685.812 

Doxiciclina (+) 445.03 152.562 

428* 15.764 915926.446 

321 30.781 114467.472 

267 44.028 60055.452 

Oxitetraciclina (+) 461.00 128.292 

426* 16.421 417706.271 

443 10.253 194017.455 

337 27.697 92585.231 

201 35.534 92585.231 
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Continuación del Cuadro XVI. Resumen de las condiciones óptimas de trabajo del detector 

MS/MS para la fragmentación de los antibióticos de interés. (* Ion de mayor intensidad) 

Antibiótico 
Modo de 

adquisición 

Ion 

Precursor 

RF Lens 

(V) 

Ion 

producto 

(m/Z) 

Energía de 

Colisión 

(V) 

Intensidad 

Cefotaxima (+) 455.94 126.169 

396* 10.303 195532.128 

167 10.253 105921.248 

125 17.888 35502.026 

324 44.079 36477.707 

 

Cuadro XVII. Caracterización estructural de las fragmentaciones más importantes obtenidas 

en el análisis de los antibióticos de interés.129,130. (* Ion de mayor intensidad). 

Antibiótico 
Molécula 

Original 

Masa Molar 

(g/mol) 

Ion producto 

(m/Z) 
Fragmentación 

Tetraciclina C22H24N2O8 444.44 
410* [M+H-NH3-H2O] 

427 [M+H- H2O] 

Doxiciclina C22H24N2O8 444.44 428* [M+H-NH3] 

Oxitetraciclina C22H24N2O9 460.44 

426* [M+H-NH3-H2O] 

443 

 
[M+H-H2O] 

Cefotaxima C16H17N5O7S2 455.47 

396* [M+H-CH3OOH] 

324 
[M+H-CH3OOH-

CO2-CO] 

 

Condiciones cromatográficas  

A partir de las pruebas mencionadas en el Cuadro X, se establece un método cromatográfico 

que separa adecuadamente todos los antibióticos, en un tiempo corto de 10 minutos, el cual 

es 17 minutos menor al de referencia, en donde se presentan buenas formas de las señales y, 

por lo tanto, funcional para llevar a cabo la cuantificación de los antibióticos.  En la Figura 16 
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es posible observar a partir del cromatograma de iones extraídos (XIC), el cromatograma 

obtenido con los respectivos TR de cada compuesto.   

Es importante señalar que, aunque la CT y la DC tienen tiempos de retención similares en este 

método, son compuestos estructuralmente muy diferentes y, en consecuencia, la 

fragmentación correspondiente también lo es, entonces, gracias a la capacidad del detector 

de MS/MS de discernir entre los fragmentos, el análisis no se ve afectado y es posible una 

adecuada cuantificación de ambos compuestos. 

Tiempo (min) 

Figura 16. Cromatograma de disoluciones patrón de tetraciclina, doxiciclina, cefotaxima y 

oxitetraciclina (≈400 µg L-1) eluidas en un tiempo de análisis total de 10 minutos. Los números 

sobre cada señal cromatográfica corresponden al tiempo de retención de cada analito. 

Además, el Cuadro XVIII resume las condiciones cromatográficas y de detección óptimas del 

método. 

Cuadro XVIII. Condiciones cromatográficas y de cuantificación óptimas para la cuantificación 

de los antibióticos en estudio. 

Parámetro Condiciones cromatográficas 

Columna 
Waters Acquity (UPLC CSHTM C18 1.7µm 

2.1x100) 

Temperatura de columna 37 °C 

Temperatura post-columna 37 °C 

Fase móvil 

(A) Agua con ácido fórmico 1 mL L-1 

(B) Acetonitrilo con ácido fórmico al 1 

mL L-1 
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Continuación Cuadro XVIII Condiciones cromatográficas y de cuantificación óptimas para la 

cuantificación de los antibióticos en estudio. 

Parámetro Condiciones cromatográficas 

Gradiente (min. -% A: %B) 

0-99:1 

0.25-99:1 

1.25-83:17 

3.50-55:45 

4-1:99 

5.50-1:99 

8-99:1 

10-99:1 

Flujo 0.4 mL min -1 

Volumen de inyección 5 µL 

Temperatura del automuestreador 4 °C 

Gas de desolvatación Nitrógeno 

Fuente de ionización ESI 

Voltaje del aerosol 3500 V 

Temperatura de la fuente 300 °C 

Temperatura de evaporización 350 °C 

Gas de colisión Argón 

Modo de escaneo SRM 

 

Extracción fase sólida (SPE) 

Para llevar a cabo la extracción fue necesario utilizar un equipo conocido como manifold y 

una bomba de vacío. El sistema final se muestra en la siguiente imagen. 
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Imagen 1. Sistema utilizado para la SPE de los antibióticos en estudio. 

Con el propósito de utilizar eficientemente los cartuchos de extracción, se realizaron pruebas 

puntuales para optimizar las recuperaciones de extracción, el uso de los disolventes, tiempos 

de extracción y volúmenes de redisolución para las concentraciones de antibióticos presentes 

en las aguas superficiales de la microcuenca del río Durazno. La Figura 17 representa 

esquemáticamente 
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el método de SPE empleado en este trabajo, el cual toma como base lo establecido en un 

estudio previo124. 

Figura 17. Método de SPE optimizado para la extracción de los analitos en estudio. 

Validación 

Linealidad 

La linealidad fue evaluada a partir de la preparación de una curva de calibración utilizando 

como disolvente metanol, es decir, el mismo disolvente usado para redisolución de los 

antibióticos en la muestra. La Figura 18 muestra ejemplos de curvas de calibración obtenidas 

para cada antibiótico. Además, el Cuadro XIX muestra los coeficientes de determinación, 

rangos lineales de trabajo establecidos a través de diferentes pruebas y considerando la 

concentración de los antibióticos presentes en las aguas superficiales de la microcuenca del 

río Durazno y el porcentaje de error máximo respecto a los valores teóricos de patrones de la 

curva de calibración. 

 

Filtración de muestra

•Filtrar la muestra a través 
de filtros de poliamida de 
0.45 µm

Acondicionamiento

•6 mL de metanol + 6 mL de 
una disolución de 1mL/L 
v/v de ácido fórmico y 1 g/L  
de EDTA 

Muestra

•200 mL de la muestra + 20 
min de filtración al vacío

Elución

•6 mL de una disolución de 
ACN: MeOH (1:1) + 6 mL de 
MeOH:CH2Cl2  (1:1) + 5 min 
drenado al vacío

Concentración

•Llevar a sequedad y 
redisolver en 250 µL de 
MeOH

Análisis

•Filtrar a través de filtros de 
membrana de 0.20 µm a un 
vial para su análisis por 
UHPLC-MS/MS

*Flujo de drenado al vacío ≈ 6 mL min-1 
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Figura 18. Curvas de calibración de los antibióticos en estudio. (ASA: Área de la Señal 

Analítica) 

Cuadro XIX. Parámetros evaluados de la curva de calibración para la cuantificación de los 

antibióticos en estudio. 

Antibiótico 
Rango Lineal 

(µg L-1) 
R2 

% de error máximo de 

los patrones * 

Cefotaxima 0.78-78.38 0.9965 -65 

Doxiciclina 1.00-99.86 0.9971 -20 

Tetraciclina 9.17-91.68 0.9700 -20 

Oxitetraciclina 23.05-76.84 0.9728 -19 

*Los máximos errores se encuentran en el patrón menos concentrado para todos los 

antibióticos 

Así, para todos los antibióticos en estudio, los porcentajes de error están dentro de lo esperado 

(± 15% de los valores teóricos en cada corrida a excepción de cuando sea en el límite inferior 

de cuantificación, en este caso deberá estar en un ± 20%), excepto para cefotaxima que 

presenta un porcentaje muy alto, sin embargo, este corresponde al patrón más diluido de 

ASA = 188.5516(L/ µg)Cn - 165.2575
R² = 0.9700

ASA = 353.51(L/ µg)Cn  + 420.06
R² = 0.9971

ASA = 139.57 (L/ µg)Cn- 907.7
R² = 0.9728

ASA = 487.4(L/ µg)Cn + 760.18
R² = 0.9965
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todos, por lo tanto, las desviaciones en ese punto se hacen más importantes, como lo indica la 

ecuación de Horwitz que formaliza que la dispersión de los resultados en este tipo de trabajos 

está en función del nivel de concentración del analito independientemente del método y la 

naturaleza de la muestra131. A pesar de esto, la curva tiene un coeficiente de determinación 

superior a 0.99 lo cual se considera adecuado en la cuantificación31,63,92,109,132 

Límite de detección y cuantificación 

Estos límites fueron calculados a partir de una relación señal-ruido de 3 y 10 para el límite de 

detección y cuantificación, respectivamente, según  las ecuaciones [1] y [2]. 

𝐿𝐷 =  
3∗

𝑆

√𝑛

𝑚
                                                                   [1] 

                            𝐿𝐶 =
10∗

𝑆

√𝑛

𝑚
                                                                  [2] 

Donde: 

S es la desviación estándar asociada a la señal analítica respectiva al tiempo de retención y 

fragmentos mayoritarios (m/z) de un conjunto de blancos estudiados en diferentes días (n) y 

m es la pendiente asociada a la curva de calibración del antibiótico respectivo. 

El Cuadro XX resume estos resultados obtenidos, los cuales, demuestran que los rangos 

lineales son adecuados para la cuantificación. 

Cuadro XX. Límites de detección (LD) y cuantificación (LC) del método analítco para los 

antibióticos en estudio. 

Antibiótico LD (µg L-) LC (µg L-) 

Cefotaxima 0.015 0.049 

Doxiciclina 0.025 0.082 

Tetraciclina 0.044 0.15 

Oxitetraciclina 0.057 0.19 

 

Además, a partir del estudio de los blancos se corrobora que no hay un arrastre de los analitos 

entre corridas. Esto se refleja en la comparación de áreas mostradas en la Figura 19, en donde 

se muestra la señal del blanco luego de analizar los patrones de la curva de calibración y la 

correspondiente al patrón más diluido de cefotaxima (0.78 µg L-) y se observa una diferencia 
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de más de 5 veces el área del patrón respecto al blanco. (Los blancos se analizaron después de 

cada 3 mediciones consecutivas) 

 

 

 

Figura 19. Comparación de las áreas de las señales analíticas de un blanco, en color verde, 

(posterior a las corridas de la curva de calibración) y la disolución patrón a 0.78 µg L-1 de 

cefotaxima, en color azul. 

Precisión y veracidad 

Se establecieron 3 mediciones independientes con 8 niveles de concentración para evaluar la 

precisión del equipo entre días y en un mismo día, es importante mencionar que el método 

siempre se midió por triplicado y se obtiene un promedio de las señales analíticas de los 

cromatogramas, por lo tanto, la precisión entre las corridas en un mismo día fue evaluada en 

cada análisis. Sin embargo, por el tiempo en el que se desarrolló el proyecto, que fue paralelo 

a la pandemia ocasionada por el SARS-CoV-2, y al ser este un laboratorio de venta de servicios 

e investigación, no fue posible reproducir el método en tres días continuos, como sería lo ideal, 

para intentar mantener las condiciones lo más estable posible, pero, si se obtuvo esta 

secuencia con un espacio de tiempo de cinco días. 

La Figura 20 resume los porcentajes de variación (coeficientes de variación) más altos 

encontrados para las diferentes medidas entre días y en un mismo día (entre corridas), que 

corresponden, como es de esperarse, a los patrones más diluidos de las curvas. En esta se 

Tiempo (min) 
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puede observar que únicamente para cefotaxima se obtuvieron resultados superiores al límite 

máximo estipulado para la precisión entre diferentes días, mientras que para todos los demás, 

así como para la precisión entre corridas de un mismo día, están dentro del rango esperado. 

La Figura 21 muestra las curvas de calibración para la cefotaxima para los mismos tres días de 

estudio, se debe notar que existe un decaimiento de la señal según los días, esto explica el 

porqué de la variación tan alta entre días. Se puede concluir que hay una degradación de la 

curva en un periodo muy corto de tiempo, sin embargo, la baja variabilidad entre corridas del 

mismo día indica que la curva es adecuada para cuantificación. Entonces, es imperativo 

preparar una curva de calibración nueva de cefotaxima para cada análisis, es decir, preparar la 

curva el mismo día de su uso.  

 

Figura 20. Coeficientes de variación máximos de las señales analíticas de la curva de 

calibración para cada antibiótico de corridas independientes, en un mismo día y en 

diferentes días. 
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Figura 21. Curva de calibración de cefotaxima medidas en tres días diferentes. 

Recuperación 

Con el fin de optimizar el uso de los cartuchos de SPE, la eficiencia de extracción de este 

método analítico fue evaluada a tres niveles que abarcaran el rango lineal de todos los 

antibióticos en estudio,  bajo (10 µg L-1), medio (50 µg L-1)  y alto (80 µg L-1) y se compararon 

contra blancos enriquecidos con el analito luego de la extracción, de acuerdo a la ecuación [3] 

. La Figura 22 muestra gráficamente estos resultados. 

                % 𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =
(𝑆𝑒ñ𝑎𝑙𝐸𝑛𝑟−𝑆𝑒ñ𝑎𝑙𝐵𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜𝐸𝑛𝑟)

𝑆𝑒ñ𝑎𝑙𝑃𝑎𝑡𝑟ó𝑛 
                                          [3] 
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Figura 22. Porcentajes de recuperación para tres niveles de concentración de cada 

antibiótico en estudio. DC: Doxiciclina, CT: Cefotaxima, OC: Oxitetraciclina y TC: Tetraciclina. 

Considerando los resultados de las recuperaciones, es posible observar que el método es 

eficiente en los rangos de trabajo para la cefotaxima y la doxiciclina, mientras que es 

ineficiente para la tetraciclina y la oxitetraciclina debido a que no se recupera analito a los 

niveles bajo y medio del rango de trabajo y al nivel alto, si bien se obtiene, estos están por 

debajo de los rangos encontrados en la literatura y los considerados aceptables, por lo que el 

método no es adecuado para la cuantificación de estas tetraciclinas. Algunos estudios 

enfocados en el análisis de TCs han reportado la pérdidas de analitos durante la etapa de 

evaporación del disolvente133, además, mencionan la necesidad de utilizar diferentes buffers, 

como el de McIlavine para tener un control más riguroso sobre el pH debido a la baja 

estabilidad que presentan las TCs, así como el uso de difentes volúmenes de elución y eluentes 

en la etapa de SPE92. Por lo tanto, todos estos factores podrían tener un peso significativo 

sobre la recuperación de estos analitos. Esto podría mejorarse con un estudio más detallado 

de los factores mencionados y, a partir de este, escoger un procedimiento más específico para 

antibióticos (esto ya que el método de referencia fue desarrollado para productos 

farmaceúticos, en general).  
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 Además, el hecho de obtener recuperaciones nulas a bajas concentraciones puede ser la causa 

de no observar ninguno de estos antibióticos en las muestras reales y no necesariamente por 

su ausencia. 

Efecto de matriz 

El efecto matriz fue evaluado en este trabajo, utilizando metaciclina como estándar interno, 

este uso se ha reportado previamente, además, se realizaron pruebas para descartar su 

presencia en las aguas superficiales de la microcuenca del río Durazno y así evitar falsos 

positivos en los resultados. 

Así, la supresión o mejora de ionización se determinó construyendo dos curvas de calibración, 

una convencional y otra en la matriz, y se calculó utilizando la siguiente ecuación: 

 

                                                𝐸𝑀 = [(
𝑃𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒 𝐶𝑢𝑟𝑣𝑎 𝑒𝑛 𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑧

𝑃𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒 𝐶𝑢𝑟𝑣𝑎 𝐶𝑜𝑛𝑣𝑒𝑛𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑙
) − 1] 𝑥100                     [4] 

 

Con base en los resultados de las curvas de calibración que se muestran en la Figura 23, se 

determina que el efecto de la matriz es de -21.1%, es decir, hay una supresión de la señal de 

un 21.1%, esto concuerda con los rangos esperados según la literatura59,108. 

 

Figura 23. Supresión de la señal por efecto matriz, utilizando metaciclina como estándar 

interno. 
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Además, comparando los antibióticos como patrón individual, en conjunto con los otros en las 

curvas de calibración, o en una muestra real, se evidencia que no hay un efecto significativo 

de la matriz sobre los tiempos de retención en los análisis de un mismo día.   

 

Figura 24. Comparación en los tiempos de retención de la cefotaxima como patrón individual 

a 50 µg L-1, presente como un patrón de 50 µg L -1 de la curva de calibración (en conjunto con 

los otros antibióticos) y en una muestra de agua superfial. 

Estándar interno 

A pesar de que los antibióticos deuterados o marcados isotópicamente, suelen ser las mejores 

opciones como estándar interno, para compensar los efectos de matriz y las pérdidas que se 

puedan dar en el fraccionamiento31, su elevado precio y disponibilidad comercial 

imposibilitaron su uso en este trabajo. Por este motivo se buscó un estándar interno 

alternativo y se encontró que la metaciclina, que es un antibiótico de la familia de las 

tetraciclinas, se ha reportado para estos usos anteriormente134. Además, con las distintas 

pruebas realizadas se descartó su presencia en el agua superficial de la microcuenca del río 

Durazno, por lo tanto, se decidió usar con el fin de mejorar los resultados de los ensayos. Los 

resultados obtenidos reflejaron que su uso no mejoraba la linealidad de las curvas, por el 

contrario, aumentaba la variabilidad en el método. Esto se refleja en los coeficientes de 

determinación de las curvas de calibración mostradas en la Figura 25, que muestra el efecto 

de la metaciclina como estándar interno sobre las curvas de calibración para doxiciclina y 

cefotaxima, por lo tanto, se decidió cuantificar estos antibióticos en las muestras reales sin el 

uso un estándar interno. 
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Figura 25. Efecto de la metaciclina como estándar interno (EI) en la linealidad de las curvas 

de calibración de cefotaxima y doxiciclina. A) Curvas de calibración sin EI. B) Curvas de 

calibración con estándar interno. 

Finalmente, el Cuadro XXI resume los resultados de la validación del método analítico para la 

determinación simultánea de antibióticos en aguas superficiales de río. 

Cuadro XXI. Resumen de resultados de los parámetros de desempeño evaluados en la 

validación del método. 

Parámetro de validación 
Antibiótico 

Cefotaxima Doxiciclina Tetraciclina Oxitetraciclina 

Rango lineal (µg L-1) 
 

0.78-78.38 1.00-99.86 9.17-91.68 23.05-76.84 

R2 

 0.9965 0.9971 0.9700 0.9728 

Límite de detección (µg L-1) 
 

0.015 0.025 0.044 0.057 

Límite de cuantificación (µg L-1) 
 

0.049 0.082 0.15 0.19 

Repetibilidad entre corridas ( 
% CV, n=3) 

 
2.4 6.1 6.6 4.0 

Repetibilidad entre días ( % CV, 
n=3) 

 
34.5 11.4 15.1 8.1 

Recuperación 10 µg L-1 (%) 
 

261 117 0 0 

Recuperación 50 µg L-1 (%) 
 

105 91 0 0 

Recuperación 100 µg L-1 (%) 
 

125 114 58 47 

Efecto Matriz -21.1% 
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Continuación Cuadro XXI. Resumen de resultados de los parámetros de desempeño evaluados 

en la validación del método. 

Recomendaciones 

La linealidad y estabilidad de las curvas y la recuperación de los 

analitos pueden mejorarse cambiando los constituyentes de las 

fases de elución cromatográfica y utilizando agua ultrapura 

como disolvente en lugar de metanol. (Ver conclusiones) 

La estabilidad de la cefotaxima se soluciona preparando curvas 
nuevas para cada análisis. Se podría realizar un estudio de 

estabilidad en el tiempo para disoluciones más concentradas. 

 

Aplicación a muestras de aguas superficiales 
El método validado en este trabajo fue aplicado a 6 muestras (3 réplicas de cada una) de aguas 

superficiales de la microcuenca del río Durazno, tomadas en tres puntos diferentes en dos 

muestreos, es decir, se realizaron 18 análisis en total.  El mapa de la Figura 9 muestra los 

puntos de muestreo en la zona. 

En la Figura 26 se presentan los valores de las concentraciones encontradas para cada 

antibiótico en cada fecha y punto de muestreo. 

 

Figura 26. Concentraciones de los antibióticos encontrados en las aguas superficiales de la 

microcuenca del río Durazno, por punto y fecha de muestreo. Las barras representan el error 

estándar de la media (n=3).  

Este es el primer análisis de antibióticos realizado en este cuerpo de agua por lo que no se 

cuenta con datos previos. Sin embargo, las concentraciones de doxiciclina son menores a los 
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valores (mediana) reportados en estudios realizados en diferentes partes del país para aguas 

superficiales (74 ng L-1 )66 y  plantas de tratamiento de agua residual (3 µg L-1)124. Sin embargo, 

no se había reportado previamente la presencia de cefotaxima, que como se observa en la 

Figura 26, está presente en todas las muestras de agua superficial de la microcuenca del río 

Durazno. Esto demuestra que este antibiótico está siendo aplicado ampliamente en el uso 

agropecuario y no solamente en el sector clínico humano, como era considerado. 

En la Figura 27. Señal de cefotaxima de muestra M1P2R1.C3 sobrepuesta sobre la señal de un 

blanco.se observa la señal de cefotaxima de la tercera corrida de la réplica 1, de la muestra 

tomada en el segundo punto de muestreo en la primera fecha de muestreo (M1P2R1.C3) 

sobrepuesta sobre un blanco típico a manera de comparación entre intensidades de señales. 

 

Figura 27. Señal de cefotaxima de muestra M1P2R1.C3 sobrepuesta sobre la señal de un 

blanco. 

Al hacer un análisis de varianza mediante una prueba de Kruskall-Wallis para comparar los 

resultados obtenidos por antibióticos entre puntos y entre los muestreos, se observa que no 

existen diferencias significativas entre estos, esto se resume en la Figura 28. Por lo tanto, al 

comparar las concentraciones encontradas de estos antibióticos y los puntos de muestreo, se 

observa que en los muestreos estudiados el uso del suelo no tuvo un efecto significativo en la 

Área: 9043 

Área: 462 
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acumulación de los antibióticos. La doxiciclina que es principalmente utilizada en el sector 

agropecuario no presenta una concentración significativamente mayor en los puntos de 

muestreo 2 y 3, que como se observa en el mapa de uso del suelo de la Figura 11, corresponden 

a zonas forestales y de pasto. A su vez la cefotaxima, que según la información disponible es 

utilizada principalmente en medicina humana, no se encontró significativamente mayor en 

concentración en el primer punto de muestro, que se trata de un uso de suelo principalmente 

urbano. (Ver análisis de varianza completo en Anexos II) 

 

Figura 28. Prueba Kruskal-Wallis para el análisis de varianza de los antibióticos analizados en 

las muestras del agua superficial de la microcuenca del río Durazno. 

Es importante notar que de forma global la zona con mayor concentración de antibióticos es 

el punto 2, que a su vez es el punto más cercano a la toma de agua en la zona. Por lo tanto, 

aumentan las posibilidades de que se estén introduciendo antibióticos al sistema de 

tratamiento, los cuales se ha demostrado que no suelen ser muy eficientes para eliminarlos 

61,124 y una degradación de estos podría generar metabolitos incluso más peligrosos 71. 
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Condiciones climáticas  

La Figura 29 muestran el comportamiento climático respecto a la precipitación total, 

temperatura y humedad relativa promedio de los días previos al muestreo. En esta se puede 

observar que el clima de la zona tiene una temperatura característica de entre 15.30-17.70 °C 

y únicamente hubo precipitaciones para la semana del segundo muestreo, esto es esperable 

ya que se llevó a cabo en el mes de Junio (época lluviosa), sin embargo, por lo observado en el 

análisis de varianza, esto no parece tener un efecto sobre los resultados de las concentraciones 

de antibióticos obtenidas.  

 

 

 

 

 

 

A)                                                                        B) 

Figura 29. Lluvia total (A) y temperatura (B) en las semanas de muestreo en las aguas 

superficiales de la microcuenca del río Durazno en las dos fechas de muestreo (18.03 y 

04.06.21, respectivamente) 

Calidad del agua de la microcuenca del río Durazno 

Caracterización de la calidad del agua de la microcuenca del río 

Durazno 
Las aguas superficiales de la microcuenca del río Durazno se caracterizan por una temperatura 

de entre 10.8°C a 16.5°C. Los niveles de oxígeno disuelto se encontraron en un rango de (7.20 

a 7.62) mg O2 L-1 , que es suficiente para mantener y conservar la vida acuática de las especies 

más sensibles.89  El pH varió ente 6.80 y 7.82, mientras que la alcalinidad entre (95.78 y 133.14) 
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mg CaCO3 L-1. La conductividad tuvo un valor mínimo de 207.1 µS/cm y uno máximo de 233.3. 

Asimismo, el DBO y el DQO variaron entre 0.50-8.00 y 10-30 mg L-1, respectivamente. Todos 

estos parámetros están dentro del rango permitido según los diferentes reglamentos 

indicados en el Cuadro III, como se puede observar en la Figura 30, mostrando así un agua sin 

contaminación o con contaminación incipiente. Ninguno de estos parámetros analizados 

presentó una clara variación espacial y estas pequeñas variaciones en el cuerpo de agua se 

pueden atribuir a las diferencias de latitud, altitud, estación, el período del día, la circulación 

del aire, la cobertura de nubes, el flujo y la profundidad promedio de este.135 a excepción del 

material en suspensión y la chl-a, sin embargo,  estas variaciones pueden deberse a las 

precipitaciones que se dieron durante los días previos al de muestreo y durante el muestreo, 

donde por arrastre y escorrentía se puede aumentar la cantidad de sólidos presentes y 

biomasa fitoplantónica, además, resuspender los nutrientes en el cuerpo de agua136. Para el 

muestreo I se registraron precipitaciones de 0 mm, en cambio, para el Muestro II, los valores 

de precipitación oscilaron entre 0.00 y 11.80 mm. Los niveles de clorofila encontrados 

corresponden a valores entre (1.4 a 3.2) mg m-3 para el primer muestreo, mostrando así un 

comportamiento oligotrófico con una baja producción primaria136, y uno mesotrófico con 

concentraciones (10.61-16.41) mg m-3 en el segundo, lo cual indica una calidad de agua buena 

y regular, respectivamente137,138. Respecto a la cantidad de material en suspensión, para el 

primer muestreo el valor mínimo obtenido fue de 8.0 mg L-1 y el máximo de 16.2 mg L-1, 

mientras que para el segundo fueron de 41.6 y 49.7 mg L-1. De esta forma, solamente en estos 

casos, se superó de forma considerable los valores máximos permitidos. 
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Figura 30. Parámetros fisicoquímicos evaluados en las aguas superficiales de la microcuenca 

del río Durazno. 

Nutrientes 
La concentración máxima de fosfatos fue de 3.37 µmol L-1 y la mínima de 2.40 µmol L-

1, para silicatos se obtuvo un máximo de 303.36 µmol L-1 y un mínimo 218.28 µmol L-1 y 

finalmente 0.36 µmol L-1 y 2.05 µmol L-1 para nitrito. Se observó una leve tendencia hacia el 

aumento de las concentraciones de los nutrientes río abajo, es decir, conforme se acerca a 

zonas de mayor densidad poblacional, esto posiblemente debido a que el crecimiento de la 

población, el desarrollo de la urbanización y la industrialización, conducen a un aumento de 

contaminación asociada a estas actividades, incluida la fertilización, la descarga de aguas 

residuales y la escorrentía urbana que son las principales las fuentes de ingreso de nutrientes 

a los cuerpos de agua, lo que interfiere con la capacidad de autorremediación de los 

ecosistemas acuáticos138,139. En especial, la alta concentración de nitratos aguas abajo se 

puede atribuir al uso de grandes cantidades de fertilizantes nitrogenados140. Estos 

comportamientos indican una calidad de agua buena y regular, respectivamente, según los 

Chla: Crolofila-a, Conduc: 

conductividad, MS: Material 

en Suspensión, OD: Oxígeno 

Disuelto, SO: Saturación de 

Oxígeno, Temp: Temperatura. 
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valores recomendados en el índice de estado trófico de Carlson137. Los resultados se resumen 

en el Cuadro XXII. 

Cuadro XXII. Concentraciones de nutrientes en las aguas superficiales de la microcuenca del 
río Durazno 

Parámetro 

(mg L-1) 

Punto de muestreo Valor máximo 

permisible 

(mg L-1) 

Muestreo I Muestreo II 

I II III I II III 

Amonio 0.06 0.06 0.12 0.08 0.01 0.05 0.5* 

Fosfatos 0.20 0.29 0.32 0.23 0.23 0.19 N.A 

Nitratos 0.24 0.43 0.63 0.02 0.02 0.67 15 

Silicatos 17.04 17.35 17.40 23.09 23.69 23.40 N.A 

Nitritos 0.07 0.08 0.08 0.03 0.02 0.09 0.1* 

Los valores máximos admisibles son los permitidos para agua clase 3 (máximo nivel de contaminación que puede 
ser tratado para el uso y consumo humano)   

* Valor máximo admisible según reglamento de calidad de agua potable. 

Índice holandés 
Con base en los resultados de saturación de oxígeno, nitrógeno amoniacal y DBO y lo 

establecido en el Cuadro XIII y el Cuadro XIV de acuerdo con el RECCCAS, se establece que la 

calidad fisicoquímica del agua de la microcuenca del río Durazno se clasifica como clase 2 en 

todos los puntos en ambos muestreos realizados, por lo que se consideraría adecuada, con un 

adecuado tratamiento, para el uso y consumo humano, esto se resume en el Cuadro XXIII. 

Cuadro XXIII. Resultados del índice holandés en las aguas superficiales de la microcuenca del 
río Durazno 

Punto de muestreo-
Muestreo 

PSO (%) DBO (mg L-1) N-NH4
+ 

(mg L-1) 
Sumatorio 
de puntos 

Clasificación 

1-I 77.1 3.00 0.0053 4 2 

2-I 79,8 2.00 0.0027 4 2 

3-I 72.2 2.00 0.0026 4 2 

1-II 80.1 7.00 0.0020 6 2 

2-II 80.7 0.50 0.0003 4 2 

3-II 77.5 8.00 0.0036 6 2 
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Análisis elemental  
Todas las concentraciones de los elementos estudiados se encuentran por debajo de 

los límites máximos permitidos en algunos casos incluso para agua potable. En todos los puntos 

el calcio predominó sobre los otros elementos, esto posiblemente relacionado con el 

intercambio iónico y el tipo de roca en la cuenca 140. Estas bajas concentraciones no se pueden 

atribuir a causas antropogénicas y se consideran como condiciones naturales. La Figura 31 

resume los resultados obtenidos. 

 

 

Figura 31. Concentraciones de elementos presentes en las aguas superficiales de la 

microcuenca del río Durazno. 
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Análisis microbiológicos 
Como se observa en la Figura 32, todos los análisis de CF superaron el valor máximo 

admisible para el agua clase 3. En el primer muestreo se obtuvo calidad clase 4 mientras que, 

en el segundo, fue clase 5. Esto es reforzado por los otros indicadores microbiológicos, que 

mostraron concentraciones similares en todos los puntos de muestreo. La detección de los 

microorganismos evaluados proporciona evidencia definitiva de contaminación fecal141. Esto 

está en concordancia con predominancia de actividades agropecuarias en la zona. Además, se 

reafirma la limitación del índice holandés para evaluar de forma adecuada la calidad del agua 

al no considerar el panorama completo de la contaminación presente en la matriz de estudio. 

Los resultados del análisis microbiológico demuestran que el agua de esta cuenca presenta 

contaminación muy severa y no es utilizable para consumo humano sin importar el 

tratamiento. 

 

 

 

 

 

Figura 32. Parámetros microbiológicos analizados en las aguas superficiales de la 
microcuenca del río Durazno. 
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Los parámetros fisicoquímicos y elementales mostraron niveles bajos de contaminación. 

Además, las concentraciones de clorofila-a y nutrientes indican un ambiente sin eutrofización. 

Asimismo, el índice holandés establece que las aguas de la microcuenca del río Durazno serían 

aguas clasificadas como Clase 2, con contaminación incipiente que puede ser utilizada, bajo un 

tratamiento convencional, en el abastecimiento de agua para uso y consumo humano, entre 

otras cosas, que es uno de los usos actuales. Sin embargo, a pesar de que los análisis químicos 

indican una adecuada calidad del agua, los parámetros microbiológicos demuestran que existe 

una contaminación muy importante en el río, lo que implica que esta agua no puede ser 

utilizada para consumo humano. Esto muestra que el panorama de contaminación queda 

incompleto si solamente se incluyen parámetros fisicoquímicos. Por lo que se reafirma la 

necesidad de mejorar el índice para la evaluación y clasificación de la calidad de agua 

superficiales, integrando parámetros que aporten información microbiológica. Además, este 

trabajo demuestra que existen descargas importantes y constantes de antibióticos, que hace 

sospechar que pueden existir también otros contaminantes emergentes, que no serán 

eliminados por el tratamiento convencional de las aguas y que además pueden generar una 

presión selectiva sobre las comunidades bacterianas, por lo tanto, un aumento en la 

resistencia hacia los mismos, poniendo en riesgo así la salud humana y ambiental.  
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Capítulo V 

Conclusiones 

La librería de iones obtenida en este trabajo está en concordancia con lo reportado en estudios 

previos, por lo que los fragmentos utilizados para la cuantificación de los analitos son 

adecuados. 

Los resultados de la validación demuestran que el método utilizado es adecuado para la 

cuantificación de doxiciclina y cefotaxima a concentraciones de ng L-1, lo cual reafirma la 

sensibilidad y la selectividad de este. Además, el tiempo de los análisis cromatográficos total 

es de 10 minutos, por lo tanto, el método validado muestra ser simple, eficaz, rápido y 

confiable, y puede ser aplicado en análisis de rutina. 

Se hace evidente la necesidad de incorporar parámetros biológicos y microbiológicos en la 

evaluación de la calidad de las aguas superficiales ya que los resultados de los análisis de 

parámetros fisicoquímicos, de eutrofización y elementales están dentro de lo establecido 

como adecuado, por lo tanto, bajo estos criterios la contaminación en la microcuenca se 

cataloga como baja. A pesar de esto en todas las muestras analizadas de la microcuenca del 

río Durazno se observó una importante contaminación microbiológica que caracteriza el agua 

como no utilizable para usos humanos, además, se logró cuantificar tanto cefotaxima como 

doxiciclina, en un rango de (0.43-1.20) ng L-1 y (2.14-11.74) ng L-1, respectivamente, por lo 

tanto, es notorio que las actividades antropogénicas de la zona generan descargas constantes 

de antibióticos a este cuerpo de agua. Además, se observó que no existe una diferencia 

significativa entre las concentraciones de los tres puntos de muestreos.  

Este tipo de información generada ayuda al monitoreo de la presencia de antibióticos en el 

ambiente que lleva a la presión selectiva y desarrollo de la resistencia hacia los mismos por 

parte de las bacterias, convergiendo en problemas para la salud humana, animal y para el 

medio ambiente.  

Estos resultados permiten tener una línea base de los antibióticos en estudio, además, 

demuestran el impacto de las actividades de uso de suelo de la zona, en donde es evidente el 

uso de cefotaxima y doxiciclina tanto en actividades agrícolas como en humanos. 
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Finalmente, este es uno de los primeros estudios cuantitativos de antibióticos que se realiza 

en el país y es la primera vez que se reporta cefotaxima en un cuerpo de agua. 

Para posibles trabajos futuros se recomienda ampliar la cantidad y clases de antibióticos, 

muestras analizadas y épocas de muestreo y analizar el agua superficial de otras zonas de la 

GAM y del país. Además, por sugerencia de Luana Floriano, Máster en Química Analítica de la 

Universidad Federal de Santa María de Brasil (UFSM) y estudiante de Doctorado en la misma, 

se realizaron diferentes pruebas que en un principio mejoran los resultados: 

Al utilizar agua ultrapura como disolvente se mejora: 

a) La linealidad de las curvas de calibración de los 4 antibióticos en estudio 

b) La forma del pico de la señal analítica, por lo tanto, la repetibilidad de las 

integraciones 

c) Para OC se puede ampliar el rango de trabajo hacia menores concentraciones 

≈10 µg/L o incluso menos. 

Si bien el cambio de disolvente parece ser una buena opción, estos resultados fueron producto 

de un único análisis, por lo que es importante realizar más pruebas para obtener más 

información al respecto. 
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Residuos generados  

Los residuos líquidos generados en este trabajo fueron debidamente almacenados en botellas 

de vidrio en el CIGRAS y luego, tratados por el Laboratorio de Tratamiento de Residuos de la 

Escuela de Química de la Universidad de Costa Rica. 

No se generaron residuos sólidos. 
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Anexos 
Cuadro XXIV. Curvas de calibración de cada antibiótico en estudio para determinar la 

linealidad correspondiente. 

Patrón Conc. TC 
(µg L-1) 

Área 
TC 

Conc. DC 
(µg L-1) 

Área 
DC 

Conc. OC 
(µg L-1) 

Área 
OC 

Conc. CT 
(µg L-1) 

Área 
CT 

1 9.17 2345 1 664 23.05 2051 0.78 488 

2 27.5 3998 9.99 3693 38.42 5110 7.84 4405 

3 45.84 9423 29.96 10929 53.78 5980 23.51 12454 

4 64.17 10446 49.93 19320 69.15 9129 39.19 20786 

5 82.51 15255 69.9 24400 76.84 9652 54.86 28571 

6 91.68 18042 89.87 32121 -- -- 70.54 33700 

7 -- -- -- -- -- -- 78.38 39000 

 

Cuadro XXV. Áreas teóricas de cada antibiótico en estudio para determinar el error máximo 

correspondiente. 

Patrón Área TC Área DC Área OC Área CT 

1 1953 945 2539 1145 

2 5364 4105 4622 4504 

3 8775 11128 6705 11969 

4 12187 18150 8788 19433 

5 15598 25172 9830 26898 

6 17304 32194 -- 34362 

7 -- 35705 -- 38094 

 

Cuadro XXVI. Señales de blancos obtenidas en diferentes días para determinar los LD y LC de 

cada curva de calibración de los antibióticos en estudio. 

Fecha #Blanco Antibiótico Señal Fecha #Blanco Antibiótico Señal 
6-Jul 1 TC 6.12 6-Jul 5 TC 6.5 
6-Jul 1 DC 29.28 6-Jul 5 DC 13.3 
6-Jul 1 OC 25.73 6-Jul 5 OC 6.5 
6-Jul 1 CT 26.27 6-Jul 5 CT 13.1 
6-Jul 2 TC 0.52 6-Jul 6 TC 5.29 
6-Jul 2 DC 3.64 6-Jul 6 DC 20.68 
6-Jul 2 OC 8.4 6-Jul 6 OC 9.71 
6-Jul 2 CT 19.52 6-Jul 6 CT 40.45 
6-Jul 3 TC 1.29 6-Jul 7 TC 9.12 

6-Jul 3 DC 10.36 6-Jul 7 DC 49.35 

6-Jul 3 OC 5.65 6-Jul 7 OC 24.79 
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Continuación del Cuadro XXVI. Señales de blancos obtenidas en diferentes días para 

determinar los LD y LC de cada curva de calibración de los antibióticos en estudio. 

Fecha #Blanco Antibiótico Señal Fecha #Blanco Antibiótico Señal 
6-Jul 3 CT 12.08 6-Jul 7 CT 30.59 

6-Jul 4 TC 27.01 6-Jul 8 TC 7.28 

6-Jul 4 DC 48.2 6-Jul 8 DC 25.69 

6-Jul 4 OC 12.49 6-Jul 8 OC 12.47 

6-Jul 4 CT 48.78 6-Jul 8 CT 25.69 

6-Jul 9 TC 8.27 16-Jun 5 TC 83.16 
6-Jul 9 DC 36.71 16-Jun 5 DC 108 
6-Jul 9 OC 14.51 16-Jun 5 OC 41.76 
6-Jul 9 CT 27.15 16-Jun 5 CT 47.01 
6-Jul 10 TC 15.12 16-Jun 6 TC 96.4 
6-Jul 10 DC 34.66 16-Jun 6 DC 96.18 
6-Jul 10 OC 17.43 16-Jun 6 OC 71.57 

6-Jul 10 CT 15.33 16-Jun 6 CT 50.44 
6-Jul 11 TC 16.6 16-Jun 7 TC 28.75 

6-Jul 11 DC 18.82 16-Jun 7 DC 71.21 

6-Jul 11 OC 20.3 16-Jun 7 OC 40.91 

6-Jul 11 CT 28.61 16-Jun 7 CT 79.22 

6-Jul 12 TC 20.77 16-Jun 8 TC 70.77 

6-Jul 12 DC 29.58 16-Jun 8 DC 56.62 

6-Jul 12 OC 19.24 16-Jun 8 OC 43.59 

6-Jul 12 CT 27.99 16-Jun 8 CT 74.42 

6-Jul 13 TC 19.11 16-Jun 9 TC 21.59 

6-Jul 13 DC 41.03 16-Jun 9 DC 82.84 

6-Jul 13 OC 13.23 16-Jun 9 OC 99.76 

6-Jul 13 CT 13.84 16-Jun 9 CT 83.65 

6-Jul 14 TC 4.33 16-Jun 10 TC 105 

6-Jul 14 DC 40.39 16-Jun 10 DC 59.44 

6-Jul 14 OC 20.45 16-Jun 10 OC 60.67 

6-Jul 14 CT 31.54 16-Jun 10 CT 80.93 

16-Jun 1 TC 60.41 16-Jun 11 TC 25.2 

16-Jun 1 DC 150 16-Jun 11 DC 57.05 

16-Jun 1 OC 86.31 16-Jun 11 OC 107 

16-Jun 1 CT 54.3 16-Jun 11 CT 22.26 

16-Jun 2 TC 21.72 16-Jun 12 TC 24.84 

16-Jun 2 DC 37.42 16-Jun 12 DC 45.74 

16-Jun 2 OC 25.34 16-Jun 12 OC 107 

16-Jun 2 CT 74.72 16-Jun 12 CT 23.16 

16-Jun 3 TC 17.75 16-Jun 13 TC 70.78 

16-Jun 3 DC 52.93 16-Jun 13 DC 74.92 

16-Jun 3 OC 30.1 16-Jun 13 OC 30.25 

16-Jun 3 CT 68.77 16-Jun 13 CT 47.35 

16-Jun 4 TC 22.74 16-Jun 14 TC 124 

16-Jun 4 DC 66.67 16-Jun 14 DC 69.9 
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Continuación del Cuadro XXVI. Señales de blancos obtenidas en diferentes días para 

determinar los LD y LC de cada curva de calibración de los antibióticos en estudio. 

Fecha #Blanco Antibiótico Señal Fecha #Blanco Antibiótico Señal 
16-Jun 4 OC 68.42 16-Jun 14 OC 46.79 

16-Jun 4 CT 59.93 16-Jun 14 CT 78.19 

16-Jun 15 TC 45.71 16-Jun 25 TC 41.92 
16-Jun 15 DC 18.72 16-Jun 25 DC 67.65 
16-Jun 15 OC 53.76 16-Jun 25 OC 25.71 
16-Jun 15 CT 34.61 16-Jun 25 CT 66.53 
16-Jun 16 TC 22.68 16-Jun 26 TC 39.89 
16-Jun 16 DC 78.8 16-Jun 26 DC 67.98 
16-Jun 16 OC 35.46 16-Jun 26 OC 77.15 
16-Jun 16 CT 6.64 16-Jun 26 CT 47.03 
16-Jun 17 TC 58.01 16-Jun 27 TC 55.64 

16-Jun 17 DC 68.54 16-Jun 27 DC 12.32 

16-Jun 17 OC 41.83 16-Jun 27 OC 29.66 

16-Jun 17 CT 67.5 16-Jun 27 CT 51.18 

16-Jun 18 TC 28.01 16-Jun 28 TC 50.48 

16-Jun 18 DC 13.55 16-Jun 28 DC 49.95 

16-Jun 18 OC 41.64 16-Jun 28 OC 34.98 

16-Jun 18 CT 43.19 16-Jun 28 CT 82.49 

16-Jun 19 TC 34.5 16-Jun 29 TC 56.56 

16-Jun 19 DC 47.83 16-Jun 29 DC 55.41 

16-Jun 19 OC 37.95 16-Jun 29 OC 70.58 

16-Jun 19 CT 60.56 16-Jun 29 CT 60.11 

16-Jun 20 TC 44.46 16-Jun 30 TC 25.54 

16-Jun 20 DC 54.32 16-Jun 30 DC 3.11 

16-Jun 20 OC 37.18 16-Jun 30 OC 39.07 

16-Jun 20 CT 39.9 16-Jun 30 CT 49.64 

16-Jun 21 TC 44.18 16-Jun 31 TC 22.67 

16-Jun 21 DC 60.35 16-Jun 31 DC 30.01 

16-Jun 21 OC 29.05 16-Jun 31 OC 24.61 

16-Jun 21 CT 67.23 16-Jun 31 CT 59.54 

16-Jun 22 TC 49.64 16-Jun 32 TC 23.17 

16-Jun 22 DC 38.84 16-Jun 32 DC 15.82 

16-Jun 22 OC 35.95 16-Jun 32 OC 43.36 

16-Jun 22 CT 36.32 16-Jun 32 CT 53.89 

16-Jun 23 TC 57.74 16-Jun 33 TC 58.55 

16-Jun 23 DC 67.45 16-Jun 33 DC 79.09 

16-Jun 23 OC 41.51 16-Jun 33 OC 34.4 

16-Jun 23 CT 54.76 16-Jun 33 CT 44.82 

16-Jun 24 TC 47.48 16-Jun 34 TC 52.45 

16-Jun 24 DC 53.71 16-Jun 34 DC 57.46 

16-Jun 24 OC 44.33 16-Jun 34 OC 42.36 

16-Jun 24 CT 33.04 16-Jun 34 CT 50.99 
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Continuación del Cuadro XXVI. Señales de blancos obtenidas en diferentes días para 

determinar los LD y LC de cada curva de calibración de los antibióticos en estudio. 

Fecha #Blanco Antibiótico Señal Fecha #Blanco Antibiótico Señal 
22-Jun 1 TC 73.86 22-Jun 11 TC 18.03 
22-Jun 1 DC 24.3 22-Jun 11 DC 31.65 
22-Jun 1 OC 26.05 22-Jun 11 OC 50.65 
22-Jun 1 CT 57.71 22-Jun 11 CT 43.03 
22-Jun 2 TC 29.4 22-Jun 12 TC 14.55 
22-Jun 2 DC 54.29 22-Jun 12 DC 26.49 
22-Jun 2 OC 20.8 22-Jun 12 OC 18.73 
22-Jun 2 CT 48 22-Jun 12 CT 9.98 
22-Jun 3 TC 8.47 22-Jun 13 TC 40.83 

22-Jun 3 DC 51.49 22-Jun 13 DC 21.19 

22-Jun 3 OC 42.89 22-Jun 13 OC 19.56 

22-Jun 3 CT 48.81 22-Jun 13 CT 32.17 

22-Jun 4 TC 42.04 22-Jun 14 TC 34.04 

22-Jun 4 DC 44.05 22-Jun 14 DC 21.4 

22-Jun 4 OC 18.16 22-Jun 14 OC 30.42 

22-Jun 4 CT 55.22 22-Jun 14 CT 14.67 

22-Jun 5 TC 52.48 22-Jun 15 TC 4.53 

22-Jun 5 DC 51.2 22-Jun 15 DC 16.98 

22-Jun 5 OC 8.77 22-Jun 15 OC 35.61 

22-Jun 5 CT 20.72 22-Jun 15 CT 22.43 

22-Jun 6 TC 49.79 22-Jun 16 TC 32.4 

22-Jun 6 DC 45.66 22-Jun 16 DC 43.81 

22-Jun 9 OC 36.46 22-Jun 16 OC 51.72 

22-Jun 6 CT 20.54 22-Jun 16 CT 9.43 

22-Jun 7 TC 23.88 22-Jun 17 TC 19.57 

22-Jun 7 DC 34.77 22-Jun 17 DC 37.38 

22-Jun 7 OC 27.47 22-Jun 17 OC 19.27 

22-Jun 7 CT 36.37 22-Jun 17 CT 11.27 

22-Jun 8 TC 38.44 22-Jun 18 TC 44.62 

22-Jun 8 DC 41.6 22-Jun 18 DC 37.26 

22-Jun 8 OC 38.37 22-Jun 18 OC 27.56 

22-Jun 8 CT 50.72 22-Jun 18 CT 36.07 

22-Jun 9 TC 35.64 22-Jun 19 TC 14.48 

22-Jun 9 DC 45.12 22-Jun 19 DC 44.81 

22-Jun 9 OC 19.73 22-Jun 19 OC 23.03 

22-Jun 9 CT 44.27 22-Jun 19 CT 31.22 

22-Jun 10 TC 13.05 22-Jun 20 TC 13.99 

22-Jun 10 DC 21.51 22-Jun 20 DC 34.36 

22-Jun 10 OC 48.62 22-Jun 20 OC 61.69 

22-Jun 10 CT 27.9 22-Jun 20 CT 20.22 
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Continuación del Cuadro XXVI.. Señales de blancos obtenidas en diferentes días para 

determinar los LD y LC de cada curva de calibración de los antibióticos en estudio. 

Fecha #Blanco Antibiótico Señal Fecha #Blanco Antibiótico Señal 
22-Jun 21 TC 31.74 22-Jun 31 TC 39.37 
22-Jun 21 DC 21.32 22-Jun 31 DC 37.13 
22-Jun 21 OC 42.62 22-Jun 31 OC 11.56 
22-Jun 21 CT 18.18 22-Jun 31 CT 22.41 
22-Jun 22 TC 32.74 22-Jun 32 TC 45.48 
22-Jun 22 DC 54.36 22-Jun 32 DC 13.69 
22-Jun 22 OC 44.58 22-Jun 32 OC 40.71 
22-Jun 22 CT 35.75 22-Jun 32 CT 43.15 
22-Jun 23 TC 38.63 22-Jun 33 TC 47.59 

22-Jun 23 DC 35.31 22-Jun 33 DC 28.91 

22-Jun 23 OC 23.96 22-Jun 33 OC 23.1 

22-Jun 23 CT 13.24 22-Jun 33 CT 46.45 

22-Jun 24 TC 15.98 22-Jun 34 TC 43.89 

22-Jun 24 DC 77.96 22-Jun 34 DC 32.04 

22-Jun 24 OC 30.71 22-Jun 34 OC 41.42 

22-Jun 24 CT 49.79 22-Jun 34 CT 12.49 

22-Jun 25 TC 78.94 22-Jun 35 TC 4.46 

22-Jun 25 DC 53.05 22-Jun 35 DC 42.32 

22-Jun 25 OC 74.48 22-Jun 35 OC 46.2 

22-Jun 25 CT 58.89 22-Jun 35 CT 39.73 

22-Jun 26 TC 49.39 22-Jun 36 TC 31.64 

22-Jun 26 DC 22.6 22-Jun 36 DC 14.02 

22-Jun 26 OC 29.17 22-Jun 36 OC 46.76 

22-Jun 26 CT 8.91 22-Jun 36 CT 2.11 

22-Jun 27 TC 52.6 22-Jun 37 TC 36.76 

22-Jun 27 DC 97.8 22-Jun 37 DC 46.5 

22-Jun 27 OC 20.02 22-Jun 37 OC 34.3 

22-Jun 27 CT 50.06 22-Jun 37 CT 7.65 

22-Jun 28 TC 9.35 22-Jun 38 TC 26.79 

22-Jun 28 DC 62.89 22-Jun 38 DC 37.83 

22-Jun 28 OC 49.47 22-Jun 38 OC 15.7 

22-Jun 28 CT 55.12 22-Jun 38 CT 28.2 

22-Jun 29 TC 61.32 22-Jun 39 TC 25.32 

22-Jun 29 DC 56.13 22-Jun 39 DC 31.02 

22-Jun 29 OC 60.11 22-Jun 39 OC 22.06 

22-Jun 29 CT 17.41 22-Jun 39 CT 20.35 

22-Jun 30 TC 9.03 22-Jun 40 TC 41.26 

22-Jun 30 DC 37.9 22-Jun 40 DC 38.77 

22-Jun 30 OC 52.58 22-Jun 40 OC 10.31 

22-Jun 30 CT 64.17 22-Jun 40 CT 21.85 
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Cuadro XXVII. Evaluación diaria de la curva de calibración para determinar la precisión y 

veracidad de los resultados de los antibióticos en estudio. 

Patrón 09.04.21 13.04.21 14.04.21 
Área TC Área DC Área TC Área DC Área TC Área DC 

1 1161 4457 1024 3783 889 3148 
2 2617 10809 4461 9983 3512 8329 
3 3532 8049 3209 8146 2898 6605 
4 9338 26730 11743 27570 11454 18819 
5 18554 45667 23161 49049 22882 30910 
6 25162 60551 32478 59632 30967 48738 
7 34715 81922 42366 83027 39908 64432 

Patrón 09.04.21 13.04.21 14.04.21 

Área OC Área CT Área OC Área CT Área OC Área CT 
1 1465 1673 1511 1007 1820 433 
2 3980 8791 4987 6204 4828 3897 
3 3808 6473 4195 4713 3750 3435 
4 7633 17519 9409 12585 10095 8208 
5 15131 29039 16850 19293 17496 12425 
6 18533 40703 22369 29211 21627 19008 
7 24603 50360 29207 37190 29180 23204 

 

Cuadro XXVIII. Resultados de ensayos realizados para determinar el porcentaje de 

recuperación de los enriquecimientos. 

Antibiótico Promedio áreas nivel bajo (10 µL) 

Patrón Blanco Enriquecimiento 

TC 0.14367 0.00000 0.00000 

DC 4.02320 0.11044 4.82614 

OC 0.08154 0.00000 0.00000 

CT 0.06654 0.00000 0.17388 

-- Promedio áreas nivel medio (50 µL) 

TC 0.86263 0.00000 0.00000 

DC 4.50067 0.11044 4.20478 

OC 0.43663 0.00000 0.00000 

CT 0.33319 0.00000 0.35077 

-- Promedio áreas nivel medio (80 µL) 

TC 1.83101 0.00000 1.06291 

DC 4.86561 0.13239 5.65592 

OC 1.60049 0.00000 0.74572 

CT 0.55763 0.00000 0.69849 
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Cuadro XXIX. Resultados ensayos para determinar el efecto de matriz en el análisis de los 

antibióticos en estudio. 

Tipo de curva Nivel Bajo (10.6 µL) Nivel Medio (52.8 
µL) 

Nivel Alto (105.6 µL) 

Curva en Matriz 3041.93 12662.41 31183.47 

Curva convencional 3596.18 12340.20 25892.96 

 

Cuadro XXX. Áreas promedio de los análisis de antibióticos en la microcuenca del río Durazno. 

Gira-Punto de 
muestreo 

Área de TC Área de DC Área de OC Área de CT 

GI-P1 0 1250 0 1255 

GI-P2 0 3944 0 1231 
GI-P3 0 2665 0 1144 

GII-P1 0 1251 0 1457 

GII-P2 0 2420 0 1381 

GII-P3 0 1521 0 1323 
 

 

Figura 33. Comparación de los cromatogramas de una muestra de agua superficial y el patrón 

más concentrado de la curva de calibración. 
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Figura 34. Pruebas de Shapiro-Wilks y de Levene para probar normalidad de los resultados 

obtenidos en el análisis de antibióticos en el agua superficial de la microcuenca del río Durazno. 

 

Figura 35. Análisis de varianza de los antibióticos analizados en las muestras del agua 

superficial de la microcuenca del río Durazno. 
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Cuadro XXXI. Resumen de datos de lluvia total y temperatura promedio para los días de 
muestreo para el análisis de antibióticos en las aguas superficiales de la microcuenca del río 
Durazno. 

M
e

s 

P
arám

etro
 

D
ía

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

10
 

11
 

12
 

13
 

14
 

15
 

16
 

17
 

18
 

19
 

20
 

21
 

22
 

23
 

24
 

3 

Llu
via (m

m
) 

15
 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

3 

16
 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

3 

17
 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

3 

18
 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0.8
 

5 

0.1
 

0 0 0 0 0 0 0 

6 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1.2
 

0.4
 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

6 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

6 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

10
 

1.8
 

0 0 0 0 0 0 0 0 

6 4 0 0 0 0 0 0 0 0 

0.4
 

0 0 0 0 0 

0.2
 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 

3
 

Tem
p

e
ratu

ra (°C
) 

15
 

10.5
 

10.3
 

10.4
 

10.5
 

11.6
 

11.5
 

12.6
 

15.5
 

18.7
 

18.4
 

20.4
 

20.5
 

20.9
 

21.3
 

21.0
 

20.1
 

17.6
 

16.5
 

15.0
 

14.0
 

14.2
 

14.0
 

13.7
 

12.6
 

3 

16
 

10.9
 

10.8
 

11.1
 

9.6
 

9.6
 

10.4
 

12.0
 

16.7
 

20.4
 

21.6
 

22.0
 

21.9
 

22.2
 

22.4
 

20.7
 

20.1
 

18.0
 

17.1
 

15.6
 

14.8
 

15.1
 

14.7
 

14.7
 

13.9
 

3 

17
 

12.4
 

12.0
 

11.8
 

11.8
 

11.2
 

10.9
 

12.6
 

18.1
 

21.7
 

23.8
 

24.8
 

24.6
 

24.1
 

23.8
 

21.6
 

19.6
 

18.1
 

17.9
 

17.4
 

17.2
 

16.8
 

16.3
 

15.5
 

14.2
 

3 

18
 

13.5
 

12.8
 

12.7
 

12.2
 

11.7
 

11.6
 

12.6
 

19.4
 

23.3
 

25.1
 

25.4
 

25.1
 

25.7
 

25.0
 

21.5
 

17.8
 

18.3
 

17.6
 

16.8
 

16.6
 

15.9
 

15.2
 

14.8
 

14.8
 

6
 

1
 

12.6
 

11.8
 

11.4
 

11.0
 

11.7
 

12.3
 

15.3
 

19.8
 

21.3
 

19.8
 

19.4
 

19.5
 

21.3
 

20.9
 

19.7
 

19.3
 

18.1
 

16.9
 

15.7
 

14.3
 

13.3
 

12.2
 

11.9
 

11.3
 

6 2 

11.4
 

10.9
 

11.0
 

11.0
 

11.1
 

11.1
 

14.2
 

19.7
 

22.0
 

22.3
 

23.8
 

23.7
 

22.4
 

20.8
 

22.0
 

20.8
 

19.8
 

18.4
 

17.4
 

16.7
 

16.2
 

15.6
 

14.6
 

14.2
 

6 3 

14.0
 

13.4
 

13.3
 

13.6
 

13.4
 

14.0
 

16.2
 

19.4
 

19.5
 

19.5
 

19.0
 

22.4
 

23.4
 

21.1
 

19.0
 

17.9
 

17.6
 

17.4
 

17.1
 

17.1
 

16.7
 

15.8
 

14.9
 

14.5
 

6
 

4
 

13.9
 

13.6
 

13.8
 

13.8
 

13.1
 

13.5
 

15.8
 

17.8
 

18.6
 

18.0
 

18.4
 

20.1
 

19.2
 

20.4
 

21.3
 

19.6
 

18.5
 

17.8
 

17.3
 

17.1
 

16.5
 

15.4
 

14.9
 

14.5
 

 


