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Resumen.

Actualmente la presencia de productos farmacéuticos y de higiene personal (PPCPs) en el
medio ambiente supone un grave problema debido a su ecotoxicidad. La preocupacion por el efecto
gue pueden tener estos contaminantes en los microorganismos presentes en las Estaciones
Depuradoras de Aguas Residuales hace que los estudios en éste ambito hayan aumentado
significativamente. Por lo tanto, se hace necesario conocer los efectos de ecotoxicidad aguda y crénica
que presentan, asi como los efectos que pueden tener a largo plazo sobre la biomasa presente en las
depuradoras.

En el presente trabajo se plantea determinar el nivel de ecotoxicidad de tres compuestos
activos farmacéuticos (Cefaclor, Acetaminophen y Sulfametoxazol), mediante bioluminiscencia de
Vibrio fischeri, hallandose la Concentracion Efectiva Media (CEsg), siendo para el acetaminofén de
478 mg/l y para el sulfametoxazol de 47.43 mg/l, y no alcanzandose la del cefaclor. La CEs, del
acetaminofén, se introduce posteriormente en un reactor biol6gico. Se tomaron muestras cada tres
dias del efluente para determinar la evolucién temporal de la biodegradabilidad del sustrato y del
acetaminofén. Se determin6 la Demanda Quimica de Oxigeno del influente y del efluente y mediante
técnicas de bioluminiscencia se vieron los efectos que tenia el acetaminofén sobre la bacteria Vibrio
fischeri.

Se concluye que tanto el acetaminofén como el sulfametoxazol son compuestos activos que
tienen una ecotoxicidad aguda alta y que en altas concentraciones el acetaminophen tendria una gran
toxicidad sobre los fangos activos de las depuradoras.

Abstract.

Nowadays the presence of pharmaceuticals and personal care products in the enviroment is a
serious issue due to their ecotoxicity. The worry about the effect these pollutants can have in the
microorganisms present in sewage treatment plants has made the number of studies in this field grow
significantly. Therefore, is necessary to know the ecotoxicity acute and chronic effects, together with
the long term effects they could have on the purifier's biomass.

In this study the toxicity of three active pharmaceutical compounds (Cefaclor, Acetaminophen
and sulfamethoxazole) is raised. The median effective concentration (ECsy) was calculated, the
concentration was 478 mg/l to acetaminophen and 47.48 mg/l to sulfamethoxazole and cefaclor’s ECsg
wasn’t reached. In the case of acetaminophen, commonly known as paracetamol and widely used
worldwide, It is subsequently introduced into a biological reactor to determine the temporal evolution
of degradation. The Chemical Oxygen Demand of the influent and the effluent was determined and by
using techniques of bioluminescence the effects of the acetaminophen on Vibrio fischeri were known.

Conclusion shows acetaminophen and sulfamethoxazole are active compounds with a high acute
ecotoxicity and also the acetaminophen does have a chronic toxic effect on the activated sludge when
it is in high concentration.



1. Introduccion

En Espafa las actividades antrépicas han afectado de manera negativa a la calidad de las aguas,
quedando inhabilitadas en muchos casos para uso doméstico y agricola. En este contexto la Directiva
Marco del Agua ha establecido un marco legal para la proteccion de las aguas superficiales,
subterraneas, costeras y de estuario. Establece, entre otros, el control progresivo de los contaminantes
provocados por el consumo de productos activos farmacéuticos y de higiene personal (PPCPs) ,
necesitandose para ello nuevas herramientas y metodologias de andlisis que permitan su réapida
deteccion (Libro Blanco del Agua en Espafia, 2000).

Estos contaminantes, junto con otros, se denominan contaminantes emergentes, cuyo estudio se
encuentra entre las lineas de investigacion prioritarias de los principales organismos dedicados a la
proteccién de la salud pablica y medioambiental, tales como la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), la Agencia para la Proteccion del Medio Ambiente (EPA), o la Comisidn Europea, se definen
como contaminantes previamente desconocidos 0 no reconocidos como tales cuya presencia en el
medio ambiente no es necesariamente nueva pero si la preocupacion por las posibles consecuencias de
la misma. Los contaminantes emergentes son compuestos de los cuales se sabe relativamente poco o
nada acerca de su presencia e impacto en los distintos compartimentos ambientales, razon por la cual y
a su vez consecuencia de que no hayan sido regulados, y de que la disponibilidad de métodos para su
andlisis sea nula o limitada (Dami& & Ldpez, 2011). Otra particularidad de estos compuestos, es que
debido a su elevada produccion y consumo, y a la como consecuente continua introduccion de los
mismos en el medio ambiente, no necesitan ser persistentes para ocasionar efectos negativos (Petrovic,
Gonzélez & Barcelo, 2003).

Se ha constatado que estos compuestos se encuentran en gran variedad de medios: aguas
superficiales y subterraneas, suelo... y como consecuencia influyen en los organismos que en ellos
habitan; pero sobre todo son muy abundantes en las aguas residuales, ya que después de administrarse
los farmacos al organismo, éstos son absorbidos y metabolizados para luego ser excretados (Suarez &
Omil, 2008).

En funcidn de sus propiedades fisicoquimicas, la mayoria de estas sustancias al ser utilizadas y/o
excretadas por los seres vivos, pasan a formar parte de las aguas residuales municipales o de los
sistemas acuaticos naturales, para luego distribuirse en lodos, tejido graso, o permanecer en la fase
acuosa. Debido a la gran variedad de PPCPs que pudieran estar presentes en estos medios, se
considera que los mismos forman una matriz compleja cuyo estudio requiere un nivel de
profundizacion mayor al que suministran los parametros fisicoquimicos convencionales (lrusta, Ortiz,
Garcia & Pinto, 2011).

La presencia de medicamentos representa un riesgo ambiental dada su persistencia y distribucién
en el medio, pero no se ha estudiado lo suficiente la gravedad de este riesgo.

Su amplio uso (hospitalario, veterinario, doméstico) provoca que las descargas sigan aumentando
y la de sus subproductos, consecuencia de la transformacion de los farmacos en el ambiente,
manifestandose la toxicidad en los organismos vivos de los ecosistemas (Garcia-Gémez, 2011).

En Espafia, los compuestos activos farmacéuticos mas prescritos y la cantidad estimada de
consumo de los mismos para el afio 2009 fue de: paracetamol 1460 t/afio, amoxicilina 198 t/afio, acido
acetilsalicilico (AsA) 183 t/afio e ibuprofeno 218 t/afio (Ortiz, Pinto, Garcia & lrusta, 2013)

En publicaciones recientes, se indica que en paises como Espafia, Italia, Alemania, Canada, Brasil,
Grecia y Francia hay descargas al agua de aproximadamente quinientas toneladas de analgésicos al
afio (Cartagena, 2011).



La mayor parte de los experimentos que se utilizan en toxicologia se llevan a cabo en mamiferos,
lo cual supone gran presién publica. Intentando minimizar esta problematica se utilizan también
organismos con sensibilidad limitada y/o no protegidos por la ley, como hongos, plantas, bacterias,
algas e invertebrados (Repetto et al, 2001).

El primer estudio que se realiz6 sobre la presencia de farmacos en efluentes de depuradoras y de
sus efectos adversos sobre la fauna y flora se realizé en 1976 en Kansas, Estados Unidos lo que
permitié a la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA) de los Estados Unidos y a la Union
Europea orientar muchos de sus estudios hacia la evaluacion de los impactos ambientales de los
farmacos y al desarrollo de tecnologias de tratamiento, estudio de metabolitos, toxicidad, remocidn,
biorremediacion y técnicas instrumentales para su identificacion y cuantificacion (Cartagena, 2011).

Durante los afios 60 y 70 comenzaron a utilizarse las bacterias Vibrio fischeri para determinar la
toxicidad en aguas, sedimentos y diversos productos. Esta especie habita en ambientes marinos de
forma natural, ya sea en un estado planctonico de vida libre o como un simbionte de ciertos peces o
calamares. La determinacion de la ecotoxicidad mediante este método se basa en la medicién de la
luminiscencia que emiten las bacterias después de exponerlas a una muestra problema durante un
periodo de entre 5 y 30 minutos. Se compara la luminiscencia producida por las bacterias expuestas
con la producida por bacterias en condiciones optimas (Pica y Trujillo, 2008).

Otro ejemplo de evaluacién de ecotoxicidad es la respirometria, la cual en un principio se basoé en
determinar la demanda de oxigeno del agua residual. A partir de mediados de los ochenta se comenz6
a incrementar su uso para determinar las caracteristicas biocinéticas de los procesos bioldgicos, siendo
en la actualidad considerado como el método mas usado para obtener informacion de los procesos de
depuracion de fangos activados (Villaseca i Vallvé, 2007).



2. Obijetivos
2.1.Objetivo general

Evaluacién de la ecotoxicidad y de la biodegradabilidad de tres farmacos mediante técnicas
respirométricas y de bioluminiscencia para estimar las consecuencias de su presencia sobre los
ecosistemas acuaticos.

2.2. Objetivos especificos

- Efectuar ensayos de ecotoxicidad aguda mediante inhibicion de la bacteria Vibrio fischeri.

- Realizar ensayos de ecotoxicidad aguda mediante respirometria sobre una poblacién tipica
presente en fangos activos para conocer el grado de inhibicion de los farmacos sobre ésta.

- Evaluar la biodegradabilidad de los compuestos farmacéuticos mediantes un reactor de mezcla
perfecta con fangos activos.



3. Materiales y métodos
3.1. Farmacos

Se escogieron tres farmacos para realizar el presente trabajo, acetaminofén, cominmente conocido
como paracetamol, sulfametoxazol y cefaclor, los dos primeros escogidos dado su amplio consumo y
por tanto su abundancia en el medio. De éstos, dos son antibioticos (cefaclor y sulfametoxazol) y uno
es analgésico (acetaminofen).

En la Tabla 1 se presentan los tres PPCPs analizados en el presente estudio, con los valores
tipicos de concentracién en distintas aguas naturales (rios, lagos, subterrdneas) y residuales
(hospitalarias, urbanas, efluentes de EDARS).

Tabla 1: Medios en los que se encuentran presentes los tres farmacos y concentraciones tipicas.

Medio en el que esta  Concentracion

Nombre Referencia

presente (ng/l)

Rosal et al., 2010

Influente EDAR 23202
Efluente EDAR 6000 Ternes, 1998
h EfIEJteTte_s 186500 Fatta-Kassinos et al., 2011
Analgésico  Acetaminofen ospitafarios
Aguas naturales 10000 Kolpin et al., 2002
Rios (Madrid, aguas 188
_ abajode las 710 Valcércel et al., 2011
principales plantas de
tratamiento). 2813
Influente EDAR 332 Teijon et al., 2010
199.5 Teijon et al., 2010
Efluente EDAR ) .
650 Garcia Galan et al., 2010
Sulfametoxazol 9,9-1110 Fatta-Kassinos et al., 2011

Efluentes

. . 210-12800 Fatta-Kassinos et al., 2011
hospitalarios

Antibiotico
Rios 1,11 Ginebreda et al., 2010
Aguas residuales 1800
Cefaclor urbanas Fatta-Kassinos et al., 2011
Rios 60
200




Cada PPCP tiene unas propiedades fisicoquimicas distintas, lo que hace que tengan un
comportamiento diferente ante estimulos externos.

Los pardmetros fisicoquimicos de los tres compuestos activos se consultaron en el catadlogo de
productos de Santa Cruz Biotechnology Inc. (2015) y en Chem ID Plus Lite (United States National
Library of Medicine, 2013). En la tabla 2 se muestran los pardmetros estudiados para los diferentes
farmacos, que son la formula quimica del compuesto activo y su estructura molecular, peso molecular,
solubilidad en mg/l y coeficiente de reparto sélido/agua (Koc), el cual es importante dado que se
refiere a la movilidad del sélido en la fase acuosa, cuanto mas movil es menor es la tendencia que
tiene el compuesto a adsorberse. La solubilidad y los coeficientes de reparto se clasificaron segun
indicaciones de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO,2000).

Tabla 2: Caracteristicas principales de los farmacos utilizados.

. Peso Solubilidad
Nombre Estructura y formula molecular

molecular (mg/l)
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3.2. Ensayos de ecotoxicidad.

Los ensayos de biotoxicidad han adoptado una importancia creciente en la evaluaciéon de la
toxicidad potencial de muestras medioambientales, puesto que son rapidos y no necesitan la completa
caracterizacion quimica de las mismas (Boluda, R. et al., 2002).



Se realizaron analisis in vitro de ecotoxicidad aguda mediante técnicas de bioluminiscencia utilizando
ensayos con MICROTOX® de Strategic Diagnostic de AZUR Enviromental y mediante pruebas
respirométricas con el respirémetro Strathtox SI1500 de Strathkelvin Instruments.

El método bioluminiscente ha demostrado mayor sensibilidad que los respirométricos, pero estos
altimos podrian aportar una mayor informacion sobre el funcionamiento de los reactores bioldgicos.

3.2.1. Anadlisis in vitro de ecotoxicidad aguda mediante técnicas de bioluminiscencia

En presencia de agentes contaminantes, la bioluminiscencia natural de Vibrio fischeri disminuye y
la toxicidad se expresa como concentracion efectiva 50 (CEsp) 0 concentracion del agente
contaminante que produce una reduccién del 50% en la emision de luz inicial (Onoratti et al., 2004).

Para la realizacion de este ensayo se ha utilizado un
equipo MICROTOX® siguiendo el procedimiento que
la propia empresa fabricante recomienda en el manual
de usuario (AZUR, 1998). ST

En primer lugar se reconstituye la bacteria Vibrio

fischeri, la cual se encontraba liofilizada. Se mide y
previamente la luminiscencia que emite la bacteria y a

continuacion se expone a la muestra, comparandose

ambos valores para hallar el porcentaje de inhibicién

de Vibrio fischeri. En todos los compuestos se llevd @ Figyra  1:  Equipo  Microtox.  Fuente:
cabo el “Test basico” que consiste en realizar www.instru.es

diluciones al 45, 22, 11 y 5% de una muestra inicial

con diferentes concentraciones del compuesto farmacéutico. Se utilizaron muestras iniciales con
concentracion de 3, 6, 9 y 12 g/l para el acetaminofén, 70,140, 210 y 280 mg/l para el sulfametoxazol
y de 500 mg/l para el cefaclor.

Se realizaron las pruebas por triplicado para asegurar resultados reproducibles.

3.2.1.1. Concentracién efectiva media (CExy)

La CEs es la concentracion, calculada estadisticamente, de una sustancia en el medio, que se
espera que produzca un determinado efecto en el 50% de los organismos de experimentacion de una
poblacion dada, bajo un conjunto de condiciones definidas (Duffus et al, 1993).

Con el equipo MICROTOX® se realiz6 un ensayo gque examind la toxicidad aguda de los tres
compuestos: Acetaminofen, cefaclor y sulfametoxazol, basandose en la reduccion de la
bioluminiscencia natural de la bacteria marina Vibrio ficheri en presencia de los tres farmacos.

Estas variaciones en la luminiscencia de Vibrio fischeri fueron medidas por medio de un fotometro
(MICROTOX®) y comparadas con una muestra control (sin presencia de farmaco).

Para poder obtener el pardmetro CEs,deben obtenerse previamente los siguientes datos:

i.  Gamma (I'): Es el cociente entre la intensidad de luz perdida y la intensidad de luz restante.



= (1;_:) _ { = BRIk [1]

I es el nivel de luz (1) al tiempo de incubacién (t) de la muestra control (c). I es el producto de la
razén del blanco, BR (variacion entre la intensidad de luz a tiempo t y a tiempo cero de la muestra
control) por el nivel de luz a tiempo 0, lo, que corrige el efecto de la pérdida natural de luz (sin
presencia de farmaco).

I; es el nivel de luz (1) al tiempo de incubacién (t) para cada concentracion de la muestra.

ii.  Efecto:
Porcentaje de pérdida de luz de la muestra a tiempo t comparado con la muestra control.

Efecto% = (——)+100 2]

Por definicion, de acuerdo con la ecuacién [2], la ECs tiene lugar cuando I'=1. Por tanto, el valor de la
CEsp se calcula mediante interpolacion cuando T' vale uno, a partir de logl” vs 1ogCEs,.

iii.  Incertidumbre:
El valor CEs, presenta una incertidumbre en su calculo, a partir de las siguientes ecuaciones se obtiene
el intervalo de confianza para un nivel de confianza del 95%:

. JE— 2
e
Donde:

S Varianza residual, calculada mediante la ecuacion [3].
ECs,: Concentracion efectiva media.

logT": Media de los valores logT;.

N: Ndmero de ensayos.

logC: Media de los valores C;.

2, 1 (loglgcso—logl)?
logECso * toos,n-2 * J[S *N 1 SNaogr-iogry ] [4]

3.2.2. Analisis in vitro de ecotoxicidad aguda mediante pruebas respirométricas.

En esta técnica los fangos activos ejercen el papel de reactivo.
El analisis consiste en la medida de la cantidad de oxigeno que
consumen los microorganismos presentes en el fango activo.
Como consecuencia de la aplicacion de farmacos, la respiracion
de los microorganismos se inhibe. Mediante este ensayo
podemos emular a pequefia escala lo que sucede en las

Estaciones Depuradoras de Aguas Residuales (EDAR) al llegar 4 _
farmacos diluidos en las aguas residuales. | /

ST3thtoy

También en esta técnica se halld la CEs, para los fangos activos.

Figura 2: Respirémetro Strathtox.
Fuente: www.sensaratech.com



Las soluciones se afiaden directamente a los tubos que tiene el respirémetro, afiadiendo 10 ml de la
solucion problema diluida a la concentracion que se quiera (en el presente trabajo se hizo andlisis para
el 100%, 75%, 50% y 25% de la concentracidn inicial del farmaco), 2 ml de de agua residual sintética
y finalmente 8 ml de lodo activado, colocando inmediatamente los electrodos en cada tubo ya que la
concentracion de oxigeno disminuye rapidamente.

3.3. Andlisis de biodegradabilidad.

Se utiliz6 un reactor de fangos activos de cinco litros de volumen, unido a un sedimentador circular de
dieciséis litros. El reactor se aireo utilizando una bomba de diafragma que enviaba aire a los difusores,
los cuales estaban situados de tal manera que la aireacion fuese uniforme. En la siguiente figura se
muestra el diagrama de flujo del reactor:

R-004

P-001

. V-003
P-002
. N V-008
P-006
\
Figura 3: Diagrama de flujo del reactor aerobio de fangos activos.
Tabla 3: Aclaracion de los codigos de la Figura 1.

Codigo Equipo Codigo Equipo ‘
P-001 Bomba de alimentacion P-005  Bomba del efluente del reactor
P-002 Bomba de diafragma P-006 Bomba de recirculacion
V-003 Vélvula reguladora de aire S-007 Sedimentador
R-004  Reactor aerobio de fangos activos ~ V-008 Valvula de purga

Se tomaron muestras diarias del efluente a la salida del sedimentador para determinar la evolucion
temporal de la biodegradabilidad del sustrato. Se determiné la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)
del influente y del efluente por método de reflujo cerrado con dicromato como oxidante fuerte.
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Mediante ensayos en MICROTOX® se determind la bioluminiscencia emitida por las bacterias Vibrio
fischeri al ponerlas en contacto con una muestra de la alimentacion al reactor y con otra muestra de la
salida.

El fango que se utilizd en el reactor procedia del reactor secundario aerobio de la Estacion Depuradora
de Aguas Residuales (EDAR) de la ciudad de Valladolid. La alimentacion al reactor estaba compuesta
por 10 g/l de sacarosa y una concentracion de 3 g/l del farmaco Acetaminofén, que se escogié dado
que es el compuesto mas cominmente consumido de los y el mas biodegradable, por lo que se suponia
iban a obtenerse resultados de biodegradacién muy notables después de pasarlo por el reactor.
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4. Resultados y discusion
4.1. Andlisis in vitro de ecotoxicidad aguda mediante técnicas de bioluminiscencia

Los ensayos de ecotoxicidad se realizaron utilizando el test basico de MICROTOX® (con diluciones
de 5, 11, 22 y 45% de la concentracion inicial). En las figuras 1, 2 y 3 se presentan los efectos de los
tres compuestos estudiados sobre la bioluminiscencia de la bacteria Vibrio fischeri.

4.1.1. Acetaminofén

En la figura 4 se muestran los resultados obtenidos (Curvas dosis-respuesta) para el acetaminofén
partiendo de las concentraciones iniciales de 3, 6, 9 y 12 g/, conociendo que la solubilidad es de 14 g/l
a25°C

Acetaminofén
100 / &
90
80 ,j/%,
0P
60
50 - £ ¢ 5 min

40 = 15 min
30

Efecto (%)

N

o
I
I~

10

O T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6
Concentracion (g/l)

Figura 4: Resultados del analisis ecotoxicol6gico mediante técnicas de bioluminiscencia del
acetaminofén.

La CEs, del acetaminofén, en éste ensayo, es de 0,478 g/l.

Se calculd el valor de incertidumbre con las ecuaciones [3] y [4] para log CEsy, dando como resultado
que la CE50 esté entre los valores de 0,613y 0,342 g/l.
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4.1.2. Sulfametoxazol

En la figura 5 se muestran los resultados obtenidos (Curvas dosis-respuesta) para el sulfametoxazol

partiendo de las concentraciones iniciales de 70,140, 210 y 280 mg/l, conociendo que la solubilidad es
de 610 mg/l a 37°C.

Sulfametoxazol
90
80 - ;
o j/—/
& 60
b 28 = = 15 min
2
O T T T 1
0 50 100 150
Concentracion (mg/l)

Figura 5: Resultados del analisis ecotoxicoldgico mediante técnicas de bioluminiscencia del
sulfametoxazol.

La CEs, del sulfametoxazol, en éste ensayo, es de 47,43 mg/l.

Se calculd el valor de incertidumbre con las ecuaciones [3] y [4] para log CEsy, dando como resultado
gue la CE50 esté entre los valores de 38,753 y 56,107

4.1.3. Cefaclor

En la figura 6 se muestran los resultados obtenidos (Curvas dosis-respuesta) para el cefaclor partiendo
de la concentracion inicial de 1000 mg/l, conociendo que la solubilidad es de 610 mg/l a 37°C.

El Gréafico 3 muestra los resultados obtenidos realizando el andlisis de ecotoxicidad con cefaclor con
concentraciones de 1000 mg/l, conociendo que la solubilidad es de 10000 mg/l a 25 °C.
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Figura 6: Resultados del andlisis ecotoxicologico mediante técnicas de bioluminiscencia del cefaclor.

4.2. Analisis in vitro de ecotoxicidad aguda mediante pruebas respirométricas.

Los ensayos de respirometria se realizaron con una unidad Strathtox sI500 de Strathkelvin
Instruments.

4.2.1. Acetaminofen

En la figura 7 se muestran los resultados obtenidos realizando el andlisis respirométrico con
acetaminofén partiendo de una concentracion inicial de 3 g/l.

Acetaminofén
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25,0
20,0
15,0
10,0
5,0
0,0 : : ‘
0 1 2 3 4

o

Inhibicién (%)
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Figura 7: Resultados del analisis ecotoxicolégico mediante técnicas respirométricas del acetaminofén.
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4.2.2. Sulfametoxazol

En la figura 8 se muestran los resultados obtenidos realizando el analisis respirométrico con
sulfametoxazol partiendo de una concentracion inicial de 280 mg/I.
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0 50 100 150 200 250 300
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Figura 8: Resultados del analisis ecotoxicolégico mediante técnicas respirométricas del
sulfametoxazol.

4.2.3. Cefaclor

En la figura 9 se muestran los resultados obtenidos realizando el analisis respirométrico con cefaclor
partiendo de una concentracion inicial de 500 mg/I.
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Figura 9: Resultados del anélisis ecotoxicoldgico mediante técnicas respirométricas del cefaclor.
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4.3. Comparacion entre ambos andlisis de ecotoxicidad.

Una vez realizados ambos analisis, en la tabla 4 se puede observar un resumen de los resultados
obtenidos mediante el método de bioluminiscencia y la respirometria:

Tabla 4: Resultados para ambos andlisis de ecotoxicidad aguda (CEsy).

Acetaminofen 0,478 g/l +3 g/l
Cefaclor - -
Sulfametoxazol 47.43 mg/l +300 mg/I

Aunque el comportamiento de los fangos activos nada tiene que ver con los de la bacteria Vibrio
fischeri, en la tabla 2 se muestran las cantidades de los tres farmacos que provocan una inhibicion del
50% para ambos. En el caso del cefaclor no se alcanza con ninguno de los dos métodos la CEs, por lo
gue se descarta su utilizacion para los andlisis de biodegradabilidad en continuo. De entre los otros dos
farmacos se elige el acetaminofén dado que es mas ampliamente utilizado que el sulfametoxazol.

4.4, Andlisis de biodegradabilidad en continuo, en reactor bioldgico aerobio

El reactor estuvo en marcha durante 15 dias, periodo muy breve que se corresponderia mas con un
periodo de puesta en marcha por lo que no se pueden considerar como representativos. A partir del
método de reflujo cerrado con dicromato como oxidante fuerte se obtuvieron los siguientes promedios
(ya que las muestras se hacian por duplicado) para la salida del reactor en distintos dias:

Tabla 5: Resultados de DQO de todas las muestras analizadas.

Alimentacion 13 12,93 13,07
Efluente dia 1 7,69 7,55 7,82
Efluente dia 3 9,53 9,49 9,57
Efluente dia 6 9,31 9,202 9,41
Efluente dia 9 9,51 9,39 9,63
Efluente dia 12 9,89 9,78 12

Efluente dia 15 10,32 10.11 10.53

En la figura 10 se ilustra la evolucion temporal de las eficacias de eliminacion de la DQO durante el
corto periodo de experimentacion:
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Figura 10: Evolucién temporal de la DQO.

En la figura 11 se muestran los resultados obtenidos al realizar el andlisis de ecotoxicidad aguda

midiendo la bioluminiscencia de Vibrio fischeri a una muestra madre de acetaminofén de 3 g/l

(ACET). También se muestran los resultados obtenidos al hacer el mismo analisis a una muestra de la

alimentacion del reactor, con azucar y acetaminofén con concentracion de 3 g/l (ARS+ACET). Con

ello se pretende ver si la muestra con agua residual sintética tiene el mismo efecto inhibitorio que la
gue tiene s6lo acetaminofén.
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P |
//-// —s— ACET 15min
//‘///r ARS+ACET
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Concentracion de acetaminofén (g/l)

Figura 11: Andlisis de bioluminiscencia para el acetaminofén y para la alimentacion.

Se puede observar que la muestra con agua residual sintética y acetaminofén tiene un menor efecto

inhibitorio sobre Vibrio fischeri, por lo que probablemente el azlcar tengo un efecto estimulador sobre

la bacteria.
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Adicionalmente a los andlisis de bioluminiscencia que se realizaron con diferentes concentraciones de
los farmacos, se efectuaron analisis a dos muestras del efluente para los dias 6 y 15 y se compararon
con los resultados obtenidos para la alimentacion, con lo que se pretende ver si se biodegrada en el
reactor un alto porcentaje del farmaco, disminuyendo asi el efecto inhibitorio. En la figura 12 se
pueden observar los resultados obtenidos:
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Figura 12: Analisis de bioluminiscencia para la alimentacion y el efluente en los dias 6 y 15.

Podemos observar al comparar los resultados de los efluentes con la alimentaciéon que no ha habido
mucha eliminacion de acetaminofén ya que la inhibicidn del influente con el acetaminofén es muy
similar a la del efluente. Entre las dos muestras de efluente se ven diferencias dado que el dia 15 tiene
mayor porcentaje de inhibicion que el dia 6, esto es indicativo de que la poblacion microbiana de los
fangos se ha visto notablemente reducida, lo cual se ha corroborado al hacer la caracterizacion del
fango el dia 15 de operacion. Si comparamos la poblacién microbiana que habia en el fango nada mas
llegar de la EDAR de Valladolid con la poblacién existente a los 15 dias de operacion vemos como
ésta se ha reducido notablemente.
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Conclusiones

En los experimentos de ecotoxicidad aguda realizados se puede observar que el acetaminofén
y el sulfametoxazol tienen una ecotoxicidad aguda alta, ya que con bajas concentraciones
alcanzan la CE50, tanto en el método respirométrico como en el de analisis de
bioluminiscencia.

El cefaclor tiene una ecotoxicidad aguda baja, no alcanzando el 50% de inhibicion.

Con altas concentraciones el acetaminofén tiene un efecto altamente toxico en los fangos
activos, lo cual se puede observar a parte de por las graficas Concentracion/Inhibicion por la
caracterizacién que se realizé de los fangos, en el momento en el que se trajeron de la
depuradora de Valladolid y tras quince dias de operacién del reactor.
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6. Futuros trabajos

Muchos de los productos farmacéuticos tienen una estructura quimica muy compleja lo que hace que
no todos ellos puedan ser eliminados con los sistemas actuales y por tanto que sean vertidos a cauce.

Actualmente se trabaja en la bisqueda de nuevos sistemas de purificacion de estas aguas.

Entre estos sistemas estan los procesos de oxidacion, que son los mas prometedores en la actualidad,
siendo complemets Utiles para técnicas ya existentes como la floculacién, precipitacion, adsorcion,
6smosis inversa, combustion y los procesos biolédgicos (Sarria, 2003)

Los Procesos Avanzados de Oxidacién son aquellos que involucran la formacion “in situ” de radicales
altamente reactivos (especialmente radicales hidroxilo) en cantidades suficientes para producir la
purificacion del agua (Glaze et al., 1987).

La degradacion de los contaminantes conlleva que se forme didxido de carbono, agua y otros
compuestos inorganicos, o al menos gue se transformen en productos menos perjudiciales. Aplicadas
de la manera correcta estas tecnologias dan la oportunidad de eliminar gran cantidad de compuestos
orgéanicos, por lo que se han ganado el titulo de “tratamientos del siglo XXI” (Goy, 2005).

Una clasificacion de estos procesos podria ser la siguiente (Pefiate, 2009):

e Ozonizacion en medio alcalino (O3/OH-): La reaccion de un compuesto con ozono da lugar a
radicales hidroxilo. Se realiza en este medio para aumentar la velocidad de descomposicion
del ozono.

e Ozonizacion con peréxido de hidrogeno (03/H202): Al igual que el anterior el perdxido de
hidrégeno aumenta la descomposicion. El uso de dos o mas oxidantes combinados permite
aprovechar los posibles efectos sinérgicos entre ellos lo que produce una destruccion adicional
a la carga orgéanica (Domenech, Jardim & Litter, 2012).

e Oxidacion tipo Fenton (H202/Fe2+): En éste proceso se afiade como catalizador ion ferroso
(FeSO4*2H,0), pero la reaccién comienza cuando se afiade perdxido de hidrogeno.

Fe?+ + H,0, > Fe*+ + OH* + OH~
Fe3+ +H,0,+ hv —» Fe?+ +OH + H*
RH + OH* - fotoproductos + H,0

El reactivo de Fe(ll) se oxida a Fe(lll) descomponiendo el peréxido de hidrégeno para formar
radicales hidroxilo (Villota, Camarero, Lomas & Garcia, 2011).

o Energia procedente de radiacion ultravioleta (UV): Esta tecnologia de degradacion de
contaminantes organicos es efectiva siempre que estos absorban dicha radiacion y lo hagan
con una especificidad razonable en comparacion con otros compuestos presentes en el medio.
Desafortunadamente, la absorbancia de la mayoria de los contaminantes organicos es baja ylas
reacciones fotoquimicas que se originan tienden a generar mezclas complejas de
productosintermedios en lugar de la mineralizacion del contaminante Este método es mucho
méas efectivo cuando se utiliza conbinado con otras técnicas, como las que siguen a
continuacion.

e Ozonizacion y radiacion ultravioleta (O3/UV)

e Perdxido de hidrogeno y radiacion ultravioleta (H202/UV)

e Ozono, peroxido de hidrégeno y radiacion ultravioleta (O3/H202/UV)

e Foto-Fenton (Fe2+/H202/UV): EIl procedimiento es igual que la oxidacion tipo Fenton, pero
ademas se afiade una ldmpara de ultravioleta que acelera el proceso.
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Ultrasonidos: Este sistema consiste en la utilizacién de un reactor ultrasonico que en contacto
con la muestra provoca su degradaciéon en otros compuestos (Cruz, Hernandez, Jauregui &
Milian, 2012).

Ozonizacién y ultrasonidos (O3/US)

Oxidacion electroquimica: La aplicacion de corriente eléctrica entre dos electrodos adecuados
en agua produce reacciones quimicas primarias, con la generacion de HOe, que oxida luego
lamateria organica

Oxidacion anodica

Electro-Fenton: Mejora de la oxidacion electroquimica aplicandole reactivo Fenton.
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Anexos
Caracterizacion del fango

El fango procedente de la EDAR de Valladolid se analiz6 mediante microscopia (x20), observandose
los microorganismos que se aprecian en la figura A.1. En la figura A.2 se muestra la biota presente en
los mismos fangos tras 15 dias de operacion con agua dopada de acetaminofén.

Figura A.1: Microorganismos presentes en el fango procedente de la EDAR de Valladolid.

Aspidisca Tardigrado

Huevo Vorticella
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Figura A.2: Microorganismos presentes en el fango tras 15 dias de operacion.

Epystilis

Paramecium
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