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RESUMEN

La presencia de residuos de hormonas esteroides en el sistema hidrografico es un
problema ambiental critico y preocupante a nivel mundial, compuestos considerados
como disruptores endocrinos. de organismos acuaticos y seres humanos. Este estudio
reporta la presencia de residuos de hormonas esteroides en las aguas de la Bahia Interior
Lago Titicaca, potable y subterranea (pozo), ciudad de Puno-Per(. Muestras tomadas mes
de marzo 2020. La extraccion de hormonas de las aguas, se realizd en cartuchos
polymerix extraccion reversa fase solida (SPE) previamente acondicionadas, la elucion
se realiz6 con alcohol metilico grado HPLC, la determinacion y cuantificacion de
hormonas se realiz6 en el cromatégrafo HPLC- DAD, con una columna Agilent Zorbax
Eclipse Plus C18 (100x300mm,3,5,um), del laboratorio de ecotoxicologia CENA-USP-
Brasil, Los resultados muestran concentraciones maximas de: estrona (E1) 1,56; 17 B-
estradiol (E2) 2,27; 17 a-etinilestradiol (EE2) 13,88 ng L-1, respectivamente estas
concentraciones varian en los puntos de monitoreo, y su presencia podria ocasionar
efectos eco toxicoldgicos a la biota acuatica endémica que habita esta parte del lago,
también afectar la salud de la poblacion humana que consume esta agua. Los parametros
fisico-quimicos determinados del agua: temperatura de 15,0 a 10°C, pH de 9,06 a 7,95,
mv de-140a—81, CEde 1,86a 1,21, OD de 8,99 a 8,11, TDS de 1,19 a 0,773, salinidad
de 0,9 a 0,6, ORP de 100 a 281, profundidad de 5,20 a 0,90 m, transparencia de 4 a 0,3

m. los mismos que no tienen mucha variacion con estudios anteriores.

Palabras Claves: Contaminante emergente, cromatografia liquida, riesgo ambiental,

Titicaca
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ABSTRACT

The presence of steroid hormone residues in the hydrographic system is a critical and
worrying environmental problem worldwide, compounds considered as endocrine
disruptors. of aquatic organisms and humans. This study reports the presence of steroid
hormone residues in the waters of the Interior Bay of Lake Titicaca, potable and
underground (well), city of Puno-Peru. Samples taken in March 2020. The extraction of
hormones from the water was carried out in polymer cartridges, previously conditioned
solid phase reverse extraction (SPE), the elution was carried out with HPLC-grade methyl
alcohol, the determination and quantification of hormones was carried out in the HPLC-
DAD chromatograph, with an Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 column
(100x300mm,3.5,um), from the CENA-USP-Brazil ecotoxicology laboratory, the results
show maximum concentrations of: estrone (E1) 1.56; 17 B-estradiol (E2) 2.27; 17 a-
ethinyl estradiol (EE2) 13.88 ng L-1, respectively, these concentrations vary in the
monitoring points, and their presence could cause ecotoxicological effects to the endemic
aquatic biota that inhabits this part of the lake, also affect the health of the human
population that consumes this water. The determined physical-chemical parameters of the
water: temperature from 15.0 to 10°C, pH from 9.06 to 7.95, mv from -140 to — 81, EC
from 1.86 to 1.21, OD from 8 0.99 to 8.11, TDS 1.19 to 0.773, Salinity 0.9 to 0.6, ORP
100 to 281, Depth 5.20 to 0.90m, Transparency 4 to 0.3m. the same ones that do not have
much variation with previous studies.

Keywords: Emerging contaminant, liquid chromatography, environmental risk, Titic

14
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Existe preocupacién mundial por la contaminacién de compuestos emergente en
muchos lagos, que son importantes fuentes de agua, considerando que los lagos a veces
son drenajes de cuencas hidrograficas y embalses que se ven alterados por cambios en el

uso de la tierra y las condiciones ambientales (Sacdal et al., 2020).

Proteger la integridad y la calidad de los recursos hidricos es una de las tareas
ambientales mas esenciales en la actualidad. Las hormonas se utilizan cada vez mas en
todo el mundo (N. H. Torres et al., 2021) ; como la hormona 17 a-etinilestradiol (EE2),
que es uno de los compuestos de las pildoras anticonceptivas (Gonzalez et al., 2013),
como de ganado y son capaces de interferir con el sistema endocrino en vertebrados e
invertebrados (Bovier et al., 2018). Todos estos compuestos se eliminan a través de la
orina y las heces humanas en diferentes cantidades, dependiendo de la edad, estado de
salud, dieta, estado de gestacién de la mujer y también a través del estiércol del

animal(Gonzalez et al., 2020).

Las hormonas como la estrona (E1); 17 B-estradiol (E2) son estr6genos endégenos
catalizados por las enzimas del citocromo P450 (CYP) que tienen actividad bioldgica en
el higado, los tejidos, las células diana extrahepéticas(Zhu & Lee, 2005), produciendo
metabolitos como hidroxilacion de estrégenos con una estructura similar, pero con

diferentes efectos fisiologicos después del metabolismo in vivo (Xu et al., 2021).

Se detectaron hormonas de origen natural y sintético en el medio acuatico (Sacdal

etal., 2020), como estrogenos en cuerpos de aguas continentales, afluentes de los

15
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tratamientos de aguas residuales (Deich etal., 2021), debido a la ineficacia de los

tratamientos convencionales (N. H. Torres et al., 2021).

.Trabajos realizados en diversos paises del mundo, detectaron residuos de
hormonas esteroides en concentraciones del orden de ngL-1 a uglL-1. en aguas
superficiales residuales, (Fent et al., 2006) aguas subterraneas y potables (Baronti et al.,

2000; Luo et al., 2014).

Por primera vez se estudio la calidad de las aguas de la zona litoral del lago
Titicaca en la década 1980. La mayor informacidon disponible de las caracteristicas fisico-
quimicas y limnologicas de las aguas del lago Titicaca proviene de investigadores de la
Universidad de California, IMARPE y de UBC -UNTA; Thomas G. (Desbrow et al.,

1998; Northcote et al., 1991).

No hay leyes vigentes sobre los valores maximos permisibles para estas sustancias
en diferentes matrices ambientales, (Garcia-Galan et al., 2010; Jeli¢ et al., 2009; Kuster
et al., 2009; Marina et al., 2004; Mallick & Kuster, 2010) instituciones internacionales
como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2013) o las agencias de medio
ambiente de Estados Unidos y Europa (European Agency for the Evaluation of Medicinal

Products, 1996), AEMA, respectivamente) mostraron preocupacion por este tema.

El Lago Titicaca, sistema de alto valor ecoldgico que concentra actividades
humanas como: piscicultura, turismo, agricultura, transporte, recreacion y provee agua
para consumo de la ciudad de Puno y otras ciudades, (Dejoux & lltis, 1992; Gogoi et al.,
2018; Ismail et al., 2019; Ley N° 28611, 2005; Omar et al., 2016). No esta ajena a la

contaminacion por sustancias emergentes.
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1.1. OBJETIVOS

1.1.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar hormonas esteroides en aguas del lago Titicaca y consumo de la ciudad

de Puno Empleando Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia.

1.1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.
Extraer y cuantificar la concentracion de hormonas: 17 B-estriol; 17 a-
etinilestradiol y estrona en agua del lago Titicaca y de consumo de la ciudad

de Puno utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia.

Diferenciar la concentracion de residuos de hormonas esteroides en agua del

lago y agua de consumo.

Validar el método de extraccion y cuantificacion por Cromatografia Liquida

de Alta Eficiencia
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CAPITULO 1l

REVISION DE LITERATURA

2.1. MARCO TEORICO

2.1.1. Caracteristicas del lago Titicaca

El lago Titicaca es el lago navegable més alto del mundo, ubicado en el altiplano
andino en los andes dentro de la meseta del Collao, a una altitud media de 3812 m s, n,
m, entre los territorios de Per( y Bolivia, Uno de los 20 lagos mas antiguos en la Tierra
(3 106 afios); Posee un area de 8562 km? de los cuales el 56 % (4772 km?) corresponden
a Per( y el 44 % (3790 km?) a Bolivia; su profundidad méxima se estima en 281 my se

calcula su profundidad media en 107 m (PCM, 2014).

Es un ecosistema muy valioso porque constituye una gran reserva de agua que
concentra una serie de formas de vida y sostiene a muchas familias”, afirma Eduardo
Dios, secretario técnico de la Comision Multisectorial para la Prevencidn y Recuperacion

Ambiental de la Cuenca del lago Titicaca y sus afluentes.

La ONG alemana Global Nature Fund (Goodman, 2012) nombré al Lago Titicaca
de Bolivia y Per( "Lago amenazado", debido al grave impacto ambiental que sufre por el
vertido de aguas residuales de hogares e industrias, de pesticidas y abonos de la
agricultura intensiva que se practica en las orillas, ademas de los desechos procedentes
de la explotacion minera, amenazan los medios de vida de mas de 2 millones de personas

que viven en el area de influencia del lago.

Segn ANA (2018) determiné que existen 840 fuentes de contaminacion del agua:

562 pasivos ambientales mineros, vertimientos de aguas residuales municipales; 105,
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botaderos de residuos solidos; 14 vertimientos de aguas residuales domésticas; 14

vertimientos de aguas residuales industriales y 22 vertimientos de pasivos.

En la actualidad se ha masificado la crianza de truchas en el lago, estas incorporan
materia organica, por lo tanto, estas aguas tienen altas concentraciones de compuestos
fosforados y nitrogenados que causan la eutrofizacion acelerada del lago Titicaca

(Northcote et al., 1991; PCM, 2014).

2.1.2. Labahia interior de Puno

Ubicada a 15°50°34” S 69°59°43” W, Se encuentra situada en el sureste del Pert,
en la provincia de Puno, la cual a su vez forma parte del departamento de Puno, Va desde
Capta bla achica hasta Chucuito Tiene una superficie de aproximadamente 589 kmz, con
un volumen de agua de unos 5 mil millones de m3, que varia constantemente,
especialmente entre el invierno y el verano, (Dejoux & lltis, 1992), tiene un extension de
16,1 km2, una profundidad media de 2,7 m, es somera y de poco flujo, sufre un proceso
de contaminacion gradual desde hace méas de 30 afios con las aguas contaminadas a raiz
de las descargas de aguas servidas de la ciudad de Puno con una poblacién, 219, 494
habitantes (INEI, 2017, 2019) y poblaciones riberefias, sin el tratamiento adecuado, en la
actualidad es una cubeta casi colapsada ecolégicamente y aun a pesar de ello continta
proveyendo beneficios, abastecimiento de agua potable, riego, pesca, navegacion,
turismo, y otros tipos de actividades de recreo (pesca deportiva) (Ley N° 28611, 2005;

Lozaet al., 2016).

2.1.3. Laguna de oxidacion de Espinar
La ciudad de Puno cuenta con una laguna de estabilizacion (Espinar), para el
tratamiento de aguas residuales, construida en el afio 1972, ubicado a 4,5, km del muelle

y Espinar, a orillas de la bahia menor del Lago Titicaca, compuesta por dos lagunas de
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estabilizacion en serie; Laguna primaria anaerdbica de extension de 13,4 ha, y una
profundidad de 2,30 m — laguna secundaria facultativa de extension de 7,9 ha profundidad
de 2,30 m (Figura N°3,1), su disefio inicial para 100 L/s el afio 1972, la ciudad de Puno
tenia 30,000 habitantes, actualmente el caudal de ingreso promedio de 350 L/s y la
poblacién es de 151, 937 (INEI .et al, 2019) , a ello se suma el vertimiento directo de
aguas residuales a través de desaguies clandestinos por las poblaciones riberefias, agravada
por la falta de mantenimiento y el crecimiento urbano sin ninguna planificacion (PCM,

2014).

2.1.4. Fuente de captacion de agua Chimu

La toma de succion se realiza al final del rio Huile, que desemboca al Lago
Titicaca, Las bombas estan instaladas en una estructura de concreto (CAISSON) las
cuales bombean el agua cruda para la Planta de Tratamiento de Agua Potable (PTAP)
Aziruni (Salcedo- distrito de Puno), (Figura 3-2), La distancia de la laguna de Espinar y

la toma de agua para consumo- Chimu es de 13 km.

2.1.5. Calidad del agua del lago Titicaca
Las aguas del lago Titicaca son limpidas y s6lo levemente salobres, con salinidad

que van desde 5,2 hasta 5,5 partes por 1000 (Bruciatelli et al., 2014).

Segun, Monroy et al. (2014), el agua del lago contiene un alto nivel de plomo que
tampoco es apto para el consumo humano y encontré mercurio, zinc, cadmio y cobre en
cuatro especies de peces del lago Titicaca, cuyos niveles estan por encima del permitido
para el consumo humano, Las consecuencias por consumir son enfermedades como
anemia, problemas intestinales, osteoporosis, problemas mentales, beber esta agua puede
ser mortal, Tampoco la pueden usar para asearse, pues provocaria granos en la piel y

enrojecimiento de los 0jos, como ya se ve en muchos nifios.
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Muchas promesas, pocas obras: Presidente, el ex presidente Pedro Pablo
Kuczynski en el 2017 prometié que su Gobierno invertird 437 millones de ddlares en la
construccién de diez (PTAR) y no se vio materializadas las obras, el ex presidente Ollanta
Humala tampoco materializo estaos proyectos en su periodo 2011-2016, El presidente de
Bolivia Evo Morales en el 2018 prometido 85 millones de délares de inversién, siguen
esperando, el ex presidente Martin Viscarra en el 2020 firmo contratos para (PTAR), un
anhelo de los ciudadanos de la regién sur del pais y sus 7 provincias, pero ninguna de

estas haré el tratamiento de residuos de contaminantes persistentes ni emergentes.

2.1.6. Agua para consumo humano

El acceso al agua potable es fundamental para la salud, uno de los derechos
humanos basicos y un componente de las politicas eficaces de proteccion de la salud,
nacional, regional y local, debe cumplir las caracteristicas fisicas — quimicas y
bacterioldgicas en las condiciones de normatividad vigente, apta para el consumo
humano, caracteristicas fisicas no tener olor ni sabor, no tener materia en suspension ni
en disolucion, no contener microorganismos y patdgenos, Caracteristicas quimicas, pH

neutro, ebullicién 100°C y congelacion 0°C.

2.1.7. Parametros fisico quimicos del agua del lago Titicaca y agua de consumo
Lazzaro & Gamarra et al. (2014), brindan valiosa informacion limnoldgica de las
aguas superficiales del lago Titicaca obtenida por IMARPE entre los afios 2006 y 2012 .
Esta informacion es importante para los especialistas interesados en conocer la calidad
del agua del lago Titicaca y, por tanto, su “estado de salud” para beneficio del bienestar
regional. Ambos autores sefialan que la temperatura del agua del Lago oscil6 entre 10,9
°C (julio 2007) y 17,3 °C (diciembre 2012). EIl oxigeno disuelto vario de 4,21 mg L-1
(abril 2010) y 8,85 mgL-1 (diciembre 2012). El oxigeno disuelto vario de 4,21 mg L-1
(abril 2010) y 8,85 mg L-1 (diciembre 2007). El pH del agua vario entre 7,86 y 8,99, es
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decir con una tendencia alcalina. La conductividad eléctrica oscilo entre 1,200 uS cm-1
(abril 2007) y 1,994 uS cm-1 (diciembre 2012) , Potencia de oxidacion Reduccion (ORP)
95,9 a 67,5.datos validados por (Moreno Terrazas et al., 2021). Cahui Galarza (2018)
reporta valores de: Temperaturas 13,0 a 16,6°C; pH de 7,6 a 7,3; 547 Oxigeno disuelto
(OD) de 5,8 a 5,9 mg/L; Conductividad Eléctrica (CE) de 2636,4 a 1300, 9 548 uS/cm;
Solidos Totales Disueltos SDT de 1284,2 a 847,3 mg/L; Salinidad de 0,9 a 0,6 g/L; 549
Potencia de oxidacion Reduccién (ORP) 95,9 a 67,5. (Farfan et al ., 2015), reporta valores

de temperatura de 14,8 a 18,4°C; pH de 8,25 a 8,47; Profundidad 2,50 a 546 20 m.

2.2. LOS CONTAMINANTES EMERGENTES

El término de contaminantes emergentes (CE) se refiere a compuestos de distinto
origen y naturaleza quimica, cuya presencia en el medio ambiente no se considera
significativa en términos de distribucion y/o concentracion, por lo que pasan inadvertidos;
no obstante, ahora estan siendo ampliamente detectados y tienen el potencial de acarrear
un impacto ecolégico, asi como efectos adversos sobre la salud (Farré et al., 2008; Stuart

etal., 2012).

La European Comision (2013) define a los contaminantes emergentes como
“contaminantes que en la actualidad no esta incluidos en los programas de seguimiento
sistematico en la Union, pero que suponen un importante riesgo, lo cual exige su
regulacién, dependiendo de sus posibles efectos eco toxicoldgicos y toxicoldgicos, y de

sus niveles en el medio acuatico

La Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (European Agency for
the Evaluation of Medicinal Products, 1996), define un contaminante emergente como un

compuesto quimico o un material que se caracteriza porque se percibe como un peligro
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potencial o real para la salud humana o el medio ambiente o0 no estan establecidos sus

efectos sobre la salud (Jurado et al., 2012).

Se ha establecido que estos compuestos entran en el ambiente a través de algunas
fuentes y vias, tales como aguas residuales de tipo doméstico e industrial, de los residuos
de las plantas de tratamiento (Worrall et al., 2002), de los efluentes hospitalarios
(Kimmerer, 2001), de las actividades agricolas y ganaderas (L. B. Christiansen, 2002), y
de los tanques septicos (Costanzo et al., 2010; Kocher et al., 2003; Swartz, 2006) los
cuales contienen un gran nimero de componentes organicos especificos y CES que se
producen a diferentes concentraciones en las aguas superficiales, cuyos criterios de
calidad ambiental ain no se han podido especificar (Eggen et al., 2010; Kastelan &
Korsic, 2007), y las plantas de tratamiento convencionales de aguas residuales no estan
disefiadas para eliminarlos (Brown et al., 2001; Caldwell et al., 2012; Winkler et al.,
2007), motivo de preocupacion cientifica y para las entidades ambientales reguladoras
(Eggen et al., 2010; Kastelan & Korsic, 2007),. Se consideran emergentes debido a que
no se encuentran adn regulados, o estan siendo sometidos a un proceso de regulacion

(Kuster et al., 2004).

En los Jdltimos afios, los denominados contaminantes emergentes
(microcontaminantes) han despertado un notable interés, cuya presencia y consecuencias
en el medio ambiente han pasado inadvertidas, Estan presentes en aguas en bajas
concentraciones — de ngL-1 a pgL-1 y son considerados muy perjudiciales para la salud
humana y el medio ambiente, ya que pueden causar diversos efectos en los organismos,
tales como toxicidad cronica, disrupcion endocrina y bioacumulacién, Podrian afectar la
salud humana causando pérdida de coeficiente intelectual y muchas otras discapacidades

intelectuales y conductuales, asi como obesidad, diabetes e infertilidad.
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Ademas, una de las razones por las que estos compuestos han sido considerados
sustancias prioritarias es que se ha descubierto que, ademas de ser toxicos para el medio,
pueden producir cambios en el desarrollo, comportamiento o reproduccion de organismos

VivOos por ser compuestos que pueden comportarse como hormonas (Guedes et al., 2017).

Estas razones han provocado que la investigacion acerca de los contaminantes
emergentes sea considerada prioritaria para diversos organismos internacionales de salud
publica y cuidado del medio ambiente como la Agencia de Proteccion del Medio
Ambiente de Estados Unidos (US-EPA), la Organizacion Mundial de la Salud (OMS,

2013) o la Comision (Farreé et al., 2008).

El principal interés de los organismos internacionales es conocer
pormenorizadamente las caracteristicas, efectos y transporte de los contaminantes
emergentes en el medio ambiente para poder realizar reglamentaciones adecuadas a los
diferentes compuestos existentes en los distintos compartimentos ambientales, En este
sentido, algunas organizaciones como la Comision Europea han elaborado listas de
vigilancia de compuestos (denominadas Watch Lists en inglés), las cuales recogen un
maximo de 10 compuestos o familias de compuestos similares que deben ser vigilados y
de los que se deben recabar la mayor cantidad de datos posibles sobre su presencia,

efectos y propiedades (Amankwaah et al., 2014).

Debido al cardcter eminentemente antropogénico de los contaminantes
emergentes, las fuentes de emision de éstos al medio hay que buscarlas en las fuentes de
desechos humanas, Estas fuentes pueden ser puntuales, cuando se conoce el lugar donde
se produce el vertido, o difusas, mas dificiles de detectar y controlar y normalmente
ligadas a actividades humanas como la agricultura y la ganaderia (Johnson et al., 2008)

(Johnson et al., 2008). De entre las fuentes puntuales, las estaciones depuradoras de aguas

24

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

residuales (EDARSs) se consideran la fuente principal de contaminantes emergentes al
medio acuatico (Aydin & Talinli, 2013), ya que a ellas llegan todo tipo de aguas
residuales, eminentemente urbanas, pero también aguas de procedencia industrial,
agricola o especial (efluentes de zonas hospitalarias, veterinarias, vertederos, etc.). La
finalidad de las estaciones depuradoras de aguas residuales es llevar a cabo una serie de
tratamientos, que pueden ser fisicos, quimicos, biolégicos o combinacion de éstos, para
eliminar tanto la materia suspendida en el agua como la materia organica presente en ella

(Guedes, Sosa, & Santana, 2017).

Una vez las aguas han sido tratadas y cumplen con los valores de calidad
impuestos por las diferentes administraciones publicas, pueden verterse en el medio
receptor, Sin embargo, y, debido en gran manera a la falta de legislacion, en los efluentes
de estas EDARs se pueden detectar concentraciones de contaminantes emergentes debido
a que las plantas depuradoras no estan disefiadas para eliminarlos ni se tiene la obligacién
legal de hacerlo, Aparte de dicha fuente, otras vias puntuales de entrada de contaminantes
emergentes al medio ambiente pueden ser los vertidos accidentales, las instalaciones
agricolas regadas con aguas depuradas o los lixiviados de vertederos, En cuanto a las
fuentes de contaminacion difusas se encuentran las fugas de los sistemas de saneamiento,
las escorrentias procedentes de instalaciones agricolas y ganaderas o las infiltraciones de
agua de rio contaminada en acuiferos subterraneos (Aydin & Talinli, 2013; Christiansen,

2004; Costanzo et al., 2010; Garcia-Galan et al., 2010).

De hecho, no es hasta finales de los afios 90 cuando empieza a existir una
concienciacion cientifica acerca de los contaminantes emergentes. En la Figura 2.1. se
muestra la evolucion en el nimero de trabajos cientificos en revistas de alto impacto,

pudiéndose comprobar que el nimero de articulos y, por tanto, de investigaciones,
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aumenta constantemente, lo cual refleja el interés de la comunidad cientifica por este

incipiente problema medioambiental (Guedes-Alonso et al., 2017).
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Figura 2. 1 Publicaciones en revistas cientificas, “Emerging Polluntants”

Fuente: (Guedes-Alonso et al., 2017).

El hecho de crear una categoria de nuevos contaminantes surgio, por tanto, hace
pocos afos, a raiz de la mejora de los métodos de analisis quimico, con los cuales se pudo
comprobar que los diferentes compartimentos medioambientales presentaban
concentraciones de “nuevos compuestos quimicos “catalogados como peligrosos o

toxicos para el medio acuatico (Guedes-Alonso et al., 2017).
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2.3. EFECTO ENDOCRINO

2.3.1. Disruptor Endocrino (DE)

Es cualquier compuesto quimico contaminante del medio ambiente que una vez
incorporado a un organismo afecta el equilibrio hormonal del mismo en diversas especies,
entre ellas el humano, numerosos sistemas han sido descriptos que afectan el eje

reproductivo masculino (Scaglia & Chichizola, 2007).

2.3.2. Sistema endocrino

El sistema endocrino, es un conjunto de érganos Yy tejidos encargados de mantener
el equilibrio quimico del organismo, controlando su normal funcionamiento, Su principal
componente son las glandulas endocrinas, las que liberan hormonas al torrente sanguineo;
estas sustancias regulan el crecimiento, el desarrollo y las funciones de varios tejidos, asi

como también la reproduccién sexual (Jara, Garea, & Irabien, 2005).

El termino disruptor endocrino lo utilizo por primera vez Theodora Colman en
1991, actualmente se denominan “compuestos disruptores endocrinos, CDEs” (en inglés,

endocrine disrupting compounds, EDCs),

Segun la Comision Europea en uno de sus mas recientes documentos (20), UEC-
2016,” las sustancias quimicas que alteran los procesos endocrinos (“alteradores
endocrinos”) son aquellos que perturban las funciones del sistema hormonal y, en

consecuencia, producen efectos adversos”.

Segun la Organizacién Mundial de la Salud recoge en su Programa Internacional
sobre Seguridad Quimica (Beltran et al., 2015), un disruptor endocrino es una sustancia
exdgena o combinaciones de varios que alteran las funciones del sistema endocrino y, por
lo tanto, tienen efectos perjudiciales para la salud en un organismo intacto o su progenie,

0 para determinadas (sub) poblaciones”.
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Segun EPA (1997), “agente exdgeno que interfiere con la sintesis, secrecion,
transporte, union, accion o eliminacion de la hormona natural en el cuerpo que son
responsables por el mantenimiento, reproduccién, desarrollo y/o comportamiento de los

organismos”.

No obstante, existen puntos de encuentro entre todas estas definiciones, como
pueden ser la consideracion de disruptor endocrino: “compuestos disruptores endocrinos”
(EDCs) —término con el cual nos referimos a una sustancia quimica sintetizada por la
accion humana, capaz de alterar el equilibrio hormonal y provocan alteraciones en el
sistema endocrino de muchos organismos o en su descendencia, son solubles en grasas.
Asi la utilizacion de estiércol de animales y sedimento de aguas servidas como
fertilizantes consiste en una de las principales vias de diseminacion de estos compuestos

en el ambiente (Christiansen, 2002).

Segln Bila et al. (2007), las sustancias clasificadas como disruptores endocrinas
(DE), incluyendo sustancias naturales y sintéticas, usadas o producidas para varios usos
pueden agruparse en dos clases: 1, Sustancias sintéticas- utilizadas en la agricultura y sus
subproductos como pesticidas, herbicidas, fungicidas e insecticidas; dioxinas,
alquilfenoles y otros; compuestos farmacéuticas como los estrdgenos sintéticos
dietilbestrol (DES) y 17 alfa etinilestradiol (EE2) y 2, Sustancias naturales — Fito
estrogénicos, tales como, genisteina y metaresinol y estrégenos naturales 17 beta-(E2),

estrona (E1) y (E3).

24. IMPACTO POR LAS HORMONAS EN EL MEDIO AMBIENTE

Las hormonas son compuestos usados como una parte esencial tanto en la
medicina humana, veterinaria y agricultura y a pesar de haber sido aprobado por el
gobierno y sometido a estudios farmacocinéticos, todavia existe una considerable falta de
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conocimiento sobre su destino en el medio ambiente. La salud humana depende del buen
funcionamiento del sistema endocrino, que regula la liberacion de hormonas esenciales
para funciones tales como el metabolismo, el crecimiento y desarrollo, el suefio o el

estado de animo (OMS, 2013).

En los dltimos afios, se ha mostrado gran interés en la deteccion, eliminacion de
estrégenos, aunque los estudios realizados no han sido suficientes para impulsar la
elaboracion de una legislacion que permita conocer la concentracion real en la que se
comienza a producir dafios a los seres vivos, la investigacion del destino de hormonas
sexuales, en el medio ambiente, especialmente en ecosistemas acuaticos, es un tema

prioritario para la quimica ambiental (Bodzek & Dudziak, 2006).

Los esteroides y sus metabolitos son constantemente vertidos en las aguas
receptoras, rios, lagos o mares, debido a su eliminacion incompleta en plantas de
tratamiento de aguas residuales, tratamiento de residuos solidos, Estos esteroides que se
eliminan a través de la orina, estiércol de animales y heces humanos, en diferentes
cantidades, dependiendo de la edad, estado de salud, dieta y estado de embarazo de las
mujeres, o por eliminacion directa a través de aguas residuales de uso doméstico, y la
escorrentia de las tierras de cultivo son consideradas fuentes principales introducidos al
medio acuatico y causar dafios a la salud (Gorak & Hoffmann, 2001; Gupta et al., 2007;
Liu & Zhou, 2013; Liu et al., 2009). Una posible contaminacion del suelo y del agua
subterranea puede ser causada por aplicacion del lodo proveniente de las plantas de
tratamiento municipales, asi como transporte de las hormonas a través de la filtracion de

aguas residuales superficiales (Ternes et al., 1999).
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2.5. HORMONAS ESTEROIDES

2.5.1. Concepto de hormonas

Las hormonas son sustancias organicas producidas por las glandulas y tejidos
enddcrinos que, por lo general, pasan a la circulacion general y ejercen su accion en otros
tejidos distantes del lugar de secrecién. Las hormonas son auténticos mensajeros
quimicos de forma individual, poseen funciones vitales de accion inmediata, en horas,
como la insulina, 0 més tardia, en dias, como el cortisol. También intervienen en la
regulacion de crecimiento y el desarrollo, mientras que otras participan en funciones de
la vida de relacion, reaccion y defensa. En los humanos, las hormonas son fundamentales

para la vida sexual y, por lo tanto, para la reproduccion (Vargatu, 2016).

Las hormonas esteroideas de origen natural se sintetizan mayoritariamente en el
tejido suprarrenal, ovarios, testiculos y placenta, Cuando son excretadas, llegan al medio
ambiente, al ser moléculas biol6gicamente activas, pueden activar las células receptoras
de los organismos presentes en los sistemas medioambientales, produciendo cambios en

los sistemas endocrinos de éstos (Guedes-Alonso et al., 2017).

2.6. CLASIFICACION DE LAS HORMONAS ESTEROIDES

Se clasifican de acuerdo con su naturaleza: naturales (produccion en el cuerpo
humano); artificial o sintéticas (produccion industrial), Los esteroides que causan
preocupacion con relacion al medio ambiente acuatico debido a su potencial disruptor
endocrino son principalmente, estrégenos y anticonceptivos, los cuales incluyen el 17 -
estradiol (E2), estrona (El), estriol, (E3), 17a-etinilestradiol (EE2) y el mestranol

(MeEE2) (Ying et al., 2002).
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2.6.1. Hormona estrona, E1

Se representa por (E1). Es una hormona estrogénica secretada por el ovario y el
tejido adiposo denominada también foliculina. Es el estrdgeno menos abundante en el
cuerpo de la mujer en edad reproductiva, después de la menopausia pasa a ser el estrogeno
mayoritario llegando a ser su concentracion entre el doble y cuatro veces mas que la del
17 B estradiol (Raymond et al., 2005).. Estructuralmente s6lo posee un grupo hidroxilo
unido al C3, Formula quimica se muestra en la Figura N° 2.2 y su nombre segun la

IUPAC.

HO

Fuente: (Vessman et al., 2001).

(IUPAC):3-hydroxy-13-methyl-7,8,9,11,12,14,15,16-octahydro-6H-
cyclopenta[a]phenanthren-17-one.

Figura 2. 2 Estructura quimica de la hormona estrona

2.6.2. Hormona 17 g-Estradiol

Se representa por (E2).: El 17 B-estradiol se sintetiza en los ovarios y es una
hormona del desarrollo sexual de la mujer siendo el estrogeno predominante durante la
etapa reproductiva, es responsable del crecimiento de cancer de mama y epitelio
reproductivo, la maduracion de huesos largos y el desarrollo de caracteristicas sexuales
secundarias. Esta hormona es la mas importante ya que tiene un efecto estrogénico menor

a un nivel de ng/L, es responsable de interrumpir una parte principal de efectos
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significativos de disruptores endocrinos observados en el medio acuatico (Hu etal.,

2009).

Quimicamente. El estradiol tiene 3 dobles ligaduras en el anillo A, un OH en C3,
y otro OH en C 17, en posicion beta, es el estrogeno mas potente dentro de un grupo de
esteroides estrogenos enddgenos que incluyen la estrona y el estriol. Su formula quimica

se muestra en la figura 2.4 y su nombre del IUPAC.

HsC  OH

HO
Fuente: (Vessman et al., 2001).
(IUPAC): (17p)-estra-1,3,5(10)-triene-3,17-diol

Figura 2. 3 Estructura quimica de la hormona 17 S-estradiol

2.6.3. Hormona 17 a-Etinilestradiol

Es un estrogeno sintético ampliamente utilizado en la actualidad (Kummerer,
2001). Estructuralmente su molécula es igual a la del B-estradiol, con la Unica diferencia
de la adicion de un grupo etinil en el C17, Al igual que en el caso del B-estradiol, una vez
metabolizado, forma complejos glucurdnidos y sulfatos que se excretan en la orina y las
heces, En la actualidad sigue usandose no solo en terapias de remplazo hormonal o en el
tratamiento de hipogonadismo femenino, sino como anticonceptivo, normalmente en
presencia de un progestageno, (Runnalls et al., 2010)a formula quimica se muestra en la

Figura 2,5, y el nombre segun la (IUPAC)
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HO

Fuente: (Vessman et al., 2001).

(IUPAC). 17-etinil-13-metil-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17- decahidro-6H-ciclopenta[a]
fenantrene3,17-diol.

Figura 2. 4 Estructura quimica de la hormona 17 o-etinilestradiol.

Los estrogenos que mayor preocupacion despiertan en los investigadores
pertenecen al grupo de los disruptores endocrinos, debido a que pueden afectar el

desarrollo de los seres vivos.

La concentracidn de estas sustancias en muestras es del orden de nanogramos por

litro (ng/L) se muestra en la Tabla 2.1 contraccion de hormonas esteroides en aguas de

lago.
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En la Tabla 2,3. Se indica lo siguiente: Nombre de la hormona: compuestos de
estudio. Numero de CAS (Chemical Abstracts Service): es un indicador numérico unico
gue designa una sustancia que no tiene ningun significado quimico, y que se enlaza con
una gran cantidad de informacion de acerca de esa sustancia quimica especifica, se usa
internacionalmente en las hojas de seguridad pueden ser 9 digitos de tres 6 dos nimeros

separados por un guion

Nombre IUPAC Union Internacional para la Quimica Pura y Aplicada. De cada
hormona en estudio. Formula global de la hormona . Peso molecular de cada hormona
expresada en g mol-1. Presion de vapor, estos esteroides tienen baja presion de vapor,
entre 1,9 x 10-9 y 9,9 x 10-12 mm Hg, e indican que es poco probable que se evaporen o

volatilicen y pasen al medio aéreo, manteniéndose en las fases liquida o solida,

La solubilidad, Los esteroides naturales como la hormona 17 B-E2 y E1, tienen
una solubilidad de aproximadamente, 3 mgL-1, y la hormona sintética 17 o-EE2 tiene
una solubilidad de 11,3 mgL-1, valores relativamente bajos de solubilidad en agua,

precipitaran hacia las fases sélidas.

Los valores de Log Kow, de los esteroides naturales son 3,13 para E1 y 4,01 para
el 17 beta E2, El esteroide sintético 17 alfa EE2 tiene un valor alto de Log Kow, 3,67,
para las propiedades psico térmicas de estos esteroides, se observa que los estrégenos son
compuestos organicos hidrofobicos de baja volatilidad, Debido a estas caracteristicas, se
espera que la adsorcién en el suelo o el sedimento pueda ser un factor significativo para
la reduccién de las concentraciones en la fase acuosa (Esteves et al., 2009; Ying et al.,
2002). Es logico asumir que este tipo de disruptores endocrinos tendran a pasar de la fase
liquida a la fase sélida. Ademas, debido a este caracter lipofilo, tenderan a permanecer

fuertemente adsorbidos en los tejidos grasos de los organismos presentes en el medio,
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produciéndose los fendmenos de bioacumulacion en organismos acuaticos (Lai et al.,

2002; Silva et al., 2012).

Las hormonas estudiadas presentan un valor de pKa superiores a 10, lo que indica

el incremento de solubilidad en medios con pH altos.

2.6.6. Caracteristicas quimicas de las hormonas estudiadas

Las hormonas esteroides suelen presentar grupos metilo en las posiciones 10y 13,
grupos carbonilo o hidroxilo en el C3 o cadenas laterales de hidrocarburos en la posicion
17. La presencia de unos u otros grupos funcionales determina el tipo de receptor celular
al que pueden unirse las diferentes hormonas esteroides (Dan Liu et al., 2017; Larsson
et al., 1999; Lednicer, 2011; Ying et al., 2002). Son los principales responsables por el
crecimiento y por la reproduccidn de especies animales, incluyendo a los seres humanos,
sus derivados sintéticos son bastante empleados como anticonceptivos (hormonas
inhibidoras del proceso de ovulacion), también son administrados en el control de los
sintomas como la menopausia, disturbios fisiologicos y en el tratamiento de cancer de
préstata y de mama. En general, son rdpidamente absorbidos por el organismo y, luego

metabolizados en el higado (Ghiselli & Jardim, 2007; Torres, 2018).

Los esteroides sintéticos 17 a- EE2 y el 17 B- E2, son los més potentes de la clase
de los disruptores endocrinos, E1 17 3 - E2 es uno de los estrdgenos enddgenos producidos
naturalmente por el cuerpo humano (Desbrow et al., 1998). El 17 a- EE2 se encuentra en
las pastillas anticonceptivas (que contiene 30 a 50 ug de 17 a- EE2 por pastilla) y en

terapia de reposicion hormonal (Bila & Dezotti, 2003; Torres, 2018; Vine, 2005).

El 17 o- EE2 y el 17 B- E2 reciben atencion especial porque son excretados

continuamente por los desaglies y no son removidos completamente en los PTAR, y son
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lanzados en los sistemas acudticos y pueden ser encontrados en las aguas superficiales,

muchas veces utilizadas como suministro de agua potable (Bila & Dezotti, 2003);

Recientes investigaciones muestran que el esteroide 17 B- E2 es uno de los
mayores responsables por la actividad estrogénica en los efluentes de los PTAR,
Esteroides naturales también se encuentran en aguas naturales, suelos y lodos bologicos
en varias partes del mundo (Belfroid et al., 1998; Lopez & Barcelo, 2001; Ternes et al.,
1999) , reportaron la presencia de 17 B - E2 (6 a 66 ng L-1) en aguas subterraneas

proximas a areas con alta densidad de cria de animales.

El 17 a- EE2. Es ejemplo claro de un compuesto hormonalmente activo (muy
potente) que puede tener algin impacto en el sistema endocrino de organismos como los

peces (Johnson et al., 2008; Torres, 2018).

Asi, de acuerdo con Thorpe & Baynes (2003), el 17 a- EE2 se encontr6 en algunos
ambientes acuaticos que reciben efluentes domésticos y es suficiente para inducir muchos
de los efectos reportados de feminizacion de peces usados en pruebas de laboratorio y de

los que viven en su habitad natural,

Estudios que han sido desarrollados utilizando el pez “paulistinha” (Danio rerio)
y se mostrd que hubo una notable sensibilidad de peces para el esteroide estrogeno EI 17
a- EE2, La exposicion crénica de paulistinhas machos jovenes y a concentraciones muy
bajas de El 17 a- EE2 (15 ng L-1) se revierte el sexo (“imposex”) de machos en hembras
fenotipicas (Pickering; Sumpter, 2003), La feminizacion inducida también ha sido
demostrada en machos jovenes de paulistinhas, cuando estan expuestos al EI 17 beta- E2
(100 ng L-1) de 21 a 45 dias después de la fertilizacion, durante el periodo sexual de

diferenciacion (Thorpe & Baynes, 2003).
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En humanos y animales, estrogenos pasan por varias transformaciones,
principalmente en el higado; el EI 17 beta - E2 es rapidamente oxidado en Estrona, la cual
puede ser aun transformada en Estriol, siendo este el principal producto de excrecion

(Ying et al., 2002).

Tabla 2. 4 Excrecion diaria (g/Per capita) de esteroides estrogenos en humanos.

Categoria E2 17 B-E1 17 x —EE2
3,9 1,6 CT
Hombres
Mujeres Menstruadas 8 35 cT
Mujeres en la Menopausia 4 23 CT
Mujeres Embarazadas
600 259 CT
Mujeres que usan anticonceptivos - - 35

Fuente: (Johnson et al., 2008).

Las mujeres embarazadas y durante el periodo de menstruacion son los dos grupos
mas importantes que contribuyen a la excrecién de hormonas, excretando 1076 y 3,42
mg/d de E1 (estrona), de 308 y 4.66 mg/d, E2 ( 17 B- estradiol) en la orina, ;mientras que

100y 0,3 mg/d de E1, 202 y 0,2 mg/d de E2 en las heces (Topalian et al., 2012).
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Hormonas esteroides

Naturales Sinteticas
I Utilizadas para I
Uso humano
. v - -
Residuos sinuso Domestico Hospitales Uso veterinario
| | J
ertederos«eq———» Aguas residuales

Actividades
agricolas
Emisarios de efluentes
Aguas Sedimentos Aguas Aguas g——— gyel
i uelos
potAabIes ﬂ;‘:::?:sy subterraneas

Fuente: (Guedes-Alonso et al., 2017).
Figura 2. 5Diagrama vias de entrada de hormonas esteroides al medio ambiente.

2.6.7. Degradacion de hormonas en el agua
Es esencial caracterizar los procesos de degradacion y la sorcion de hormonas
esteroides para evaluar su distribucion en el medio ambiente, su persistencia e

importancia ecologica en los sistemas terrestres y acuaticos (Kuster et al., 2004).

Cuando los estrogenos y los progestagenos se han incorporado en los cuerpos de
agua, ocurre una serie de procesos como: (fotdlisis, biodegradacion y adsorcion a los
sedimentos) pueden contribuir a su eliminacion. Sin embargo, no se ha podido determinar
si los mecanismos de biodegradacion o absorcion son los mas importantes para eliminar

estos compuestos, es necesario contar con una mayor informacion sobre estos
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mecanismos para mejorar el tratamiento de los sistemas existentes y desarrollar nuevas
estrategias para su eliminacion de las aguas residuales y los lodos (Auriol y Blanc et al,
2009). Sus tasas de degradacion ayudan a determinar su impacto ambiental y amenaza a
la vida acuatica debido a su gran potencial bioldgico y toxico (Chowdhury et al., 2011),
La degradacién de los estrogenos esteroidales se cree que es microbiolégicamente
mediada, con la desconjugacion de estrogenos sulfatados y glucuronizados y la oxidacion

de E2 y EE2 en EL1, asi como de las transformaciones esenciales (Atkinson et al., 2012).

2.6.8. Fotodegradacion de hormonas

El tiempo de la degradacion de las hormonas esteroidales en el ambiente puede
variar desde unas pocas horas a meses, lo cual esta en funcién de diversos parametros
ambientales; los procesos de degradacion en el medio ambiente estan dados por factores
abioticos y bidticos, en los procesos abidticos se encuentra la Fotodegradacion por
irradiacion solar que es un factor muy importante para determinar su destino final en el
medio acuatico; su foto transformacion puede ocurrir a través de fotolisis directa o
indirecta, la fotolisis directa es el resultado de la absorcion de luz por los contaminantes
causando su degradacion molecular que es crucial para la foto degradacion de estrogenos

esteroidales en el medio acuéatico (Chowdhury et al., 2011).

La foto productos iniciales generados de la degradacion de estos compuestos son
muy poco solubles en agua, lo cual dificulta su andlisis, Estudios en el laboratorio
muestran que las hormonas 17p-estradiol y 17a-etinilestradiol expuestas a luz natural se
degradan en aguas de rio, presentando una vida media menor a 10 dias bajo 12 horas de
luz solar por dia, su foto transformacion también ha sido estudiada mediante radiacion

UV (Mazellier et al., 2008).
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2.6.9. Cloracion como tratamiento de agua residual y hormonas

El cloro es un fuerte oxidante usado como desinfectante para residuos y para
tratamiento de agua potable y/o para mantener una desinfeccion residual en la distribucién
de canalizaciones de agua potable, presente como HOCI y OCI es capaz de reaccionar

con productos quimicos (Pereira et al., 2011).

Varios estudios mostraron que el 17p-estradiol y el etinilestradiol reaccionan
rapidamente con HCIO y se eliminan por completo, sin embargo, hay varios subproductos
formados clorados, de los cuales algunos pueden producir carcinogenicidad y/o
mutagenicidad, por lo tanto, es importante identificar los productos de reaccion de los
disruptores endocrinos con cloro disponible y sus actividades estrogénica asociadas

(Auriol & Blanc, 2009).

La estrona se ha detectado de 10-100 veces en cantidades mayores que el estradiol
en agua del medio ambiente, debido a que se oxida rapidamente con acido hipocloroso,
los derivados clorados de Estrona tienen una mayor actividad que los disruptores

endocrinos artificiales tales como BPA.

Los subproductos de la cloracion de 17p-estradiol (E2, una hormona natural) que
han sido identificados son el 2,4-dicloro-17p-estradiol, monocloroestrona, 2,4-
dicloroestrona y cuatro subproductos formados por la divisién del anillo entre las
posiciones 9 y 10 y 16 y 17, Estos son posibles debido a que el 17p-estradiol contiene
atomos de carbono activado adecuados para el ataque nucleofilico del cloro, En la Figura
2.6, se muestra los puntos de ataque del cloro al 17p-estradiol para la formacion de

productos clorados en presencia de este ion.
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Fuente: (Giger, 2009).
Figura 2. 6 Puntos de ataque del cloro a la hormona 17 p-estradiol

De aqui la importancia de proponer técnicas para su remocion, ya que se ha
encontrado estrégenos en concentraciones correspondientes a un intervalo de 0,13-100
ng/L y, aunque la contaminacion en cada lugar depende del indice permitido para su venta
y consumo, en paises como Francia, Espafia, Italia, Austria, Estados Unidos y Japon, este
tipo de farmacos es facilmente adquirido por cualquier persona sin receta médica. El
esteroide sintético 17 a- etinilestradiol (EE2) también es descartado en cuerpos de agua

y efluentes (Diniz et al., 2010).

2.7. METODOLOGIAS DE EXTRACCION Y DETERMINACION DE

HORMONAS ESTEROIDES EN MUESTRAS MEDIO AMBIENTALES.

Los bajos niveles de contaminacion y la complejidad de las matrices ambientales,
exigen el uso de métodos con alta sensibilidad y selectividad para el analisis de residuos

de estrdgenos se convierte en un verdadero reto para los analistas (Peng et al., 2008)..

El proceso analitico debera comenzar realizando técnicas de extraccion y
preconcentraciéon que permitan por un lado separar los analitos de interés de la muestra
en la que se encuentran y eliminar a su vez las interferencias que puedan afectar a la
correcta determinacion y, por otra, pre concentrar los analitos extraidos, lo cual aumentara

la sensibilidad del andlisis (Guedes-Alonso et al., 2017)..
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Los avances que se han llevado a cabo en las ultimas décadas en el campo de la
guimica analitica han permitido el desarrollo de metodologias de deteccion vy
determinacion cada vez mas selectivas y sensibles, Sin embargo, pese a estos avances,
dichas técnicas requieren un paso previo de extraccion y preconcentracion ya que en
muchas ocasiones las muestras son muy complejas y presentan una alta cantidad de
interferencias, como ocurre en las aguas residuales, En matrices mas limpias la presencia
de interferencias no es tan preocupante, sin embargo, las concentraciones de hormonas
sufren una gran dilucién debido a que llegan a grandes masas de aguas como rios, lagos,
mares u océanos, por lo que estos tratamientos de extraccion y preconcentracion son
también necesarios, La eleccion, por tanto, del método idoneo para realizar la extraccion
y preconcentracion dependera de las caracteristicas de la muestra que se desee analizar

(Guedes-Alonso et al., 2017).

2.7.1. Analisis de hormonas en agua

Para el andlisis de esteroides, la cromatografia en fase gaseosa acoplada a un
espectrometro de masa (CG- EM), se utilizd inicialmente, aunque es un método laborioso
porque requiere transformacion de un compuesto quimico en uno de estructura quimica

similar, pero con propiedades quimicas diferentes. (derivatizacion) (Esteves et al., 2009).

También se usan con frecuencia cromatografia liquida de alta resolucion (CLAE)
(HPLC), con deteccion ultravioleta (UV) (Lopez & Barceld, 2001), deteccion
electroquimica (ED) (Pefalver et al., 2002), deteccién de fluorescencia (FD) (Matsumoto,
2001; Weber et al., 2005), cromatografia con arreglo de diodos (ADD)(Esteves et al.,
2009) y la espectrometria de masa (MS) (Esteves et al., 2009; Ganter et al., 2005; Pichon

etal., 1995).
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La cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a un espectrometro de masa
(LC-MS) tiene buena sensibilidad y precision, pero no es accesible en muchos
laboratorios, ya que existe un alto costo de equipo y el requisito de operadores
capacitados. Por tanto, el HPLC es una buena eleccion, aunque su sensibilidad y
selectividad no son tan buenas como las del LC-MC-MS. para ello, una muestra necesita
un pretratamiento antes del analisis cromatografico, que normalmente es necesario como
extraccion liquido-liquido (LLE), (Choi etal., 2006; Novakova et al., 2004) o la
extraccion en fase solida (SPE) (Esteves et al., 2009; Lagana et al., 2004; Quintana &

Reemtsma, 2004; Weigl et al., 2004).

2.7.2. Extraccion de hormonas en fase solida (SPE)

Esta técnica sostenible, es la extraccion en fase sélida (SPE, Solid Phase
Extraction), la cual se ha convertido en las Ultimas décadas en la técnica de extraccion y
preconcentracion mas utilizada y estandarizada, de hecho, la SPE es utilizada en
protocolos de analisis de diversas administraciones como la US-EPA o la Comision

Europea (EPA, 2010; Esteves et al., 2009).

La extraccion en fase solida (SPE) se puede describir como un proceso
cromatografico simplificado, con el adsorbente como una fase estacionaria. La fase mavil
es la muestra acuosa durante la etapa de extraccion o el disolvente orgénico durante la
etapa de elucion. Se obtienen factores de enriquecimiento elevados cuando el sorbente
retiene fuertemente los analitos en presencia de agua y cuando tienen una baja retencion

con el disolvente organico utilizado para la desorcion (Esteves et al., 2009).

La extraccién en fase sélida esta basada en la retencion selectiva de los analitos
en una fase adsorbente y su posterior elucion, utilizando un disolvente adecuado, los

analitos quedan retenidos en su superficie, mientras que los otros componentes de la
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muestra no retenidos pasan a través de él, dependiendo del adsorbente utilizado, asi como
del disolvente organico que se utilice en este procedimiento se pueden obtener
extracciones realmente selectivas, por lo que el estudio y optimizacion de los pasos
anteriormente descritos, asi como la eleccion de fases adsorbentes y eluyentes adecuados

es vital para obtener recuperaciones lo mas altas posibles (Guedes-Alonso et al., 2017).

Para la realizacion del SPE, utilizando, el C18, son necesarios cuatro pasos de
acuerdo a la Figura 2.6, muestra la secuencia de pasos que se deben realizar en la
extraccion en fase soélida, estos pasos deben optimizarse para obtener una maxima
recuperacion del producto a analizar.

Primer paso (a) Segundo paso (b) Tercer paso (¢) Cuarto paso (d)

Acondicionamiento Carga de la Lavado de Elucién de
muestra interferencias hormonas

J

Dlsolvente ™

Disolvente

Lavado +
' l hormonas _

Fuente: Elaboracion Propia.

Figura 2. 7 Pasos en la extraccion de hormonas utilizando cartuchos SPE

En el caso de las hormonas esteroideas los adsorbentes més utilizados son los de
silice unida a grupo C18, asi como los poliméricos de tipo PS-DVB, los cuales se suelen
utilizar en métodos de analisis multiresiduo para la extraccién de diversos tipos de
farmacos, es logico pensar que se utilice la estructura basica de
ciclopentanoperhidrofenantreno para realizar la impresion molecular de estos polimeros,
obteniéndose asi un medio adsorbente de alta especificidad y selectividad para la
extraccion de hormonas esteroideas presentes en muestras medioambientales (Gadzata et

al., 2009)..
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2.7.2.1 Acondicionamiento del los cartuchos strata polymeric SPE

Cada adsorbente de SPE requiere de un acondicionamiento con el objetivo de
activar o preparar para retener el analito. La limpieza previa con solvente organico y agua,
sirve para remover los contaminantes indeseables que pueda estar presente en el cartucho.
Ese paso o etapa es un prerrequisito para la adsorcion del analito (Esteves et al., 2009;

Lancas, 1994) Figuras 2.7. y 3.15.

2.7.2.2 Carga de la muestra

En este paso, el compuesto se distribuye entre la muestra liquida y la superficie
del adsorbente, por simple adsorcion a la superficie o a través de la superficie 0 mediante
la penetracion en la superficie y se establece un equilibrio. La velocidad de elucion debe
ser inferior a 2 ml por minuto, controlando el vacio o la presion aplicada durante el paso

de adicion de la muestra (Esteves et al., 2009; Lancas, 1994).

2.7.2.3 Lavado de las interferencias del SPE

El lavado o la limpieza del cartucho SPE tiene como objetivo eliminar los
interferentes con un solvente que no tiene la fuerza suficiente para eliminar el analito de
interés del material de empaque. el disolvente ideal es el propio disolvente de la muestra,

si no elimina también el analito de interés (Esteves et al., 2009; Lancas, 1994).

2.7.2.4 Elucion de las hormonas esteroides adsorbidos en el SPE

Es el dltimo paso del SPE, los analitos de interés se adsorben con un pequefio
volumen de disolvente adecuado. este paso se realiza con mayor éxito utilizando un
disolvente que tenga la mayor fuerza elutréfica para el sorbente que se esté utilizando. El
disolvente debe ser lo suficientemente selectivo para que la interaccion entre el analito y
el sorbente se debilite y se produzca la distribucion del analito a través del eluyente

(Esteves et al., 2009).
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El flujo de elucion debe ser bajo y el volumen minimo es aproximadamente 2
veces el del sorbente, es decir, de 2 a 5 ml para cartuchos de 500 mg. cuanto menor es el
volumen de desorcién, mayor es el factor de pre concentracion. la desorcion es mas eficaz
si se realiza con 2 o 3 alicuotas de 1 ml en lugar de una sola alicuota de 2 o0 3 ml (Esteves

et al., 2009; Farre et al., 2008).

2.7.3. Validacion del método analitico
La validacion del método propuesto se obtuvo evaluando los parametros de

selectividad, linealidad, precision, repetibilidad y exactitud (Esteves et al., 2009).

2.7.3.1 Selectividad

La selectividad de un método instrumental de separacion es la capacidad de es la
capacidad de evaluar, de manera inequivoca, las sustancias objeto de examen en presencia
de componentes que pueden interferir con su determinacién en una muestra compleja. La
selectividad evalua el grado de interferencia de especies como otro ingrediente activo,
excipientes, impurezas y productos de degradacion, asi como otros compuestos de

propiedades similares que puedan estar presentes (Ribani et al., 2004; Silva et al., 2012)..

La farmacopea estadounidense define la selectividad de un método analitico como
su capacidad para medir con precision un analito en presencia de interferencia, que se
espera que esté presente en la matriz de la muestra, en general, una forma sencilla de
verificar La selectividad de un método cromatografico consiste en observar la presencia
de picos en la region del tiempo de retencion del analito de interés, inyectando un blanco
obtenido con la misma matriz a analizar. En este caso, se deben utilizar varias muestras,
y se debe observar la ausencia de picos cercanos al tiempo de retencion del analito de

interés (Esteves et al., 2009; Lancas, 1994).
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Este parametro se puede obtener de varias formas. La evaluacion se puede realizar
con detectores modernos (diodo array), que comparan el espectro del pico obtenido en la
separacién con el de un estandar y esto se utiliza como indicacién de la presencia del

compuesto puro (Buchmeiser et al., 1997; Esteves et al., 2009; Vessman et al., 2001).

2.7.3.2. Linealidad

La linealidad es la respuesta obtenida en funcion de la concentracion del analito,
que debe estudiarse en un rango de concentracion adecuado. la linealidad se determin6
mediante el coeficiente de correlacion (r2), obtenido por la gréafica relacionada con la
respuesta del equipo en funcion de diversas concentraciones de analitos. el nimero
minimo de puntos generalmente aceptado en los gréaficos de calibracién varia entre 5y 6

puntos (Esteves et al., 2009; Lancas, 1994).

Para estimar los coeficientes de una curva analitica, se puede utilizar un método
de regulacion lineal. Ademas de los coeficientes de regresion a y b, el coeficiente de
correlacion r también se puede calcular a partir de los puntos experimentales. este
pardmetro permite estimar la calidad de la curva obtenida, pues cuanto mas cerca de 1.0,
menor dispersién del conjunto de puntos experimentales y menor incertidumbre de los

coeficientes de regresion estimados (Esteves et al., 2009; Ribani et al., 2004).

Para verificar que la ecuacion de regresion es estadisticamente significativa, se
pueden realizar las pruebas de ajuste del modelo lineal. un coeficiente de correlacion
mayor que 0,99 se considera como evidencia de un ajuste ideal de los datos para la

regresion lineal (Esteves et al., 2009; Henry & Heinke, 1999).

En cualquier técnica instrumental, la relacion lineal simple, descrita por la
ecuacion (1), solo es valida en un rango de masa determinado o concentracién de las

especies medidas (Esteves et al., 2009; Ribani et al., 2004).

50

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

y=ax+b (1)

Donde:

y = respuesta medida (area del pico);

X = concentracion;

a = inclinacion de la curva de calibracion = sensibilidad

b = interseccion con el eje y, cuando x =0

2.7.3.3. Precision

Es la dispersion de resultados entre pruebas independientes, repetidas de la misma,
muestras o estandares similares, bajo condiciones definidas para evaluar la precision,
calcular la estimacion de la desviacion estandar absoluta (s) (Esteves et al., 2009; Ribani

et al., 2004).

2.7.3.4. Exactitud
Los procesos mas utilizados para evaluar la exactitud o precision de un método
son materiales de referencia, comparacion de métodos, pruebas de recuperacion; adicion

estandar (Esteves et al., 2009; Ribani et al., 2004).

2.7.3.4.1. Limites de deteccion y cuantificacion

La idoneidad de un método analitico esta intimamente ligada a los limites de
deteccion y cuantificacion que éste presente, es decir, a las concentraciones minimas que
sea capaz de detectar y cuantificar, Debido a que las hormonas esteroideas se encuentran
en el medio a niveles traza y ultra traza, es necesario desarrollar métodos con limites de
deteccion y cuantificacion muy bajos, que se encuentren en el rango de los ng-L-1

(Guedes-Alonso et al., 2017).

e El limite de deteccion (LD)
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El limite de deteccion (LD) representa la concentracion mas baja de la
sustancia a ser analizada, que se puede detectar, pero no necesariamente cuantificar,
utilizando un determinado procedimiento experimental (European Agency for the

Evaluation of Medicinal Products, 1996).

e El limite de cuantificacion (LC)

Los limites de cuantificacion para cada compuesto se pueden determinar
utilizando el primer nivel de concentracion de la sustancia bajo examen que se puede
medir utilizando un procedimiento experimental dado (European Agency for the

Evaluation of Medicinal Products, 1996).

Segun (Guedes et al. (2017) las definiciones en lo que respecta a “el limite de
deteccidn viene dado por la concentracion al analito que genera una relacion sefial/ruido
(signal/noise) igual a tres LOD = 3” y “el limite de cuantificacion viene dado por la

concentracion de analito que genera una relacion sefial / ruido igual a diez. LOQ= 10"

2.8. 2.8. ESTUDIOS DE INVESTIGACION DE HORMONAS ESTEROIDES

Las hormonas son compuestos naturales y sintéticos que ahora se estan detectando
en el medio ambiente acuéatico importantes fuentes de agua que pueden verse afectadas
por estos contaminantes emergentes, Los lagos son desaglies y depdsitos de cuencas
hidrograficas que se ven alterados por el cambio en el uso del suelo y las condiciones

ambientales (Sacdal et al., 2020).

Las hormonas pueden llegar al medio a través de diferentes vias, siendo la fuente
principal la descarga al medio de los efluentes de las estaciones depuradoras de aguas
residuales (EDARS), debido a la eliminacion incompleta de estos compuestos que se

produce en ellas (Raymond et al., 2005).
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El 17-a-etinilestradiol (EE2) pertenece a la creciente lista de sustancias quimicas
disruptoras endocrinas (EDC), capaces de interferir con el sistema endocrino tanto en
vertebrados como en invertebrados. Independientemente de su gran dispersion en el
medio, a la fecha aun se tiene poco conocimiento sobre sus mecanismos de accién y

efectos nocivos en invertebrados (Bovier et al., 2018).

La escorrentia de las granjas y los efluentes de las granjas y los afluentes de las
plantas de tratamiento de aguas residuales se ven afectadas por estos contaminantes
(Sacdal et al., 2020) , y los lagos que recolectan descargas de las areas urbanas se ven
afectadas por este tipo de contaminantes, y su presencia provoca una alteracion endocrina
que puede afectar a los organismos acuaticos, como la inhibicion del crecimiento gonadal
y la supresion del espermatogénesis (Yang et al., 2015), como también puede tener
efectos adversos en el cuerpo humano como disruptor endocrino (Du et al., 2013; Farré
et al., 2008; Ferrer et al., 1997; Hernando et al., 2006; Kuster et al., 2004; Lépez et al.,
2012) es por tanto importante determinar y monitorear estos contaminantes emergentes
en los cuerpos de agua (Fent et al., 2006; Gogoi et al., 2018; Ismail et al., 2019; Mufioz

& Arroyave, 2017; Omar et al., 2016)

En agua bruta de los rios de Piracicaba SP, Brasil, se estudiaron las hormonas: el
17 alfa Etinilestradiol, 17 beta estradiol, y Estriol, EI método se baso en la extraccién en
fase solida (SPE) determinacién en la cromatografia liquida de alta eficiencia (N. H.

Torres et al., 2021).

Las hormonas se utilizan cada vez mas en todo el mundo (N. H. Torres et al.,
2021) , como la hormona 17 a-Etinilestradiol (EE2), que es uno de los compuestos de
las pildoras anticonceptivas que se utiliza como método anticonceptivo reversible mas

eficaz (Gonzélez et al., 2013), y ganaderia; por tanto, son excretadas por humanos y
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animales (Fent et al., 2006), capaces de interferir con el sistema endocrino en vertebrados
e invertebrados (Bovier et al., 2018), mientras que hormonas como la Estrona (E1) y el
estradiol (E2), son estrogenos enddgenos catalizados por enzimas del citocromo P450
(CYP), que tienen actividad bioldgica en el higado, los tejidos, las células diana
extrahepaticas y las células diana extrahepaticas (Wang & Zhu, 2017; Zeng et al., 2016;
Zhu & Lee, 2005), produciendo metabolitos como la hidroxilacién de estr6genos con una
estructura similar pero con diferentes efectos fisiologicos después del metabolismo in
vivo (Du et al., 2013), todos estos compuestos se eliminan a través de la orina, heces
humanas en diferentes cantidades, dependiendo de la edad, estado de salud, dieta, estado

de gestacion de la mujer y también a través del estiércol animal (Gonzélez et al., 2020).

Los estrégenos enddgenos, 17-estradiol (E2) y Estrona (E1), experimentan un
extenso metabolismo en animales y humanos, y un gran nimero de sus metabolitos
hidroxilados y se han identificado en muestras bioldgicas. La formacion de la mayoria de
los metabolitos oxidativos de los estrogenos. es catalizada por las enzimas del citocromo
P450 (CYP). Conocimiento preciso de la formacién mediada por CYP de estos
metabolitos, particularmente aquellos con actividades bioldgicas unicas (Zhu & Lee,

2005).

Las hormonas esteroides naturales y sintéticas, excretadas por humanos y
animales de granja, se han considerado fuentes importantes de disruptores endocrinos
ambientales. Se midié en el emisario de la planta de tratamiento de aguas residuales
(EDAR) de la ciudad de Chascomus (provincia de Buenos Aires, Argentina), y aguas
receptoras ubicadas aguas abajo y aguas arriba de la EDAR, utilizando extraccion en fase

solida y liquido de alto rendimiento (Silva, Otero, & Esteves, 2012).
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Asimismo, se estan detectando hormonas de origen natural y sintético en el medio
acuatico (Sacdal etal., 2020), como estrdgenos en cuerpos de aguas continentales,
afluentes y efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales (Deich et al., 2021),
debido a la ineficacia de tratamientos convencionales (N. H. Torres et al., 2021); por lo
tanto, lagunas que se originan en descargas de areas urbanas se ven afectadas por este tipo
de contaminantes, escorrentias de fincas y efluentes de aguas servidas y plantas de
tratamiento de aguas servidas se ven afectados por este tipo de contaminante (Sacdal
et al., 2020), concentraciones de 85.15ng L-1,4.72ng L-1y 64.24 ng L-1de E1, E2 y
EE2, respectivamente, fueron encontrados en la planta de tratamiento de aguas residuales
de la ciudad de Chascomus, Argentina (Gonzélez et al., 2020), y su presencia provoca
disrupcion endocrina que puede afectar a los organismos acuéticos como la inhibicion del
crecimiento gonadal y la supresiéon de la espermatogénesis (Wang et al., 2018; Yang
et al., 2015), ya que también puede tener efectos adversos en el cuerpo humano como
disruptor endocrino (Du et al., 2013), importante para determinar y monitorear este tipo

de contaminantes emergentes en cuerpos de agua (Kastelan & Korsic, 2007).

Asi, se encontr6 que la presencia de hormonas en lagos como Laguna Lake,
Filipinas era 0.03 y 0.30 ng L-1 de E1 y 0.36 ng L-1 de EE2(Sta. Ana & Espino, 2020),
en Buyukcekmece Lake, Estambul Turquia desde <0,5 ng L-1 a 5,74 ng L-1 de E1, <0,5
ng L-1a10,2ng L-1de E2 y<0,5ng L-1a11,7 ng L-1 de EE2 (Aydin y Talinli et al,
2013), mientras que en East Lake, Wuhan China, se encontraron nd a 9.62 ng L-1 E1, nd
al1l7.26 ng L-1 E2, y nd a 6.85 ng L-1 EE2 se encontraron (Wang & Zhu, 2017; Wang
et al., 2018), también en Honghu Lake, China se encontrd un promedio de 17.64 de E1,
7.26 ng L-1 de E2 y 17.73 ng L-1 respectivamente, asi como en Dongting Lake, China
un promedio de 5.63 de E1, 10.32 de E2, 3.04 de EE2 , 3.04 ng L-1 de EE2 (Yang et al.,

2015), por lo que existe preocupacion por la contaminacién emergente en muchos lagos,
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gue son fuentes importantes de agua, considerando que los lagos a veces son drenajes de
cuencas Y reservorios que se ven alterados por cambios en uso de la tierra y condiciones
ambientales (Sacdal etal., 2020). Por lo tanto, este estudio reporta la presencia de
residuos de hormonas esteroides en las aguas del interior de la bahia del lago Titicaca y

agua potable en la ciudad de Puno.

La presencia de hormonas esteroideas en el medio ambiente, han sido catalogadas
como “compuestos disruptores endocrinos” (EDCs), Las concentraciones de hormonas
presentes en el medio acuético suelen ser del orden de ng-L-1, por lo que se necesitan
metodologias analiticas sensibles y selectivas para su determinacion, La extraccion en
fase sélida, combinada con cromatografia liquida de alta o ultra resolucion, cumple estas
condiciones por lo que se ha elegido este proceso para realizar la extraccion,
preconcentracion y determinacion de estos compuestos en aguas residuales (Rayco et al

., 2017 b).

Los contaminantes emergentes son sustancias que tienen el potencial de dafiar al

ser humano, flora y fauna, y no estan regulados por la legislacion (Ramirez et al., 2015).

El desarrollo y la optimizacién de un método analitico para la extraccion
simultanea, la determinacion y la confirmacion confiable de hormonas esteroides
naturales y sintéticas) en aguas ambientales y aguas residuales a niveles ng L-1. Las
muestras de agua se prepararon usando extraccion en fase solida y los extractos se
analizaron mediante cromatografia liquida-espectrometria de masas en tandem lineal con
trampa de iones lineal, basado en el uso de una sola columna C8 y acetonitrilo como

disolvente organico en la fase movil (Jaukovi¢ et al., 2017).

Las aguas residuales porcinas (SW) son una fuente importante de antibidticos y
hormonas (A&H) en el medio ambiente debido a su aplicacion a gran escala en la
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industria porcina, A&H en SW puede liberarse en el medio ambiente del agua a través de
la descarga directa de SW, el efluente de las plantas de tratamiento de SW, y el
escurrimiento y la lixiviacion de tierras de cultivo contaminadas por desechos porcinos

(Yang et al., 2015).

La determinacion de 17p-estradiol en el afluente y efluente de una planta de
tratamiento de agua residual de un hospital, la metodologia incluye una extraccion en fase
solida para la recuperacion del analito en la muestra empleando el cartucho Oasis HLB,
posteriormente la cuantificacion de esta hormona por un método analitico desarrollado
por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion, utilizando la columna cromatogréafica
Symmetry C18 3,0x250 mmx5um Waters con deteccion UV a 280 nm para lo cual se
empled una fase mévil compuesta por acetonitrilo: agua en proporcion 60:40 con 0,1%
de acido foérmico, La calibracion de 17p-estradiol se realizo en un rango de 100ug/L-5000
ug/L, mostrando una linealidad con un coeficiente de determinacion igual a 0,9997, El

limite de deteccion fue de 50 pg/L y el limite de cuantificacion de 100 pg/L (Nieto, 2013).

Las hormonas en el agua del lago provienen de aguas de descarga en areas
urbanas, escorrentias agricolas y efluentes de aguas residuales y plantas de tratamiento de
aguas residuales. Se ha demostrado que la contaminacion por hormonas en el agua afecta
la reproduccion y el crecimiento de ciertos organismos acuéticos. En esta revision, se
proporcionan antecedentes sobre la naturaleza quimica y las funciones fisioldgicas de las
hormonas y se describen los conocimientos existentes sobre la aparicion y los impactos
ecoldgicos de las hormonas en los lagos. Se describen los métodos analiticos disponibles
para el muestreo, la extraccion de analitos y el analisis instrumental. Esta descripcion
general proporciona informacion sobre las condiciones actuales de los lagos que pueden

verse afectados por la contaminacion hormonal (Sacdal et al., 2020).
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ﬂ. UNIVERSIDAD

Sobre los efectos eco toxicoldgicos de las hormonas E3, E2 y EE2, se sabe poco
acerca de su dispersion y dafio ambiental en términos cuantitativos. Ademas, la
biodegradacion se convierte en el mecanismo principal de eliminacién de los estrégenos
esteroides en las plantas de tratamiento de aguas residuales, pero sigue siendo ineficiente,
lo que muestra la importancia de estudiar procesos impulsados electroquimicamente
como los Procesos Electroquimicos Avanzados de Oxidacion (EAOP) y la
electrocoagulacion para la eliminacion de micro contaminantes emergentes (N. H. Torres

etal., 2021).

En las aguas superficiales de Laguna Lake, Filipinas. Laguna Lake es el lago mas
grande del pais que tiene muchos usos, incluido el cultivo de peces y la fuente para la
produccion de agua potable. Las hormonas Estrona, 17-beta-estradiol, 17-alfa-
etinilestradiol, progesterona y testosterona, asi como el plastificante bisfenol A en el agua
del lago, se determinaron mediante extraccion en fase sélida y LC-MS / MS. El método
de extraccidn exhibié buenas recuperaciones (75-90% en agua de lago enriquecida)
mientras que el método instrumental de analisis tiene limites de deteccién bajos (0. 01-
0.24 png / L) y buena respuesta lineal (> 99% en el rango de concentracion de 0-50 pg /
L). En los nueve sitios de muestreo a lo largo del lago, se encontrd Estrona en
concentraciones entre 0.03 y 0.30 ng / L. Se detectaron 17-beta-estradiol, testosterona y
progesterona en algunos de los sitios en concentraciones de hasta 0,36, 0,22 y 2,05 ng /
L, respectivamente. Se detecto bisfenol A en todos los sitios en concentraciones mas altas

de 0,71 a 47,40 ng/ L (Sta. Ana & Espino, 2020).

Se investigd compuestos disruptores endocrinos (EDC) esteroides y fendlicos
seleccionados en las aguas superficiales del rio Bahe (China) utilizando espectrometria
de masas por cromatografia de gases (GC-MS). Y su efecto sobre el salvaje Hemiculter

leucisculus. Las concentraciones de 4-t-octilfenol, nonilfenol, bisfenol-A, estrona, 17 -
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estradiol, 17 a-etinilestradiol y estriol fueron de hasta 126,0, 634,8, 1573,1, 55,9, 23,9,
31,5y 5,2ng L -1 en el agua superficial y hasta 26,4, 103,5, 146,9, 14,2, 9,3, 13,8y 1,3
ng g -1en el tejido muscular del pez, respectivamente (Hu et al., 2009; Wang et al., 2018;

Zhu & Lee, 2005).

Zirena Vilca et al. (2021) estudiaron el impacto de los antibioticos sobre el agua
potable, los tejidos de la trucha y el ecosistema acuatico del lago. Se monitorizaron nueve
antibidticos: tetraciclinas, sulfonamidas y fluoroquinolonas y se analizaron mediante
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas y al sistema de extraccion en

fase solida.
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CAPITULO IlIlI

MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES

Lancha y equipos de Seguridad;

GPS GARMIN Para ubicar los puntos de muestreo de agua

Sonda multiparamétrica HORIBA,

Botella, muestreador vertical NISKIN de 5 litros;

Disco SECCI para medir la transparencia;

Frascos de vidrio de 600 ml, color ambar para guardar las muestras;

Papel filtro Sartorius stedim grado 393;

Cartuchos Strata TM -X 33 um Polymeric SPE Reversed Phase 500 mg/6 mL;
Cromatdgrafo liquido de alta eficiencia (HPLC): modelo 1200 (Agilent
Technologies) con arreglo de diodos (DAD)

Orkstation (agiletn Chen Estation version B,03,02) para integracion;
Columna Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 (100 x 3 mm, 3,5 um) de 24 etapas
Balanza analitica HA-202 m- and Company;

Horno de columnas 1200 Series G1316A y valvula de 10 puertas;

Camara de vacio Visiprep DL TM, Supelco;

Bomba binaria (bomba analitica) 1200 Series G1312A,; inyector automatico
1260 Infinity G1329A con adaptacién para volumen hasta 900 pL;
Desgasificador 1260 Infinity G4225A,

Bario de ultrasonido Bandelin Sonorex RK5 10S

Micropipetas de 10, 100, 200, 1000 uL; Balones volumétricos de 10 ml

Otros materiales de laboratorio como bequer, probetas, pipetas tubos de ensayo
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3.1.1. Solventes y reactivos

Los solventes y reactivos utilizados: metanol grado HPLC, agua ultrapura grado

HPLC, nitrogeno.

3.1.2. Patrones analiticos

Los patrones utilizados fueron la estrona (E3), el 17a-etinilestradiol (EE2) y el 17
B-estradiol (E2), Las soluciones de estoque de estos patrones fueron obtenidas a partir de
la disolucion de 10 mg del patron en 10 ml de metanol, para la obtencion de la
concentracion de 100 ug L-1, Los patrones de las hormonas y sus respectivos

abastecedores estan descritos en la Tabla 3,1.

Tabla 3. 1 Patrones de hormonas, Pureza, Abastecedor, Origen Formula molecular

Origen Formula
Hormon P
R ureza Abastecedor quimico molecular
£ 99,0 Dr, Ehrenstorfer Hormona
% GmbH, Augsburg, natural C18H2403
Germany
Dr, Ehrenstorfer Hormona
- 0,
17 o-EE2 98,5% GmbH, Augsburg, sintética Ca0H2402
Germany
Dr, Ehrenstorfer Hormona
- 0,
17 B- E2 99,0% GmbH, Augsburg, natural C1oH0405
Germany
Fuente (Torres et al 2014)
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3.2 METODOS

3.2.1. Muestreo

El presente estudio considero nueve puntos de muestreo, los cuales fueron
recolectados en marzo del 2020, en seis puntos ubicados en la bahia interior del lago
Titicaca y tres puntos ubicados en la ciudad de Puno, abastecidas con agua potable y agua

subterranea (pozo) (Figura 3.2; 3.3y 3.4)

El muestreo se realiz6 con un muestreador de Teflon Niskin, el cual es apto para
de agua del lago. Una vez tomada la muestra, se trasladé a un frasco de vidrio ambar de
1L con tapa de rosca, la cual fue previamente esterilizadas; las muestras se muestras se
mantuvieron a una temperatura inferior a 4°C, para evitar la degradacion por fotolisis.
Luego, las muestras se transportaron en cajas térmicas al mega laboratorio de la UNA-

Puno., para proceder con el proceso de extraccion.

En la Figura N° 3.3, se muestra los seis (6) puntos de la toma de muestra de agua

ubicadas en Bahia interior del Lago Titicaca- Puno

- Para el area de estudio se definieron 6 puntos: (P1, P2, P3, P4, P5, P6) ubicados
en la ruta laguna de oxidacién Espinar- y la toma de agua (Chimd, distancia de 4
km), previamente analizados y discutido con especialistas del PELT-Puno. Los
puntos se encuentran localizadas en la bahia interior del Lago Titicaca-Puno,

como se muestran en la figura 3,3, y 3.4.

- Los puntos P1, P2, P3, P4, estan ubicados en el canal de navio (Puno-Peru- Huaqui
- Bolivia) siendo las distancias del P1 al P2 0.92 km, del punto P2 al punto P3
distancia de 1.670 km, y del punto P3 al punto P4 distancia de 0.48 km, del punto

P4 al punto P5 distancia de 0.720 km, y del punto P5 al punto P6 de 0.520 km,, se
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encuentran de la laguna de oxidacién Espinar y la toma de agua Chimu, Punto P5,
frente al hotel San Antonio, y punto P6 a 150 m del costado derecho de la laguna

de Espinar.

- Los puntos P7, agua de consumo del Hospital del Seguro Social- Salcedo, punto
P8, agua de consumo del Hospital Manuel Nufiez Butron — Puno y punto P9, agua

subterranea (pozo) de consumo de la ciudad universitaria — UNA- Puno,

- Las muestras P1 a P6 se tomaron el dia 6 de marzo del 2020, desde las 10 de la

mafana hasta las 14 horas del mismo dia, Haciendo un recorrido de 10 km,

- Las muestras P7 a P9 se tomaron el dia 7 de marzo del 2020, desde las 08 a 10 de

la mafiana del mismo dia.

- Las muestras se tomaron segin las normas de CETESB, ANA, 2011; y

sugerencias del PELT -Puno, (Cetesb, 2011).

3.2.2. Determinacion de parametros fisico -quimicos de los puntos de muestreo

Los parametros fisico quimicos se muestran en la Tabla 4.4, se indican las
coordenadas y los valores de los parametros fisico-quimicos del agua, Temperatura, pH,
Conductividad eléctrica, oxigeno disuelto, Solidos totales, salinidad, ORP, profundidad,

transparencia y hora.

3.2.2.1. Ubicacion de los puntos de muestreo

La ubicacion de los 6 puntos de muestreo, en el lago Titicaca como la latitud y
longitud se midi6 con GPS modelo EREX, vista HCx- Garmin. los datos se muestras en

la Tabla 4.4. el equipo se muestra en la Figura N° 3.4
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Para el agua potable de consumo de la ciudad de Puno se tomaron de tres lugares:
P7, Hospital del Seguro Social — distrito de Salcedo-Puno, P8, Hospital Manuel Nufiez
Butron — Puno y P9, agua subterranea (pozo) barrio Bellavista, esta es consumida en la

ciudad universitaria-Puno.

Tabla 3. 2 Datos de los puntos de muestreo, coordenadas de monitoreo, ubicacién, profundidad y hora.

Coordenadas Del Monitoreo
Profundidad

Codigo Muestra Ubicacién, Hora
Metros
E N
P1 M1 397062 824735 Chima 4,50 10,30
P2 M2 396217 824772 Canal Navio 5,20 11,00
P3 M3 394592 8248107 Punto medio 2,50 11,30
P4 M4 394186 8247850 Canal Navio 2,50 11,50

Frente Hotel
P5 M5 394186 8247850 4,00 12,30
San Antonio

150 m costado
P6 M6 393934 8247078 0,90 12,15
laguna Espinar

P7 M7 Hospital ESSALUD, Salcedo 9,20 8,00
P8 M8 Hospital, Manuel Nufez, B, 9,40 9,00
P9 M9 U.N.A.P. (pozo — Bellavista) 10,00 10,00

Fuente: Elaboracion propia
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Fuente: Google, laguna de Espinar tratamiento de agua Puno.
Figura 3. 1 Ubicacion de la laguna de oxidacion — Espinar- Puno

Fuente: foto. Elaboracién Propia
Figura 3. 2 Toma de agua -Chimu ubicado a orillas del lago Titicaca - Puno
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Figura 3.4 A. Equipo GPS Modelo EREX, Vista HCx- Garmin

Figura 3. 5 Ecosonda FURUNO FCV-620

3.2.2.2 Medida del pH

- Se midi6 el pH en los 9 puntos de muestreo, con el equipo Sonda
multiparamétrica HORIBA (La Sonda Multiparamétrica para Analisis de Agua
— Horiba U-50, mide y muestra hasta 11 parametros de forma simultanea.
Software intuitivo que asegura la facilidad de uso y la eficiencia en la

operacion). El equipo se muestra en la Figura N° 3.6, datos Cuadro N° 4,1.
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Figura 3. 6 Equipo Sonda Multiparamétrica HORIBA

3.2.2.3 Medida de la temperatura

La temperatura en °C se midi6 en los 9 puntos de muestreo con el equipo Sonda
multiparamétrica HORIBA Figura N° 3.6 y datos Cuadro N° 4,1 (Si bien este pardmetro
no tiene un valor limite establecido por la OMS y el Reglamento para Agua de Consumo
Humano Reglamento de la Calidad de Agua para Consumo Humano D.S. N° 031-2010-

S.A).

3.3.2.4 Medida de la corriente eléctrica CE

La corriente eléctrica (CE) se midié en mS/m en los 9 puntos de muestreo con el
equipo Sonda multiparamétrica HORIBA Figura N° 3.6, datos Cuadro N° 4,1 (De
acuerdo al Reglamento de la Calidad de Agua para Consumo Humano D.S. N°031-2010-
S.A, el limite permisible de conductividad es 1500 uS; los valores medidos se encuentran
por debajo del limite permisible.) El agua potable tipica, se encuentra en un rango de

3,000 a 15,000 pS/m,

3.2.2.5 Medida del oxigeno disuelto

El oxigeno disuelto (OD) en mg L-1, % se midi6 en los 9 puntos de muestreo con
el equipo la Sonda multiparamétrica HORIBA Figura N° 3.6, datos Cuadro N° 4,1 (Los

valores normales varian entre los 7.0 y 8.0 mg/L.)
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3.2.2.6. Medida del total de solidos disueltos (TDS)

El TDS se expresa en gL-1 se midié en los 9 puntos de muestreo con la Sonda
multiparamétrica HORIBA Figura N° 3, 6, datos Cuadro N° 4,1 (La agencia de proteccion
ambiental (EPA) tiene un estandar de agua potable secundario para el TDS de no méas de

500 mg/L).

3.2.2.7 Medida de la salinidad

La salinidad en porcentaje, se midié en los 9 puntos de muestreo con la Sonda
multiparamétrica HORIBA el equipo se muestra en la Figura N° 3.6, datos Cuadro N 4,1

(las aguas dulces, menor de 5 g L-1).

3.2.2.8 Medida de potencial redéx (ORP)

El ORP en mili voltios, se midié en los 9 puntos de muestreo con el equipo Sonda
multiparamétrica HORIBA Figura N° 3,6, datos Cuadro N 4,1 (Es decir el ORP indica si
los microorganismos han sido destruidos independientemente de los niveles de pH o ppm
del biocida.), el valor de 650 mV aceptable del agua. INTERNATIONAL STANDARDS

FOR DRINKING WATER Ginebra, 1971.

3.2.2.9. Medida de la profundidad

Se midid con el equipo Ecosonda FURUNO-FCV-620, con bateria de 80 voltios

el ecosonda se muestra en la Figura N° 3,5, y datos Cuadro N° 4,1.

3.2.2.10. Medida de la transparencia

La transparencia en metros, en los 6 puntos de muestreo del lago con el DISCO

SECCHI (Una medicion de la turbidez puede ser usada para proporcionar una estimacion
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de la concentracion de TSS (Solidos Totales en Suspensién), lo que de otra forma es un

parametro tedioso y dificil de medir. Read more) .

Figura 3. 7 Medidor de turbidez disco SECCHI

3.2.3 Extraccién muestras de agua de la bahia interior del lago Titicaca—Puno

Para la extraccion de las muestras de agua a mitad de la profundidad de la
superficie y fondo, se utiliz6 un muestreador vertical de Teflon Niskim de 5 litros, Figura

N° 3.8.

Figura 3. 8 Muestreador Vertical de Teflon Niskym de 5L.

71

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO

Repositorio Institucional

Figura 3. 9 Toma de Muestra en Frasco de vidrio &mbar de 600 ml.

- Frascos para guardar muestras de agua Para la colecta de las muestras de agua
se utilizo frascos de vidrio de color &mbar con capacidad de 600 ml, los mismos
que fueron lavados, y esterilizadas, debidamente etiquetadas y colocadas en un
cooller con hielo a temperatura de 4 °C, y se trasladaron al mega laboratorio

de la Universidad Nacional del Altiplano -Puno, e inmediatamente filtradas.

Figura 3. 11 Coollerd, para traslado de los frascos con muestras de agua

- Se filtro en papel filtro Filter Discs (Quant) Grade 393 100 g/m2, usando un
sistema de extraccion al vacio, para sustraccion de material particulado, como
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se muestra en la Figura N°3,12; en la muestra del punto P5 se detectaron pulgas

acudticas en gran nimero, como se muestra Figura N° 3,13.

Figura 3. 13 Filtracion — pulgas acuaticas punto P5 (frente Hotel San Antonio)

3.2.4. Preparacion de la muestra

Las se filtraron al vacio con un filtro de papel de tamafio de poro de 2,5, um para
eliminar las particulas de la muestra para el proceso de extraccién de hormonas, los
cartuchos de extraccion de fase solida STRATA Polymeric Reversed Phase 500 mg/ 6mL,

Figura 3.14.
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Figura 3. 14 Cartuchos de extraccion solido liquido Strata Polymeric (SPE)

Se acondicionaron previamente con 5 mL de agua ultrapura, seguido de 5 mL de

metanol de grado HPLC, para cada muestra filtrada, usando un sistema de extraccion al

vacio, Figura N° 3,15.

Figura 3. 15 Acondicionamiento de los Cartuchos con Metanol HPLC y Agua
Ultrapura

- Las muestras de agua se pasan a través de los cartuchos SPE acondicionados,
en una cantidad de 400 ml, logrando la adsorcion de las hormonas, usando un
sistema de extraccién al vacio, para su posterior elucién, la operacion se

muestra en la Figura N° 3,16

Figura 3. 16 Extraccion Solido Liquido en Cartucho SPE. Extraccién al Vacio
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Figura 3. 17 Embalaje de los Cartuchos (SPE) para traslado (4°C)

Los cartuchos SPE, conteniendo las hormonas adsorbidas, se embalan en papel
aluminio y se guardan a 4°C, para ser trasladados hasta el Centro de Energia
Nuclear para la Agricultura (CENA) en la Universidad de Piracicaba, USP-

Brasil, tal como se muestra en la Figura N° 3,18.

Figura 3. 18 Placa de la Universidad de Piracicaba - CENA-USP. Brasil

La extraccién de hormonas de los cartuchos SPE se realizé en el Laboratorio
de Ecotoxicologia — Centro de Energia Nuclear para la Agricultura (CENA)

universidad de Piracicaba- USP- Brasil: Figura 3,19 sala de laboratorio.
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Figura 3. 19 Laboratorio de Ecotoxicologias donde esta ubicado los HPLC

- Extraccion de las hormonas adsorbidas en el SPE de los cartuchos. siguiendo

los protocolos del laboratorio y uso de materiales del CENA.

- Primero. los cartuchos se enjuagaron con 5 mL de agua ultrapura calidad HPLC

a un caudal de 1,5 mL min-1,

- El proceso de elucion se desarrollo utilizando 10 mL de metanol de calidad

HPLC y se colocaron en tubos de ensayo de punta.

- Posteriormente, las muestras se secaron en un turbo vapor a una temperatura

de 40°C y con un flujo constante de nitrégeno a 12 PSI.

- Una vez que la muestra estuvo casi seca, se reconstituyo con 1 mL de metanol

de grado HPLC al 50% y una solucion de agua ultrapura al 50%.

- Sefiltré y se transfirid a un vial para su posterior andlisis por HPLC-DAD; este
método de extraccion fue validado previamente por Hortense Torres, (2014)
en el laboratorio donde se realizaron los andlisis del presente estudio, tal como

se muestra en las Figuras N°.3.20
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Figura 3. 21 Desgasificacion. en Ultra — son BRANSON 25 10

- Los cartuchos se lavaron 2 veces con 4 ml de agua ultrapura con un flujo de 1.5
mL min-1 y el agua de lavado se desecho y se seco al vacio durante 30 min., se

muestra en la Figura 3. 22 los cartuchos se colocan en el equipo de vacio.

Figura 3. 22 Equipo para el lavado de cartuchos con hormonas
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Figura 3. 23 Tubos con elucion de las hormonas

Figura 3. 25 Dilucion del euiliato con alcohol metilico grado HPLC

Figura 3. 26 Soluciones eulidas de las muestras en viales para el HPLC
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3.2.5. Anadlisis cromatograficos por HPLC-DAD

Los analisis de determinacién y cuantificacién de hormonas se realizaron en el
laboratorio de Energia Nuclear para la Agricultura - ecotoxicologia de CENA-

de la Universidad de Piracicaba- USP-Brasil. Segun:

Los andlisis cromatograficos se realizaron en un cromatografo HPLC-DAD en
fase liquida (Agilent, modelo 1200), con una columna Agilent Zorbax Eclipse

Plus C 18 (100 x 300 mm, 3,5, pm.) .

Las Condiciones cromatogréficas utilizadas se muestran en la Tabla 3,2. Para
la cuantificacion de las hormonas presentes en las muestras, se prepararon
soluciones estdndar de los patrones hormonales Estrona (El), 17 o
etinilestradiol (EE2) y 17 B-estradiol (E2) por triplicado en concentraciones de
0.5, 1,3,6 y 10 pugL-1 respectivamente, estas soluciones fueron preparadas en

metanol grado HPLC (Peng et al., 2008; Torres 2014).

La fase movil consistié en 20:80 (V7V) (A/B) (el agua ultra pura de la fase
maovil A con 5 mmol de formiato de sodio y la fase mdvil B era metanol de

grado HPLC).

Se utiliz6 en modo isocratico a un caudal de 1 mL-1 , con un volumen de

inyeccion de 10 pL para todas las muestras y estandares.
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Figura 3. 27 Muestras patrén de hormonas en estudios

Figura 3. 29 Preparacion de soluciones con hormonas patron

Figura 3. 30 Viales con soluciones preparadas para curva de validacion
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Figura 3. 32 Columna Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 (100 x 3 mm, 3,5 um) de 24
etapas.
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Tabla 3. 3 Condiciones Cromatogréficas del HPLC -DAD para anélisis de las hormonas en

agua
o Columna Agilent Zorbax Eclipse Plus C18
Condiciones
(100 x 3 mm, 3,5 um) de 24 etapas
Flujo 1 mL min-1
Longitud de onda 282 nm
Tiempo de corrida total 15 minutos
Volumen de inyeccion Loop de 10 pL
Tiempos de corrida de cada 17 B-E2: 6.419 min; 17 a- EE2: 7.525 min; E1:
hormona 8.620 min
Temperatura de la columna 30°C
Detector Arreglo de Diodos (DAD)

Fuente: Elaboracion Propia
3.2.6. ANALISIS CUALITATIVAY CUANTITATIVA

Segun (Esteves et al., 2009) los andlisis cualitativa y cuantitativa de las hormonas
fueran maximizadas utilizando los cromatogramas con los patrones en concentraciones

diferentes.

Las concentraciones de 0,5, 1,0; 3,0; 6,0 y 10 ug L-1, para determinar la la
selectividad, la linealidad, la precision y la exactitud, para moléculas de las
hormonas Estrona E1; 17 B-estradiol E2 y 17 a-etinilestradiol EE1, que
presentan mejor respuesta, se presentan en las Figuras 3.35 y Anexos

respectivamente.
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[ Metodologia: Proceso de evaluar hormonas ]

Toma de agua con muestreador vertical de teflon Niskym
de 5 L- pasar a los frascos de vidrio ambar de 600 ml

Determinacion de

| —— | narametros F-Q. del agua
(Traslado de frascos a 4°C en coollerd al mega laboratorio ) con multiparametro HORIBA
( Filtrado: papel filtro - bomba de vacio )

Acondicionamiento de los cartuchos (SPE) con § mL
agua ultrapura y 5 mL de alcohol metilico HPLC

[ Extraccion fase liquido-solido de las hormonas en [BPE}]

( Embalaje de los cartuchos a 4°C - CENA - USP - Brasil )

l

Lavado de los cartuchos (SPE) conteniendo las hormonas
adsorvidas con agua ultra pura desgacificada

[Secado al vacio, de log cartuchos (SPE) con hormonas j

Elucion de las hormonas del cartucho (SPE) con metanol
grado HPLC

[Secado de los tubos conteniendo el eluido con N2 a M”ﬂ]

l: Redisolucion del eluido con metanol grado HPLC j

1

( Disolucion del euliato en viales, bandeja del HPLC-DAD )

[ Acondicionamiento del HPLC-DAD a condiciones de ]
mayor resolucion

l: Datos de los cromatogramas para los calculos de [ ] ]

Fuente: Elaboracion propia

Figura 3. 33 Flujograma de evaluacion las hormonas esteroides
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3.3. METODOLOGIA DE LA DETERMINACION DE HORMONAS
ESTEROIDES EN AGUA DEL LAGO TITICACA - PUNO Y AGUA

POTABLE DE LA CIUDAD DE PUNO

3.3.1. VALIDACION DEL METODO ANALITICO

3.3.1.1. Selectividad

Siguiendo el protocolo de Torres & Valdemar, 2009, CENA. Se utiliz6 el HPLC

con Detector con Arreglo de Diodos, y se tiene los estudios de selectividad:

Para la evaluacion de la selectividad, se realiz6 una muestra en blanco el cual el
cromatograma da una linea recta, siendo en ese caso, no presenta ninguna interferencia
para los tiempos de corrida como se muestra en la Figura N° 4.1 cromatograma de muestra
en blanco y asi se tiene los cromatogramas de las hormonas patron en estudio y su tiempo
de corrida y estas se muestran bien separadas como se muestran en las: Figura N° 3.35.
cromatograma del 17 - estradiol E2, con un tiempo de recorrido de 6.419 minutos. Figura
N° 3.36. cromatograma del 17 a-etinilestradiol EE2, con un tiempo de recorrido de
7.525minutos y la Figura N° 3.37. cromatograma de la estrona E2, con su tiempo de

corrida de 8.616 minutos la respectivamente siguiendo los items 3.3.8.4.

Fuente Elaboracion propia
Figura 3. 34 Cromatograma de corrida de solucién en Blanco
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Este cromatograma muestra, que la fase mdvil no contiene ningun tipo de

sustancias, que causen alteracion por tanto es una linea recta en todo el tiempo de corrida.

s o] K e

Fuente Elaboracion propia
Figura 3. 35 Cromatograma de corrida solucion hormona patron. 17 f-estradiol E2
Este cromatograma muestra el pico del 17 B-estradiol (E2) , patrén, en forma
nitida y bien definida, el tiempo de recorrido. En el cuadro de file information, muestra

el nombre del investigador, el método y condiciones.

Fuente Elaboracion propia
Figura 3. 36 Cromatograma de corrida solucion hormona patrén 17 o-etinilestradiol
(EE2)
Este cromatograma muestra el pico del 17 a-etinilestradiol (EE2), patrén, en

forma nitida y bien definida, el tiempo de recorrido. En el cuadro de file information,

muestra el nombre del investigador, el método y condiciones.
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Fuente Elaboracion propia
Figura 3. 37 Cromatograma de corrida de solucién hormona patrén estrona E2

Este cromatograma muestra el pico de la estrona (E2), patrén, en forma nitida y
bien definida, el tiempo de recorrido. En el cuadro de file information, muestra el nombre

del investigador, el método y condiciones.

La validacion de un método analitico consiste en asegurar que sea exacto, especifico
y reproducible dentro de un rango de concentracion de interés en el cual se va a analizar

uno o varios analitos.

El método cromatografico empleado fue considerado selectivo.

3.3.1.2.Linealidad

La linealidad del sistema cromatografico para las hormonas estrona (E1), 17 -

estriol (E2) 17 a- etinilestradiol (EE2).

Las ecuaciones de recta y los valores de los coeficientes de correlacion (r2) se
presentan en la Tabla N° 4.2, para el método cromatografico aplicado a la estrona (E1),
17 B- estradiol — (E2), 17 a- etinilestradiol — (EE2) , se utiliz6 5 puntos con inyecciones
en triplicado para cada punto de la curva de calibracion, asi como (Esteves et al., 2009;

Peng et al., 2008).
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Tabla 3. 4 Coeficientes de correlacion (r2) cromatogrdfico de : (E1), 17 - (E2), 17 a-

(EE3)
Coeficiente
Hormona Ecuacién de recta
de correlacion (r2)
Blanco 1.0000 y=mx+h
estrona E1 0.99935 y =7.88716x — 1.16059
17 B- estradiol - E2 0.99948 y = 8.08761x — 1.00318
17 o- etinilestradiol — EE2 0.99952 y = 7.54504x — 0.885263

Fuente: elaboracion propia

La linealidad fue observada en la concentracion hechade 0.5 1,3,6, y 10 uL-1 para

el método analitico, esta fue obtenida a través de la curva patron.

Los resultados del estudio de linealidad para las hormonas estrona, (E1) ; 17 B-
estradiol — (E2) , 17 a- etinilestradiol — (EE2) , se presentan en la Figura 3.39 , 3.40 y
3.41 en los cuales se muestran los valores de los coeficientes de correlacion de Pearson
al cuadrado (r2), Siendo, Estrona (E1) = 0,99935, 17 B- estradiol — (E2) = 0.99948, y 17
a- etinilestradiol — (EE2) = 0.99952, respectivamente, se ha determinado que los
coeficientes de determinacion sean superiores a 12 > 0,99: que indica la bibliografia, asi
se muestra que: 0,99935 > 0,99; 0.99948 > 0,99; 0.99952 > 0,99, los cuales cumplen con
los criterios de aceptacién de acuerdo a Validation of Analytical Procedures: Text and

Metodology Q2(R1), 2005.
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Figura 3. 38 Curva de calibracion de la 17 f- estradiol — (E2)

La linealidad de la 17 B- estradiol — (E2) fue observada en la concentracion hecha

de 0.5 1,3,6, y 10 pL-1 nos da 5 puntos, para el método analitico, esta fue obtenida a

través de la curva patron, y de esta se deduce la correlacion r2.
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Figura 3. 39 Curva de calibracion de lal7 a- etinilestradiol — (EE2)

Obtenida por la Inyeccion de 5 Puntos

La linealidad de Calibracion de lal7 a- etinilestradiol — (EE2) fue observada en la

concentracion hecha de 0.5 1,3,6, y 10 pL-1 nos da 5 puntos, para el método analitico,

esta fue obtenida a través de la curva patron, y de esta se deduce la correlacion r2.
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Residusal Std. Dew_ : 1_23B15
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Figura 3. 40 Curva de calibracion de la estrona (E1)
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La linealidad de la estrona (E1) fue observada en la concentracion hecha de 0.5
1,3,6, y 10 pL-1 nos da 5 puntos, para el método analitico, esta fue obtenida a través de

la curva patrén, y de esta se deduce la correlacion r2.

3.3.1.3.Precision

Todo método analitico cuantitativo debe ser preciso a la hora de calcular una
determinada concentracion y la precision de este debe calcularse en condiciones de
repetitiva y reproducibilidad. Para ello se calcula la desviacion estandar relativa y nos da

los siguientes valores.

Tabla 3. 5 Desviacion estandar de las hormonas esteroide en estudio

Hormona Desviacion estandar
estrona E1 1.23815
17 B- estradiol - E2 1.140667
17 a- etinilestradiol — EE2 1.01906

Los valores de los coeficientes de desviacion estandar varian entre 1, 01906 y

1,2381 presentando baja dispersion de los datos.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. EVALUACION Y CUANTIFICACION DE LAS HORMONAS
ESTEROIDES EN MUESTRAS DE AGUA DEL LAGO TITICAY DE

AGUA POTABLE DE LA CIUDAD DE PUNO

Para la determinacion y cuantificacion de las hormonas estudiadas se realizaron
en base a los items: 2.7,2.7.2,2.7.3,3.1.2.,, 3.2.1,, 3.2.3,, 3.2.4., 3.2.5, 3.3 sefialados, y

su validacion basada en los estudios de (Torres et al., 2020)

4.1.1. Resultados de concentracion en ng L-1 de las hormonas estudiadas E2, EE1

y E1

En la en la Tabla N° 4.1 se muestran la concentraciéon de hormonas esteroides

expresado en ngL-1 en los nueve (9) puntos de muestreo
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Los resultados de la Tabla 4.1. evidencia la existencia de residuos de hormonas
en los puntos considerados en este estudio. Esta presencia podria atribuirse a la descarga
de aguas residuales domesticas a la laguna de oxidacion-Espinar, la cual es ineficiente en
la degradacion y/o remocion de residuos hormonales, y los PTARs no cumplen esta
funcion, (Torres et al., 2021) Asi, en el punto P6 , el principal punto de salida (laguna de
oxidacion) presenta concentraciones de 17 a-etinilestradiol (EE2) , de 13,88 ngL-1 y
estrona (E1) 1,56 ngL-1, asi como 17 B-estradiol (E2) 1.12 ngL-1 y a medida que recorre
hasta llegar al punto P1-Chimu —(toma de agua para PTAP.) estas concentraciones

disminuyen como se muestra en la Figura 4.1.

|| I| |‘ |‘ |I I TET e
P6 P5 P4 P3 P2

P1 P7 P8 P9
mI7B3E2 w17 EE2 WESTROMAE1 ®TOTAL

Fuente Elaboracion propia

Figura 4. 1 Representacion gréfica, concentracion de hormonas Vs puntos de
estudios P6 a P1 agua del lagoy P7 a P9 agua de consumo—Puno.

Esta cuantificacion expresada en nanogramos por litro (ngL-1) se obtienen de los
resultados dados por el cromatograma del HPLC-DAD. jAsi como ejemplo tomamos los
valores del cromatograma del punto P6, costado de la laguna de oxidacion — Espinar que
es la parte mas contaminada y disminuyendo sus valores en el recorrido hasta el punto P1
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y los datos del cromatograma del punto P9 que es agua subterranea (pozo) que va a la

ciudad universitaria para consumo que no presenta residuos de la hormona Estrona.

Tabla 4. 2. valores dados por el cromatograma del punto P6

EetTime Type Area Amt/Area EAmount Grp  Name
(min] [mAT*s] [mig/mL]

------- -
6.328 VW T 2.63213 1.707T1le-1 4.4%49]1e-1 1TBESTRADICL
T1.208 BV R 40.98977 1.35400e=1 2.22001 1TAETINILESTRADIOL
B.Glé VB T 3.74982 1.66030e-1 6.22582e-1 ESTRCNA

Totals : 6.62208

Fuente: Resultado del HPLC — CENA- 2020

Tabla 4. 3 valores dados por el cromatograma del punto P9.

RertTime Type Area amt/Area Amount Grp  Hame
[min] [mAT* =] [mg/mL]

e L e e B B B
6.4320 BV R 1.85503 1.905312e-1 2.33406e-1 17TEBESTRADIOL
6.832 vB 15.56115 1.4007T7e-1 217877 1TAETINILESTRADIOL
.444 - - - ESTRONA

Totals : 2.53317

Fuente: Resultado del HPLC — CENA-2020

El resto de los cromatogramas indicando el &rea, valores de las hormonas en
estudio y sus curvas de validacion se adjunta en los anexos ANEXO B. Cromatograma
del P5, ANEXO C. Cromatograma del P4, ANEXO D. Cromatograma del P3, ANEXO
E Cromatograma del P2. ANEXO F. Cromatograma del P1 (Chimu). ANEXO G.
Cromatograma del P7 Hospital del Seguro Social — Salcedo. . ANEXO 8. Cromatograma

del P8 Hospital Manuel Nafiez Butron — Puno

Como no hay en la legislacién peruana limites establecidos para las hormonas E1,
E2, EE2, en agua tratada, los niveles de hormonas en las muestras analizadas no pueden
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ser clasificadas adecuadamente, en lo que concierne a los limites permitidos para
consumo humano. Con base en estas informaciones, Reglamento de la calidad del agua
para consumo humano. Ministerio de Salud Perl. Necesita establecer urgentemente

valores maximos permisibles para estos compuestos en aguas de abastecimiento publico.

4.1.2. Comparacion y discusion de resultados de las hormonas estudiadas

En este recorrido de aproximadamente de 5 km desde el punto P6 laguna de
oxidacion- Espinar hasta la toma de muestra el punto P1- Chimu. La suma de las tres
hormonas que es la concentracion total de 16,5552 ng L-1 disminuye a 3,35839 ng L-1y
que estos valores del punto P1 con los valores de los puntos P7 y P8 que son agua potable
de consumo no hay diferencia significativa y ahi el problema de la salud de la poblacion.
Esto se debe a su dispersion en agua la distancia y movimiento de las aguas, profundidad

y transparencia y radiacion solar

Referente al punto P9 que es agua subterranea (pozo), agua que sirve a la ciudad
universitaria esta agua contiene 5,4493 ngL-1 de EE2, aproximadamente igual al punto
P4 del agua del lago de 5,7982 ng L-1, esta agua subterranea no contiene estrona. La
existencia de esta cantidad de EE2, se debe a la existencia de desagues clandestinos y a
que la gente micciona en la via puablica .. concentracion total, la suma de las tres (3)

hormonas en estudio del 17 a-etinilestradiol (EE2) disminuye a 1,384 ngL-1.

Considerando que estos compuestos quimicos tienen propiedades lipofilicas
(Langenbach, 2003-9) , baja presién de vapor entre 2.3 x 10-10 y 6.7. x 10-15 mm Hg, y
también presentan valores de log Kow de los esteroides de 2.81 para estriol y 3.94 para
17 B-estradiol (E2) mientras que el esteroide 17 a-etinilestradiol (EE2) tiene un valor de
Log Kow de 4,15 . Una caracteristica de estos compuestos que les permite no ser solubles

en agua por lo que se espera que sedimentes y es causa de concentraciones reducidas en
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la fase acuosa (Adeel et al., 2017), asi como el efecto de la exposicién solar que produce
una foto transformacion de (E2) y (EE2) con un rendimiento de 0.06 mol de einstein -1 a

una irradiacion de 254 nm. (Mazellier et al., 2008).

La concentracion de 17 B-estradiol E2 en el punto 1 fue de 1,61 ng L-1, esto es
menor que la encontrada en Lake Luoma, China, que oscil6 entre 2,52 ng L-1y 21,82 ng
L-1, con una concentracion media de 9,41 ng L-1 (Dan Liu et al., 2017), y similar al
encontrado en el lago Buyukcekmece, Estambul (Turquia) que oscil6 entre <0.5-10.2 ng
L-1 (Aydin y Talinli, 2013) estos valores estan relacionados con densidad de poblacion.
La presencia de estos compuestos en el ecosistema de la bahia interior del lago podria
tener efectos toxicoldgicos sobre las especies endémicas que habitan este ecosistema. El
17 B-estradiol (E2) es capaz de producir la oxidacién de macromoléculas, generando la
formacion del anion radical superdxido (Cavalieri et al., 2000), que provoca la pérdida de
propiedades fisicoquimicas que pueden resultar en la muerte celular por exposicion
prolongada, por lo que a 2 ug L-1 de 17 B-estradiol afecta varios procesos fisioldgicos,
incluidos el espliceosoma, la fototransduccion, el metabolismo del aminoazicar vy el
azucar nuclear, el metabolismo de la hipotaurina y el sistema renina-angiotensina. Se
evidencid que la exposicion de juveniles de O. curvinotus a concentraciones crecientes
de 17 p-estradiol (2 ng L-1, 20 ng L-1, 200 ng L-1 y 2 pg L-1) conduce a un aumento
significativo en la Expresion de ARNm de vitelogeninas (VTGS) y coriogeninas (CHGS)

(Dong et al., 2020).

La concentracion de 17 a-etinilestradiol EE2 en el punto 1 fue 1.38 ng L-1, que
es menor que la encontrada en Lake Luoma, China (4.25 ng L-1 a 12.85 ng L-1,;
concentracion media de 7.97 ng L-1) (Dan Liu et al., 2017). Sin embargo, en el punto 6

(vertido) fue de 13,88 ng L-1, menor que el encontrado en las aguas residuales y revertir
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a la laguna Chascomds, Argentina de 64,24 ng L-1y 47,55 ng L-1 (a 200 m). (Gonzalez
et al., 2020), esta diferencia podria atribuirse a la densidad poblacional que genera aguas
residuales domesticas, efluentes cloacales, acuicultura, escorrentias de ganaderia (Zhou
et al., 2016), aguas industriales (Jia et al., 2019 ). Asimismo, el 17-a-etinilestradiol es un
inhibidor no translocante y no competitivo de los aminoacidos acoplados a protones
(Nielsen et al., 2021) siendo capaz de inducir alteraciones en el sistema endocrino en
organismos Vvivos a concentraciones en el agua por debajo de 1 ng L-1 (Hansen et al.,

1998; Purdom et al., 1994).

La presencia de estrona E1 en el punto 1 fue de 0,76 y es superior a la reportada
en aguas superficiales de Laguna Lake, Filipinas (0,03 y 0,30 ng L-1) que se utiliza para
la produccion de agua potable (Katrina y Espino, 2020) y el Langat. El rio también se usa
como fuente de agua potable en Malasia (0.09-0.18 ng L-1; media de 0.12 ng L-1 + 0.04)
(Weeetal., 2019). Enel punto 6 fue 1.12 ng L-1, menor a lo reportado en aguas residuales
y revertio a la laguna Chascomus, Argentina de 85.15 ng L-1, 56.11 ng L-1y 1.54 (a 300
m aguas arriba) (Gonzélez et al. , 2020). La estrona se convierte en estriol por procesos
naturales en las aguas superficiales (Aydin y Talinli, 2013) mientras que las altas
concentraciones de E1 (> 10 mg L-1) disminuyen significativamente la productividad de

las sustancias poliméricas extracelulares y la actividad metabdlica (Zhang et al., 2021) .

Varios estudios han demostrado un desarrollo anormal de peces en agua con
residuos de hormonas, como la feminizacién de peces machos, que afecta la reproduccion
e induce la produccién de vitelogenina (Torres et al., 2021), el crecimiento de ciertos
organismos acuaticos (Sacdal et al., 2020), Por tanto, es importante considerar las
concentraciones de toxicidad en la vida de los peces, teniendo en cuenta la naturaleza

lipofilica de las hormonas que colaboran con la bioacumulacion; en el pez Carrasius
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auratus después de 72 horas de exposicion dietética que contenia 100 ng g-1 de EE2, la

concentracion fue de 1,7 ng g-1 + 0,29 (Al-Ansari et al., 2011).

Sin embargo, la presencia de residuos de hormonas en los puntos 7 y 8 (agua
potable) genera preocupaciones sobre la posible exposicion humana a compuestos
disruptores endocrinos a través de la ingesta dietética de alimentos y especialmente el
suministro de agua potable. (Wee et al., 2019). Los residuos de hormonas estaban dentro
del rango encontrado en aguas tratadas en las regiones norte, centro y sur de Taiwan E1
ND - 2.3 ng L-1, E2 ND - 4.8ng L-1, y EE2 ND - 3.8 ng L-1 (Pai et al., 2020); Los
estrogenos 17-B-estradiol (E2) y 17-o-etinilestradiol (EE2) se consideran agentes
altamente disruptores endocrinos y se han incluido en la lista de seguimiento de la UE
sobre contaminantes acuaticos emergentes debido a su presencia en tejidos y fluidos

animales (Barreiros et al., 2016).

El punto P9 es agua subterranea de pozo que consumen en la ciudad universitaria.
Segun los estudios realizados en aguas subterraneas por los autores: (Pasquet & Vulliet,
2011) Francia la concentracion de El 17 a-etinilestradiol EE2, es 0,7 ngL-1, (Worrall et
al., 2002) EEUU valor de 73. ngL-1; (Pal et al., 2010) Norteamerica varia de 2 a 46,7 ng
L-1 y la concentracion del punto P9 que es de pozo su concentracion esta dentro de esos

valores.

Los autores: (Aydin & Talinli, 2013; Blair et al., 2013; Dan Liu et al., 2017; Isobe
et al., 2003; Lu et al., 2011; Peng et al., 2008; Wang & Zhu, 2017; Yang et al., 2015).
Identificaron la presencia de hormonas esteroides en aguas de lago con concentraciones
diferentes expresadas en ngL-1, como se muestra en la Tabla 2,5. Indican que algunos
paises en desarrollo de Asia carecen de tecnologias avanzadas disponibles en paises como

los de Europa y EEUU. Monitorear las hormonas en lagos pude ser un desafio porque
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estos contaminantes también pueden provenir de fuentes no puntuales, como escorrentias
agricolas, ganaderas o urbanas. Las hormonas pueden descargarse de fuentes difusas mas

rapidas de lo que se degradan.

(Zhou et al., 2016) determino la aparicion de hormonas esteroides en el norte del
lago Taihu, China en un periodo de dos temperadas, las cocentraciones promedio de las
hormonas fueron de E1, 2,76 ngL-1; E2 1,03ngL-1, provenientes de los desechos
domésticos, aguas residuales de ganado son los principales contribuyentes a la
contaminacion hormonal en el lago. (Du et al., 2013) , determino la ocurrencia de E1,
17B E2, E3, y 17 A, EE2, en 10 sitios de muestreo del Lago Dianchi, China. Durante su
investigacion de dos afos, las concentraciones de hormonas en el agua del lago fueron de

22,7 ngL-1

(Wang & Zhu, 2017) analizaron muestras del agua de 5 lagos de East Lake, China,
las concentraciones medias totales de E1, 17AEE2 y 17B E2 en los 5 lagos oscilaron entre
8,91 a 35,68 ngL-1. Estas hormonas provienen principalmente de las aguas residuales
domesticas e industriales, asi como de las escorrentias de tierras agricolas fertilizadas con

estiércol animal.

(Du et al., 2013)) encontraron que los efluentes de 8 plantas de tratamiento de
aguas residuales ubicadas en el area de captacion del lago Dianchi, en Kunning, China la
cocentracion de E1 62,5 ngL-1; E2, 23,8; EE2 26,0 ngL-1 respectivamente. En
comparacion, las concentraciones maximas fueron E1 18,5 ngL-1, E2 5,9 ngL-1, EE2 4,4

ngL-1 E3 4,8 ngL-1 respectivamente.

(Dan Liu et al., 2017; Lambeth et al., 2016; Yang et al., 2015; Z. Zhang et al.,

2009) en el lago Luoma China fueron E2 21, a 82 ngL-1.
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En esta investigacion se tiene la presencia de hormonas esteroides entre los rangos
de concentraciones determinados por los autores mencionados y para la comparacion
tenemos los valores minimos y maximos de hormonas esteroides en lagos se muestra en

la Tabla N° 2.6

La atenuacion de las concentraciones en las muestras tomadas del punto P6 al
punto P1, se puede atribuir a los siguientes factores adsorcion, fotolisis y biodegradacion.
A través de la adsorcion, los sedimentos pueden servir como sumideros de hormonas y
otros compuestos hidr6fobos en el agua. La luz solar natural degrada las hormonas en las
aguas superficiales mediante la fotolisis. Hay pocos estudios sobre la fotolisis de

hormonas en sistemas lacustres.

En un estudio se determind que el EE2 en el agua del lago filtrada, tiene una vida
media de 23 horas después de la exposicion a la luz solar. Segln su estudio de hormonas
en el lago Quinsigamond en EEUU, la presencia de materia en suspension en el agua
puede interferir con la fotolisis en el entorno natural. Aunque existe incertidumbre sobre
la contribucidn de la luz solar natural en la atenuacion de hormonas en el lago, el principio
de la fotodegradacion se utiliza en plantas de tratamiento. La luz ultravioleta se utiliza
para degradar los contaminantes organicos y desinfectar el agua. Las hormonas que no se
eliminan en el tratamiento secundario de las plantas de tratamiento de aguas residuales,

se degradan completamente expuestas a la luz ultravioleta (Grammel & Hang, 2013).

Estas moléculas pueden causar dafios ambientales y a la salud humana y sus
efectos se pueden evidenciar en cualquier nivel de jerarquia bioldgica: célula, érgano,

organismo, poblacién y ecosistemas (D. M. Bila & Dezotti, 2003; Esteves et al., 2009).

De acuerdo con (Jorgensen & Halling-Sorensen, 2000), algunos de estos efectos

se pueden observar en el agua en el orden de ngL-1, que puede ser una reduccion en la
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produccidn de esperma y un aumento en la incidencia de algunos tipos de cancer, (D. Bila

et al., 2007; Esteves et al., 2009).

La solubilidad en agua hace que las hormonas compuestas sean mas movibles y,
por lo tanto, pueden contaminar la hidrosfera y amenazar el agua subterranea. la lipofilia
de las hormonas colaboran con la bioacumulacién y se acumulan en los sedimentos

(Jorgensen & Halling-Sorensen, 2000).

El 17 o-etinilestradiol es una hormona sintética utilizado principalmente en
medicamentos anticonceptivos. en el cuerpo humano solo el 15% de la sustancia se
metaboliza mientras que el resto se elimina en el agua residual, por lo tanto, esta hormona

también se considera un indicador de contaminacion fecal, (Gingras et al., 2007) .

El residuo de este compuesto en agua tratada es indeseable y se tiene la
preocupacion en minimizar la exposicién de posibles consumidores susceptibles, como
los nifios. Con todo la concentracion de la exposicion al EE2 via agua potable (1-2 ng
dia-1) puede ser comparada con la dosis diaria de esteroides, la cual es de 0,1 mg dia-1

(Fritsche & Steinhart, 1999; Hartmann, 1998; Silva et al., 2012).

Particularmente se ha observado la feminizacion de los peces machos que entran
en contacto prologando con el etinilestradiol, principio activo méas comun de las pildoras
anticonceptivas, causando una disminucion importante en la reproduccion de las especies

afectadas. (Atkinson et al., 2012).

El 17a-etinilestradiol (EE2) es una de las formas mas comunes y potentes de
estrégenos naturales, ampliamente detectado en el medio acuatico, asi como en las fuentes
de agua potable (Yan et al., 2015), Uno de los efectos adversos del E2 sobre el medio

ambiente es la alteracion reproductiva en peces incluso a concentraciones de sub
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nanogramos por litro (ng/L) ((Alan et al., 2008) . El descubrimiento de que el
etinilestradiol (EE2) estaba contribuyendo a la feminizacion de los peces machos en rios.

(Desbrow et al., 1998; Jobling et al., 1998).

Estrona (E1), 17 B-estradiol (E2) y el sintético, 17a-etinilestradiol (EE2), se
encuentran comunmente en las aguas residuales (Racz & Goel, 2010), representan un
riesgo ambiental debido a su alto potencial de persistir en los ecosistemas, y producir
acumulacién y toxicidad para los seres vivos (I M Ramirez-Sanchez et al., 2015; Silva et

al., 2012).

La presencia de importantes niveles de estrégenos en los rios, lagos, etc, puede
ser un riesgo potencial para el ambiente y en el futuro para los seres humanos, debido a
los efectos sinérgicos (Gafian-Calvo et al., 2013). Se ha estimado que méas del 99% de la
actividad estrogénica en los efluentes de agua residual y agua superficial puede atribuirse
a la presencia de 17B-estradiol (E2) y 17a-etinilestradiol (EE2) en un intervalo de

concentraciones de ng/L-1,

Uno de los estrogenos mas potentes encontrado en aguas superficiales es el
17aetinilestradiol, este compuesto como otros estrégenos naturales se encuentra presente
en las aguas residuales hasta en concentraciones de 27 nanogramos por litro (Estrada-
Arriaga et al., 2012) y puede provocar el exterminio de poblaciones de peces en

concentraciones trazas menores a seis nanogramos por litro (Kidd et al., 2007).

Sin embargo, en Perd, la base de datos de contaminaciones por estos compuestos
en aguas superficiales y otros compartimentos aln es escasa, por lo que no hay datos para
realizar comparaciones efectivas con los datos recolectados en este trabajo, ya que hasta
la fecha no se habia realizado ningin estudio en agua del lago Titicaca y en los rios y

agua tratada en las ciudades, en relacion a la contaminacion por hormonas.
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4.2. RESULTADOS DE LOS PARAMETROS FiSICO- QUIMICOS DEL AGUA
DEL LAGO TITICACA'Y DE CONSUMO DE LA CIUDAD DE PUNO DE

LOS 9 PUNTOS DE ESTUDIO

Se midieron los siguientes parametros: pH, Temperatura del agua, Contenido de
oxigeno, Transparencia, Profundidad, ORP, Alcalinidad, Corriente eléctrica, sus valores

se muestran en la Tabla 4.4

4.2.1. MEDIDA DEL pH

Los valores del pH, mostrado en la Tabla 4,1, fluctuaron entre pH= 9,06 punto P1
toma de agua (Chimu) y pH = 8,59 punto P6, costado de la laguna de Espinar, ligeramente
alcalinos, con una diferencia de 0,47; lo que indica el punto P6 costado de laguna Espinar
existe actividad fotosintética, con referencia a los antecedentes, los valores promedios
fueron 9,43 del afio 2015y 8,55 del afio 1997, No hay diferencia significativa, Los valores
de pH medidos estan fuera del rango (6,5 - 8,5) establecido en los Estandares de Calidad
Ambiental segln la Categoria 4: (Ministerio del Ambiente—MINAM, 2015)el pH bajo

tiene relacion directa con un bajo contenido de oxigeno disuelto (Yee et al., 2012).

4.2.2. MEDIDA DE LA TEMPERATURA

Los valores de temperatura del agua en la bahia interior de Puno se dan en la Tabla
4,1, Se encontraron en el rango de 15,40 C, punto P1 (Chimu), y 18,02 °C, punto P5 frente
al Hotel San Antonio (punto donde se encuentran las pulgas acuaticas), referente a la
temperatura del agua de consumo varia de 15,40 °C a 13,70 °C, de la ciudad universitaria
punto P9. con los antecedentes Lazzaro & Gamarra (2014) Ambos autores sefialan que la
temperatura del agua del Lago oscilé entre 10,9 °C (julio 2007) y 17,3 °C (diciembre

2012).
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Tabla 4. 4 Coordenadas, Ubicacion, hora y Parametros fisico quimicos:

Medida de la Conductividad Eléctrica en pS/cm

CODIGO COORDENDAS DEL UBICA, HR PARAMETROS FISICO QUIMICOS (MULTIPRAMETROS)
MONITOREO
Temp, pH CE, 0D, TDS Salinid, ORP  OBSERVACIONES
E N °C pH mV mS/em mg/l % gL % Profun, Transp,
Pl 397062 824735 Chimu 11,00 15,09 9,06  -140 154 8,99 87 1,02 0,08 100 450m dm
P2 396217 824772 Canal 1L,15 15,10 905  -139 1,66 874 83 1,06 0,08 101 520m 38m
Nav
P3 394592 8248107 Punto 1126 16,00 885  -128 185 7.83 826 118 0,09 144 250m 13m
medio
P4 394186 8247850 11,33 1572 881  -130 182 7,79 792 117 0-09 138 230m 15m
Ps 393934 8247078 Freate 11,55 15,32 859  -114 1,79 6,85 708 1,15 0-09 153 40m 12m
Hotel,
P6 394186 8247154 150 m, 1144 18,02 872 -2 186 532 394 119 0,09 134 050m 03 m
la,
P7 Hospital ESSALUD, Salcedo 9,20 1402 836 -112 1,67 831 837 1,07 0,08 547 e e
P8 Hospital, Manuel Nugiez, B, 540 15,40 850  -110 1,63 822 86,5 1-07 0,09 289 B -
P9 UNA,, (pozo - Bellavista) 10,00 13,70 7,95 -81 121 811 80,6 0,773 0,06 263 B -

Fuente: Elaboracion propia

4.2.3. Medida del oxigeno disuelto.

Los valores de OD se muestran en la Tabla 4,1, varian de 0,99 mgL-1 0 87% en
el punto P1 Toma de agua (Chimu), a 5,32 mgL-1 en el punto P6, Costado de laguna de
Espinar, Los valores de OD se encuentran dentro de lo establecido por el (ECA -2017 )
para agua en el Peru, el valor de 5,32 mgL-1 el OD se debe a la presencia de compuestos
organicos, donde el flujo continuo de nutrientes en el lago (Cahui Galarza, 2018; Misra
et al., 2019), reporto 5,2 mgL-1 a 6,1mgL-1 y segun, comision multisectorial para la
prevencion y recuperacion ambiental del lago Titicaca y sus afluentes D,S,N° 075-2013-
pcm, estado de la calidad ambiental de la cuenca del lago Titicaca &mbito peruano 2014,
Presentaron valores inferiores a 5,0 mg/L, estan por debajo del limite establecido en los
Estandares de Calidad Ambiental segun la Categoria 4: Los valores de OD indican el
grado de contaminacion en cuerpos de agua (Amankwaah, et al., 2014), El OD es

necesario para la descomposicion de la materia orgénica
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4.2.4. Medida de sélidos totales disueltos

Los valores de sélidos totales disueltos (STD) se muestran en la tabla 4,1, varia
de 1,02 gL-1enel punto P1a 1,19 gL-1 en el punto P6, y en el agua de consumo varia de
1,07gL-1 hospital del Seguro Salcedo punto P7 a 0,777 gL-1 de la ciudad universitaria
punto P9 y comparados con los valores de (Cahui Galarza, 2018) de 885,5 mgL-1a 1732
mgL-1 estos valores estdn por encima de lo sefialado en el ECA para el agua

correspondiente a lagos que es menor o igual a 25 mgL-

4.25. Medida de la salinidad

Los valores hallados en los 6 puntos de estudio de las muestras de agua varian de
0,08 % punto P1 a 0,09 % punto P6 con una diferencia de 0.01%, esta diferencia se debe
a que el P6 esta cerca de la laguna de Espinar y hay mayor concentracion de salinidad,
referente a estudios como de (Cahui Galarza, 2018) sus valores son de 0,9 y 0.6 no existe
diferencia permanece constante, los valores obtenidos muestran una concentracion baja
de salinidad. Referente al agua de consumo 0.09 en el P7 (hospital del Seguro Salcedo) y
de 0.06 de la ciudad universitaria, esta diferencia se debe a que el agua de la ciudad

universitaria es agua subterranea (pozo).

4.2.6. Medida de ORP

Los valores del potencial de oxidacion reduccién (ORP), se muestra en la Tabla
4,1 en el punto P1 su valor es de 100 y en el punto P6 su valor es de 153, valores que se
deben a la presencia de sustancias reductoras que se originan por la descomposicién
anaerdbica de residuos (ORGANIZATION, n.d.; K. Zhang et al., 2016), establecio un
valor de 650 mV como valor adecuado para el agua potable, La Organizacién Mundial de
la Salud adopt6 en 1972 la medida del POTENCIAL REDOX como la medida mas fiable

para medir la calidad sanitaria del agua potable, La medicion vale independientemente
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del tipo de biocida que se utilice pues todos actian como oxidantes,, (Cahui Galarza,

2018), reporto 95,9 y 67,5 mV.

4.2.7. Medida de la profundidad

Los valores de la profundidad varia de 0,90 m al costado de la laguna Espinar
punto P6, a 5,20 m en el canal de Chimu punto P2, Segun (Loza-Del-Carpio et al., 2016),
La profundidad referente a la bahia interior del lago Titicaca, Puno maxima se presentd
en el afio 1975 con 7,40 m y lamenor en el 2012 con 7,19 m, Es notoria la conexion entre
la cubeta profunda con la bahia exterior mediante un canal de 6 m de profundidad (canal
Chimu), Sus mayores areas estan ocupadas por profundidades menores a 1 m y los
mayores volumenes en las profundidades de 3 a 4 m, Estos valores reiteran la disminucion
de las profundidades de la BIP, principalmente por el incremento de sedimentos en el

lecho

4.2.8. Medida de la transparencia

Los valores se dan en la Tabla 4,1 Lo cual varia de 4m en el punto P1 toma de
agua (Chimu) a 0,90 m en el punto P6 costado de la laguna de Espinar, comparado con
los valores de 2,5 m a 0,37 m dados por (Diana et al, 2011), Existe una diferencia entre
la transparencia de Diana 2011 y el actual 4 m. la diferencia se debe a que los autores

tomaron datos de lugares diferentes
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V. CONCLUSIONES

- Las aguas del interior de la bahia del lago Titicaca y el agua potable cuya
principal fuente proviene de esta bahia, presentan concentraciones de
hormonas esteroides: Estrona (E1) 1.56, 17 B-estradiol (E2) 2.27, 17 a-
etinilestradiol (EE2) 13. 88 ng L-1 respectivamente, estas concentraciones
varian en los diferentes puntos de monitoreo a medida que se alejan del punto

principal de emision (laguna de oxidacion);

- Lapresencia de estos contaminantes podria ocasionar efectos ecotoxicoldgicos
a la biota acuética endémica que habita este lago; y al mismo tiempo estaria
afectando la salud de la poblacion alrededor del lago ya que consumen agua de

este lago.

- La metodologia para la determinacion de hormonas esteroides, se constituye
en un método implantado e optimizado, demostrando que el método con
extraccion en fase solida (SPE) tiene potencial para la aplicacion en los analisis
de rutina de hormonas E1, E2, EE2 en muestras de agua superficial,

subterranea y tratada.

- Los parametros fisico-quimicos: de las aguas del lago Titicaca no tienen

diferencia significativa de los estudios realizados.
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VI. RECOMENDACIONES

- Se ha observado que los esteroides y las hormonas sintéticas son dificiles de
eliminar por completo del agua, por lo cual es imperativo disefiar métodos de
eliminacién de estos compuestos y por supuesto métodos sensibles de

identificacion que logren discriminar entre muchos compuestos diferentes.

- Realizar monitoreo de preferencia trimestrales en las demas zonas del Lago
Titicaca con la finalidad de conocer la dinamica de la presencia de los

compuestos de hormonas esteroides disruuprores endocrinos,

- Realizar anélisis de hormonas esteroides en otras matrices tales aguas del lago
grande, aguas de poso, peces, aves para evaluar y conocer la presencia de estos
compuestos y con esto puedan realizar propuestas que eviten mayor dafo al
ecosistem del lago que influyen en la salud de los habitantes de la cuenca del

Titicaca,

- Coordinar acciones urgentes con organismos gubernamentales de la legislacién
existente e imponer limites méximos permitidos para estos compuestos en

diferentes matrices ambientales

- Es necesario establecer y realizar actividades de investigacién y monitoreo
para evaluar adecuadamente los riesgos ambientales y a la salud asociados a
los contaminantes orgéanicos persistentes en Puno-Perd, verificar la reduccion

en los niveles de estas.
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ANEXOS

ANEXO A Cromatograma, Areas, Curvas de Validacion Punto 6 agua costado de la
laguna de Espinar
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3

ANEXO B Cromatograma del Punto 5, (Muestra Frente Al Hotel San Antonio)
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ANEXO C Cromatograma del Punto 4 (Via Canal)
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ANEXO D Cromatograma del Punto 3 Canal de Navio
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ANEXO E Cromatograma del Punto 2 VVia Navio y Valores del Area y Curvas de

Validacion.
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ANEXO F Cromatograma del Punto 1 Toma de Agua Chimu.
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ANEXO G Cromatograma Punto 6 Salcedo.
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ANEXO H Cromatograma, Punto 8 Hospital Manuel Nufiez Butro de Puno
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ANEXO | Cromatograma del agua de pozo de la UNA-Puno
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ANEXO J Acondicionamientos de HPLC-DAD

Determinacion de la temperatura Determinacion del flujo de fase movil
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ANEXO K Operaciones de la metodologia del trabajo

Embarcacion para toma de muestras de
agua del lago Titicaca

Extraccion de hormonas en los cartuchos Hoja de rura

Filtrando agua ultrapura por fibra de vidrio  Manifold Supelco Visiprep, para elusion de
hormonas
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Acondicionamiento de cartuchos
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Alcohol grado HPLC io
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Llenando los viales con muestras

Tipos de columnas cromatogréficas

Formiato de amonio
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