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Resumen
Se ha comprobado que los compuestos farmacéuticamente activos liberados en los agroecosistemas son
absorbidos y acumulados en las partes comestibles de las plantas de cultivo. Mediante el empleo de un
cultivo simulado en condiciones controladas, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar la
absorcion y bioacumulacion de tres compuestos farmacéuticamente activos comunes (Diclofenaco,
Sulfametoxazol y Losartan) aplicados individualmente y en mezcla en el agua de riego del cultivo de
Lactuca sativa romana, asi como los efectos mediados por estos compuestos en los atributos de la
calidad de las plantas. Para esto, se emplearon las técnicas de extraccion en fase solida asistida por
ultrasonido en conjunto para la cromatografia liquida de alta eficiencia para su identificacién en las
hojas de la planta. Se observd que los compuestos sulfametoxazol y losartdn no son absorbidos en las
hojas de lechuga, mientras que el diclofenaco se detectd en concentraciones de 0.0372 ng/g. Se
evidencid que los compuestos estudiados aplicados en diferentes niveles de concentraciones afectaron
significativamente (disminuyeron sus valores) los atributos de la planta tales como niveles de azucares,
porcentaje de humedad y clorofila. Por otro lado, se sugiere seguir realizando estudios que permitan
establecer la movilidad de los fArmacos en la planta, su posible metabolizacion y los probables productos
de transformacion de los tres compuestos farmacéuticos empleados y de los que puedan encontrarse en

las muestras de agua de riego en cultivos a nivel campo.
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Abstract
It has been shown that pharmaceutically active compounds released in agroecosystems are absorbed
and accumulated in the edible parts of crop plants. Using a simulated culture under controlled
conditions, the present study aimed to evaluate the absorption and bioaccumulation of three common
pharmaceutically active compounds (Diclofenac, Sulfamethoxazole and Losartan) applied individually
and in mixture in Lactuca sativa roman crop, and the effects mediated by these compounds on the quality
attributes of the leafs plant. Ultrasound assisted solid phase extraction technique and high-performance
liquid chromatography was used identified and quantify these compounds in lettuce leaves. Absorption
of sulfamethoxazole and losartan was not observed, while diclofenac was detected in concentrations of
0.0372 ng/g. The compounds evaluated and applied at different concentrations significatively affected
(lower values) the attributes of the plant such as sugars, humidity, and chlorophyll. On the other hand,
it is suggested to continue carrying out studies related with establishment the mobility of pharmaceutical
compounds in the plant, their possible metabolization and the probable transformation products of the
three pharmaceutical compounds used and of those that may be found in irrigation water samples in

crops at field level.

Keywords: Pharmaceutically active compounds, Absorption and bioaccumulation, Diclofenac,

Lactuca sativa.
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Introduccion

El cambio climatico y la contaminacion del agua son fenémenos que aumentan la vulnerabilidad y la
escasez de agua. En la actualidad, la escasez de agua afecta al 40% de la poblaciéon mundial, ocasionando
que alrededor de 844 millones de personas no tengan acceso al agua, cifra que va en aumento afio tras
afio (Dubois, 2011; S Galicia, 2018). Sumado a este problema, se encuentra la alta demanda hidrica a
nivel mundial, a tal punto que para el 2030 se espera que la demanda de agua crezca a un 50% debido a
las necesidades de la poblacion (UNESCO, 2020). Entre las necesidades mdas importantes, estd la
produccion de alimentos que se encuentra dentro del sector agricola, este sector demanda mas agua al
consumir un 70% del agua total extraida (IDEAM, 2020). Adicionalmente, para el 2050 se intensificara
la demanda de agua por parte del sector agricola, pues se necesitard aproximadamente un 70% mas de
alimentos ocasionando que, aproximadamente 2.3 billones podrian llegar a vivir en dreas con un alto
estrés hidrico (Guillaume et al., 2021).

Debido a esto, se ha planteado como posible solucion la reutilizacion de aguas residuales para el riego
de cultivos agricolas. Sin embargo, el uso de aguas residuales tratadas (ART) para riego de cultivos,
constituyen la via principal de introduccion de contaminantes de diversa indole (metales pesados,
compuestos organicos, microorganismos patogenos, etc.) en los agroecosistemas y una de las vias mas
grandes de contaminacion alimentaria (Grossberger et al., 2014; Martinez-Hernandez et al., 2019).
Dentro de los contaminantes que se han venido detectando regularmente en agroecosistemas en los
ultimos afios estan los denominados contaminantes de preocupacion emergente (CPEs)
(Riemenschneider et al., 2016), los cuales son compuestos de diferente naturaleza quimica que se
encuentran en concentraciones muy bajas (ug/L - ng/L) cuya presencia en el medio ambiente no es
necesariamente nueva, pero si la preocupacion por las posibles consecuencias de esta (Rodriguez-
Narvaez et al., 2017). Entre los CPEs que probablemente presentan mayor preocupacion y de estudio
en los ultimos afios, se encuentran los compuestos farmacéuticamente activos (CFAc), los cuales se

detectan con frecuencia, ya sea en su forma de compuesto original o como productos de transformacion

(Ts) (Christou et al., 2016), e
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diferentes sistemas de aguas superficiales y subterraneas que reciben esas ART y en suelos agricolas que

han empleado en el riego ART. Los CFAc pueden encontrarse en los agroecosistemas en mezclas de una
gran variedad de compuestos activos individuales y de sus Ts, la cual varia continuamente en
composicion y concentracion, dependiendo de su tasa de introduccion y de degradacion (Paiga et al.,

2017).

Los residuos de CFAc y sus Ts que han sido detectados en el medio ambiente a niveles traza, pueden
introducirse en algunos organismos terrestres o acuaticos e inducir efectos toxicos u otros efectos
adversos (Vasquez et al., 2014). Ademas, la posible bioacumulacién de CFAcs en una gran cantidad de
organismos, incluidos peces y plantas, en conjunto con su posterior entrada en la red alimentaria humana
se considera un tema de alta prioridad y que requiere una investigacion intensiva, debido a posibles

implicaciones sobre la salud publica (Fatta-Kassinos et al., 2011).

Dentro de los CFAcs frecuentemente detectados se encuentra el diclofenaco (DCF) un antiinflamatorio
no esteroideo y el sulfametoxazol (SMX) un antibidtico bacteriostatico. E1 DCF es un compuesto que
se vende en muchos paises en altas cantidades anuales (Heberer, 2002), presenta una alta persistencia
en el medio ambiente al tener una baja velocidad de biodegradacion y se encuentra en concentraciones
de algunos pg/L en aguas residuales y aguas superficiales (Basnyat, 2011; Vieno & Sillanpad, 2014).
Puede ser absorbido por plantas y generar estrés oxidativo en las células vegetales (Gonzalez Garcia et
al., 2018). Este compuesto presente en los agroecosistemas es capaz de introducirse a cultivos agricolas
como por ejemplo el de la lactuca sativa, con mayor acumulacion en las raices y con bajo transporte a
las hojas (Bigott et al., 2021). Por otro lado, el SMX es un compuesto de interés debido a su prevalencia
en los efluentes de las plantas de tratamiento y a la creciente preocupacion por la propagacion de la
resistencia a antibidticos (Yao et al., 2012). Desde su introduccion, el SMX se ha prescrito ampliamente
debido a su potencia contra las bacterias gram positivas y gram negativas (Brunton et al., 2011). En la
actualidad, el SMX se ha detectado en concentraciones que van de ng/L a pg/L en aguas superficiales y

algunos efluentes de plantas de tratamiento, y de ng/Kg a mg/Kg en suelos y estiércol (Brausch et al.,
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2012; Hu et al., 2010). Recientes estudios sobre el retiso de aguas en condiciones de campo han puesto
de manifiesto el potencial de absorcion y translocacion del SMX en algunas plantas de cultivo como el
tomate (Christou et al., 2017).

El antihipertensivo losartan (LOS), también es de gran interés debido a recientes reportes de su presencia
en efluentes de plantas de tratamientos de aguas residuales en concentraciones de pg/L (Botero-Coy et
al., 2018) y que poco se ha estudiado, sobre sus posibles efectos sobre cultivos.

Se ha evidenciado que las plantas de cultivos que crecen en agroecosistemas contaminados con CFAcs
(como los mencionados anteriormente), son capaces de absorber y acumular estos productos
farmacéuticos en sus tejidos (Christou et al., 2017; Pan et al., 2014; Wu et al., 2014), y, una vez se
absorben por las raices, se movilizan dentro de las plantas a través de su sistema vascular, siguiendo el
flujo de masa impulsado por la transpiracion o alguna otra ruta simétrica, la cual se encuentra mediada
por moléculas de alta energia constituidas por transportadores y canales (Miller et al., 2016). Por lo
tanto, una proporcion de CFAcs liberados en los agroecosistemas pueden acumularse en diferentes
tejidos y 6rganos de la planta (raices, hojas y frutos) (Goldstein et al., 2014; Riemenschneider et al.,

2017).

Por otro lado, los CFAc también pueden metabolizarse mediante un mecanismo elaborado basado en
enzimas de las células vegetales, lo que lleva a su desintoxicacion, inactivacion y secrecion (Bartha et
al., 2014; Schroder et al., 2007). Dentro del mecanismo de desintoxicacion, la Fase I da inicio mediante
enzimas que catalizan la oxidacion, reduccion o hidrolisis de los CFAcs, lo que resulta en una
produccion de compuesto intermedios con mayor polaridad o reactividad (PTs), que luego se conjugan
con moléculas endogenas polares como carbohidratos, acido maldnico o glutation (Bartha et al., 2014;
Huber et al.,, 2012). Los conjugados de CFAcs que se forman en las dos fases iniciales de
desintoxicacidn, se secretan por medio del citosol celular en vacuolas o por enzimas pertenecientes a la
familia de transportadores ABC, donde permanecen como solutos o como residuos unidos,

respectivamente. En algunos casos entran a hacer metabolizados dentro de la célula vegetal (He et al.,
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2017; Lietal., 2014). Los CFAc conservan su bioactividad dentro de las células vegetales reportandose
que pueden ejercer efectos significativos en diversas respuestas morfologicas y fisioldgicas de las
plantas bajo diferentes condiciones experimentales (Carvalho et al., 2014; Hurtado et al., 2017), los
cuales dependen en gran medida de la planta misma, ya que las diferentes especies de plantas, 6rganos
y tejidos pueden tener respuestas distintas, asi como en las propiedades de los CFAcs y la concentracion
o tiempo de exposicion (Hillis et al., 2011; Schmidt & Redshaw, 2015). Se ha demostrado que los
CFAcs pueden causar efectos de estrés (altas concentraciones de exposicion) y hormesis (bajas
concentraciones de exposicion) (Migliore, Godeas, et al., 2010; Migliore, Rotini, et al., 2010), la cual
hace referencia a mayores tasas de crecimiento que se manifiestan a través de una mayor produccion de
biomasa y alargamiento de raices, tallos y hojas (Migliore, Godeas, et al., 2010; Migliore, Rotini, et al.,
2010), mientras que las altas concentraciones se refiere a respuestas fitotdxicas, como permutaciones
en el desarrollo y fisiologia de las plantas (Bartikova et al., 2016; Michelini et al., 2013). De manera
similar, se han registrado los efectos de la exposicion de las plantas de lechuga a una mezcla de CPEs
(incluidos los CFAcs), encontrando que la exposicion a concentraciones ambientalmente relevantes
(0.05 pg/L de cada CPEs afadida a la solucion de riego) puede causar alteraciones metabolicas
significativas en las plantas, efectos sobre el metabolismo de los carbohidratos, ciclo del &cido citrico,
fosfato de pentosa y via del glutatiéon, que pueden estar relacionadas con cambios en los pardmetros
morfoldgicos como la altura de la hoja, grosor del tallo y contenido de clorofila (Hurtado et al., 2017;
Michelini et al., 2013). Es importante destacar que los efectos de la mezcla de CPEs, debido a las
interacciones sinérgicas de los CFAcs presentes en las mezclas en agroecosistemas, son mas toxicos
para la planta, ya que, se ha demostrado que los CFAcs aplicados en mezclas ejercen efectos fitotoxicos
acelerados en plantas de alfalfa, en comparacion con los causados por los CFAc aplicados

individualmente (Christou et al., 2018).

El dafio sobre los cultivos es una problematica aun mayor debido a las pérdidas de produccién y a la

disminucion de los nutrientes y minerales en sus hojas y frutos (Christou et al., 2019). Entre los cultivos
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irrigados con ART est4 la lechuga, siendo Cundinamarca el principal departamento productor del pais
con 80.000 toneladas anuales (Camara de comercio, 2013). Estos cultivos se encuentran aledaios a la
cuenca media del rio Bogot4, en esta zona el caudal ya ha sido tratado por la PTAR salitre, donde solo
se ha eliminado un 40% de los residuos antropogénicos, esto indica que los CFAcs aun permanecen

presentes en el efluente que fluye cerca de las zonas del departamento de Cundinamarca.

A pesar de que los efectos fitotoxicos de los CFAcs en las plantas han sido demostrados tanto a nivel
morfoldgico como metabolico (Hurtado et al., 2017), en Colombia (La Sabana de Bogotd y el
departamento de Cundinamarca) atn no se ha examinado la absorcion y acumulaciéon de CFAcs en
hortalizas como la lechuga, y, los posibles efectos mediados por estos productos en la calidad del cultivo.
El objetivo del presente estudio es evaluar la presencia y bioacumulacion de tres CFAcs en el tejido
vegetal de plantas de lechuga (Lactuca sativa) identificando los posibles efectos sobre el rendimiento y
las caracteristicas de la calidad de la planta (porcentaje de humedad, azucares, clorofila y altura de la
planta) inducidos por la exposicion a tres CFAcs de uso comun (diclofenaco - DCF; sulfametoxazol -

SMX; losartan - LOS) y su mezcla (MIX).

1. Materiales y Métodos

1.1. Reactivos

Los estandares de diclofenaco, losartan potasico y sulfametoxazol se adquirieron de Sigma Aldrich. El
metanol y el acetonitrilo grado HPLC se obtuvieron de Panreac. Los reactivos para la solucion de
Hoagland, el dipotasio-hidrogeno fosfato anhidro, fosfato potasico, nitrato de potasio, nitrato de calcio
tetrahidratado, EDTA de hierro, acido bérico, cloruro de magnesio tetrahidratado, sulfato de zinc
heptahidratado, sulfato de cobre y dcido de molibdeno hidratado, todo grado analitico se obtuvieron de
Panreac. El bicarbonato de potasio fue de calidad analitica de Merck. Todas las soluciones se prepararon

con agua ultrapura producida por un sistema Millipore Milli-Q con resistividad > 18 MQ cm a 25 °C.
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1.2. Disefio experimental y tratamientos

Los ensayos de invernadero fueron desarrollados a partir de plantulas de lechuga romana, las cuales
contaban con quince (15) dias de germinadas. Las plantulas se lavaron en el intercepto de la raiz y el
tallo con agua a temperatura 20.5 °C. Durante un periodo de transicion de cinco dias se dejaron en agua

sumergiendo las raices y dejando libre tallo y hojas.

Siguiendo como referencia el disefio experimental de (Christou et al., 2017, 2019) las plantas de lechuga
fueron sometidas a cinco tratamientos diferentes que corresponden a cada compuesto farmacéutico
activo afadido al agua de riego con los respectivos controles. Las plantas del tratamiento control se
regaron Unicamente con solucion nutritiva, las plantas de los tratamientos SMX, LOS y DCF se regaron
con solucioén enriquecida con los tres compuestos farmacéuticos activos a tres concentraciones: 0.05
mg/L, 0.2 mg/L y 1 mg/L, mientras que el tratamiento MIX se refiere a las plantas regadas con solucion
enriquecida con los tres compuestos farmacéuticos activos a las tres concentraciones antes mencionadas

(Figura 1).
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Figura 1 Disefio experimental en bloques. Lechugas romanas expuestas a los farmacos losartan (LOS),
diclofenaco (DCF), sulfametoxazol (SMX), la mezcla (MIX) y el control (C) presentes en el agua de

riego.
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Se aplico un disefio experimental de bloques completos aleatorios. Cada tratamiento se llevo a cabo de
forma independiente, se realizaron dos réplicas para los cinco tratamientos. Cada réplica constaba de
siete plantas por tratamiento. Cada planta recibid alrededor de 170 mL de solucion de riego durante el
periodo del experimento (75 dias). Las soluciones de riego que contenian cada uno de los CFAcs o su
mezcla se preparaban una vez a la semana y se almacenaban en galones de plastico de 3L. Se suministrod
macronutrientes (Calcio, magnesio, nitrogeno, fésforo, potasio y azufre) y micronutrientes (boro, cobre,
hierro, manganeso, molibdeno y zinc) por medio de la solucion de Hoagland irrigada una vez por
semana. Las hortalizas se cultivaron bajo condiciones no controladas de temperatura y luz. Para este

proceso se midi6 la altura de la planta desde el tallo hasta la hoja mas larga de la planta.
1.2.1 Muestreo

Se realiz6 un muestreo aleatorio en cada tratamiento a los 45 y a los 75 dias de exposicion a los
compuestos farmacéuticos. Para los 45 dias se muestrearon 8 lechugas, se quito raiz, tallo y hojas. Se
almacenaron en bolsas ziploc® en refrigerador hasta su posterior andlisis. A los 75 dias se tomaron las
9 plantas restantes y se procedid a realizar el mismo tratamiento quitando raiz, tallos y hojas. Se

almacenaron en el refrigerador a una temperatura de -20°C.
Para los posteriores analisis las muestras de lechuga fueron descongeladas a temperatura ambiente.

1.3 Parametros morfologicos evaluados en las plantas del invernadero

En esta seccion se seleccionaron diferentes parametros morfoldgicos para evidenciar el posible efecto
de la presencia de los CFAcs en el agua de riego sobre las plantas de lechuga. Se realiz6 el seguimiento
de estos parametros, a los 45 dias y 75 dias de exposicion a los CFAcs. Estos pardmetros permiten
evaluar de manera general el estrés hidrico, cantidad de nutrientes absorbidos y proceso de fotosintesis

cuando las plantas estan expuestas a los CFAcs.
1.3.1 Porcentaje de humedad total

El contenido de humedad se determind mediante un método termogravimétrico. Para este parametro se
seleccionaron las plantas de las dos cosechas a los 45 y 75 dias del tratamiento. Se realiz6 por triplicado
el pesaje de tallo, raiz y hojas en balanza analitica. Luego se dejaron en bolsas de papel durante 72 horas

en horno de secado a 70 °C. Transcurrido el tiempo de secado, se pes6 nuevamente el material vegetal
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y se realizo el calculo para la relacion de pérdida de agua por secado (Balaguera et al., 2008).

1.3.2 Cuantificacion de clorofila

La medicion se realizd con el medidor de clorofila SPAD-502. Se tomaron diez mediciones en cada
planta (por tratamiento a los 45 y a los 75 dias) para posteriormente obtener un dato promedio, para
evitar variacion de los valores las mediciones fueron obtenidas de la parte basal media y apical de las

hojas (Ahmed et al. 2015).

1.3.3 Cuantificacion de azucares

Se siguid el protocolo de (Schvambach et al., 2020). Se determiné el contenido por refractometria
utilizando 1.0 g de hojas de lechuga maceradas en crisol y diluido con 1.0 mL de agua destilada. Se
empleo un refractometro digital milwaukee MA871 especifico, para determinar grados Brix (°Bx), con
un rango de lectura de 0 °Bx a 82% y una precision de +0.2% ° Bx. Antes de leer cada muestra, se
calibro el refractometro con agua destilada y luego de la calibracion se colocd una gota de cada muestra
en la superficie del prisma, leyendo directamente, los resultados se expresaron en grados Brix (°Bx)

segun la Asociacion de Quimica Analitica Oficial (AOAC, 2002).
1.4. Validacion de la técnica cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

Se prepararon soluciones madre estandar de 1000 mg/L para LOS, DCF Y SMX, se realiz6 una primera
dilucién de 200 mg/L de los tres compuestos farmacéuticos y se almacenaron a 4°C protegidas de la luz
hasta su uso. Los estandares de calibracion para los tres farmacos se prepararon diariamente partiendo
de la dilucién de 200 mg/L con agua Mili-Q. A partir de los cromatogramas obtenidos, se analizo, la
linealidad, la precision, la exactitud, el limite de cuantificacion (LC) y el limite de deteccion (LD) como

parametros de validacion del método analitico (Christou et al., 2017, 2019).
1.4.1 Analisis por cromatografia liquida de alta eficiencia

Se utilizé un equipo HPLC Shimadzu LC-20AT con un detector de arreglo de diodos SPD-M20A, con
una columna (C8 Shim-pack GIST/GISS (UHPLC) 150 x 3.0 mm 5um). La fase mévil estaba compuesta

de un amortiguador fosfato (pH 3.5, 0.01 mol/L) /acetonitrilo (50/50 v/v) a 25°C, en condiciones
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isocraticas. La mezcla se bombed a una velocidad de flujo de 0.60 mL/min, lo que resulta en una presion
maxima del sistema de 1690 a 1990 bar, la deteccion se establecié a 220 nm para LOS, 270 nm para
SMX y 275 nm para DCF. El volumen de inyeccion fue de 20 uL. En estas condiciones, SMX, LOS y
DCEF eluyeron a 2.0 min, 2.5 min y 7.6 min respectivamente.

1.5 Validacion extraccion CFAc en matriz vegetal en fase solida (SPE) asistida por

ultrasonido (EAU)

A las lechugas utilizadas, inicialmente se les realiz6 el corte de la raiz y el tallo, para posteriormente
someterlas a una crio-maceracion con hielo seco en un picador industrial. Se pesaron y mezclaron 600
g de la muestra en un beaker de 1000 mL. Luego se prepararon cuatro muestras de validacioén en beaker
de 250 mL y se doparon con los compuestos farmacos estandar a una concentracion (5 mg/Kg). Se
prepararon seis muestras (tres fueron réplicas) en tubos falcon de 50 mL, agregando 10 g de lechuga
para LOS, SMX y DCF (se ajusto el pH del DCF a 6-7 con 1 g de NaHCO3). Se sigui6 el protocolo de
extraccion descrito por (Christou et al., 2017, 2019), el cual consisti6 en la adiciéon de 10 mL de metanol
grado analitico (99.9%) para la extraccion de LOS y DCEF, para la extraccion de SMX se empled
acetonitrilo (mayor solubilidad del compuesto), luego se sonicaron las muestras durante una hora y
posteriormente se centrifugd a 3900 rpm durante diez minutos. Se tomo el sobrenadante de cada muestra
y se transfirié a un tubo falcon de 15 mL, se agreg6 10 mL de metanol/agua Mili-Q 1:1 a la matriz
vegetal (residuo) y se sonico durante 30 minutos. Se procedid a tomar nuevamente el sobrenadante de
cada muestra y se transfiri6 a otro tubo falcon de 15 mL, el cual contenia el sobrenadante inicial para
obtener un total de 20 mL de muestra. De las muestras obtenidas se tomaron 10 mL, se transfirieron a
un beaker de 500 mL y se diluyeron en 390 mL de agua mili-Q. Las disoluciones se filtraron en filtro

de vidrio de 0.22 um.
1.5.1 Extraccion en fase solida (SPE)

Se inici6 pre-acondicionamiento de cuatro columnas OASIS HLB (Waters, 60 mg, 3 mL) pasando 5

mL de metanol en las columnas para la extraccion de LOS y el DCF y 5 mL de acetonitrilo en la columna
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para la extraccion de SMX, seguido de 5 mL de agua Mili-Q en las cuatro columnas. Se tomaron las
muestras y se pasaron a un flujo de 1 mL/ min a través de la columna, al completar la extraccion de los
beakers antes mencionados, se lavo la columna con 6 mL de agua Mili-Q y se dejo secar al vacio durante
15 minutos cada columna y finalizado el tiempo se eluyo las muestras de DCF y LOS en 9 mL de
metanol y SMX en 9 mL de acetonitrilo. El procedimiento se llevo a cabo de la misma manera, para la
concentracion alta de 100 mg/Kg de peso fresco. Para la validacion del método, se determiné el

porcentaje de recuperacion con la respectiva desviacion estandar, el coeficiente de varianza.

1.6 Identificacion, cuantificacion y acumulacion de SMX, DCF y LOS en muestras de

invernadero

Se siguid la metodologia del numeral (1.5) para la extraccion de los compuestos farmacéuticos en
lechugas expuestas a los farmacos SMX, LOS y DCF a concentracion de 1 mg/L durante 75 dias.
Seguido de esto, se realizo la identificacion y cuantificacion de los compuestos farmacéuticos siguiendo

el procedimiento descrito en el numeral (1.5.1).
1.7 Analisis estadistico

Los resultados se presentan como la media y el error estandar de la media (mean + SEM). La
significancia estadistica se determin6é mediante una prueba ANOVA acoplada al método de Dunnett
para dos factores suponiendo variaciones desiguales. Las diferencias entre los controles y los valores
experimentales fueron estadisticamente significativas cuando el valor de P < a 0.05 en la prueba de
Dunnett y el valor F era mayor al valor critico F. El analisis estadistico se realizé usando el médulo de

analisis de datos de GraphPad Prism 8.0.2.

2. Resultados y Discusion
2.1 Efecto de los CFAcs sobre la morfologia de la planta de lechuga

El tamafio de la planta es uno de los rasgos morfoldgicos indicador del efecto causado por la interaccion
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de la planta y algiin agente externo, como lo puede ser la presencia de compuestos farmacéuticos. El
tamafio fue determinado en las muestras de plantas de lechuga expuestas a los farmacos SMX, LOS y

DCF (presentes en el agua de riego empleada) durante 75 dias (Figura 2).

N J . J

——
A)Cl C2 LOS DCF B)CI C2 SMX MIX

Figura 2. A) Muestras de lechuga romana Control (C) y muestras expuestas a los farmacos LOS y DCF.
B) Muestras de lechuga romana Control (C) y muestras expuestas a los farmacos SMX y la mezcla (LOS,

DCF y SMX).

Los resultados muestran que la altura de las plantas expuestas a los fArmacos son significativamente
menores con respecto al control (plantas no expuestas) a las tres concentraciones del farmaco empleadas
(0.05, 0.2 y 1 mg/L); exceptuando el caso de LOS, donde se observa una mayor altura (28.06 cm) en
comparacion con el control (22.82 cm) cuando la concentracion del fairmaco es de 1.0 mg/L y en el caso
de la mezcla de los tres farmacos donde se observa una diferencia significativa en la altura (19.56 cm)
a la concentracion de 0.2 mg/L con respecto al control (Figura 3). Cuando se hace la comparacion entre
las diferentes concentraciones de farmacos empleadas, no se observan diferencias significativas en la
altura de la planta. Estos datos fueron confirmados con la prueba estadistica de comparacion multiple
de Dunnett (Anexo 1), en la cual los valores medios de altura de la planta que presentan la letra A no
son diferentes significativamente del control, mientras que aquellos valores medios que presentan la

letra B son diferentes significativamente del control a un nivel de confianza del 95%.
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Figura 3. Efecto en el tamano de la planta de L.sativa a los 75 dias en presencia de los fArmacos Losartan
(LOS), Diclofenaco (DCF), Sulfametoxazol (SMX) y MIX (LOS; DCF; SMX) presentes en el agua

empleada para su riego.

Estudios recientes han demostrado que la presencia de CFAcs produce cambios en las concentraciones
de hormonas vegetales (auxinas, citoquininas, acido abscisico y jasmonatos) y en la composicion de
nutrientes de las hojas de los cultivos (Carter et al., 2015), lo cual ocasiona que disminuya el efecto de
las fitohormonas en el crecimiento de la planta. Se ha reportado también que la exposicion a antibidticos
(sulfonamidas) generan efectos negativos en el crecimiento de la planta de pepino, tomate y lechuga
(Ahmed et al., 2015), estos efectos toxicos, se deben a su comportamiento en el suelo a través de la
sorcion, degradacion y quelacion con metales (Liu et al., 2009). Los hallazgos anteriores apoyan los
resultados obtenidos sobre los efectos negativos en el crecimiento de las plantas tratadas con el
antibiotico SMX. Por otra parte, se ha evidenciado que los analgésicos como el
acetaminofén/paracetamol al ser absorbidos por los cultivos ocasiona la inhibicion del crecimiento de
la planta. Se ha reportado igualmente que el acetaminofén puede formar un glucosido y un glutation en
las células de la raiz de A. rusticana con moléculas endogenas, ocasionando una disminucion en la

desintoxicacion de las plantas generando un dafio oxidativo que conlleva a la disminucién en el
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alargamiento de la planta y en la cantidad de biomasa (Huber et al., 2009).
Otra posible razon de la disminucion del tallo podria estar relacionada con cambios metabdlicos
ocasionados por la exposicion a CFAcs. Por ejemplo (Hurtado et al., 2017) observaron que un aumento
en los niveles de 5-oxoprolina y metabolitos del azucar (es decir, 4cido gluconico, glucopiranosa,
isoformas de inositol, acido ribonico, galactitol y 4cido galactonico) estaba asociado con un aumento en
la altura de las hojas y una disminucién en el tallo. Cabe mencionar que el aumento de 5-oxoprolina se
asocia con la elongacion celular, al haber una deficiencia en la biosintesis de prolina que conlleva a
plantas anormales y defectos en la pared celular, lo cual sugiere que este metabolito desempeiia un papel
importante en las proteinas estructurales, algunas de las cuales modulan la elongacion del tallo y el
crecimiento de los brotes (Kavi Kishor et al., 2015).
Esto demuestra la importancia de las propiedades fisicoquimicas de los principios activos en la
absorcion y toxicidad de las plantas. Anteriormente se han observado diferencias en el nivel de efectos
toxicos entre principios activos pertenecientes a distintas clases terapéuticas debido a las caracteristicas
lipofilicas, neutras, catidnicas, anidnicas o bipolares las cuales pueden también influir en el
comportamiento de absorcion (Kotyza et al., 2010).

2.2 Atributos de la calidad de las hojas
Para asegurar la calidad de las hortalizas para consumo humano, se examinan atributos los cuales son
el conjunto de cualidades que hace aceptable los alimentos por parte de los consumidores. En esta
seccidn entre los atributos que se evaluaron estan el porcentaje de humedad, cantidad de clorofila y
azucares totales. Estos parametros fueron analizados en las muestras de plantas de lechuga expuestas a
los farmacos SMX, LOS y DCF y la mezcla de ellos (presentes en el agua de riego empleada) durante
45 y 75 dias. Para el caso de los 45 dias no se observaron diferencias significativas en ninguno de los
parametros evaluados en comparacion con el control (Anexo 1.1)

2.2.1 Porcentaje de Humedad
El porcentaje de humedad es uno de los parametros mas importantes en el analisis de alimentos. Las

plantas comestibles pueden sufrir cambios cuando estdn sometidas a un agente externo presente en el
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medio, como lo puede ser la presencia de compuestos farmacéuticos. Los resultados muestran que el
porcentaje de humedad en las lechugas expuestas al farmaco SMX y la mezcla durante 75 dias es
significativamente menor en comparacion con el control a las concentraciones empleadas de 0.05 y 1
mg/L. Los efectos negativos del tratamiento con concentraciéon mas baja de SMX en el porcentaje de
humedad en comparacion con el control (Figura 4) puede estar relacionado con el aumento de la biomasa
de la raiz, conllevando a un menor crecimiento de la planta (Figuras 2 y 3). Por ejemplo, en el caso de
la exposicion al SMX se observa un significativo menor tamano de las plantas expuestas, en
comparacion con el control a las concentraciones empleadas de 0.05 y 0.2 mg/L, y por otro lado unos

menores porcentajes de humedad, por lo que estos parametros podrian estar asociados.
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Figura 4. Efecto en el porcentaje de humedad de la planta de L.sativa a los 75 dias en presencia de los
farmacos Losartan(LOS), Diclofenaco (DCF), Sulfametoxazol (SMX) y MIX (LOS. DCF. SMX)
presentes en el agua empleada para su riego. Estos datos fueron confirmados con la prueba estadistica

de comparacion multiple de Dunnett (Anexo 2).

Los valores mayores de biomasa total en las plantas que presentan bajos niveles de humedad se pueden
atribuir a una disminucion del potencial de turgencia y cierre de estomas, al haber baja humedad habra

un nivel hidrico negativo lo que provoca que las diferencias en la presion de turgencia generen un area
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foliar menor para plantas cultivadas bajo sequia, segun lo reportado por (Balaguera et al., 2008). Es
preciso mencionar la importancia del porcentaje de humedad en la fotosintesis. Si la planta pierde
demasiada agua, los estomas se cierran lo cual provocara que la fotosintesis se frene, al suceder esto la
planta no podra absorber mas CO2, molécula que permite que la fotosintesis se lleve a cabo en
condiciones normales (Euned, n.d.). Dicho lo anterior posiblemente el SMX podria ocasionar un cierre
de los estomas por la condicion de estrés al compuesto y conllevar a un aumento de la biomasa en la
raiz en comparacion con el tallo, aumentando la cantidad de agua absorbida por la raiz y la disminucion
de esta por el tallo y hojas (Ahmed et al. 2015).

2.2.2 Cantidad de clorofila

La cantidad de clorofila es un pardmetro que permite evaluar la capacidad de la planta para realizar la
fotosintesis. Cuando hay algin efecto causado por la interaccion de la planta y alglin agente externo,
como lo puede ser la presencia de compuestos farmacéuticos, se evidencia alguna alteracion en el
contenido total de la planta. La cantidad de clorofila fue determinada en las muestras de plantas de
lechuga expuestas a los farmacos SMX, LOS, DCF y la mezcla durante 45 y 75 dias. Los resultados
demuestran una reduccion significativa entre 31% y el 49% del contenido de clorofila en todos los
tratamientos en comparacion con las muestras no expuestas al tratamiento (Control) durante 75 dias;
exceptuando el DCF, donde no se observa una diferencia significativa en la cantidad de clorofila con
respecto al control a concentracion de 1 mg/L (Figura 5). Adicionalmente a esto, se evidencid que las
muestras sometidas a la mezcla de CFAcs presentaron una disminucion significativa en las tres

concentraciones en comparacion con las muestras control.
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Figura 5. Efecto en la cantidad de clorofila de la planta de L.sativa a los 75 dias en presencia de los
farmacos Losartan(LOS), Diclofenaco (DCF), Sulfametoxazol (SMX) y MIX (LOS;DCF;SMX)
presentes en el agua empleada para su riego. Estos datos fueron confirmados con la prueba estadistica

de comparacion multiple de Dunnett (Anexo 2).

Posiblemente esta reduccion de clorofila puede deberse a una disminucion en el nivel de 4cido malico.
Esto concuerda con lo reportado por (Darandeh & Hadavi, 2011) donde la aplicaciéon foliar de acido
malico aumenta significativamente el contenido de clorofila en la planta Lilium sp. La lanzadera de
malato utiliza 4cido malico para transportar nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH)
generado por la fotosintesis entre compartimentos celulares (cloroplasto, citosol y mitocondrias)
(Hebbelmann et al., 2012). Por tanto, la disminucion del contenido de clorofila observada en el presente
estudio posiblemente podria deberse a una relacion entre la reduccion de la fotosintesis y, en
consecuencia, una reduccion del 4cido malico necesario para transportar NADPH (Hurtado et al., 2017).
Otra posible razon de la disminucion de la cantidad de clorofila en las plantas expuestas a DCF, puede
deberse a la afectacion de la enzima glutamina sintetasa (GS), esta enzima se encarga de los procesos
primarios de la planta: asimilacion de nitrogeno (N) y fotosintesis. (Martins et al., 2020) observaron en

estudios similares de exposicion a farmacos como el DCF (0.05 y 5 mg/L), pero en plantas de tomate,
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una afectacion de la GS de manera dependiente del 6érgano, por la presencia de este contaminante, en
los niveles de expresion génica, proteica y en la actividad enzimatica.
2.2.3 Contenido de azucares °Brix

El contenido de azucares es un pardmetro que permite identificar si la planta estd obteniendo sus
nutrientes necesarios para su debido crecimiento. Cuando hay algtin efecto causado por la interaccion
de la planta y algun agente externo, como lo puede ser la presencia de compuestos farmacéuticos, se
evidencia alguna alteracion en el contenido total de la planta. El contenido de azucares en las plantas
expuestas a los farmacos SMX y LOS durante 75 dias es significativamente menor con respecto al
control a solo dos de las concentraciones empleadas (0.05 y 1 mg/L); igualmente para la mezcla, se
observa una disminucién significativa en comparacion con el control a las tres concentraciones
empleadas (0.05, 0.2 y 1 mg/L) (Figura 6). En el caso del DCF a una concentracion de 1 mg/L la cantidad
de azlcares es significativamente mayor en comparaciéon con el control. Todos estos datos fueron

igualmente confirmados con la prueba estadistica de comparacion multiple de Dunnett (Anexo 2).
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Figura 6. Efecto en la cantidad de aztcares (°Brix) de la planta de L.sativa a los 75 dias en presencia
de los farmacos Losartan (LOS), Diclofenaco (DCF), Sulfametoxazol (SMX) y MIX (LOS. DCF. SMX)

presentes en el agua empleada para su riego.
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Esta disminucion posiblemente indica un cambio de la absorcion y de la asimilacion de carbono (Rosa
et al., 2009). Los azlcares no estructurales desempefian muchas funciones en la fisiologia de la planta,
tanto para obtencion de energia como para la proteccion contra presiones osmaticas altas y otras formas
de estrés (Martinez-Vilalta et al., 2016). En consecuencia se ha observado que la cantidades mas bajas
de intermediarios del metabolismo central del C (ciclo de glucdlisis y TCA) registradas en cultivos de
lechuga expuestos a CFAcs, probablemente estén asociadas con aumentos en el consumo de energia
(Bowne et al., 2012; Zhao et al., 2015), lo que conlleva a una disminucion de azucares totales en plantas
de consumo humano. Por otra parte, estudios recientes informan resultados contradictorios ya que
demuestran un aumento en la cantidad de sacarosa, fructosa, glucosa y azuicares totales en frutos de
cultivos de tomate expuestos a SMX y TMP (trimetoprim) (Christou et al., 2019). Estos resultados
contradictorios sugieren que las condiciones de cultivo de las plantas (temperatura y humedad), asi
como el medio de cultivo (propiedades fisicoquimicas del suelo, pH de la solucion nutritiva etc.) y la
propia planta (variedad, fisiologia, clase, familia etc.), puede afectar significativamente el patron de
absorcion de los CFAcs y su conjugacion con moléculas endogenas por parte de la planta y dar lugar a
resultados distintos en diferentes condiciones experimentales. Sin embargo, se reporta en el mismo
estudio un aumento de sacarosa cuando el cultivo esta expuesto a DCF en concentraciones relevantes
de 1 mg/L.
2.2 Acumulacion de DCF, SMX y LOS en muestras de plantas de lechuga de invernadero

2.2.1 Validacion de método de extraccion y cuantificacion para LOS, DCF y SMX

Para el seguimiento, identificacion y deteccion de LOS, DCF y SMX en las muestras de plantas de
lechuga de invernadero expuestas a estos farmacos, se realiz6 la validacion de la técnica analitica por
cromatografia liquida de alta eficiencia para la identificacion y cuantificacion de la concentracion de
LOS, DCF y SMX en los extractos de plantas de lechuga expuestas a los tres compuestos farmacéuticos
en L.sativa. Al realizar la curva de calibracion de LOS, DCF y SMX (Figura 7), los resultados del

modelo lineal indican la correlacion existente entre la concentracion y la medida del area bajo los picos
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resultantes, se obtuvo un R? estadistico de 0.9994 para LOS, de 0.9908 para DCF y 0.9992 para SMX,
y el coeficiente de variacion entre las réplicas de una misma concentracion fue inferior al 4% en todos

los casos, lo cual indica muy poca dispersion entre las mediciones (precision).
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Figura 7. Curva de calibracién con un rango de cuantificacion de 0.5 a 20 mg/L para LOS, DCF y
SMX.

Se obtuvieron los limites de cuantificacion y deteccion a partir de las curvas de calibracion. El limite de
cuantificacion para el caso de LOS es de 0.0037 mg/L, de 0.0053mg/L para DCF y de 0.0063 mg/L para
SMX y limites de deteccion de 0.0018 mg/L para LOS, de 0.0040 mg/L para DCF y 0.0037 mg/L para
SMX, garantizando que el ensayo no sdlo posee una buena sensibilidad para la cuantificacion de los
CFAc, sino también para su deteccion. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos al evaluar todos los
parametros de validacion establecidos, se afirmé que el método empleado se encuentra validado
satisfactoriamente y constituye una herramienta valiosa para determinar los compuestos farmacéuticos
durante los experimentos de bioacumulacion.

En cuanto a los resultados de la evaluacion de la exactitud, se obtuvieron los porcentajes de recuperacion
para los tres CFAcs a concentraciones de 5 mg/L y 100 mg/L (Tabla 1). Para el LOS, a una
concentracion de 5 mg/L, se obtuvo un porcentaje de recuperacion del 44.94% y para una concentracion
de 100 mg/L, el porcentaje fue del 82.17%. Por otra parte, para los CFAcs, SMX y DCF se obtienen
porcentajes de recuperacion mayores en comparacion con los obtenidos para el LOS. Para el SMX los
valores medio de recuperacion son de 78.69% para la concentracion baja y 84.05% para la concentracion

alta. E1 método de extraccion empleado mostr6 mejores valores de recuperacion para el DCF en
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comparacion con los otros CFAcs, obteniendo asi para la concentracion baja un porcentaje de 100.16%

y para la concentracion alta de 103.61% (Tabla 1). El coeficiente de variacion entre las réplicas de una
misma concentracion fue inferior al 3% en todos los casos, lo cual indica muy poca dispersion entre las
mediciones (Anexo 4 Y 5). Los valores obtenidos en este estudio son similares a los encontrados por
otros autore en la extraccion de antibidticos (Tetraciclinas, sulfonamidas fluoroquinolonas), en donde
los porcentajes de recuperacion fueron de 60% empleando la mezcla metanol/acetonitrilo (Dimpe et al.,
2016). Para el caso de SMX y DCF también se ha evidenciado que el método es preciso y exacto con
solventes metanol/acetonitrilo obteniendo porcentajes de recuperacion de 96% y 95%, respectivamente

(Christou et al., 2017).

Tabla 1. Porcentaje de recuperacion de la extraccion en matriz vegetal empleando cartuchos de fase

solida (SPE) asistida por ultrasonido (EAU) para dos concentraciones 5 y 100 mg/L. de cada CFAc.

[CFAcs] mg/L LOS DCF SMX
5 44.94% 100.16% 78.69 %
100 82.17% 103.61% 84.05%

2.2.2 Deteccion de LOS, DFC y SMX en muestras de plantas de lechuga
Los extractos obtenidos de las muestras de las hojas de la lechuga expuesta a los farmacos LOS, DCF
y SMX (a las concentraciones mas altas de 1 mg/L) fueron analizados por HPLC con el fin de
determinar la posible absorcion de estos farmacos por la planta. Se analizaron estas muestras puesto
que algunos autores reportan que hay una mayor acumulacion de CFAcs cuando las plantas estan
expuestas a concentraciones mas altas (Christou et al., 2019; Christou et al., 2017; Pan et al., 2014;
Wu et al., 2014). Los extractos de las hojas de las plantas expuestas a las concentraciones de 0.05 y
0.2 mg/L no se pudieron analizar por cuestiones de logistica y tiempo, pero se espera puedan ser
analizadas posteriormente, para dar mayor claridad del efecto de la concentracion de los farmacos

sobre el cultivo. Los resultados de estos primeros ensayos muestran, como se esperaba, la no
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deteccion de CFAcs en las muestras de control regadas solamente con solucion nutritiva de Hoagland

(linea azul Figura 9). Por otro lado, uno de los resultados mas interesantes e importantes de este
trabajo fue la deteccion del DCF en las muestras de plantas de lechuga expuestas a una concentracion

de 1 mg/L (linea roja, Figura 9).
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Figura 9. Cromatogramas de absorcion de diclofenaco (DCF) en L.sativa. Cromatograma azul (Muestra
control); Cromatograma rojo (Muestra DCF en extracto a los 75 dias de exposicion), Cromatograma verde

(Muestra DCF dopada con estandar de DCF).

La concentracion media de DCF en las hojas cuando se aplico individualmente fue de 0.037 ng/g (Anexo
6). E1 DCF como otros CFAcs ligeramente acidos puede acumularse dentro del citosol debido al efecto
de trampas de iones, y por lo tanto ser translocado por el floema en lugar del xilema, teniendo como
resultado su acumulacion en la raiz en lugar de las hojas (Goldstein et al., 2014; Huber et al., 2012). Los
ensayos de deteccion en raices serian un paso para seguir con el fin de establecer la movilidad del
farmaco y puntos de mayor acumulacion. Este resultado es similar al reportado por Gonzélez Garcia et
al., 2018, quienes evaluaron la presencia de DCF y carbamazepina en tres variedades de lechuga,
observando una mayor absorcion de DCF en las raices en comparacion con las hojas, debido a su alta

hidrofobicidad y baja solubilidad en agua. La acumulacién de DCF en cultivos de lechuga mini romana
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fue mayor en comparacion con las otras dos variedades, y reportan una absorcion de 0.03 ng/g; resultado
similar al obtenido en este trabajo. Esto también se observod en la seccion hoja/raiz donde fue menor a
1, lo que sugieren que la translocacion de DCF fue limitada.

En trabajos donde se emplea el disefio experimental similar en tomate se ha reportado la no absorcion
y bioacumulacion de DCF en frutos de tomate, no obstante, mencionan que al haber un riego prolongado
con este CFAc en el cultivo de tomate puede ser absorbido y bioacumulado por los frutos. Estos
resultados son una clara evidencia de que la absorcion de los CFAcs depende en gran medida de la
planta, las propiedades fisicoquimicas del CFAc suministrado y el tiempo de exposicion a los CFAcs
(Christou et al., 2019).

Por otro lado, la translocacion limitada de DCF en las hojas podria ser un efecto de las propiedades
fisicoquimicas, ya que el DCF es un compuesto débilmente dcido, como lo reportan los resultados
obtenidos por otros autores, en donde se muestra una mayor captacion de DCF en raices (en
comparacion con las hojas), y se les atribuye esa captacion a las caracteristicas débilmente acidas. Esto
deja en evidencia que los productos quimicos con un log Kow > 4, con baja solubilidad en agua (2.37
mg L- 1 a 25 °C) pueden presentar un alto potencial de retencidon principalmente en las raices de las
plantas (Miller et al., 2016). Otra posible ruta que disminuya la cantidad de DCF en la planta puede
deberse a la propiedad de las plantas de realizar un mecanismo de desintoxicacion endogeno, en el cual,
este CFAc es absorbido por las plantas y se metaboliza rapidamente, el farmaco se activa en una reaccion
de fase I que da como resultado el metabolito hidroxilado 4'OH-diclofenaco que se conjuga
posteriormente en la fase II con un glucopiranésido, un metabolito tipico especifico de una planta lo
cual ocasiona que se disminuya el compuesto activo y aumente su metabolito (Huber et al., 2012). Otro
aspecto importante para la poca absorcion y translocacion podria deberse a su lipofilia, lo que significa
que la translocacion de la raiz a las hojas se considera un proceso pasivo y depende de las propiedades
fisicoquimicas del farmaco (Hillis et al., 2011; Schmidt & Redshaw, 2015). En este estudio no se
analizaron los metabolitos de ninguno de los tres CFAc analizados, cabe mencionar que se hace

necesario implementar un
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seguimiento de estos metabolitos en estudios posteriores. En el caso del DCF, la cantidad diaria estimada
ingerida esta muy por debajo de los limites aceptables. La ingesta diaria estimada de DCF considerada
por una persona de 70.0 kg es de 8.22 ng/kg (lechuga romana), mientras que la ingesta diaria maxima
aceptable es de 67 ng/kg, por lo que el consumo diario de lechugas regadas con agua regenerada
mezclada con DCF no representaria en principio una amenaza para la salud (Gonzélez Garcia et al.,
2018).

En cuanto a LOS y el SMX no se detectaron en ninguna de las tres muestras a los 75 dias de exposicion
a la concentracion mas alta empleada (1 mg/L), probablemente por un problema analitico y no de
absorcion, al ser una muestra compleja los picos se solapan con otras sefiales en el cromatograma y al
trabajar con concentraciones demasiado bajas de los CFAcs, estas no son diferenciadas por el equipo.
Las posibles soluciones para estas interferencias, seria la modificacion del método cromatografico para
SMX y LOS, en el cual los tiempos de retencién sean mayores a los obtenidos con el método empleado
en este trabajo. También se podrian cambiar los tiempos de retencion de los picos de los dos CFAcs a
otra zona del cromatograma donde no haya interferencias o picos con sefiales mayores que las de los
dos CFAcs de interés. Se ha reportado la absorcion de antibidticos como el sulfametoxazol y la
sulfometoxazina a concentraciones de 5 mg/Kg y 20 mg/Kg, en cultivo de lechuga. Estos compuestos
fueron altamente acumulados en las raices mas que en las hojas (Ahmed et al., 2015). De igual forma
se ha evidenciado la absorcion de SMX en cultivo de tomate en concentraciones relevantes de 0.05
mg/L en concentraciones de 62.7 ng/Kg a 184.4 ng/Kg. En comparacion con el DCF, este compuesto
es mas hidrofilo (log Kow 1.90) y se conserva su estado anidnico en el citosol (pH 7.5), aunque también
puede encontrarse en su forma neutra en la vacuola y el apoplasto (pH 5.5), lo que permite su
translocacion dentro de las plantas a bajas tasas (Christou et al., 2019). El SMX puede penetrar de
manera mas extensa que el DCF y translocar preferentemente en el floema en lugar del xilema de las
plantas, como lo hacen otros compuestos débilmente 4cidos lo que da lugar a la deteccion en los frutos

de tomate (Christou et al. 2017).
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En el caso de LOS no hay investigacion preexistente de este compuesto farmacéutico. Este compuesto
presenta un valor (log Kow 4.3) similar al DCF, lo cual posiblemente se absorba mejor en las raices y
no en las hojas como se mencion6 anteriormente con el DCF.

Aunque los resultados de esta investigacion sugieren que el consumo de lechugas regadas con aguas
residuales puede considerarse seguro, este estudio solo abarca tres productos farmacéuticos en unas
variedades de lechuga. Por lo tanto, es necesario realizar mas investigaciones, como el trabajo propuesto
aqui, para estimar el nivel de exposicion humana a estos y otros productos farmacéuticos debido al
consumo de cultivos regados con aguas regeneradas de PTARs y para garantizar un uso agricola correcto

de las aguas residuales sin que suponga ningun riesgo para la salud humana.

Conclusiones

El presente estudio aborda la evaluacion de la posible absorcion y bioacumulacion de tres CFAcs en las
hojas de un importante cultivo de hortalizas de amplia distribucidén, como lo es la lechuga, asi como
sobre los efectos mediados por estos CFAcs en algunos atributos de la calidad de la planta. El enfoque
experimental empleado permiti6 evaluar los efectos de los CFAcs aplicados individualmente y en
mezcla. Especialmente, el analisis bioquimico de cuatro atributos de calidad, permitieron identificar de
manera general los efectos adversos sobre la calidad de las plantas debido a la exposicion prolongada
(75 dias) a los CFAcs estudiados. Cabe enfatizar que el disefio experimental empleado en este estudio
es representativo de la posible reutilizacion de ART para riego de cultivos agricolas en la sabana de
Bogota.

Es importante destacar que los efectos mediados por los compuestos farmacéuticos activos sobre los
atributos de calidad pueden variar en funcién del compuesto farmacéutico aplicado (como se evidencid
en este trabajo), la especie vegetal y el tiempo de exposicion. Por otra parte, cabe mencionar que de los
farmacos seleccionados el DCF se detectd en hojas de lechuga romana y la concentracion afectd todos

los atributos de la planta. Hasta donde se sabe, este es el primer informe en Colombia, que destaca los
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efectos potenciales de los CFAcs liberados en los agroecosistemas debido a diversas actividades
humanas, sobre la calidad del cultivo de lechuga. Desde luego, se hace indispensables estudios a campo
abierto puesto que la carga de contaminantes farmacéuticos en el agua de riego es ain mayor y no es

controlada como en el presente estudio.
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Anexos
Anexo 1. Comparacion de los valores medios del tamaiio de la planta expuestos con SMX, LOS y DCF

con el valor medio de las plantas control mediante prueba ANOVA de dos factores acoplado al método

Dunnett a los 75 dias.

Tamaiio de la
planta
cm
CFAc 0.05 mg/L 0.2 mg/L 1 mg/L
Control 22.8
2A
LOS 17.44 B 13.02 B 28.06 B
DCF 19.44 B 17.7B 18.50 B
SMX 10.82 B 17.38 B 19.66 B
MIX 23.84 A 19.56 B 24.60 A

Los valores con letra (B) en cada columna son significativamente diferentes en comparacion con la media control segun la

prueba de comparacion multiple de Dunnett P < 0.05.
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Anexo 1.1 Comparaciéon de los valores medios del tamafo de la planta expuestos con SMX, LOS y

DCF con el valor medio de las plantas control mediante prueba ANOVA de dos factores acoplado al

método Dunnett a los 45 dias.

Tamafio de la planta
cm
CFAc 0.05 mg/L 0.2 mg/L 1 mg/L
Control 19.48A
LOS 17.16A 19.32A 19.50A
DCF 20.03A 20.12A 20.01A
SMX 19.33A 19.46A 19.63A
MIX 18.98A 19.47A 19.45A

Los valores con letra (B) en cada columna son significativamente diferentes en comparacion con la media control segun la

prueba de comparacion multiple de Dunnett P < 0.05.
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Anexo 2. Comparacion de los valores medios de los tres atributos de calidad examinados en lechuga

romana expuestos a los farmacos LOS, DCF, SMX y la mezcla (75 dias) con el valor medio de las

plantas control mediante prueba anova de dos factores acoplado al método Dunnett

Humedad Clorofila Azlcares

% SPAD mg/mL

CFAc 0.05 02mg/L | Img/L |0.05 0.2 1 mg/L 0.05 0.2mg/L | 1 mg/L
mg/L mg/L mg/L mg/L

Control 94.47A 20.44A 3.26A
LOS 84.16A 81.26A | 81.42A 12.8 B 11.00B | 936B 1.76 B 3.26A 226B
DCF 73.92B 71.63B 88.25A | 18.82A 10.38B | 10.00B 26B 331A 39B
SMX 55.44B 82.87A | 62.27B 12.56 B 12.96B 14.56B 2.8B 32A 2.11B
MIX 69.47B 85.18A | 91.88A | 12.80B 9.54 B 9.16 B 1.71B | 221B 1.35B

Los valores con letra (B) en cada columna son significativamente diferentes en comparacion con la media control segun la

prueba de comparacion multiple de Dunnett P < 0.05.
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Anexo 3. Comparacion de los valores medios de tres atributos de calidad examinados en lechuga romana

expuestas a los farmacos LOS, DCF, SMX y la mezcla (45 dias) con el valor medio de las plantas control

mediante prueba anova de dos factores acoplado al método Dunnett

Humedad Clorofila Azlcares

% SPAD mg/mL

CFAc 0.05 0.2mg/L | 1 mg/L 0.05 02mg/L | 1 mg/L 0.05 0.2mg/L | 1 mg/L
mg/L mg/L mg/L

Control 92.44A 21.16A 1.06 A
LOS 90.43A | 93.43A 91.78A 20.63A | 20.44A 20.20A | 0.9667A | 0.6333B | 0.7667A
DCF 90.42A | 90.25A 90.55A 21.16A | 21.33A 21.15A 1,2A 1A 13B
SMX 92.56A | 91.81A 91.33A 21.56A | 21.67A 21.63A | 0.6333B 1,16A 0.9A
MIX 91.49A | 93.93A 93.31A 20.45A | 20.37A 20.66A | 0.8667A 0.9A 0.7667A

Los valores con letra (B) en cada columna son significativamente diferentes en comparacion con la media control segun la

prueba de comparacion multiple de Dunnett P < 0.05.
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Anexo 4. Resultados de precision y exactitud de hojas de L.sativa dopado con LOS, DCF y SMX

estandar (5 mg/L).
CFAcs Concentraci Concentracion segun la Promedio DS Cv %
on (mg/L) curva de calibracion (mg/L) Recuperacion
LOS 2.283 2.690 2.486 0.287 1.301 44.94
5
DCF 4.883 6.246 5.564 0.529 0.766 78.69
SMX 3.997 4.746 4371 0.963 1.70 100.16

DS: Desviacion estandar CV: Coeficiente de Variacion

Anexo 5. Resultados de precision y exactitud de hojas de L.sativa dopado con LOS, DCF y SMX

estandar (100 mg/L)
CFAcs Concentraci | Concentracién segun la Promedio | DS Cv %
on (mg/L) curva de calibracion (mg/L) Recuperacion
LOS 100 90.425 92.179 91.302 1.240 1.359 82.172
DCF 114.140 116.214 115.177 1.537 1.335 103.614
SMX 91.324 95.460 93.392 2.924 3.131 84.053

DS: Desviacion estandar CV: Coeficiente de Variacion
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Anexo 6. Resultado de absorcion y bioacumulacion de DCF (1 mg/L) a los 75 dias de exposicion.

Concentracién
(mg/L) CFAc 75 | Concentracion segiin la curva de calibracion | Promedio DS Cv
dias (mg/L)
1 1.24 1.22 1.25 1.24 0.015 1.232

DS: Desviacion estandar CV: Coeficiente de Variacion



