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RESUMEN

Los farmacos son considerados un nuevo tipo de contaminantes, por esta razén
es importante investigar los efectos toxicos que pueden producir en el medio
ambiente, asi como evaluar nuevas tecnologias para su remocién mediante el uso
de materiales de bajo costo y facil obtencion. Este estudio tuvo como objetivos
determinar el efecto toxico de soluciones acuosas de ibuprofeno sobre un organismo
acuatico (Artemia salina) y semillas (Allium schoenoprasum L., Lactuca sativa), y
evaluar el proceso de biosorcion de Ibuprofeno utilizando tallos de rosas. Los
ensayos de toxicidad se llevaron a cabo exponiendo a los organismos de prueba a
concentraciones de soluciones acuosas de ibuprofeno de 20, 10, 5, 2, 1y 0.5 mgL™.
Se determind el porcentaje de mortalidad para la Artemia salina y la elongacién de la
radicula e hipocotilo para las semillas. El porcentaje de mortalidad mas elevado se
presenté a la concentracion de 20 mgL™, la CLsy calculada fue de 17,56 mgL™. Un
efecto téxico bajo se presentd en la germinacion de las semillas de Allium
schoenoprasum L. Se produjo la inhibicion en la elongacién de la radicula e
hipocotilo en semillas de Allium schoenoprasum L y un efecto de estimulacion en la
elongaciéon de la radicula e hipocétilo de las semillas de Lactuca sativa. EI mayor
efecto de inhibicién se presenté a 1 y 20 mgL™ y la mayor estimulacién a 20 mgL™.
Los mejores parametros obtenidos en el estudio hidrodinamico en columna a un pH
de 4,26 fueron flujo de 2,42 ml min™, masa de biosorbente de 7g y altura del lecho
33,5 cm. Se alcanz6 un porcentaje de remocién de ibuprofeno del 40,49% La curva
de ruptura obtenida fue ajustada a los modelos mateméaticos de Thomas y de Dosis

respuesta, siendo el de Dosis-Respuesta el que mejor reprodujo la curva de ruptura.

Palabras claves: Ibuprofeno, toxicidad, biosorcién, tallo de rosa.
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ABSTRACT

Pharmaceuticals are considered a new type of contaminants, for this reason it is
important to investigate the toxic effects that they can produce in the environment, as
well as to evaluate new technologies for their removal through the use of low cost
and easy to obtain materials. The objective of this study was to determine the toxic
effect of aqueous solutions of ibuprofen on an aquatic organism (Artemia salina) and
seeds (Allium schoenoprasum L., Lactuca sativa), and to evaluate the biosorption
process of Ibuprofen using rose stems. The toxicity tests were carried out by
exposing the test organisms to concentrations of aqueous ibuprofen solutions of 20,
10, 5, 2, 1 and 0.5 mg L™. The percentage of mortality for Artemia salina and the
elongation of the radicle and hypocotyl for the seeds were determined. The highest
mortality percentage occurred at the concentration of 20 mg L™, the calculated LC50
was 17.56 mg L ™. A low toxic effect was present in the germination of the seeds of
Allium schoenoprasum L. There was inhibition in the elongation of the radicle and
hypocotyl in seeds of Allium schoenoprasum L and a stimulation effect in the
elongation of the radicle and hypocotyl of the seeds of Lactuca sativa. The highest
inhibition effect was presented at 1 and 20 mgL-* and the highest stimulation at 20
mg L™. The best parameters obtained in the hydrodynamic study in column at a pH of
4.26 were flow of 2.42 ml min™, biosorbent mass of 7g and bed height 33.5 cm. A
percentage of removal of ibuprofen of 40.49% was reached. The breakthrough curve
obtained was adjusted to the mathematical models of Thomas and Dose Response,

being the dose-response that best reproduced the breakthrough.

Keywords: Ibuprofen, toxicity, biosorption, rose stem.
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOGIA
mgL™: miligramos por litro

ugL™*: microgramos por litro

ngL™*: nanogramos por litro

AINE: Antiinflamatorios No Esteroides

Co: concentracion inicial

C: concentracion final

Vef: volumen del efluente

Kth: constante de velocidad del modelo de Thomas
gth: capacidad de adsorcién en el modelo de Thomas
m: masa del biosorbente

Q: caudal de alimentacion

T: tiempo de muestreo.

Kyn: constante de velocidad de Yoon-Nelson

T: tiempo necesario para retener el 50% del adsorbato
g v: cantidad de soluto adsorbido

go: capacidad de adsorcion.

aY: constante del modelo de Yan.

PZC: Punto de carga cero

pH: Potencial del hidrégeno

pH pzc. pH en el punto de carga cero

Pka: Constante de disociacion

MeOH: Metanol

UV-Vis: Ultravioleta Visible

R?: coeficiente de determinacion.

AD: Agua Destilada

ClLso 24n: Concentracion letal 50 a las 24 horas.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

Actualmente se ha investigado la aparicion de los llamados contaminantes
emergentes en compartimentos acuaticos tanto en aguas superficiales, subterraneas
e incluso agua potable. Esto es debido a que las plantas actuales de tratamiento no
han sido disefiadas para la remocion de estos contaminantes, dentro de los cuales
se encuentran los farmacos, que luego de ser consumidos, son metabolizados y
eliminados en los efluentes domésticos y aguas residuales de hospitales, los cuales
van directamente al alcantarillado (Ledn, 2015) para posteriormente ser conducidos
hacia las plantas de tratamiento de aguas residuales.

Existen diversos estudios en los que se aborda la aparicién de farmacos entre
ellos el ibuprofeno, en aguas de rio se han reportado concentraciones en rangos de
5ng L™* a 2700 ng L™ (Ollers et al, 2001; Corcoran et al, 2010; Bu et al, 2013); y a la
salida de las plantas de tratamiento de aguas residuales sus concentraciones varian
entre 5 ng L™ a 85000 ng L™ (Ternes 1998, Ollers et al, 2001; Corcoran et al, 2010)

El ibuprofeno a altas y bajas concentraciones en los cuerpos de agua, es un
grave problema porque podrian causar dafio a los organismos presentes en ese
medio y también en el suelo. En varios estudios se ha evidenciado que inclusive
bajas concentraciones de ibuprofeno en el medio afectan la reproduccion de
vertebrados e invertebrados (Hayassi et al, 2008). En otros estudios especificamente
se ha determinado que concentraciones de ibuprofeno de 100 ng L™ en el medio
puede retrasar la eclosion de los peces de agua dulce (Han et al, 2010). Por otra
parte también se ha observado que elevadas concentraciones de ibuprofeno en el
agua afectan la tasa de crecimiento de organismos como la pulga de agua (Daphnia
magna) (Heckmann et al, 2007). También se ha encontrado evidencia que
concentraciones de 300 ng L™ de ibuprofeno en el agua puede producir dafio en los

cromosomas de especies de tilapia (Oreochromis niloticus) (Ragugnetti et al, 2011).

El ibuprofeno también puede estar presente en el suelo debido a la reutilizacion
de las aguas residuales para actividades de riego, se han encontrado
concentraciones de ibuprofeno en suelos regados con aguas residuales en rangos

de 0,1 ug Kg™* a 0,94 pg Kg™ (Gibson et al, 2010). El ibuprofeno al llegar al suelo
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puede acumularse y causar efectos toxicos sobre microorganismos del suelo y
plantas. Gonzalez y Boltes (2014) determinaron que altas concentraciones de este
farmaco pueden inhibir la elongacion de la raiz de semillas de la graminea Sorghum
bicolor, el mismo efecto fue observado en semillas de Lactuca sativa (Rede et al,
2016).

En base a lo expuesto anteriormente y debido a que el ibuprofeno es uno de los
medicamentos mas utilizado tanto en forma doméstica como en las casas de salud,
existe la probabilidad de que el agua a la salida de la planta de tratamiento de aguas
residuales de Cuenca presente concentraciones de este farmaco, convirtiéndose en
un grave problema por la toxicidad que puede producir sobre los organismos del
ambiente. Esta investigacidon permiti6 determinar el efecto toxico de soluciones
acuosas de ibuprofeno sobre un organismo acuatico y dos semillas, y evaluar el

proceso de biosorcion de ibuprofeno utilizando como adsorbente el tallo de rosas.

Para la investigacion se formularon las siguientes hipétesis:
- Las soluciones acuosas de I|buprofeno producirian efectos téxicos sobre
organismos acuéaticos y plantas.
- La biomasa residual de los tallos de rosas utilizada como biosorbente podria

remover parcial o totalmente el ibuprofeno

Los objetivos generales planteados fueron los siguientes:
- Determinar el efecto toxico de soluciones acuosas de ibuprofeno sobre
Artemia salina, Allium schoenoprasum L y Lactuca sativa.
- Evaluar el proceso de biosorcion de la biomasa residual de los tallos de
rosas para la remocion parcial o total de Ibuprofeno

Los objetivos especificos propuestos fueron:

- Determinar el porcentaje de mortalidad de la Artemia salina expuesta a
diferentes concentraciones de soluciones acuosas de ibuprofeno.

- Determinar el porcentaje de germinacion de semillas de Allium
schoenoprasum L y Lactuca sativa tratadas con diferentes concentraciones

de soluciones acuosas de ibuprofeno.
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- Determinar la elongacion del hipocotilo semillas de Allium schoenoprasum L
y Lactuca sativa tratadas con diferentes concentraciones de soluciones
acuosas de ibuprofeno.

- Determinar la elongacién de la radicula de semillas de Allium schoenoprasum
L y Lactuca sativa tratadas con diferentes concentraciones de soluciones
acuosas de ibuprofeno.

- Evaluar la estabilidad del lecho de la columna utilizando diferentes alturas,
tamafios de particula y caudales

- Determinar el porcentaje de remocion de Ibuprofeno utilizando el biosorbente

producido con la biomasa residual de los tallos de rosas.
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CAPITULO ll: REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 CONTAMINANTES EMERGENTES

El agua es uno de los elementos mas importantes para los seres vivos, sin
embargo la calidad de los recursos hidricos se ha visto amenazada por la
contaminacion producida por desechos industriales, domésticos, agricolas y
productos utilizados para el bienestar del hombre, los cuales son constantemente

vertidos en los ecosistemas acuaticos (Zacarias et al, 2017).

Con el avance de la ciencia y la tecnologia se han creado nuevos productos
quimicos, organicos e inorganicos, segun el registro del Chemical Abstracts Service,
CAS, hasta la actualidad (agosto 2017) existen 132 millones de sustancias
(Chemical Abstracts Service, 2017), cifra que va incrementando continuamente.
Estas sustancias han sido producidas con la finalidad de solucionar problemas de
tipo industrial, mejorar la calidad de vida de las personas, ayudar al control de plagas
y curar enfermedades. A pesar de estos beneficios, existen estudios que
demuestran los efectos adversos de algunos compuestos no considerados como
contaminantes sobre el medio ambiente (Yan et al, 2009), (Kalaji y Rastogi, 2017),
(Pino et al, 2016), ya que muchos de ellos terminan en compartimentos acuaticos
vitales, como agua de superficie, agua subterrAnea e incluso agua potable, a
concentraciones comprendidas entre los ng L 'y pg L ™ (Matamoros y Bayona,
2006).

Generalmente los contaminantes quimicos presentes en el agua, aire o suelo se
encuentran regulados de acuerdo a distintas legislaciones, sin embargo, gracias a
investigaciones realizas en los Ultimos afios y al desarrollo de métodos nuevos y
sensibles, se ha podido determinar la presencia de contaminantes potencialmente
peligrosos para los seres humanos y el medio ambiente (Rodriguez et al, 2017), a
este tipo de sustancias se les ha llamado Contaminantes Emergentes (Barcelo,
2008).
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Los Contaminantes Emergentes son aquellas sustancias contaminantes que no
se encuentran reguladas, pero que pueden estar sujetas a una regulacion futura, de
acuerdo a los estudios que se realicen y a los resultados que se obtengan sobre los
efectos potenciales en el medio ambiente (Petrovi¢, Gonzalez, Barceld, 2003).
Segun (Ramirez et al, 2015), también se consideran contaminantes emergentes a
los grupos de sustancias que poseen alta persistencia y baja degradacion en el
ambiente y pueden ser dafiinos para el ser humano, flora y fauna (Tadeo et al,
2012)

2.2 FUENTES DE LOS CONTAMINANTES EMERGENTES

Los contaminantes emergentes pueden ingresar al medio ambiente a través de
algunas fuentes (Mompelat et al, 2009) como:
- Aguas residuales industriales y domeésticas.
- Corrientes de agua provenientes de la agricultura, la ganaderia y la
acuicultura.
- Pozos sépticos.

- Efluentes domésticos y hospitalarios.

A partir de estas fuentes, los contaminantes pueden llegar a diferentes destinos y
formar parte de aguas superficiales, aguas subterraneas, agua potable y suelo como
se puede observar en la figura 1.

La fuente principal de entrada de los contaminantes emergentes en el medio
acuatico son las aguas residuales. La eliminacion de los contaminantes emergentes
en las plantas de tratamiento de agua residual no es completa (Barceld, 2008).
Cuando se realiza el tratamiento de las aguas residuales, se produce la eliminacion
de microorganismos patégenos, evitando que éstos lleguen a los rios u otras fuentes
hidricas, pero los contaminantes emergentes no logran ser eliminados en la planta
de tratamiento, manteniéndose presentes tanto en influentes como en afluentes, lo
gue genera una continua introduccion de estos compuestos en el medio acuatico
(Pena y Castillo, 2015).
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Figura 1. Fuentes y destino de contaminantes emergentes

Fuente: Recuperada de Barbosa et al.

2.3 TIPOS DE CONTAMINANTES EMERGENTES

Existen ciertas sustancias consideradas contaminantes emergentes, entre ellas
tenemos: productos farmacéuticos, productos de aseo personal, hormonas
esteroides, drogas, tensoactivos, productos quimicos industriales, plaguicidas,
biocidas, retardadores de llama y nanomateriales (Berrecil, 2012), también se
incluyen edulcorantes como la sucralosa, subproductos de desinfeccion de agua
potable y de piscinas, benzotriazoles y benzotiazoles, siloxanos, acidos nafténicos y
liquidos idnicos (Richardson y Ternes, 2011). La variedad de productos quimicos
liberados al medio ambiente crece significativamente con el paso de los afios, es por
esta razén que se estan realizando investigaciones para detectar y cuantificar los
contaminantes emergentes, aunque aun no existe una lista de sustancias que deben
ser controladas (Zgheib et al, 2011). En la tabla 1, se muestran las principales

clases de contaminantes emergentes.
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Tabla 1. Principales clases de contaminantes emergentes y sus fuentes.

Categoria Subclases importantes Ejemplos Principales fuentes
N ) Aguas residuales domeésticas
Antiinflamatorios, reguladaores -
. ) . Paracetamol, (de excrecion),efluentes
Productos de lipidos, anticonvulsivos,

Farmacéuticos

Productos de cuidado
personal

Hormonas esteroides

Drogas

Tensoactivos

Productos quimicos
industriales

Retardantes de llamas

Plaguicidas

Biocidas

Manomateriales

antibidticos, B-bloqueantes y
estimulantes

Fragancias, desinfectantes,
filtros UV v repelentes de
insectos

Estrdgenos

Drogas ilicitas

Tensioactivos no idnicos

Plastificantes, aditivos
industriales

Prevencidn de incendios

Insecticidas herbicidas y
fungicidas

Antimicrobianos

Manomateriales de Ingenieria

carbamzepina, ibuprofena,
dizapam

Musks policiclicas,
nitromusks, 3-
Benzofenona, acido
octildimetil- p-
aminobenzoico.

Estradiol, estrona, estrial,
dietistilbestrol

Anfetamina, cocaina,
tetrahidrocanabinol

Alquilfenoles y derivados

Ftalatos, bisfenol &, acido
perfluaroactanica,
perfluorooctanosulfonato,
agentes quelantes,
sulfonatos aromaticos

Esteres difenilo
polibromados, ésteres
organofosforados

Piretroides, N,M-
dietiltoluamida.

Triclosan, Clorofeno

Fullerenos y nanotubos,
nanoparticulas de plata,
aroy dxidos metalicos)

hospitalarios, corrientes de
agua de ganaderiay
acuicultura.

Aguas residuales domésticas
(de  bafio, afeitado, rociada,
natacian, etc)

Aguas residuales domésticas
(procedentes de la excrecian),
escorrentias de alimentacidn
animal y acuicultura

Aguas residuales domeésticas
(procedentes de la excrecian),

Aguas residuales domeésticas
Aguas residuales industriales
(de descargas de limpieza
industriall

Aguas residuales domeésticas
(por lixiviacian del material)

Aguas residuales

Aguas residuales domeésticas
(de limpieza inadecuada,
escorrentia de jardines,
céspedes v carreteras v etc),
riego agricola

Aguas residuales domeésticas
(de bafios, lavanderias, etc)

Aguas residuales

Fuente: Adaptada de Optimizacion de metodologias analiticas para la determinaciéon de
contaminantes emergentes en aguas de abastecimiento y residuales (Berrecil, 2012) y A review on
the occurrence of micropollutants in the aquatic environment and heir fate and removal during

wastewater (Luo et al, 2014).

A continuacion se realiza una breve revision de algunos de los llamados

contaminantes emergentes:
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2.3.1 PRODUCTOS DE CUIDADO PERSONAL

Son un grupo de compuestos utilizados para la fabricacion de productos de
cuidado personal, como ejemplos tenemos: dentifricos, jabones, productos
cosmeéticos, fragancias, protectores solares, repelentes de insectos, agentes
antifngicos, antibacteriales, suplementos alimenticios y edulcorantes (Pal et al,
2014), los cuales son liberados al ambiente a través de limpieza, la ducha y el bafio
(Richardson et al, 2005), pudiendo encontrase presentes en agua para Consumo
humano, como es el caso de los microplasticos utilizados por la industria cosmética
en productos como exfoliantes, los cuales han sido encontrados en muestras de
agua potable de distintos paises europeos, en Estados Unidos, Uganda, India,

Indonesia, Libano y Ecuador (El Comercio, 2017).

Los productos de cuidado personal son compuestos persistentes, el principal
problema es la biocumulacién a altos niveles y los posibles efectos estrogénicos y
enddcrinos en el medio acuético (Brausch y Rand, 2011).

Tabla 2. Productos de cuidado Personal

Concentraciones

Tipo de sustancia Uso Ocurrencia detectadas Referencia
Jabones,
Antibacteriales: Triclosan, desodorantes, Efluentes FTAR, Ldpez y Hites, 19580,

cremas para la 74 ngl™" a 10pgL”

Triclocarban Aguas superficiales Kolpin et al, 2002

pies, pasta

dentifrica.
F.ragaalnmas: Allmlzcles. Desndnrantes. Efiuentes PTAR. ) Yamagishi et al,
sintéticos, almizcles nitro, jabones, . 10 a 410 ngl 1381. Herber et al,

. S Aguas superficiales

almizques policiclicos detergentes 1999

Reoelentes de Sui et al, 2010.
M, M-dietil-m- toluamida rep PTAR 5ngl”a0,2pgl” Sandstrom et al,

insectos

2005.

Conservantes:parabenos Cnsémettlc:nds_ Efluentes FTAR, 15 2 400 nal-" Brausch y Rand,
(alguil-p-hidroxivenzoatos) productos de Aguas superficiales d ng 2011

tocador, alimentos

PTAR: Planta de Tratamiento de Aguas Residuales

Fuente: Autor

2.3.2 HORMONAS ESTEROIDES
La presencia de compuestos con propiedades estrogénicas, en el agua y suelo ha

generado preocupacion a nivel mundial, debido a que estos compuestos pueden

Maria Verénica Saetama Guallpa — MAESTRIA EN TOXICOLOGIA INDUSTRIAL Y AMBIENTAL 26



UNIVERSIDAD DE CUENCA a
!:«4-
1

interferir en la reproduccion de los seres vivos. Dentro de este grupo de compuestos
se encuentran las hormonas naturales como la estrona, el 173-estradiol y el estriol y
las hormonas sintéticas como el anticonceptivo 17a-etinilestradiol (Belfroid et al,
1999). En el suelo se ha detectado la presencia de progesterona, androstendiona y
estrona en concentraciones de 109,7; 9,83 y 13,30 ug kg ! (Zhang et al, 2015),
también se ha encontrado esteroides en rios, por ejemplo androgenos,
glucocorticoides, progestagenos y estrogenos estaban presentes en
concentraciones de hasta 480 ngL™?, 52 ng L™, 50 ngL" 9.8 ng L?, respectivamente
(Chang, Wan y Hu, 2009).

Dentro de los efectos toxicos que producen las hormonas esteroides se ha
reportado la feminizacion de los peces, los cambios en la reproduccién y el
comportamiento de algunas especies, la disminucion de la cantidad de
espermatozoides, el incremento del cdncer de mama y anomalias en el sistema

reproductivo humano (Pereira et al, 2011).

2.3.3 DROGAS

Las drogas ilicitas como heroina, cocaina, anfetaminas, metanfetaminas,
marihuana entre otras son consumidas en todo el mundo, se ha detectado la
presencia de drogas y sus metabolitos en agua de rio y aguas residuales (Fria et al,
2007), esto debido a que estas sustancias se descargan continuamente en aguas
residuales por excrecién humana o por eliminacion directa de los residuos de los
laboratorios que las producen (Gonzéalez-Marifio et al, 2012). En paises como ltalia,
Suiza, Espafia, Bélgica, Francia y Estados Unidos se ha detectado la presencia de
cocaina en concentraciones entre 1 a 4700 ng L™ en plantas de tratamiento de
aguas residuales y de 0,5 a 44 ng L™ en aguas superficiales, Metanfetaminas en el
orden 1 a 15000 ng L™ en plantas de tratamiento de aguas residuales y de 0,4 a 16
ng L en aguas superficiales y Anfetaminas en concentraciones de 1 a 4300 ng L™
para plantas de tratamiento de aguas residuales y de 1 a 309 ng L™ para aguas

superficiales (Pal et al, 2013).

Existen pocos estudios sobre los efectos téxicos de las drogas ilicitas sobre los

organismos vivos, se ha determinado que las anfetaminas producen un efecto téxico
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en los hepatocitos de la trucha arcoiris y la daphnia magna, en cambio la cocaina

genera un dafio en el ADN de pez cebra (Pal et al, 2013).

2.3.4 RETARDANTES DE LLAMA

Los retardadores de llama son sustancias quimicas que se adicionan a otras
potencialmente inflamables para incrementar sus propiedades de resistencia al
fuego, la funcién de un retardante de llama es inhibir o suprimir el proceso de
combustion (Diaz, 2008), con la finalidad de reducir lesiones y dafios provocados por
incendios (Birnbaum y Staskal, 2004), algunos retardantes de llama son: el
tetrabromo bisfenol A, el hexabromociclododecano y los polibromodifeniléteres los
cuales pueden ser utilizados en pinturas, muebles, plasticos, aparato eléctricos entre

otros.

Se han encontrado algunas clases de retardantes de llama en aire a
concentraciones de 0,02 pg m™ a 1240 pg m>, agua de 0,02 ng LY a 18 ng Ly
suelo 0,02 ng g™ a 60,4 ng g (Ezechias, Covino y Cajthaml, 2014), aunque ain no
se han demostrado con certeza sus posibles efectos téxicos a la salud y ambiente
(Birnbaum, y Staskal, 2004), sin embargo se han realizado algunos estudios sobre
los efectos a largo plazo como la biocumulacién, alteracion endocrina, lesiones
gastrointestinales y modificacién del comportamiento (Ezechia$, Covino y Cajthaml,
2014).

2.3.5 PLAGUICIDAS /PESTICIDAS

Los pesticidas son una mezcla de sustancias que se utilizan para mitigar o
eliminar las plagas de los cultivos. Debido a su regulacion, se tiene conocimiento de
su presencia y destino en el agua, sin embargo no se ha tomado en consideracion
sus productos de degradacion que pueden llegar a ser mas toxicos que los
compuestos que los generan. Dentro de los plaguicidas se encuentra los herbicidas,
insecticidas y fungicidas y se aplican en el ambiente exterior (Barcelé y Lépez,
2007), algunos ejemplos de plaguicidas son: 3,4-dicloroanilin, Carbaryl y Diuron, los

cuales han sido encontrados en aguas superficiales en concentraciones que oscilan
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entre 1 a 96 ng L™ (Birch et al, 2015). Se ha reportado que los plaguicidas pueden
ocasionar el adelgazamiento de la cascara de huevo, en el ser humano pueden
causar dafios en la funcion reproductiva, cambios en el comportamiento, afectar la

tiroides y prostata (Garcia-Gémez et al, 2011).

2.3.6 NANOMATERIALES

El desarrollo de la ciencia y la tecnologia ha dado paso a la aparicién de las
Nanoparticulas, las cuales son utilizadas en medicina, computadoras, industria del
automovil, electronica, industria textil. Entre las nanoparticulas se encuentran los
nanotubos de carbono y los 6xidos metélicos como las nanoparticulas de éxido de
titanio, de oro y plata. Estos productos se han fabricado para obtener propiedades
fisicas o quimicas Unicas, debido a su tamafio pequefo, forma, area superficial y
conductividad, tienen un tamafio comprendido entre 1 y 100 nm. (Federici et al,
2007).

Diversos estudios demuestran los graves efectos tdxicos de estas sustancias
sobre los organismos a diferentes niveles troficos, se ha determinado que las
nanoparticulas se acumulan en los érganos como branquias, intestino e higado de
los peces, también se depositan en los érganos de las lombrices, producen
alteraciones fisiolégicas digestivas y estrés oxidativo en algas, crustaceos y peces, y
en plantas se produce una biomagnificacibn y también una afeccién en el

crecimiento y reproduccion (Ramsden et al, 2009), (Fouqueray et al, 2012).

2.3.7 PRODUCTOS FARMACEUTICOS

La presencia de farmacos en el medio ambiente representa una gran
preocupacion debido a su toxicidad en los elementos vivos del ecosistema. Su uso a
nivel hospitalario, veterinario y doméstico incrementa sus descargas y las de sus

productos de transformacion al ambiente (Jimenez, 2011).

En paises como Espafia, Italia, Alemania, Canad4, Brasil, Grecia y Francia se ha

existen descargas al agua de aproximadamente 500 toneladas de analgésicos por
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afio, obteniendo concentraciones comprendidas entre de 0,22ug L™ y 3,02ug L™
(Heberer, 2002).

Los farmacos pueden causar dafos en el sistema enddcrino, causando efectos
en las funciones hormonales, afectando la salud de los seres humanos y de
especies animales, a pesar de encontrarse en bajas concentraciones. Segun
(Hoeger, 2005) se ha reportado que el diclofenaco afecta a los tejidos de las
branquias y de rifiones en peces de agua dulce. Antibidticos como penicilina,
sulfonamidas y tetraciclinas causan resistencia en patdégenos bacterianos. A pesar
de que estos contaminantes se encuentran en bajas concentraciones, sus efectos

son muy significativos (Garcia y Gortaréz, 2011).

2.4 FARMACOS COMO CONTAMINANTES EMERGENTES

Los farmacos son considerados contaminantes emergentes debido a que son
sustancias no reconocidas como contaminantes en ninguna legislacién ambiental a
nivel mundial, pero generan gran preocupacion por los posibles efectos negativos
que podrian tener en los distintos compartimentos ambientales (Barceld, 2008).

En el aflo 1960 se detectd por primera vez la presencia de contaminantes
farmacéuticos en aguas residuales de Europa y Estados unidos, a partir de esto se
han realizado varios estudios a nivel mundial en los cuales se reconoce su

existencia y algunos de sus efectos perjudiciales en el medio ambiente (Kaur, 2016).

La mayoria de las sustancias farmacéuticas son biol6gicamente activas y afines
al agua, con el objetivo de que puedan ser transportadas facilmente por la sangre
hacia los tejidos del organismo, evitando su degradacion antes de producir el efecto

deseado.

Una gran parte de farmacos se excreta por la orina en forma de una mezcla de
metabolitos, como sustancia inalterada o conjugada con un compuesto (Halling-
Sorensen et al, 1998), y a través de los efluentes, llegan hacia los sistemas
acuaticos en pequefias cantidades pero de manera continua (Ankley, 2007). Los

farmacos pueden llegar asi a las estaciones depuradoras de aguas residuales, en
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las que no pueden ser eliminados completamente, para posteriormente salir como
efluentes hacia los rios, es por esta razén que se realizan estudios de su presencia
en aguas para consumo humano (Mostesdeoca, 2015), también pueden llegar hacia

aguas subterraneas o ser retenidos en el suelo (Hernando, 2006).

Los farmacos son obtenidos mediante prescripcidbn por médicos del sector
publico o privado, en el caso del sector publico estos se suministran de manera
gratuita, también pueden ser adquiridos por automedicacion en farmacias con o sin

receta médica dependiendo del producto (Masache, 2016).

Se estima que alrededor de 3000 sustancias se utilizan como ingredientes para
producir productos farmacéuticos, entre los que tenemos analgésicos, antibibticos,
antidiabéticos, betabloqueantes, anticonceptivos, reguladores de lipidos,
antidepresivos y farmacos para la impotencia. Debido a que son productos utilizados
a gran escala, su presencia en el medio acuatico ha ido aumentando, y se les ha
podido detectar en aguas superficiales, aguas subterraneas, aguas residuales y
agua potable (Li, 2014). Las fuentes potenciales de productos farmacéuticos y los

cuerpos receptores de estos productos y sus metabolitos se muestran en la figura 2.
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Figura 2. Fuentes potenciales de productos farmacéuticos y cuerpos receptores

Fuente: Recuperada de Li.
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En varios estudios se ha evidenciado la presencia de productos farmacéuticos
en el suelo, aguas superficiales, aguas subterraneas y en plantas de tratamiento de
aguas residuales. En la tabla 3 se puede observar la ocurrencia y concentracion de
productos farmacéuticos encontrados en efluentes, aguas dulces y subterraneas de
América, Europa y Asia (Li, 2014).

Tabla 3. Ocurrencia y concentracion de productos farmacéuticos encontrados en

efluentes, aguas dulces y subterraneas de América, Europa y Asia

America Europa Asia
E t Efluente Agua dulce - Agua Efluente  Agua dulce, Agua Efluente, Ague3 dulce Agua
uentes PTAR rios, canales subterranea PTAR rios, canales subterranea ETAR 5TP carll'lﬁ:,lges subterranea
. .. N’ue.vo Nueva California, Espaiia, " Taiwan, Taiwan,
Ubicacion Meéxico, Jersey, C . N Espaiia paneuropeo .
M anada Italia Corea Vietnam
Balcanes Canada
Compuestos Rango de concentracion (ng L-1)
Antibidticos
Trimetoprim 2550 145 18 39 599 2000 1808
Ciprofloxacina 7 0.28 499 nd ® 2050 40
Sulfametoxazol 310 170 458 185 33 38 397 4330 3
Analgésicos
MNaproxen 1550 555 80,5
Ibuprofeno 11800 203 3,97 8000 468 395 1600 30
Acetaminofén 1890 40
Cetoprofeno 16 940 293 2886 128 620
Diclofenaco 4200 740 794 24 1760 62
Acido salicilico 3170 184
Antiepiléptico
Carbamazepina 1550 735 420 150 366 3600 21000 120
Estimulantes
Cafeina 290 300 568 4500 3180

nd®: Concentracion no detectada.
Fuente: Adaptada de Ocurrencia, fuentes y destino de los productos farmacéuticos en el medio

acuatico y en el suelo (Li, 2014).

En un estudio realizado a lo largo de los rios San Pedro, Machangara,
Guayllabamba y Esmeraldas en Ecuador, se ha encontrado la presencia de
contaminantes emergentes farmacéuticos, los mas persistentes fueron
carbamazepina y acesulfame, que resultaron ser estables a lo largo de los rios
Pedro, Guayllabamba y Esmeraldas, mientras que la concentracién de la mayoria de
otros contaminantes emergentes organicos, tales como la cafeina, sulfametoxazol,
venlafaxina, O-desmetilvenlafaxina, y esteroides estrogenos, se degradd en gran

medida a lo largo del flujo de 300 km (Voloshenko-Rossin et al, 2015).
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2.5 PRODUCTOS FARMACEUTICOS MAS COMERCIALIZADOS

Los analgésicos y antinflamatorios son los productos farmacéuticos de mayor
consumo a nivel mundial, por lo general su consumo se realiza por automedicacion
(Richardson, 2009), aunque también son considerados los mas prescritos en la
medicina (Hernando, 2006).

Segun la Confederacion Farmacéutica Argentina ocho de los diez medicamentos
mas dispensados en Argentina son analgésicos y analgésicos-antiinflamatorios,
siendo paracetamol, acido acetilsalicilico, ibuprofeno y diclofenaco los mas vendidos
(COFA, 2014). El Instituto de Salud Publica de Chile (ISP), en un estudio determiné
que el Paracetamol (analgésico-antipirético), asi como los antiinflamatorios no
esteroidales, entre ellos el Ibuprofeno, Diclofenaco, Ketorolaco y Acido Mefenamico
son los principios activos mas comercializados en Chile. En un estudio realizado por
Mestanza y Pamo (1992) sobre el consumo de medicamentos y automedicacion en
Lima, se determiné que los antiinflamatorios (AINE’s) se encontraban dentro de los

grupos de medicamento mas consumidos.

De acuerdo a datos del Banco Central del Ecuador, en el pais existen 23
medicamentos, considerados como los mas comercializados, los cuales se pueden

observar en la Tabla 4.

Tabla 4. Lista de las medicinas méas comercializadas en Ecuador

Medicamentos

Diclofenaco Azitromicina

Acido Abscérbico Paracetamol
Cianovobalamina+ Piridoxina+Tiamina Etoricoxib

MNaproxeno Cefuroxima axetilo
Amoxicilina + acido Clavulanico Ezetimiba + Simvastatina
lbuprofeno Hidroclorotiazida + Losartan
Ciprofoxacino Amlodipino

Amaxicilina Sulfametoxazol + trimetoprima
Nimesulida Vacunas, virus del papiloma Humano (VPH)
Meloxicam Losatan

Atorvastina Hierro Ferroso

Fuente: Los 23 farmacos mas vendidos estan en la mira de restricciones (El Universo, 2010)

A partir de esta tabla se puede determinar que los analgésicos, los antinflamatorios y

los antibioticos son los mas comercializados en el Ecuador. El resumen puede
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observarse en la tabla 5. En un analisis realizado por Masache (2016) en el Distrito
metropolitano de Quito, se evidencié que los Antiinflamatorios son los medicamentos
mas adquiridos sin receta médica y también son unos de los mas recetados por los

médicos.

Tabla 5. Tipos de medicamentos més comercializados en Ecuador

Clases de Farmacos Medicamentos
Diclofenaco, Ibuprofeno, Naxopreno, Nimesulida,
Analgésicos y Antinflamatorios Meloxican, Paracetamol, Etoricoxib.

ol Ciprofloxacino, Amoxicilina, Azitromicina, Sulfametaxol
Antibidticos

Antihipertensivos Losartan, Amlodipino

Fuente: Autor.

2.6 ANALGESICOS ANTIINFLAMATORIOS

Los analgésicos son farmacos utilizados para contrarrestar el dolor el alivio del
dolor, entre los que se encuentran los analgésicos narcoticos, analgésicos no
narcoticos y farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) (Bueno et al, 2012).
La aspirina fue el primer antiinflamatorio descubierto 1899, desde esa fecha se han
obtenido mas sustancias con efecto analgésico antiinflamatorio, entre los
analgésicos no narcéticos se encuentran el acetaminofén y aspirina. Los analgésicos
narcoticos son: codeina, metadona, morfina y oxicodona. Entre los antiinflamatorios
no esteroideos (AINEs) se encuentran el diclofenaco, naproxeno, ibuprofeno,
fenoprofeno, cetoprofeno, acido mefendmico e indometacina (Hart y Huskisson,
1984). La estructura quimica de los antiinflmatorios comprende restos acidos que

estan acoplados a grupos funcionales planares y aromaticos (Figura 3).

Figura 3. Estructura general de los Antiinflamatorios

Fuente: Recuperada de Kaur et al.
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El consumo de analgésicos antiinflamatorios es muy alto, se estima que
aproximadamente 30 millones de personas los consumen todos los dias. En
Alemania se utilizan, alrededor de 180 toneladas de ibuprofeno, 75 toneladas de
diclofenaco y 500 toneladas de aspirina. En Inglaterra se consumen mas de 78

toneladas de aspirina, 345 toneladas de ibuprofeno y 86 toneladas de diclofenaco.

En Francia se utilizan 400 toneladas de ibuprofeno, 37 toneladas de naproxeno, 10

toneladas de diclofenaco y 22 toneladas de ketoprofeno (Kaur et al, 2016).

Gomez (2006), ha reportado la presencia de metabolitos del Naxopreno,
Ibuprofeno y Acetaminofén, en aguas residuales hospitalarias, también se han
encontrado concentraciones de analgésicos en aguas superficiales (Farré, 2001). El
diclofenaco sodico es un farmaco que se encuentran comunmente en los ambientes

acuaticos (Zhang et al, 2008).

2.6.1 EFECTOS TOXICOLOGICOS DE ANALGESICOS ANTIINFLAMATORIOS

Los Farmacos producen alteraciones del sistema enddcrino, causando efectos
en las funciones hormonales, afectando la salud de los seres humanos y de
especies animales, a pesar de encontrarse en bajas concentraciones (Santos et al,
2010).

Segun (Hoeger, 2005) se ha reportado que el diclofenaco afecta a los tejidos de
las branquias y de rifiones en peces de agua dulce. En ensayos de toxicidad cronica
realizados en la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) se presentaron cambios
citologicos en los rifiones y el higado, branquias después de 28 dias de exposicién a
1 mg L de esta sustancia, a concentraciones méas altas se observaron lesiones
renales, asi como la bioacumulacion de drogas en los rifiones, higado, branquias y
el musculo (Triebskorn et al, 2004). Otro efecto del diclofenaco en los cuerpos de
agua es la inhibicién de la reproduccion de algas y el crecimiento del fitoplancton
marino (Schmitt-Jansen, 2007).
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El naproxeno y sus subproductos producen inhibicién en el crecimiento de

=
organismos como la pulga de agua, el camaron duende Thamnocephalus platyurus y
en las algas (Isidori, 2005).

El paracetamol es considerado peligroso para organismos como algas, pulgas

de agua, embriones de peces, bacterias luminiscentes y ciliados (Petrie, 2015).

2.7 IBUPROFENO

El ibuprofeno, compuesto acido 2- [3- (2-metilpropil) fenil] propandico (figura 4),
es un farmaco antiinflamatorio no esteroideo (AINE) del grupo del &cido propionico,
su mecanismo de accion se basa en la inhibicién de las enzimas ciclooxigenasas
COX-1y COX-2, impidiendo la formacion de prostaglandinas en el organismo, dando
como resultado la disminucion del dolor, la fiebre e inflamacion (Rainsford, 2013).

CHs
CHs

HsC

Figura 4. Estructura molecular del Ibuprofeno. (a) Estructura general. (b)Disposicion de los atomos en

el espacio.

Fuente: Adaptada de Mestre et al.

Las propiedades de este farmaco son las siguientes:
- Formula: C13H1802

- Masa molar: 206,29 g/mol

- Punto de fusion : 168,8°F (76 °C)

- Numero CAS: 15687-27-1

- pka: 4,9
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Este medicamento se utiliza para tratar fiebre, migrafia, dolor muscular, dolor de
muelas, dolor de cabeza, molestias por la menstruacion y artritis (Georgaki et al,
2014). Las propiedades antiinflamatorias del ibuprofeno fueron descubiertas por el
Doctor Stewart Adams, para la division de investigacion de la compafiia Boots a
mediados del siglo XX y hoy en dia es uno de los medicamentos mas usados en
todo el mundo, su consumo viene dado por prescripcion meédica o auto medicacion
(Rainsford, 2013). El ibuprofeno es uno de los medicamentos esenciales de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2010) y también se encuentra dentro del
cuadro de medicamentos basicos del Ministerio de Salud del Ecuador (MSP, 2013).

El ibuprofeno se absorbe en el tracto gastrointestinal y se metaboliza en el
higado, dando lugar a dos metabolitos el acido (+)-2-[4'-(2-hidroxi-2-metilpropil)fenil]
propionico (metabolito A) y el acido(+)-2-[4' -2-carboxipropil) fenil] propidnico
(metabolito B) més el ibuprofeno en su forma original, éstos son eliminados por via

renal a través de la orina (Méndez et al,2008).

Debido a que el Ibuprofeno se produce y consume en grandes cantidades se ha
identificado como uno de los principales productos farmacéuticos presentes en los
ecosistemas acuaticos. En muchos paises se ha detectado presencia de ibuprofeno
y sus metabolitos en aguas dulces, de mar y efluentes de plantas depuradoras
(Buser et al, 1999; Wiegel et al, 2004; Cruz et al, 2014), las concentraciones
detectadas estan entre los ng L™ y los pyg L™. Se han reportado concentraciones de
ibuprofeno comprendidas entre 10 ng L™y 169 pg L™ (Santos et al, 2007).

En aguas superficiales ha alcanzado niveles de hasta 5 pg L™ (Ashton et al,
2004). Las concentraciones que se han medido en paises europeos oscilan entre
0,042y 1,26 ug L™ (Santos et al, 2010).

Se han reportado concentraciones relativamente mas altas de lbuprofeno en
plantas de tratamiento de aguas residuales, encontrando en los afluentes hasta 84
ug L™ y para efluentes hasta 22 pug L™ de plantas de tratamiento de aguas
residuales (Gomez et al, 2006). Un resumen de las concentraciones de ibuprofeno

reportadas en algunos paises se muestra en la siguiente tabla (Tabla 6).
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Tabla 6. Concentraciones de Ibuprofeno en cuerpos de agua reportadas en algunos

paises

Concentracion

Pais Muestra informada (ng L A )
Espafia PTAR afluente 37-168.000
Efluente hospitalario 100-340
Suiza FTAR afluente 1004500
Canada PTAR efluente 110-6718.3
Suecia PTAR afluente 150 - 35590
Agua del rio Haje 10-220
Brasil Agua del rio Paraiba do Sul <10
Agua potable =10
ltalia Agua del rio Po MD-9.76
Agua del rioc Lambro 78.50
Estados Unidos ~ Agua subterranea 3110
FTAR efluente 18
Taiwan Efluente hospitalario 113
Eﬂuente.fde la plant’a I;Ie 45 875
produccion farmacéutica
Reino Unido PTAR afluente 1700-33,764
Superficie del agua =20
Tyne rio agua 144-2370
Bélgica PTAR efluente 18-1860
Alemania Agua de rio 60152
Agua del rio Elber 8.7-32
Agua del lago Alster 49
Japdn PTAR afluente 1.41-1130
Taiwan PTAR afluente 313-17.933
Luxemburgo PTARE. afluente 3-3080
Agua del rio Alzette 10-295
Agua del rio Mess 9-2383
Corea del Sur PTAR efluente 10137
Superficie del agua 11-38
Agua potable <1.0
Agua del rio Mankyung =5-414

PTAR: Planta de Tratamiento de Aguas Residuales

Fuente: Adaptada de Ecotoxicological aspects related to the presence of pharmaceuticals in the

aquatic environment (Santos et al, 2010).
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Aproximadamente del 75 al 90% del ibuprofeno se elimina en las plantas de
tratamiento de aguas residuales, sin embargo es un compuesto biolégicamente
activo e incluso en pequefias trazas tienen un impacto negativo en el medio
ambiente (Madhavanet al, 2010).

2.7.1 EFECTOS TOXICOS DEL IBUPROFENO

Existe poca informacion ecotoxicoldgica sobre el Ibuprofeno, varios estudios han
determinado los efectos toxicos del ibuprofeno y sus metabolitos en distintos
compartimentos ambientales, se ha encontrado que el ibuprofeno afecta a los
organismos acuaticos inhibiendo su crecimiento como es el caso de las algas
(Geiger et al, 2016; Mondal et al, 2016) y la lenteja de agua Lemna minor (Pomati et
al, 2004); también existen estudios que evidencian los efectos adversos de este
farmaco sobre la reproduccién de los peces a concentraciones iguales o menores a
0,1 ug L™ (Ji et al, 2013); ademas se ha encontrado la acumulacién ibuprofeno en
organismos marinos, especificamente en los tejidos de moluscos, produciendo el
deterioro de los parametros inmunolégicos, dafio en el metabolismo y en el ADN de
esta especie (Mezzelani et al, 2016); también se ha determinado que existe la
presencia de ibuprofeno en la bilis de los peces Abramis brama y Rutilus rutilus en
concentraciones de 16 a 34 ng mL™ y 15 a 26 ng mL™ respectivamente (Brozinski et
al, 2012).

Las aguas residuales tratadas son comunmente utilizadas en actividades de
riego, pudiendo convertirse en una fuente de contaminacién con medicamentos para
las plantas y el suelo (Rede et al, 2016), en estudios realizados por Schmidt (2015) y
Gonzalez (2014) se observaron efectos toxicos sobre semillas de Lactuca sativa los
cuales se manifestaron en el desarrollo de la raiz; también se determiné un efecto de
inhibicién del crecimiento de la raiz en ensayos realizados con la semilla de

Sorghum bicolor, una especie monocotiledonea.

Para el caso del ibuprofeno se han utilizado las siguientes especies para evaluar
su toxicidad, Lemna gibba (planta acuatica vascular); Vibrio fischeri (bacteria);

Lepomis macrochirus (pez), Daphnia magna, Skeletonema costatum (alga)
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(Carlsson et al, 2006). Un resumen de los datos experimentales de ecotoxicidad del

ibuprofeno se muestra en la tabla 7.

Tabla 7. Resumen de los datos experimentales de ecotoxicidad del ibuprofeno.

. L Dato
Taxonomia Especie Evaluacion Toxicologica Ecotoxicoldgico Referencia
CE z; (48 h) (inmovilizacidn) 108 mg L™ Cleuvers, 2008
CE s, (48 h) {inmovilizacian) 1012 mg L™ Heckamann et al, 2007
CE s, (48 h) {inmovilizacian) 10-100 mg L™
.o _1
Crusticeo Daphnia magna CE 5 (14 d) (repraduccidn) 134 mg L
MOEC (14 d) (supenvivencia) 20 mg L™
LOEC (14 d) (supervivencia) 80 mg L™
LOEC (14 d) (crecimiento de la 4
poblacion) 20 mg L
. CE s (inhibicion del crecimiento) 215 mg L™ Cleuvers, 2008
Algas D. subspicatus .
CE 5 (inhibicion del crecimiento) 3422 mg L™
CE s (7 d) (inhibicidn del A
S 22 mg L
Lenteja de agua Lemna minor creclmlentn.} N Cleuvers, 2008
CE 5 (¥ d) (inhibicion del 401 mg L
crecimiento) ' g FPomati, 2004
Crustaceo Gammarus pulex LOEC (comportamiento) 10 ngL” De Lange, et al 2006
Crustaceo T. platyurus CL 55 (24 h) (mortalidad) 1959 mg L™ Kim et al, 2008
Pescada Q. latipes CL 5 (96 h) (mortalidad) =100 mg L™ Pounds et al, 2008
CL 5 (72 h) (supenvivencia) 171 mg L™ Pounds et al, 2008
MOEC (21 d) (supenvivencia) 536 mg L™
Molusco P. carinatus MNOEC (21 d) (crecimiento) 102 mg L™
LOEC (21 d) (crecimiento) 243 mg L™
MOEC (21 d) (reproduccion) 243 mg L™
CL s, (96 h) (morfalogia) 2236 mg L™ Quinn et al, 2008
EC 5 (96 h rfologi -
Cnidario Hydra attenuata o ) (mo nngm{} 165 mg L
LOEC (96 h) (marfologia) 1mgL”
MOEC (96 h)(morfologia) 0,1 mg L™

Plantalsemilla

Plantalsemilla

R. sativus

L. sativa

Sin datos (germinacidn)

Sin datos (germinacidn)

Schmidty Redshaw,
2015

Schmidt y Redshaw,
2015

Fuente: Adaptada de Ecotoxicological aspects related to the presence of pharmaceuticals in the

aguatic environment (Santos et al, 2010).
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2.8. EVALUACION DEL EFECTO ECOTOXICOLOGICO

Los efectos toxicos que producen diversos contaminantes pueden ser evaluados
mediante la aplicacion de bioensayos en organismos de prueba bajo condiciones
experimentales especificas y controladas, diferentes especies como vertebrados
(peces), invertebrados (Daphnia magna), semillas (lechuga, cebolla) y plantas
(algas, lenteja de agua) son utilizados para este fin. Los efectos adversos pueden
manifestarse como de inhibicion del crecimiento, muerte, proliferacion,

multiplicacion, cambios morfolégicos, fisioldgicos o histologicos (Castillo et al, 2004).

Para el caso de estudio se utilizaran los bioensayos con Artemia salina spp. y

con semillas, los cuales se describen a continuacion.

2.8.1 BIOENSAYOS CON ARTEMIA SALINA

Artemia salina son camarones minusculos de cuerpo blando, de color carmelita y
transparentes a la luz, es un zooplancton invertebrado de perteneciente a
ecosistemas marinos y lagos salados, es un organismo importante dentro de la
cadena alimentaria marina (Nunes et al, 2006), el uso de este organismo en el area
de la ecotoxicologia inici6 en el afio 1975 en la Universidad Ghent en Bélgica como
una manera de evaluar la utilidad y fiabilidad de los diferentes métodos de ensayo
de toxicidad con camarones de salmuera, posteriormente el ensayo fue sometido a
criticas en un Simposio Internacional sobre el Camarén de Salmuera considerando

el procedimiento logico y bien desarrollado (Persoone y Wells,1987).

Estos organismos se han utilizado por mas de 40 afios en estudios toxicol6gicos
debido a su disponibilidad ya que es utilizada como alimento de peces y crustaceos
en acuicultura (Pino y Jorge, 2010), también ofrece resultados relativamente rapidos
de toxicidad con ensayos cuya duracion oscila entre las 24 y 96 horas, son de facil
manipulacion y mantenimiento; y se adaptan facilmente a las condiciones de prueba
(Nunes et al, 2006).Este organismo puede ser utilizado para ensayos de toxicidad a

corto plazo (24 horas) y largo plazo (14 dias) (Libralato et al, 2016). Este estudio
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utiliza un ensayo de toxicidad a corto plazo para determinar el efecto adverso del

ibuprofeno sobre este organismo.

Los nauplios de Artemia spp. han sido utilizados para probar la toxicidad de
varios metales y producto quimicos como el arsénico, el cadmio, cromo, cobalto, el
cobre, niquel, estafio zinc, farmacos antibidticos, nanomateriales de ingenieria,
poliestireno de tamafio nanomeétrico, asbestos, herbicidas de triazina, insecticidas,
pesticidas, productos farmaceéuticos entre otros; presentes en aguas residuales y
aguas marinas (Libralato et al, 2016), sin embargo no existe informacion sobre los

efectos de toxicidad de Ibuprofeno sobre este organismo.

La prueba de toxicidad a corto plazo con Artemia salina es un bioensayo basado
en la determinacion de la concentracién del contaminante que mata el 50% de los
nauplios de Artemia en 24 horas, esta concentracion se conoce como CLse-24 h. Se
lleva a cabo en condiciones estéaticas durante 24 h a 25 + 1 °C, exponiendo a una
poblacibn homogénea de nauplios en estado IlI-lll incubados, a diferentes

concentraciones del contaminante (Vanhaecke y Persoone, 1981).

2.8.2 BIOENSAYO CON SEMILLAS

La toxicidad de compuestos quimicos sobre las plantas puede ser determinada
mediante ensayos con semillas o plantas. Cuando se utilizan semillas se sugiere que
deben ser de facil acceso, rapida germinacion y crecimiento, una de las especies
mas utilizada para ensayos de toxicidad es la Lactuca sativa una planta
dicotiledonea (Schmidty Redshaw, 2015; Sobrero y Ronco 2004).

El bioensayo de toxicidad con semillas de Lactuca sativa (lechuga) es una
prueba de toxicidad aguda que consiste en exponer a las semillas durante 120 horas
a diferentes concentraciones de las sustancia a evaluar, con la finalidad de valorar
los efectos fitotoxicos en la germinacion de las semillas y en el desarrollo de
plantulas en los primeros dias de crecimiento. (Sobrero y Ronco, 2004). En varios
estudios han utilizado otros tipos de semillas como rabano, brécoli y cebolla para

determinar los efectos toxicos de ciertos compuestos (Alvear y Abad, 2015) y
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(Quiroz, y Lépez, 2017), también se han utilizado para analizar la sensibilidad entre

las especies monocotiledénea y dicotiledénea.

Los efectos fitotoxicos sobre las semillas se determinan mediante la inhibicién en
la germinacién y en la elongacion de la radicula e hipocétilo, los cuales constituyen
indicadores subletales (Sobrero y Ronco, 2004). Segun Bagur-Gonzalez et al, (2011)
si existe una reduccion del 50% en las variables evaluadas en relacién con el control
negativo, se considera que la sustancia estudiada es altamente téxica, bajo este

criterio se ha establecido la siguiente escala:

- 0a-0.25 baja toxicidad

- -0.25 a -0.5 moderada toxicidad
- -0.5a-0.75 muy toxico

- -0.75 a -1 altamente toxico

- >0 indican la estimulacién del crecimiento de la semilla (hormesis)

En un estudio realizado por (Pino et al 2016), se utilizaron semillas de Lactuca
sativa para evaluar el efecto téxico en la elongacién de la radicula e hipocoétilo de 15
productos farmacéutico entre ellos el ibuprofeno, se determind que semillas
expuestas a 250 mg L™ presentaron radiculas méas delgadas y mas largas que las de
los controles negativos, ademas el ibuprofeno resulté ser uno de los méas toxicos

para el alargamiento del hipocatilo.

2.9. TECNOLOGIAS DE TRATAMIENTO PARA CONTAMINANTES
EMERGENTES

En la actualidad se emplean tecnologias biolégicas, quimicas e hibridas para
eliminar los contaminantes emergentes en efluentes de plantas de tratamiento de
aguas residuales (Ahmed et al, 2017), como son:. procesos de floculacion,
coagulacion, oxidacion biolégica, sedimentacion, oxidacion avanzada, oxidacion con
oxidantes quimicos (ozono o peroxido de hidrogeno, etc.), la oxidacion fotocatalitica,
procesos de membrana, la oxidacién electroquimica, adsorcidn, biorreactores de

membrana, lodos activados, microalgas, humedales y métodos combinados (Ali et
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al, 2012). Sin embargo el proceso de adsorcién es considerado uno de los mejores
debido a su bajo costo, facilidad de obtencién y operacion, alta eficiencia y
efectividad (Reddy et al, 2012).

Los biorreactores de membrana, los lodos activados y los procesos de aireacion

han demostrado ser eficaces en la eliminacion de quimicos de disrupcion endécrina.

El proceso de lodos activados sirve para remover tensoactivos, quimicos de
disrupcion endécrina y productos para el cuidado personal. Los productos
farmacéuticos y los plaguicidas son eliminados mediante el carbon activado
bioldgico. Los procesos de tratamiento con microalgas pueden eliminar casi todos

los tipos de contaminantes emergentes (Ahmed et al, 2017).

Procesos de oxidacion quimica tales como: ozonizacion, fotdlisis y los procesos
foto-Fenton pueden eliminar exitosamente hasta el 100% de plaguicidas y productos
farmacéuticos. Los disruptores endocrinos pueden eliminarse mediante ozonizacién
y fotocatélisis UV (Ahmed et al, 2017).

Se ha probado el uso de sistemas hibridos como la ozonizacion seguido de
carbon activado biolégico, demostrando ser eficientes en la eliminacion de
plaguicidas y productos farmacéuticos, otra tecnologia hibrida es la ozonizacion
ultrasonido la cual puede eliminar hasta el 100% de muchos productos

farmacéuticos (Ahmed et al, 2017).

2.9.1 ADSORCION

El proceso de adsorcion es aquel en el que se utiliza un sélido para eliminar
sustancia que se encuentra disuelta en el agua, es decir se produce una
transferencia de materia del liquido o gas que contiene la sustancia a eliminar hacia
el material sélido (Metcalf y Eddy, 1991). Este proceso es considerado una de las
mejores tecnologias para el tratamiento de agua, siendo el carbdn activado el
material adsorbente mas utilizado para la eliminacion de diversos tipos de
contaminantes del agua, sin embargo su elevado costo restringe su uso (Bhatnagar
y Sillanp&a, 2010).
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Se han elaborado carbones activados a partir de huesos de melocoton activados
con H3POy4, en los que se investigo su capacidad de adsorcidon para tres compuestos
emergentes: un estimulante (cafeina), un farmaco anti-inflamatorio (diclofenaco) y

una droga psiquiatrica (carbamazepina) (Alvarez y Garcia, 2015).

2.9.2 BIOSORCION

La Biosorcidn es una tecnologia basada en el uso de materiales de origen
biolégico como adsorbentes para eliminar contaminantes de soluciones acuosas y
tiene las siguientes ventajas: es un proceso compatible con el medio ambiente, el
material adsorbente se puede obtener facilmente ya que su fuente son residuos o
subproductos de procesos agricolas, son materiales reciclables, muchas veces no
necesitan un tratamiento quimico para ser utilizados por lo que resultan menos

costosos (Farooq et al, 2010).

Se ha estudiado el uso del mesocarpo del coco como agente eliminador de
paracetamol en un medio acuoso con agitacion (Dalfior et al, 2010). El bagazo de
cafia también ha sido analizado en la eliminacion de paracetamol, demostrando
mayor capacidad de absorcion en comparacion con el carbén activado y la esponja
vegetal (Flores et al, 2011).

El proceso de biosorcién puede ser realizado de manera discontinua en lotes o
de forma continua en una columna de lecho fijo (Ortega, 2013). Este estudio se

realizara en una columna de lecho fijo.

2.9.2.1 BIOSORBENTES

Los biosorbentes cominmente estan hechos de desechos agricolas y su uso
estd en funcion de sus capacidades de adsorcion, mecanismos de unién, factores
operativos y métodos de tratamiento previo, existen estudios que han demostrado
capacidades de adsorcion iguales o incluso mayores en comparacion con los

adsorbentes convencionales (Nguyen et al, 2013)

Los desechos agricolas son materiales lignoceluldsicos y estan compuestos por

tres principales componentes estructurales: lignina, celulosa y hemicelulosa.
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(Chowdhury et al, 2011). Los biosorbentes contienen grupos funcionales como
carboxilo, hidroxilo, sulfhidrilo y amido que pueden atraer iones presentes en las

aguas.

Diversos residuos agricolas han sido evaluados para remover farmacos
antiinflamatorios entre estos estan el bagazo de uva, cdscara de cacao, huesos de
melocotén y huesos de aceituna utilizados en estudios de adsorcion de soluciones
acuosas contaminadas con Diclofenaco (Antunes et al, 2012; Saucier et al, 2015;
Alvarez et al, 2015; Larous y Meniai, 2016). Flores et al (2011) ha evaluado también
el bagazo de cafa para retener moléculas de Paracetamol en soluciones acuosas.
Durante la revision bibliografica, no se encontraron estudios en los que se utilizara
tallos de rosa como material adsorbente, sin embargo materiales similares como
tallos de la planta de algodon (Deng et al, 2009), las cabezas y tallos de las flores de
girasol (Jain et al, 2010) y tallos de maiz (Vucurovic et al, 2014), han sido utilizados
para eliminar diversos tipos de contaminantes como metales y colorantes orgénicos.
Para la remocion de ibuprofeno se ha estudiado el uso de las flores, hojas, tallos y
ramas de la especie Parthenium hysterophorus, la biomasa de esta planta fue
modificada para obtener un carbén activado con el cual se obtuvo una adsorcion del
90% de ibuprofeno (Mondal et al, 2016).

2.9.2.2 FACTORES QUE INFLUYEN EN EL PROCESO DE BIOSORCION

La biosorcibn se fundamenta en la retencion de las especies quimicas
contaminantes en un medio acuoso (adsorbatos o solutos contenidos), en un sélido
adsorbente de origen biolégico (biosorbente), en este proceso intervienen: la
solubilidad, tamafio y porosidad de la particula, sus grupos funcionales, pH en el
punto de carga cero (pHzpc), contacto entre el biosorbente y el adsorbato en
determinadas condiciones de concentracion, pH, temperatura, agitacion y tiempo de
contacto (Flores et al, 2001).

2.9.2.3 PROPIEDADES DEL BIOSORBENTE

Es importante conocer las propiedades de los biosorbentes tales como:
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Densidad Real: La densidad real es la relacion que existe entre la masa de las
particulas secas y el volumen real de la fase sdélida. La densidad real se determina
obteniendo el peso seco de la muestra y el volumen de los sdlidos de la muestra,
esto se realiza con un picnémetro. La densidad real siempre sera mayor que la

densidad aparente (Nufiez, 1981).

Densidad Aparente: La densidad aparente es la relacion entre el volumen y el
peso seco de un material, incluyendo el espacio poroso, indica la relacion del peso
del material con el volumen que ocupa, a menor densidad aparente, mayor espacio
poroso, lo tanto la densidad aparente, es inversamente proporcional al espacio
poroso (Gonzélez et al, 2016).

Porosidad: La relacion entre densidad aparente y la densidad real permite
interpretar la porosidad del material y el grado de compactacion, por ejemplo a

menor porcentaje de porosidad el material es mas compacto (Nufiez, 1981).

Tamafo de particula: La capacidad de adsorcion esta relacionada con el tamafio
de particula, se ha evidenciado que mientras menor sea el tamafio de la particula
biosorbente podrd captar una mayor cantidad de adsorbato, sin embargo en
columnas de lecho fijo puede existir pérdidas de presion, por lo que es necesario
llegar a un equilibrio entre el tamafio de particula que genera la mayor superficie de
contacto y no produzca caidas de presion volviendo inoperable la columna (Rincén y
Marisol, 2010).

pH de la solucién acuosa: El valor del pH de la solucién acuosa es un parametro
que controla los procesos de adsorcion tanto en la adsorcién de cationes como de
aniones, la adsorcion de cationes es favorecida para valores de pH superiores a 4,5,
la adsorcion de aniones prefiere un valor bajo de pH, entre 1,5y 4 (Tejada-Tovar et
al, 2015)

pH en el punto de carga cero (pHzpc): El pHzpc se define como el valor del pH
en el cual la carga neta total de las particulas sobre la superficie del material
adsorbente es cero, lo que quiere decir que la cantidad de sitios positivos y

negativos es igual. Mediante el pHzpc se puede caracterizar el comportamiento del
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material biosorbente, ya que cuando el pH de la disolucién es menor que (pHzpc), el
biosorbente se encuentra cargado positivamente, en cambio si el pH de la disolucion
es mayor (pHzpc) la superficie del biosorbente estara cargada negativamente. (Villay
Anaguano, 2013).

Sitios &cidos y basicos: La aplicacion de los materiales adsorbentes esta
influenciada por su quimica superficial, el contenido de atomos como nitrégeno,
oxigeno e hidrogeno, hacen que el material pueda presentar caracteristicas acidas,
basicas u oxido reductoras. La determinacion de los sitios acidos y basicos de un
biosorbente puede ser realizada usando diferentes técnicas como titulaciones acido
base conocido como el método de Boehm, espectroscopia infrarroja de reflectancia

difusa con transformada de Fourier, entre otras (Bricefio et al, 2007).

Grupos Funcionales: La técnica de Espectrometria Infrarroja con Transformada
de Fourier (FTIR), sirve para determinar los grupos funcionales caracteristicos sobre
la superficie adsorbente y verificar los grupos involucrados en la retencion del
contaminante, es por esta razén que el analisis FTIR se realiza antes y después del
proceso de biosorcion. (Rangel et al.; Vera et al, 2016). El analisis muestra un
espectro con diferentes nimeros de onda correspondientes a los grupos funcionales,
los espectros se registran en un FTIR dentro del rango de 400-4000 cm™. En la tabla

8 se indican algunos grupos funcionales con sus correspondientes numero de onda.

En este estudio se analizaran las siguientes propiedades del biosorbente:
densidad real, densidad aparente, porosidad, tamafio de particula, punto de carga

cero y grupos funcionales.
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Tabla 8. Identificacion de diversos grupos funcionales

GRUPO FUNCIONAL NUMERO ONDA  GRUPO FUNCIONAL NUMERC ONDA
e [em1)
OH (enlace de hidrogeno) 3100-3200 -C=C- 2300-2100
OH (sin enlace de hidrégeno) 3600 -C=N ~ 2250
Cetonas 1725-1700 -N=C=0 -~ 2270
Aldehidos 1740-1720 -MN=C=5 ~ 2150
Aldehidos y cetonas 1715-1660 C=C=C ~ 1950
o, p-insaturado
Ciclopentanonas 1750-1740 MNH 3500-3300
Ciclobutanonas 1780-1760 C=N- 1690-1480
Acidos carboxilicos 17251700 MO, 1650-1500
1400-1250
Esteres 1750-1735 3=0 1070-1010
Esteres o, p-nsaturados 1750-1715 sulfonas 1350-1300
1150-1100
B-Lactonas 17501735 Sulfonamidas 13701300
v sulfonatos 1180-1140
y-actonas 1780-1760 Cc+ 1400-1000
Amidas 1690-1630 C-Cl 780-580
-COCl 1815-1785 C-Br 800-560
Anhidridos 1850-1740 CA 600-500

Fuente: Técnicas de analisis y caracterizacion de materiales. (Faraldos y Goberna, 2011).

2.9.2.4 BIOSORCION EN COLUMNA DE LECHO FIJO

La biosorcién en columna de lecho fijo consiste en hacer pasar continuamente
una disolucién de alimentacion a traves de una columna empacada con material
adsorbente, aqui se producen un proceso de transferencia de masa permanente
entre la fase mévil que contiene la sustancia a remover y la fase sélida que
constituye el biosorbente, conforme pasa el fluido que contiene la sustancia que se
desea separar, el adsorbente se va saturando, hasta agotar su capacidad de
adsorcion (figura 5). La biosorcién en columna permite una aplicacion mas practica a
nivel industrial, ya que en estos lugares se trabaja en condiciones continuas (Ortega,
2013).
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El adsorbente se caracteriza por poseer sitios activos donde el contaminante
que se desea eliminar se adsorbe por atraccion de tipo eléctrico, fisico, o por

reaccion quimica (Taty-Costodes et al, 2005).
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Figura 5. Esquema de una Columna empacada

Fuente: Adaptada de Ortega.

El material adsorbente debe tener cierta afinidad con la solucién, una superficie
especifica significativa y una capacidad maxima de adsorcion, la cual se expresa
como masa de sorbato por masa de adsorbente, o en masa de adsorbato por litro.
La capacidad maxima de adsorcion esta relacionada con la superficie especifica del
adsorbente y con el nimero de sitios activos presentes en la misma. La columna
comunmente es cilindrica y el lecho adsorbente tiene una altura definida para que el
tiempo de contacto sea el optimo. El tiempo de operacion y el perfil de la curva
sirven para determinar como responde la columna de biosorcién bajo los parametros
gue se establezcan para el proceso, como: tamafio de particula, altura del lecho,

masa de biosorbente y caudal. (Taty-Costodes et al, 2005)
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La curva de ruptura muestra el comportamiento de una columna de lecho fijo en
funcién de la cantidad de sustancia que es posible retener y viene expresada como
el cociente entre la concentracion de la sustancia a la salida (C,) y la concentracion
de la sustancia a la entrada de la columna (C), (C/C,) para una altura de lecho, en

funcién del tiempo o del volumen de efluente (Calero et al, 2012).

Segun Calero et al, 2012 los parametros de funcionamiento de la columna se

pueden calcular a partir de las siguientes ecuaciones:

- Volumen del efluente:

Vef = Q.total
Donde:
Q es caudal que circula por la columna, ml/min

total €S €l tiempo total de operacion de la columna, (min)

- Cantidad de sustancia retenida o capacidad maxima de la columna (Qta)) €N MQ,
para una concentracion de alimentacion establecida:

t=ttotal

Q
drotat = 00 f Crdt

t=0
Donde:

Cr es la concentracion de la sustancia retenida (mg/l)

- Cantidad total de sustancia (M) que pasa por la columna en mg:

m — CoQttotal
total 1000
- Porcentaje de sustancia retenida por el biosorbente:
% Retenciéon = rotal. .100
Myeotal
- Capacidad de adsorcion, g, (mg de sustancia adsorbida/g de biosorbente):

Qtotal
m

o
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2.9.2.5 MODELOS MATEMATICOS EN COLUMNA DE LECHO FIJO

El comportamiento del proceso de biosorcion en columna se puede predecir
mediante el modelado matematico, con el cual se puede identificar mecanismos
relevantes para el proceso, predecir los cambios debidos a las diferentes
condiciones de operacion y optimizar la eficiencia general del proceso de adsorcion
(Borba et al, 2008 ). Se pueden emplear tres modelos para ajustar los datos
experimentales: Modelos de Thomas, Yoon — Nelson y Yan o Dosis — Respuesta (De
Franco et al, 2017), (Darweesh, y Ahmed, 2017). Estos son los modelos que se
aplicaran a los datos experimentales obtenidos para biosorcion de ibuprofeno en el
biosorbente de tallos de rosa.

Modelo de Thomas: El Modelo de Thomas es utlizado para evaluar el
rendimiento de la columna, este puede ser usado para predecir la curva de ruptura y

capacidad maxima de adsorcion de la columna (De Franco et al, 2017).

Modelo de Yoon y Nelson: El modelo de Yoon-Nelson no requiere datos sobre
la caracteristica del adsorbato, el tipo de adsorbente y las propiedades fisicas del
lecho de adsorcién, este modelo considera que la tasa de disminucion en la
probabilidad de adsorcion de la molécula de adsorbato es proporcional a la
probabilidad de adsorcion de adsorbato y de penetracion en el adsorbente (Baral et
al, 2009).

Modelo de Yan o Dosis Respuesta: El modelo de Yan (o dosis-respuesta
modificada) minimiza el error resultante del modelo Thomas, especialmente en
periodos de tiempo de operacion mas bajos o mas altos de la curva de ruptura (Yan
et al, 2001).

Las expresiones matematicas de cada uno de estos modelos se muestran en
la tabla 9.
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Tabla 9. Expresiones mateméticas para modelos de biosorcidon en columna

Modelos Expresiones Mateméticas Simbologia

Co: Concentracion Inicial
C: concentracion final

Kih: constante de
velocidad del modelo de
Thomas (ml/min mg)

Modelo de Thomas c 1 Jith: capacidad de
De Franco et al, Co [ adsorcion en el modelo de
( 0 1+eXp(T'(QTH'm _CO'Q't)) Thomas (mg/g)

2017). m: masa del biosorbente

)
Q: caudal de alimentacién

(ml/min)
T: tiempo de muestreo.

Kyn: constante de

Modelo de Yoon . 1 velocidad de Yoon-Nelson
C _ (min )
y Nelson C - 1+ exp'itff'-‘- kyng T: tiempo necesario para
(Baral et al, 2009). 0 retener el 50% del
adsorbato (min)
Modelo de Yan o o 1 gy: cantidad de soluto
) -1 — adsorbido (mg/ g )
Dosis Respuesta Co 1+( Co-@t ) Y ay: constante del modelo
@ m de Yan.

(Yan et al, 2001)

Fuente: Autor

2.10 REGULACION DE LOS CONTAMINANTES EMERGENTES

Las sustancias consideradas contaminantes emergentes, alin no se encuentran
regulados por ninguna legislacion, debido a que no se ha podido determinar un perfil
de contaminacién preciso, sin embargo existe una preocupacién a nivel mundial por

la presencia de estas sustancias en el medio acuatico (Gorito et al, 2017).

La Legislacién Europea ha intensificado el monitoreo de los contaminantes en los
ecosistemas, y basandose en datos de toxicidad agua y efectos crénicos sobre el
medio acuatico ha publicado una lista de sustancias sujetas a vigilancia. En marzo
del 2015 establecio la primera lista de observacion y vigilancia de sustancias en el
ambito de la politica de aguas, Decision de Ejecucion (UE) 2015/495, en la que

fueron incluidos el Diclofenaco, la hormona sintética 17-alfa-etinilestradiol, las
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hormonas naturales 17-beta-estradiol y estrona y tres antibidticos azitromicina,
claritromicina y eritromicina, debiendo controlarse estos compuestos en agua
superficiales (Barbosa et al, 2016). La Agencia de Proteccion Ambiental de Estados
Unidos (EPA) en el 2016 publicé un plan para aumentar la seguridad y confiabilidad
del agua potable, este plan aborda entre otros puntos a los contaminantes no
regulados, con la finalidad de priorizar el trabajo sobre aquellos que presentan un
riesgo significativo y promover el desarrollo de tecnologias innovadoras y de bajo

costo para removerlos o eliminarlos (EPA, 2016).

Ecuador no dispone de suficientes estudios que permitan establecer un
reglamento para la regulacion de contaminantes emergentes, pero se han iniciado

proyectos de investigacion para su determinacion en aguas residuales.

Un marco normativo para los contaminantes emergentes deberia abordar a los
contaminantes especificos, grupo de contaminantes, metabolitos y productos de
transformacién en varios compartimentos ambientales; los impactos en la salud
humana, los impactos ambientales, la toxicidad y efectos combinados de las
mezclas de productos; la disponibilidad y limitaciones de las investigaciones y
tecnologias, las capacidades analiticas de los laboratorios y las técnicas de
mitigacion o remediacién (Naudi et al, 2016), con esta informacion se podia mejorar
la legislacion existente, con la finalidad de proteger al ecosistema del peligro que

representa la presencia de productos farmacéuticos en el medio ambiente.

Dada la problematica de las plantas de tratamiento de agua residual y el uso
indiscriminado de farmacos resulta de interés realizar un estudio toxicolégico para
conocer el grado de afectacion a los ecosistemas, asi como la remocion de estos
contaminantes especificamente del ibuprofeno, buscando nuevas alternativas de
tratamiento terciario que sean factibles desde el punto de vista técnico, econémico y

ambiental.
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CAPITULO lll: MATERIALES Y METODOS

Este estudio es de tipo experimental de corte transversal, con el fin de
determinar el posible efecto toxico que causaria el Ibuprofeno en soluciones acuosas

y evaluar su posible remocién utilizando biomasa residual de tallos de rosas.

La metodologia de investigacion se desarrollé en dos etapas, en la primera se
llevé a cabo la evaluacion toxicologica del Ibuprofeno en soluciones acuosas a
diferentes concentraciones mediante bioensayos, utilizando como organismos de
prueba Artemina salina de INVE GLS originaria de Great Salt Lake obtenida de un
proveedor nacional y dos semillas Allium schoenoprasum L. (monocotiledénea) y
Lactuca sativa (dicotiledonea) de Takki Seeds adquiridas a un proveedor local; en la
segunda etapa se realiz6 la biosorcion en una columna empacada para determinar
la remocion de ibuprofeno, utilizando como material adsorbente residuos de tallos de

rosa clasificados y recolectados de floristerias locales.

3.1 MATERIALES Y EQUIPOS

Para la preparacion de las soluciones se utilizaron: pipetas de volumétricas,

vasos de precipitacion, balones de aforo, Erlenmeyer cdpsulas de vidrio.

Para realizar los bioensayos se utilizaron cajas Petri de 35 mm de diametro para
la Artemia y de 90 mm para las semillas.

Los Nauplios de artemia fueron transferidos a las cajas petri utilizando pipetas

pasteur de 3 ml.

Como sustrato para la germinacion de las semillas se utilizo papel filtro Sartorius

202 equivalente Whatman 1.

La salinidad y la temperatura fue determinada con un medidor portatil de
conductividad/TDS/Salinidad/Temperatura GMH-Greisinger 3400 Series.

El pH fue medido en un pH metro Seven Compact S220 Mettler Toledo.
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El peso de la sal marina fue medido en una balanza de precision electrénica de
Mettler Toledo, modelo MS 1602 y precision 0,01g.

Los pesos de artemia, ibuprofeno y biosorbente fueron determinados en una
balanza analitica electronica de Mettler Toledo, modelo ME 204 y precisién 0,0001g.
Los pesos usados para determinar densidad y porosidad fueron tomados en la

misma balanza.

Las concentraciones de las soluciones acuosas de ibuprofeno fueron determinas
en un espectrofotdmetro UV Visible Genesys 10S de Thermo SCIENTIFIC de rango
190 - 1200nm.

La agitacion de las muestras fue realizada en un agitador vertical Benchtop
Orbital Shakers. MaxQ 4000 de Thermo Scientific.

La incubacion de los nauplios durante el ensayo de toxicidad, fue realizada en

una estufa Memmert SN75.

La temperatura para la incubacion de las semillas fue monitoreada mediante un

sensor Acurite.

Los nauplios expuestos a las diferentes concentraciones de lbuprofeno fueron

observados en un microscopio corsvascopio Kimray.

El espectro para determinar los grupos funcionales de la biomasa de tallos de
rosa fue obtenido utilizando un espectrofotometro Espectrometro Nicolet iS 5 FT-IR
de marca Thermo SCIENTIFIC.

Para el montaje de la columna de biosorcion se utiliz6 una bureta de 50 ml, de

diametro 1.5 cm y altura 70 cm.

3.2 REACTIVOS

El Ibuprofeno usado para realizar los bioensayos y la bisorcién fue adquirido de
Sigma Aldrich con las siguientes caracteristicas: pureza > 98%, peso molecular
206.28 g / mol, CAS No. 15687-27-1, codigo del producto 1110.
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El Metanol de grado para cromatografia liquida utilizado como solvente del
Ibuprofeno fue adquirido de Merck Millipore, con las siguientes caracteristica: pureza
99.9%, contenido de agua < 0.02%, masa Molar: 32,04 g/mol, CAS No.: 67-56-1,
cadigo del producto 106007.

El &cido clorhidrico e hidroxido de sodio utilizados como reguladores de pH y
como agentes neutralizantes, fueron reactivos de grado analitico de Merk.

Todas las soluciones se prepararon con agua destilada tipo |l.

Se empled sal marina sin aditivos de grado comercial para la preparacion de
agua de mar artificial de salinidad 35+ 1 g L™

3.3 METODOLOGIA

3.3.1 TOXICIDAD DEL IBUPROFENO EN SOLUCIONES ACUOSAS
La evaluacion de la toxicidad del ibuprofeno en soluciones acuosas se realizo

mediante los bioensayos de Letalidad con Artemia Salina (Vanhaecke y Persoone,
1981; Borroto et al, 2011) y de toxicidad aguda con semillas de Allium
schoenoprasum L. (Monocotiledonea) y Lactuca sativa (Dicotiledonea) (Schmidt y
Redshaw, 2015).

3.3.1.1 PREPRACION DE SOLUCIONES ACUOSAS DE IBUPROFENO
Para la aplicacion de las soluciones acuosas de Ibuprofeno a los organismos de

prueba, fue necesario solubilizar el medicamento en un disolvente portador, en este

caso se utilizé Metanol de grado HPLC.

Las concentraciones de Ibuprofeno fueron elegidas considerando el efecto del
metanol en los organismos de prueba y la solubilidad del ibuprofeno en metanol,
varios autores utilizaron bajas concentraciones de metanol en sus ensayos (Pounds
et al, 2007; Hills et al, 2008; Schmidt y Redshaw, 2015) (tabla 10).
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Tabla 10. Concentraciones de metanol e ibuprofeno utilizadas en bioensayos

Concentracion Metanol Concentracion lbuprofeno Referencia
0,1 mlL" 032,1,32mglL" Founds et al. 2007
0,63% 001;003:01,03y1 mglL” Hills et al, 2008
0.1% 1mg L™ Schmidt y Redshaw, 2015

Fuente: Autor.

Basada en esas concentraciones se realizaron pruebas del efecto sobre la
mortalidad de la Atermia salina y la germinacién y elongaciéon de la radicula e
hipocotilo de las semillas de Allium schoenoprasum L. y Lactuca sativa utilizando
concentraciones de 0.1%, 0.5%, 1% y 5% v/v de metanol en agua de mar artificial y

agua destilada.

Efecto de la concentracién de metanol como solvente de ibuprofeno
Se realizaron ensayos para determinar la concentracion de metanol que no
produzca un efecto toxico sobre la Artemia salina y las semillas de Allium

schoenoprasum L. y Lactuca sativa, en funcién de:

- La mortalidad de Artemia salina, la cual debe ser menor al 10% con respecto al
control negativo.

- La germinacion de las semillas, que debe ser superior al 90%, con respecto al
control negativo.

- La elongacién de la radicula e hipocétilo, que no debe presentar diferencias
significativas con respecto al control negativo.

Las pruebas con Artemia salina fueron llevadas a cabo de acuerdo a los
métodos propuestos por Vanhaecke y Persoone (1981) y Rajabi, et al (2015).
Consistieron en colocar 10 nauplios en cajas Petri pequefias de 35 mm que
contenian 10 ml de agua de mar artificial con metanol al 0.1%, 0.5%, 1% y 5% vl/v,
las cajas fueron incubadas en oscuridad durante 24 horas a una temperatura de 25 +
1°C. La prueba se realiz6 por triplicado y se incluyé un control negativo que contenia
10 ml de agua de mar artificial y 10 nauplios. Al finalizar la prueba se cont6 el

namero de larvas sobrevivientes y se calcul6 el porcentaje de mortalidad.
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Las pruebas con semillas fueron realizadas utilizando los métodos propuestos
por Schmidt y Redshaw (2015), Sobrero y Ronco (2004) y consisten en colocar 20
semillas en cajas Petri de 90 mm que contenian doble papel filtro Sartorious grado
292 equivalente a Whatman 1, a cada caja se le agregé 5 ml de una solucién de
agua destilada con metanol al 0.1%, 0.5%, 1% y 5% vl/v, las cajas fueron incubadas
durante 120 horas a oscuridad a una temperatura de 22 °C. La prueba se realiz6 por
triplicado y se incluyd un control negativo que contenia 20 semillas y 5ml de agua

destilada.

Solubilidad del Ibuprofeno en metanol

Se realizaron pruebas de solubilidad del ibuprofeno, disolviendo el peso de
medicamento necesario para preparar concentraciones de 100, 50 y 20 mg L™ en los
porcentajes de metanol que no causaron un efecto adverso sobre los organismos de

prueba.

Preparacién de soluciones de ibuprofeno para bioensayos
Para la exposicion de la Artemia salina y las semillas de Allium schoenoprasum L. y
Lactuca sativa, se prepararon concentraciones nominales de 20, 10, 5, 2, 1 y 0.5 mg
L™, tomando como factor de dilucién 0.5.

Para el bioensayo con Artemia salina se prepar6 1 litro de una solucién madre de
20 mg L™ de lbuprofeno en agua de mar artificial con metanol al 0.5%. Las

concentraciones de 10, 5, 2, 1, 0.5 mg L™ fueron obtenidas por diluciones sucesivas.

Para el Bioensayo con Allium schoenoprasum L. y Lactuca sativa, se prepar6 1
litro de una solucién madre de 20 mg L™ de Ibuprofeno en agua destilada con
metanol al 0.1%. Las concentraciones de 10, 5, 2, 1, 0.5 mg L™ fueron obtenidas por

diluciones sucesiva.

Determinacion de concentraciones de soluciones acuosas de ibuprofeno
preparadas
Las concentraciones de las soluciones de ibuprofeno preparadas para la

aplicacion en los bioensayos fueron verificadas en un espectofotometro UV Visible
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Genesys 10S de Thermo SCIENTIFIC. Para realizar esta medicién, se determinoé la
longitud de onda a la cual el medicamento presentaba la maxima absorbancia, para
este fin se prepararon soluciones de 20 mg L™ de ibuprofeno: una en agua de mar
artificial con metanol al 0.5% y otra en agua destilada con metanol al 0.1%. Se
realizo el barrido espectral de cada una de ellas y mediante el analisis de picos en la

curva de barrido, se obtuvo la longitud de onda del medicamento.

Para generar la curva de calibracion, se prepararon soluciones patron de
ibuprofeno en concentraciones 20, 10, 5, 1y 0,5 mg L™ y se determiné el valor de la
absorbancia de cada solucion usando el espectrofotometro UV-VIS, con estos datos
el equipo generd una curva Concentracion vs Absorbancia. Las soluciones acuosas
de ibuprofeno de 20, 10, 5, 2, 1 y 0,5 mg L™ preparadas para la aplicacién en los
bioensayos se analizaron en el espectrofotometro obteniendo los valores de
absorbancia y de concentracién de las soluciones, por interpolacion en la curva de

calibracion.

3.3.1.2 BIOENSAYO DE LETALIDAD CON ARTEMIA SALINA

Organismos de Prueba
Se utilizaron quistes de Artemia salina de INVE GSL originaria de Great Salt
Lake, Utah — USA (figura 6), los cuales fueron eclosionados e incubados hasta

alcanzar el estado Il y 1ll, el cual se observa en la figura 7.

Figura 6. Quistes de Artemia salina INVE Great Lake

Fuente: Autor
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Figura 7. Nauplios de Artemia. (a) Estado I. (b) Estado Il y llI

Fuente: Adaptada y modificada de Vanhaecke y Persoone.

Eclosion de los quistes de Artemia salina

Para la eclosién de los quistes de artemia se prepararon 3 litros de una solucién
salina 35 g L™ salinidad, disolviendo 105 g de sal marina purificada en 3 litros de
agua destilada. Esta solucion salina fue sometida a aireacion durante 24 horas,

manteniendo un pH de 8.0 £ 0.5.

En la solucién aireada se colocaron aproximadamente 1,5 g de quistes para ser
incubados manteniendo una temperatura de 25 £+ 1 °C y con iluminacién de
intensidad de al menos 500 lux. Los quistes fueron mantenidos en suspension
continua mediante aireacién con la ayuda de una manguera plastica extendida hasta
el fondo del recipiente. Después 24 horas se detuvo la aireacion para que los
nauplios en movimiento que se concentren en el fondo del recipiente, y mediante
pipeteado fueron trasferidos a un nuevo envase que contenia 3 litros solucién salina.
Esta solucion con los nauplios, fue nuevamente aireada y mantenida durante
exactamente 24 horas a una temperatura de 25 + 1 ° C y una iluminacion de 500-
1000 lux, en donde se desarrollaron hasta el estado Il y algunos hasta el estado lll,
para luego ser utilizados en las pruebas de toxicidad. Las condiciones para la

eclosion de los huevos de artemia se muestran en la tabla 11.
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Tabla 11. Condiciones para la eclosion de Artemia salina

Factor Condicion
Temperatura {* C) 25 + 1

Intensidad de luz (lux) 500 - 1000

Medio de eclosion Agua de mar artificial
Salinidad (g L") 35 + 1

pH de la solucion 8.0+ 0.5

FPeso de guistes (g) 1.5

Volumen de ensayo (ml) 3000

Tiempo de incubacidn eclosion (h) 24

Tiempo de incubacidn desarrollo estada |1y [l (h) 24

Fuente: Autor

En la figura 8 se sintetiza el procedimiento seguido para realizar la eclosion de

los quistes de artemia y su incubacion hasta llegar al estado I - IlI.

(b)

Figura 8. Procedimiento para eclosion de quistes de Artemia (a) Preparacion de agua de mar artificial
(b) Acondicionamiento de agua de mar artificail (¢) Pesado de quistes (d) Incubacion para eclosién (e)
Incubacién desarrollo nauplios estados Il y 1l (f) Nauplios listos para ensayo.

Fuente: Autor
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Pruebas de toxicidad con Artemia salina
La evaluacion de la toxicidad de lbuprofeno en Artemia salina se realizé

tomando como referencia el método propuesto por Vanhaecke y Persoone (1981) y
Rajabi, et al (2015). La prueba se basa en la determinacion de la concentracién que
mata el 50% de los nauplios de Artemia en 24 horas, esta concentracién se conoce

como LCsp.24n (Vanhaecke y Persoone, 1981).

Se prepararon soluciones de prueba con diferentes concentraciones de
lbuprofeno 20, 10, 5, 2, 1 y 0.5 mg L™ en agua de mar artificial (35 g L) que
contenia 0.5% v/v de metanol, inmediatamente antes de su uso. Para verificar que
los efectos observados se atribuian al lbuprofeno, se utilizaron dos controles
negativos agua de mar artificial y solvente 0.5% v/v de metanol en agua de mar
artificial. Las concentraciones de las soluciones de ibuprofeno fueron medidas en un
espectrofotometro UV-VIS a una longitud de onda de 222 nm, antes de realizar el

bioensayo.

Los ensayos con cada concentracion fueron realizados por triplicado. Las cajas
petri de 35 mm de diametro, se llenaron con 10 ml de las concentraciones
respectivas de Ibuprofeno y los dos controles negativos aclimatados a 25 ° C, con
una pipeta pasteur se transfirieron 10 nuaplios en cada caja, tomando en
consideracion que el agua de mar en la pipeta excediera los 0.05 ml, las cajas se
cerraron e incubaron en oscuridad a una temperatura de 25 + 1 ° C por 24 horas.
Después de 24 horas se conté el numero de larvas muertas en cada caja, los
nauplios fueron observados utilizando un microscopio corvascopio Kimray. Los
nauplios se consideraron muertos al no observar ningdn movimiento en 10
segundos. El efecto toxico para cada solucién se expresé como el porcentaje de
mortalidad, los porcentajes de muertes se calcularon comparando el nimero de
sobrevivientes en el control negativo y en las soluciones de prueba (Rajabi et al
,2015). La mortalidad se calculé usando la siguiente férmula:

Individuos vivos pruebas — Individuos vivos control

% Mortalidad = — - x 100
Individuos vivos control
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Con los datos de mortalidad se evalué la Concentracion Letal Media (CLso) del

Ibuprofeno sobre la Artemia salina mediante el método probit utilizando el programa

SPSS. Las condiciones del ensayo de toxicidad se muestran en la tabla 12.

Tabla 12. Condiciones para el ensayo de toxicidad con Artemia salina

Factor Condicion

Inicio de la fase larvaria Estadio Mauplio Il
Tipo de prueba Estatico
Temperatura [ C) 25 £ 1

Intensidad de luz (Jux) 0 Oscuridad
Salinidad (gL ™) 35+ 1

Agua de dilucidn Agua de mar artificial
Volumen de ensayo (ml) 10

Mimero de concentraciones de exposicidn B

Mimero de nauplios expuestas 10

Mimero de repeticiones por concentracidn 3

Mdamero de Controles 2

Tipo de control

Punto final
Duracidn de la prueba
Criterios de aceptabilidad de la prueba

Agua de mar artificial y Agua de mar
artificial con metanol al 0.5% wiv

Maortalidad
24 horas
Mortalidad = 10% en el control negativo

Fuente: Autor

En la figura 9 se resume el procedimiento seguido para realizar el bioensayo con

Artemia salina.
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(a)

(d)

Figura 9. Procedimiento para el ensayo de toxicidad con Artemia salina. (a) Nauplios estado Il y Ill.
(b)Preparacién de soluciones de prueba. (c) Aclimatacion de soluciones. (d) Aplicacion de soluciones

en cajas. (e) Transferencia de Nauplios. (f) Incubacion. (g) Observacion y conteo.

Fuente: Autor

3.3.1.3 BIOENSAYO DE TOXICIDAD CON SEMILLAS DE ALLIUM
SCHOENOPRASUM L. Y LACTUCA SATIVA

Organismos de prueba
En este ensayo se utilizaron las siguientes semillas:
- Semillas de lechuga, Lactuca sativa, variedad Cisco, lote 34LA, registro de
Agrocalidad: 010155974801.
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- Semillas de cebollin, Allium schoenoprasum L, variedad Kiyotaky White Long,
lote 71LA, registro de Agrocalidad:0101559746001

Las semillas fueron obtenidas de Takki Seeds, a través de un distribuidor local,

se adquirieron sobres de 5 g (figura 10).

(a) (b)

Figura 10. Semillas utilizadas en el bioensayo. (a) Cebollin. (b) Lechuga

Fuente: Autor

Verificacion de la viabilidad de las semillas

Antes de realizar los bioensayos se verifico que el lote de cada semilla tenga un
porcentaje de germinacion mayor o igual al 90%, sincronizacién en la germinacion y
baja variabilidad de la elongacion de la radicula e hipocoétilo en donde el coeficiente
de variacion debe ser menor al 30% (Sobrero y Ronco, 2004).

Para verificar la viabilidad de las semillas se realizaron ensayos de germinacion
utilizando agua destilada, se realizaron tres réplicas por cada tipo de semilla. En
cada caja Petri de 90 mm de diametro se colocaron dos discos de papel filtro
Sartorious grado 292 equivalente a Whatman 1, los cuales fueron humedecidos con
5 ml de agua destilada evitando la formacién de burbujas de aire, se colocaron 20
semillas en cada caja Petri, se cubrieron las cajas, y se colocaron en bolsas
plasticas para evitar la luz y la pérdida de humedad, bajo esas condiciones fueron

incubadas 120 horas (5 dias) a una temperatura de 22 + 2 °C.

Terminado el periodo de incubacion, se realizé el conteo del nUmero de semillas
germinadas, se midi6 con una regla la longitud de la radicula e hipocdtilo,

considerando germinadas aquellas con una longitud de radicula mayor a 1 mm se
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determind el promedio de las longitudes, la desviacion estandar y se calculo el

porcentaje de germinacion y el coeficiente de variacion.

De acuerdo a Sobrero y Ronco (2004), la medida de elongacion de la radicula se
considera desde el nudo correspondiente a la regibn mas engrosada entre la
radicula y el hipocotilo hasta el &pice radicular. La medida de elongacion del
hipocotilo se considera desde el nudo hasta el sitio de insercion de los dos

cotiledones (figura 11).

Hipocdtilo

Radicula

Figura 11. Medida de la elongacién de la radicula e hipocotilo.

Fuente: Autor

El porcentaje de germinacion se calculdé en funcién del nidmero de semillas
germinadas y el numero total de semillas colocadas en las cajas.
No.Semillas germinadas

% G inaciéon (%G) = 100
% Germinacion (%G) No.Total de semillas x

El coeficiente de variacion para la radicula en los controles negativos, se obtuvo
dividiendo la desviacion estandar de las longitudes para el promedio de las
longitudes de la radicula e hipocotilo.

Desviacion estandar

Coeficiente de variacion (cv) = Vedia x100

Pruebas de toxicidad

La evaluacion de la toxicidad de Ibuprofeno en las semillas de Allium
schoenoprasum L. (Monocotiledonea) y Lactuca sativa (Dicotiledénea) se realizé en
base a los métodos propuestos por Schmidt y Redshaw (2015) y Sobrero y Ronco

(2004) y esta basada en evaluar mediante el efecto de inhibicién en la germinacion y
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crecimiento de la radicula y el hipocoétilo en las semillas luego de 120 horas de

exposicion a oscuridad.

Para cada semilla se realiz6 el siguiente procedimiento: se prepararon
soluciones de prueba con diferentes concentraciones de lbuprofeno 20, 10,5, 2, 1y
0.5 mg L™ en agua destilada que contenia 0.1% v/iv de metanol, inmediatamente
antes de su uso. Para verificar que los efectos observados se atribuian al
Ibuprofeno, se utilizaron dos controles negativos agua destilada y solvente 0.1% v/v
de metanol en agua destilada. Las concentraciones de las soluciones de ibuprofeno
fueron medidas en un espectrofotbmetro UV-VIS a una longitud de onda de 221 nm,

antes de realizar el bioensayo.

Los ensayos con cada concentracién fueron realizados por triplicado. En cada
caja Petri de 90 mm de diametro se colocaron dos discos de papel filtro Sartorious
grado 292 equivalente a Whatman 1, los cuales fueron humedecidos con 5 ml de
cada concentracion evitando la formacion de burbujas de aire, se colocaron 20
semillas dejando espacio suficiente entre la mismas para permitir la elongaciéon de
las raices, las cajas fueron cubiertas y colocadas en bolsas plasticas de color negro
para evitar la luz y la pérdida de humedad, bajo esas condiciones fueron incubadas

120 horas (5 dias) a una temperatura de 22 + 2 °C.

Culminado el periodo de exposicion se realizé el conteo del nimero de semillas
germinadas y con una regla se midié la longitud de la radicula y el hipocdtilo,
considerando como criterio aquellas con una longitud de radicula mayor a 1 mm. Se
determiné el promedio de la longitud de la radicula e hipocétilo, la desviacion
estdndar y el coeficiente de variacion, de los controles negativos y de cada

concentracion

Los efectos fitotoxicos, se determinaron mediante el porcentaje de germinacion y

la inhibicion o estimulacion en la elongacion de la radicula e hipocotilo.

Se calculd el porcentaje de germinacion de las semillas para cada concentracion
con respecto al control negativo de acuerdo a Rodriguez et al, (2014) mediante la

siguiente expresion:
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L No.Semillas germinadas en cada concentracién
% Germinacion (%G) = ; , x100
No.Semillas germinadas en el control

El porcentaje de inhibicion o estimulacion en la elongacion de la radicula e

hipocotilo, fue calculado de acuerdo a Bagur et al (2011) mediante la siguiente

expresion:
o Promedio de elongacion — Promedio de elongacion
% Inhibicién (%IE) _ muestra control 100
elongacion - *

Promedio de elongacién control

Las condiciones del ensayo de toxicidad se muestran en la tabla 12.

Tabla 13. Condiciones del ensayo de toxicidad con  semillas de Allium
schoenoprasum L. y Lactuca sativa.

Factor Condicion

Temperatura (* C) 20 £ 1

Intensidad de luz (lux) Oscuridad

Agua de dilucidn Agua destilada

volumen de la solucidn de prueba (ml) 5

Mdmero de concentraciones de exposicion B

Mimero de semillas por réplica 20

Mdamero de réplicas 3

Tipo de control negativo Agua destilada y metanol 0,1% wiv
Tiempo de duracidn de la prueba (h) 24

FPorcentaje de germinacidn, elongacion
de la radicula e hipocdtilo

Tiempo de incubacidn desarrollo estado |l y Il {h) 24

Germinacidn = 90%, coeficiente de
variacion > 30% en control negativo

Efecto medido

Criterio de aceptabilidad de la prueba

Fuente: Autor

En la figura 12 se resume el procedimiento seguido para realizar el bioensayo

con Artemia salina.
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(@) (b)

(d) (e)

Figura 12. Procedimiento para realizar el bioensayo con semillas de Allium schoenoprasum L
(cebollin) y Lactuca sativa (lechuga). (a) Preparacion de las soluciones de ibuprofeno. (b) Aplicacion
de soluciones en cajas petri. (c) Distribucién de semillas en cajas petri. (d) Incubacién de semillas. (e)

Conteo de semillas germinadas. (f) Medida de elongacién de radicula e hipocaétilo.

Fuente: Autor

3.3.2 REMOCION DE IBUPROFENO CON BIOMASA RESIDUAL DE TALLOS DE
ROSA.

El estudio de la remocién del ibuprofeno en soluciones acuosas, se realiz6 en
una columna empacada utilizando como lecho de adsorcién biomasa de residuos de
tallo de rosa. El biosorbente fue preparado y caracterizado antes de ser utilizado en
la columna, posteriormente se determiné el tamafio de particula, masa y caudal para

estabilizar la columna.
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3.3.2.1 PREPARACION Y CARACTERIZACION DEL BIOSORBENTE

Preparacion del biosorbente

Los tallos de rosa fueron obtenidos de floristerias locales. La preparacion de los
tallos fue realizada siguiendo la metodologia propuesta por Vera et al (2016). Los
tallos fueron seleccionados separando aquellos que se encontraban en mal estado,
se retiraron las hojas y con una cuchilla se separ6 la corteza verde del tallo. Los
tallos sin corteza se secaron al sol durante 5 dias y luego en estufa a 40 °C por 5
horas para eliminar el resto de humedad. Una vez secos se procedié a la molienda
en un molino manual y mediante tamizado se obtuvieron tres tamafios de particula
comprendidos entre 0.5 y 1 mm. En la figura 13 se muestran los pasos seguidos

para la preparacion del biosorbente.

Figura 13. Preparacion de la biomasa residual de tallos de rosa. (a) Seleccién de tallos. (b) Retiro de
hojas y cortezas. (c) Secado. (d) Molido de tallos. (e) Tamizado. (f) Separacion en tres tamafios de

particula.

Fuente: Autor.

En la figura 14 se observa la estructura del biosorbente luego del proceso de
molienda.
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Figura 14. Biosorbente obtenido de la biomasa residual de tallos de rosa luego de la molienda.

Fuente: Autor

Caracterizacion del biosorbente
La caracterizacion del biosorbente de tallos de rosa se realiz6 mediante la

determinacién de las siguientes propiedades:

- Densidad Real (pr): la densidad real se determin6 mediante el método del
picndmetro, se utilizd un picnémetro calibrado de 50 ml, y como liquido de
referencia metanol de grado HPLC de densidad 0,792 gL™. El valor de la
densidad fue obtenido luego de realizar los siguientes pesos:

- Peso picnémetro vacio (m,)
- Peso del picndbmetro con el biosorbente (m,+ b)
- Peso del picnometro con el metanol (mp+ weon)

- Peso del picnémetro con el biosorbente y el metanol (my+b + yeon)

La densidad del biosorbente fue calculada aplicando la siguiente formula:

R= 7= — —
p vV mp+Me0H + mp+b mp mp+b+MeoH

dMeoH

- Densidad Aparente (pa): el valor de la densidad aparente fue obtenido mediante
el método de la probeta. Se pesé una probeta vacia, luego de adicion6 el
biosorbente hasta un volumen determinado y se pes6 la probeta con el
biosorbente. Con esta determinacién se obtendra la relacion del peso del
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biosobente con el volumen que ocupa en la columna. La densidad aparente fue
calculada aplicando la siguiente formula:

P,—P
= 7

Pa

Donde:
P1.es el peso de la probeta vacia
P,: es el peso de la probeta con el biosorbente

Vp: es el volumen de la probeta

- Porosidad (e): el valor de la porosidad fue estimado mediante la relacion entre la
densidad aparente y la densidad real, mediante la siguiente formula:
Pa _ Pr—Pa
e=1——=
Pr Pr

- Punto de carga cero pHzpc: mediante el método seguido por Vera et al (2016),

se determind el valor del pH en el cual la concentraciéon de grupos funcionales
disociados con carga positiva y carga negativa se igualan.

Se coloco 50 ml de agua destilada en Erlenmeyers de 100 ml, el pH de cada
solucién fue regulado afadiendo cantidades adecuadas de HCI 0.1M o NaOH
0.1M para obtener pH de 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10. A estas soluciones se afiadié 0.5
gramos de biosorbente, y fueron sometidas a agitacion continua a 150 rpm
durante 48 horas. Transcurrido este periodo de tiempo, las muestras fueron
filtradas y recolectadas, y se determiné el valor pH de cada solucién. El pH fue
medido en un pHmetro Seven Compact S220 Mettler Toledo.

Para determinar el punto de carga cero se graficd el pH inicial vs. pH final, se
traz6 una diagonal y se fij6 el punto donde la curva corta la diagonal

correspondiente al Punto de Carga Cero.

- Grupos funcionales: Se determinaron los grupos funcionales caracteristicos
sobre la superficie del biosorbente de tallos de rosa y se identificaron los grupos
involucrados en la retencion del ibuprofeno. Los grupos funcionales en el
biosorbente antes y después de la biosorcion fueron analizados por

Espectroscopia Infrarroja con transformadas de Fourier (FTIR) utilizando un
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Espectrometro Nicolet iS 5 FT-IR. La muestra del biosorbente fue pulverizada y
una pequefia cantidad fue colocada en el equipo para sus analisis, directamente
se obtuvo el espectro del biosorbente.

En la figura 15 se muestran algunos pasos para la determinacién de las
propiedades del biosorbente.

(a) ﬁ_q

Figura 15. Determinacién de las propiedades del biosorbente (a) Densidad real. (b) Densidad
aparente. (c) Punto de carga cero. (d) Analisis FTIR

Fuente: Autor.

3.3.2.2 BIOSORCION EN COLUMNA

Montaje de la columna
La biosorciébn de lbuprofeno en biosorbente de tallos de rosa se realizdé en
columna de lecho fijo con flujo descendente. Antes de realizar el experimento, el

biosorbente se lavé con agua destilada para eliminar impurezas superficiales y luego
se sometio a un secado en estufa a 40°C durante 48 horas.
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Se utilizé una columna de vidrio de 1.5 cm de diametro y 70 cm de longitud, las
partes superior e inferior de la columna contenian la cantidad de gravilla necesaria

para compactar la cama, evitar la canalizacion y el levantamiento del lecho.

El biosorbente colocado en la columna se compacto con el objetivo de que no se
formaran canalizaciones y obtener un flujo estable a través de la misma. La
alimentacion de la columna se realizé de manera manual con una piseta agregando
la soluciéon de manera continua, manteniendo una altura constante de la solucion en
la parte superior de la columna, correspondiente al 50% de la altura del lecho. La
columna rellena con el biosorbente, se acoplé en un soporte de hierro con una pinza
de bureta. Los experimentos se llevaron a cabo a temperatura de laboratorio 18°C
(figura 16).

Altura de la solucidn
(50% de la altura del

lecho)
Gravilla
Biosorbente
tallo de rosa
= Altura del lecho
Gravilla

Figura 16. Esquema de la columna empacada construida para la remocion de ibuprofeno.

Fuente: Autor.

Estudio Hidrodindmico para la estabilizacién del lecho de la columna
Usando diferentes masas de biosorbente, se llevaron a cabo experimentos
haciendo circular agua destilada por la columna con tres tamafos de particula 1.18
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mm, 0.85 mm y 0.6 mm. Se determiné tamafio de particula, masa, altura y caudal
optimos que estabilicen el lecho de la columna y permitan un flujo volumétrico

comprendido entre 1.5y 2.5 ml min™ (Bermejo, 2016).

Determinacion del porcentaje de remocién de Ibuprofeno

Con el tamafio de particula, masa, altura de biosorbente y caudal Optimos
obtenidos para la estabilizacién del lecho en la columna, se procedi6 a realizar la
biosorcién. Se circul6 agua destilada a través de la columna rellena hasta que el

agua a la salida no presentara ninguna coloracion.

Se prepar6 una solucién patrén de 60 mg L™ de ibuprofeno partir de reactivo de
grado analitico, disolviendo 60 mg de ibuprofeno en 5% metanol (grado HPLC) y
95% de agua destilada (Mondal et al, 2016). La solucién de ibuprofeno de 60 mg L™
se alimenté continuamente a la columna con una piseta manteniendo una altura
constante de solucién en la parte superior. Se recogieron 10 ml de efluente a la
salida de la columna, a diferentes intervalos de tiempo hasta que la concentracion
permanecio constante a lo largo del tiempo (figura 17). Se midio el pH de la solucion
de ibuprofeno y las concentraciones a la entrada y salida de la columna, las que
fueron determinadas en un espectrofotometro UV-VIS a una longitud de onda de 221

nm.

El comportamiento de la columna de adsorcion desde el punto de vista de la
cantidad de ibuprofeno que es posible retener, se determind mediante la curva de
ruptura. Con las concentraciones de las muestra obtenidas a la salida de la columna,
se realiz6 una gréafica C/Co (Concentracion final / Concentracion inicial) vs el tiempo,
con la cual se podria determinar el tiempo de ruptura y el tiempo de saturaciéon o
agotamiento.

Los parametros de funcionamiento de la columna se calcularon a partir de las

siguientes formulas:

- Volumen del efluente:

Vef = Q-total
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(b)

Figura 17. Biosorciéon en lecho fijo para remocion de ibuprofeno con biosorbente a base de tallo de
rosa. (a) Alimentacion de solucion de ibuprofeno. (b) Recoleccion de muestras del efluente. (c)

Determinacion de concentraciones del efluente.

Fuente: Autor.

- Cantidad de ibuprofeno retenido o capacidad maxima de la columna (Qota)) €N
(mg)
t=ttotal

Q
drotal = 1900 Crdt

t=0

- Cantidad total de ibuprofeno(mya) que pasa por la columna en mg:

_ COQ Lrotal
Miotal = W

- Con estos datos se aplicé la siguiente ecuacion para calcular el porcentaje de
ibuprofeno retenido:

% Retencion = qw—tal 100

Myotal

Adicionalmente se determiné la capacidad de adsorcion, g, (mg de ibuprofeno/g de
biosorbente):

_ Qtotal
° m

Segun Calero et al, 2012 el tiempo de ruptura se alcanza cuando C/Co es 0,1 y el
tiempo de saturacion cuando C/Co es superior a 0,9, sin embargo el tiempo de
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ruptura debe seleccionarse de acuerdo a una norma especifica respecto a la

descarga y contaminante a tratar.

Ajuste de los datos experimentales a los modelos matematicos

Para complementar el estudio de biosorcion en la columna de lecho fijo utilizando
biomasa residual de tallos de rosa, se utilizaron modelos matematicos que
permitieron predecir el rendimiento de una columna, calcular las constantes cinéticas

y la capacidad de adsorcion.

Los datos experimentales fueron adaptados a tres modelos matematicos: Thomas
Yoon Nelson y Yan o Dosis Repuesta, de acuerdo a Bermejo (2016) se graficé la
forma lineal de la ecuacion de cada modelo (tabla 14) para obtener los parametros
de operacion de la columna y mediante el coeficiente de determinacién R? se obtuvo

el modelo que mejor ajusta los datos experimentales.

Tabla 14. Modelos matematicos aplicados al proceso de biosorcion de ibuprofeno en

tallo de rosa

Modelos Forma lineal de la ecuacion Simbologia

C,: Concentracion Inicial
C: concentracion final
Kth: constante de
velocidad del modelo de
Thomas (ml/min mg)
Jih: capacidad de
“V,s adsorcion en el modelo de
Thomas (mg/g)
m: masa del biosorbente
@)
Q: caudal de alimentacion
(ml/min)
T: tiempo de muestreo.

Thomas C, Kin*=qo*m, Kp,*C,
f]'l('—*—"l) = -

Kvyn: constante de
velocidad de Yoon-Nelson
c (min %)
Yoon y Nelson In (Ea - l) =Ky *T= Kyt T: tiempo necesario para
retener el 50% del
adsorbato (min)

Yan o Dosis gy: cantidad de soluto

c Q adsorbido (mg/ g )
Respuesta In (C — C) = a@*In {E) + a = In(t) ay: constante del modelo
¢ de Yan.

Fuente: Autor
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3.3.3 ANALISIS DE DATOS

Los datos obtenidos en las diferentes pruebas fueron procesados y analizados
utilizando el programa Excel, SPSS IBM version 20. Se utilizé la prueba U de Mann-
Whitney y Kruskal Wallis para determinar las diferencias significativas de la radicula

e hipocétilo entre los controles y las diferentes concentraciones de ibuprofeno.

El software Essential FTIR ® Spectroscopy Toolbox fue utilizado para la
identificacion de los grupos funcionales del biosorbente de tallos de rosa.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1 TOXICIDAD DEL IBUPROFENO EN SOLUCIONES ACUOSAS

4.1.1 PREPARACION DE LAS SOLUCIONES ACUOSAS DE IBUPROFENO

A continuacion se presentan los resultados obtenidos para determinar la
concentracion de metanol que no produjo un efecto toxico sobre la Artemia salina y
las semillas de Allium schoenoprasum L. (cebollin) y Lactuca sativa (lechuga). Se

realizaron cinco experimentos, cada uno de ellos realizado por triplicado.

4.1.1.1 CONCENTRACION DE METANOL PARA ARTEMIA SALINA

Se determind la concentracion de metanol que no ocasiondé la muerte de mas del
10% de la Artemia salina expuesta a diferentes concentraciones de metanol, con
respecto al control negativo. El porcentaje de mortalidad de Artemia salina obtenido
para cada concentracion de metanol se observa en la tabla 15. Las concentraciones
de metanol que no ocasionaron la muerte de mas del 10% de los nauplios de
Artemia salina fueron 0.1 % y 0.5 % v/v de metanol con 0% de mortalidad, para las
concentraciones de 1% y 5% v/v Metanol, se obtuvo un elevado porcentaje de
mortalidad correspondiente al 90 y 96% respectivamente. El porcentaje de

mortalidad incrementd a mayor concentracion de metanol.

Tabla 15. Porcentaje de mortalidad de Artemia salina a diferentes concentraciones
de metanol.

. No. Nauplios por Mo. Nuaplios Scbrevivientes % Mortalidad Promedio %
Concentraciones L .
réplica Mortalidad
R1 R2 R3 R1 R2 R3
Contol Agua de mar 10 10 10 10 0 0 0 0.00
artifical 35gL”" :
0.1 % wiv Metanal 10 10 10 9 0 0 10 3,33
0.5 % wiv Metanol 10 10 9 10 0 10 0 3,33
1 9% viv Metanaol 10 2 0 1 80 100 90 90,00
5 9% viv Metanol 10 0 0 2 100 100 90 96 67

R1: Réplica 1, R2: Réplica 2, R3: Réplica 3.

Fuente: Autor
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4.1.1.2 CONCENTRACION DE METANOL PARA SEMILLAS DE ALLIUM
SCHOENOPRASUM L. (CEBOLLIN) Y LACTUCA SATIVA (LECHUGA).
Inicialmente este trabajo de investigacion proponia evaluar el efecto tdxico
usando semillas de alpiste como especie monocotiledénea, sin embargo en las
pruebas de germinacion realizadas en diferentes lotes de alpiste, se obtuvo un
porcentaje de germinacion inferior al 90% comprendido entre el 42 y 65% (tabla 16)
en el control negativo utilizando agua destilada, por lo que se decidié realizar la
evaluacion toxicoldgica con semillas de cebollin Allium schoenoprasum L., también

una especie monocotiledonea.

Tabla 16. Porcentaje de germinacién de Alpiste para tres lotes de semillas

Lote No. Se'mil_las No. Semillas Germinadas o, Germinacion
por Réplica R1 R2 R3
1 20 8 12 11 52
2 20 16 10 13 65
3 20 14 7 4 42

R1: Réplica 1, R2: Réplica 2, R3: Réplica 3.

Fuente: Autor

Se determiné la concentracion de metanol que no disminuya el porcentaje de
germinacion por debajo del 90%, e incremente o disminuya significativamente la
elongaciéon de la radicula e hipocotilo de las semillas de Allium schoenoprasum L

(cebollin) y Lactuca sativa (lechuga) con respecto al control negativo.

En la tabla tabla 17 se muestra el porcentaje de germinacion obtenido para las
semillas de cebollin y lechuga expuestas a diferentes concentraciones de metanol.
Se obtuvo un porcentaje de geminacion superior al 90% para las concentraciones de
0.1, 0.5y 1% de v/v de metanol, para la concentracion de 5% v/v de metanol un 83%
de germinacion para las semillas de cebollin y 88% para la semillas de lechuga.
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Tabla 17. Porcentaje de germinacion semillas de Allium schoenoprasum L.y Lactuca

sativa a diferentes concentraciones de metanol.

Tipo de semilla Allium schnen?prasum L Lactuca Sativa
(Cebollin) (Lechuga)
Concentraciones E::; rSéepr:‘:Lll:s ré{:rf:ﬁg:;::‘ % Germinacion ré{:ri?g:;::‘ Y%Germinacion
R1 R2 R3 R1 R2 R3

Control Agua destilada 20 20 20 20 100.00 20 20 20 100.00

0.1 % wiv Metanol 20 20 20 20 100,00 20 20 20 100,00

0.5 % viv Metanal 20 20 20 20 100,00 20 20 20 100,00

1 % wiv Metanol 20 18 20 19 95.00 20 20 19 98,33

5 % viv Metanol 20 17 15 18 83,33 18 18 17 88,33

R1: Réplica 1, R2: Réplica 2, R3: Réplica 3.

Fuente: Autor

Los promedios de la elongacion de la radicula e hipocotilo de las semillas de
Allium schoenoprasum L. y Lactuca sativa a diferentes concentraciones de metanol,
se muestran en la tabla 18 y 19. Los porcentajes de metanol a los cuales no existe
diferencia significativa (p>0,05) para las longitudes de radicula e hipocétilo de las
semillas de cebollin y lechuga fueron 0.1, 0.5 y 1% v/v de metanol, a la
concentracion de 5% v/v de metanol existe una diferencia significativa (p<0,05), el
andlisis estadistico se puede revisar en el anexo 1. Las longitudes de la radicula e

hipocotilo disminuyeron al incrementar la concentracion de metanol.

Se observa un efecto de inhibicidn en las semillas tratadas con las soluciones de
metanol. Con respecto al porcentaje de inhibicién en la elongacion de la radicula e
hipocotilo se produjo un menor efecto de inhibicion a las concentraciones de 0.1, 0.5
y 1% v/v comprendido entre el 0,1 % y 8% para los dos tipos de semillas. A la
concentracion de 5% v/v de metanol se observan valores altos de inhibicion en la
elongacién en intervalos del 53 al 77%. El porcentaje de inhibicién en la elongacion

de la radicula e hipocétilo incrementé a mayor concentracion de metanol.
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Tabla 18. Inhibicion de la elongaciéon de radicula e hipocotilo de semillas de Allium

schoenoprasum L. a diferentes concentraciones de metanol.

Tipo de semilla Allium schoenoprasum L (Cebollin)
. Promedio elongacion (mm) % Inhibicion
Concentraciones
Radicula Hipocdétilo Radicula Hipocotilo

Contral Agua destilada 16,85 27.40 - -

0.1 % wiv Metanol 16,72 27,36 077 0,18
0.5 % wiv Metanol 16,03 26,98 4.87 1,687

1 % viv Metanol 15,47 26,00 8.19 5,14

5 % viv Metanol 3.17 9.53 77.63 65,23

Fuente: Autor

Tabla 19. Inhibicién de la elongacion de radicula e hipocaétilo de semillas de Lactuca

sativa a diferentes concentraciones de metanol.

Tipo de semilla Lactuca Sativa (Lechuga)

. Promedio elongacion{mm) % Inhibicion

Concentraciones
Radicula Hipocotilo Radicula Hipocotilo

Control Agua destilada 24 40 26,67 - -
0.1 % wiv Metanol 2423 25 57 0,70 412
0.5 % wv Metanol 23,82 2512 2,38 5,81
1 % wiv Metanal 23,15 25 13 512 57T
5 % wiv Metanol 6.23 11.90 66,27 55,38

Fuente: Autor

Las concentraciones de metanol que no causaron un efecto toxico sobre la
Artemia salina fueron 0,1 y 0,5% de metanol. Para las semillas Allium

schoenoprasum L y Lactuca sativa fueron 0.1, 0.5y 1% v/v de metanol.

4.1.1.3 SOLUBILIDAD DEL IBUPROFENO EN METANOL

En este estudio se trabajé con las concentraciones mas bajas de metanol, por
esta razon la solubilidad del ibuprofeno fue comprobada para las concentraciones de
0.1y 0.5% v/v de metanol. En la tabla 20 se muestran los resultados de las pruebas

de solubilidad a concentraciones de 100, 50 y 20 mg L™ de ibuprofeno.

Maria Verénica Saetama Guallpa — MAESTRIA EN TOXICOLOGIA INDUSTRIAL Y AMBIENTAL 83



-'él‘/!.‘
el i

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Tabla 20. Solubilidad de Ibuprofeno a 0.1 y 0.5% v/v de metanol

Posibles controles 7o Metanol en Agua de % Metanol en Agua

negativos mar artificial destilada
0.1 0.5 0.1 0.5
|bE;r;s:::T::;r:_-n Soluble SI/NO
100 MO NO NO NO
50 MO MO MO NO
210 MO o) gl gl

Fuente: Autor

Se determiné que el ibuprofeno a concentraciones de 50 y 100 mg L™, no era soluble
en metanol al 0,1 y 0.5% v/v de metanol en agua de mar artificial y de metanol en
agua destilada. A una concentracion de ibuprofeno de 20 mg L™ fue soluble en
metanol al 0.5% v/v de metanol en agua de mar artificial y 0.1 y 0,5 % de metanol en
agua destilada.

A partir de estos resultados y tomando en consideracién el uso de la menor
concentracion de metanol, se trabajo con soluciones acuosas de ibuprofeno a partir
de los 20 mg L™ y con concentraciones de 0.5% de metanol para el bioensayo con

Artemia salina y 0.1% de metanol para las semillas.

4.1.1.4 CONCENTRACIONES DE LAS SOLUCIONES ACUOSAS DE
IBUPROFENO

Las longitudes de onda obtenidas al realizar el barrido espectral de una solucién
de ibuprofeno de 20 mg L™ preparada en agua de mar artificial con metanol al 0.5%
y en agua destilada con metanol al 0.1% fueron 222 nm y 221 nm respectivamente.
Las concentraciones medidas de las soluciones de ibuprofeno para ser utilizadas en
los bioensayos y el error se muestran en la tabla 21. Se comprob6é que las
concentraciones de las soluciones preparadas fueron muy similares a las

concentraciones nominales.
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Tabla 21. Concentraciones de las soluciones de ibuprofeno determinadas por UV-
Vis.

Organismo de prueba Artemia salina Semillas de cebollin y lechuga
Concentracion Concentracion Concentracion  Concentracion
nominal (mgL™) medida (mgL™) Error nominal (mgL"') medida (mgL")

0.5 0,489 06+0.01 0,465 065+004
1,126 1101 1,15 1+02
2 2104 2+01 1,91 2101
5 5,91 5+09 4,66 5+03
10 10,56 10+£06 10,24 10+£02
20 20,05 20+ 0.05 19,6 2004

Fuente: Autor

4.1.2 MORTALIDAD DE LA ARTEMIA SALINA EXPUESTA A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE IBUPROFENO

Se realizaron ocho experimentos cada uno de ellos por triplicado. En la tabla 22 se
observan los resultados de mortalidad obtenidos al exponer a la Artemia salina a
diferentes concentraciones de ibuprofeno. La mortalidad en los controles negativos
con agua de mar artificial y solvente 0.5% v/v de metanol en agua de mar artificial
fue del 0%, razén por la cual se tom6 como control negativo al solvente 0.5% v/v de
metanol en agua de mar artificial.El porcentaje de mortalidad en los controles
negativos no excedié el 10%. El porcentaje de mortalidad mas elevado corresponde
a la concentracion de 20 mg L™ de ibuprofeno con el 63,3% de mortalidad de
nauplios de artemia. En la figura 18 se pueden observar los porcentajes de

mortalidad de Artemia salina expuestas a diferentes concentraciones de ibuprofeno.

La concentracién de ibuprofeno que produce mortalidad sobre el 50% de los
nuaplios de artemia salina en estado Il-lll en un periodo de exposicién de 24 horas
CL s50-24n fue 17,386 mg L. El valor de la CLs y los limites de confianza para al 95 %
se muestran en tabla 23. Los datos del analisis estadistico se pueden revisar en el

anexo 2.
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Tabla 22. Resultados del porcentaje de mortalidad de Artemia salina expuesta a

diferentes concentraciones de ibuprofeno.

Concentraciones

Concentraciones MNo. Nauplios

No. Nauplios Vivos

% Mortalidad

Promedio del %

medidas por réplica Mortalidad
R1 R2Z R R1 R2 R
Control Solucién salina 10 10 10 10 0 0 0 0,0
Control 0.5 %Metanol 10 10 10 10 0 0 0,0
0,5mgL™" 0,489 mg L™ 10 10 9 10 0 10 0 3,3
1mg L™t 1,126 mg L™ 10 8 10 w 20 0 0 6,7
2mg Lt 2,104 mg Lt 10 10 g 10 0 10 0 3,3
smgl* 5,910mg L™ 10 9 5 5 10 10 10 10,0
10 mgL? 10,56 mg L™ 10 8 5 20 20 10 16,7
20mgL? 20,05 mgL* 10 a 4 3 50 60 70 63,3
Fuente: Autor
100
S50
20
70 63,3
T 60
=]
= 50
5
= 40
* 30
16,7
20
6,7 10,0
10
0 3,3 3,3
0
Control 0,5 1 2 5 10 20

Concentracion lbuprofeno mg/l

Figura 18. Porcentaje de Mortalidad de Artemia salina a diferentes concentraciones de ibuprofeno

Fuente: Autor.

Tabla 23. Resultados de la CLso mgL™ y limites de confianza de la concentracion de

ibuprofeno para Artemia salina.

Limites de confianza al 95% para
Probabilidad Concentracion
. L Limite Limite
Estimacidén . . .
inferior superior
0,5 17,386 12,855 27,485

Fuente: Autor
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Los datos de mortalidad y concentracion presentaron un buen ajuste del modelo

probit ya que el contraste de la bondad de ajuste de Pearson (1,462) para P>0,05
con un nivel de confianza del 95%.

Las curvas Concentracion- Mortalidad y la curva basada en el modelo Probit se
muestran en la figura 19.

&)
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Figura 19. (a) Curva Concentracién- Mortalidad y (b) Curva basada en el modelo Probit.

Fuente: Autor.
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4.1.3 GERMINACION DE SEMILLAS DE ALLIUM SCHOENOPRASUM L Y
LACTUCA SATIVA TRATADAS CON DIFERENTES CONCENTRACIONES
DE IBUPROFENO.

Cada experimento fue realizado por triplicado.

4.1.3.1 VIABILIDAD DE LAS SEMILLAS
Se verific6 que los lotes de semilla tengan un porcentaje de germinacion

superior al 90% y que el coeficiente de variacion de la radicula sea menor al 30%.

Para las semillas de Allium schoenoprasum L (cebollin) y Lactuca sativa
(lechuga) el porcentaje de germinacion en los controles negativos con agua
destilada y metanol 0,1% fue mayor al 90%. El coeficiente de variacion para la
radicula fue menor al 30% como se observa en la tabla 24.

Tabla 24. Porcentaje de Germinacion y Coeficiente de variacion para la radicula de
los controles negativos para las semillas de Allium schoenoprasum L y Lactuca

sativa.
Control Promedio Desviacié Coeficiente
Semilla N on tr_D %Germinacion Elongacion E‘T{m;m" de variacion
egativo radicula estandar (CV%)
Cebollin Agua destilada 100% 16,00 4,68 27,95
Metanol 0.1% 100% 16,25 7,45 27,72
Lechuga Agua destilada 96,70% 24 47 6,63 27,10
. Metanol 0.1% 96,70% 2418 5,88 24 32

Fuente: Autor.

4.1.3.2 PORCENTAJE DE GERMINACION

En la tabla 25 y 26, se observan los resultados obtenidos con respecto al
namero de semillas germinadas, el porcentaje de germinacién y el porcentaje de
inhibicion de las semillas de Allium schoenoprasum L (cebollin) y Lactuca sativa

(lechuga), para los controles negativos y las soluciones de 20, 10, 5, 2, 1y 0.5 mgL™
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de ibuprofeno. Adicionalmente se calcul6 el porcentaje de inhibicion en la

germinacion, el signo negativo en los resultados indica inhibicion.

El porcentaje de germinacion en los controles con agua destilada y solvente
0.1% v/v de metanol, no presenta ninguna diferencia siendo de 96,7% para el
cebollin y 100% para la lechuga. El porcentaje de germinacién en los controles
negativos fue mayor al 90%.

Para las semillas cebollin a concentraciones de 1, 2 y 5 mg L™ se obtuvo un
porcentaje de germinacion de 84%, 89 y 86%, con una inhibiciéon del 15,5; 10,3 y
13,8 % respectivamente, para el resto de concentraciones el porcentaje de

germinacién fue mayor al 90% y una inhibicién menor al 2% a 0,5, 10 y 20 mg L™.

Para las semillas de lechuga el porcentaje de germinacion fue mayor al 90% de
ibuprofeno y la inhibicion fue menor al 5% a todas las concentraciones de
ibuprofeno.

Tabla 25. Porcentajes de germinacion de semillas de Allium schoenoprasum L a

diferentes concentraciones de ibuprofeno

Concentracion Concent.rac:ii:-n No. Se'milllas No. Semillas Porcentaje  Porcentaje
medida porréplica  Germinadas Germinacion Inhibicién
Rl R2 R3 b %
Control (AD) - 20 20 19 19 96.7
Control (MeOH 0,1%) - 20 20 19 19 96.7
0.5 0,465 mg L™ 20 19 20 A7 96.6 34
1,15mg L™ 20 17 18 14 84.5 15,5
2 1,91 mg L™ 20 1718 17 89.7 10,3
4,66mg L 20 17 18 15 86.2 13,8
10 10,24 mg L™ 20 20 18 19 98.3 1.7
20 19,6 mg ™" 20 19 18 19 96.6 -3.4

R1: Réplica 1, R2: Réplica 2, R3: Réplica 3. AD: Agua Destilada. MeOH: Metanol

Fuente: Autor

Maria Verénica Saetama Guallpa — MAESTRIA EN TOXICOLOGIA INDUSTRIAL Y AMBIENTAL 89



UNIVERSIDAD DE CUENCA

‘:um 2 v

Tabla 26. Porcentajes de germinacion de semilla Lactuca sativa a diferentes

concentraciones de ibuprofeno.

Concentracion Enncent.raci{'m No. Se,mi.llaa No. Si?millas Porcentaje P{:-rf:e_nt.zfje
medida por réplica Germinadas  gorminacion  IMhibicion
RI_R2 R3 h %
Control (AD) - 20 20 20 20 100.0 -
Control (MeQH 0.1%) - 20 20 20 20 100.0 -
0.5 0,465 mg L* 20 19 15 20 95,0 -5.0
1 1,15mgL* 20 20 20 20 100,0 0,0
2 1,91 mgL™t 20 20 20 18 96,7 33
5 4,66mg Lt 20 20 20 19 98,3 1.7
10 10,24 mg L* 20 15 20 20 98,3 1.7
20 19,6 mg L* 20 20 20 20 100,0 0.0

R1: Réplica 1, R2: Réplica 2, R3: Réplica 3. AD: Agua Destilada. MeOH: Metanol

Fuente: Autor

En la figura 20, se observan los porcentajes de germinacion de las semillas de

cebollin y lechuga para los controles negativos y las diferentes concentraciones de

ibuprofeno, la linea roja indica el 90% de germinacion
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Figura 20. Porcentaje de germinacion de las semillas de cebollin y lechuga.

Fuente: Autor
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4.1.3.3 ELONGACION DE LA RADICULA

La tabla 27 se muestran los resultados de las medidas de la elongacion de la
radicula de las semillas de Allium schoenoprasum L (cebollin) y Lactuca sativa
(lechuga), expresados como la media + SD (desviacion estandar) de ocho
experimentos, cada uno de ellos realizado por triplicado, adicionalmente se
calcularon los porcentajes de inhibicion / estimulacion en la elongacion de la radicula
de las semillas tratadas con soluciones de 20, 10, 5, 2, 1y 0.5 mg L™ de ibuprofeno.
El signo negativo en los porcentajes indica inhibicion y el signo positivo indica

estimulacion de la elongacion en la radicula.

Tabla 27. Resultados de la elongacion de la radicula de las semillas de Allium

schoenoprasum L y Lactuca sativa expuestas diferentes concentraciones de

ibuprofeno.
Allium Lactuca Sativa Allium Lactuca
Tipo de Semilla schoenoprasum L schoenoprasum L Sativa
| {Lechuga) .
(Cebollin) (Cebollin) (Lechuga)
Concentracion p . .. % Inhibicion/ Estimulacion
4 romedio de Elongacion {mm) .
img L) Elongacion
Control Agua Destilada 16.00 + 5,35 2447 + 663
Control Metanol 0,1% 16.25 £ 5,32 2418 + 588 0.0 0.0
0.5 15,95 + 6,38 2595 + 821 18 7.3
1 13.68 £ 7,89 4322 + 958 58 787
2 14,78 + 7,44 41,93 + 10,87 90 734
g 15,75 £+ 7,99 4335 £ 13,29 -31 79,3
10 1447 £+ 577 43,70 + 13,50 -11.0 al.7
20 13.82 + 541 48,23 + 8,04 -15.0 99 4

Fuente: Autor

En los controles negativos de agua destilada y metanol 0,1%, no existié
diferencia significativa en la elongacion de la radicula siendo 16+0,15 mm para el
cebollin y 240,29 mm para la lechuga (P>0,05) (figura 21), esto fue comprobado
estadisticamente aplicando el analisis test de Mann-Whitney. El analisis estadistico

para los controles negativos se muestra en el anexo 4.
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B Radicula Cebollin B Radicula Lechuga

Figura 21. Elongacién de la radicula de cebollin y Lechuga en los controles negativos.

Fuente: Autor

En las semillas de cebollin se presenté una disminucion en la elongacion de la
radicula en comparacion con el control negativo siendo significativamente menor
para las concentracién de 1y 20 mg L™ (p<0,05), de acuerdo al anélisis estadistico
Kruskal-Wallis (anexo 5). El porcentaje de inhibicibon méas alto de la radicula se
presenté a las concentraciones de 1 y 20 mgL™ correspondiente al 15,8% y 15%
respectivamente, el porcentaje mas bajo de inhibicibn se observdo a las

concentraciones de 0,5 mgL™ y 5 mgL™ equivalente al 1,8% y 3,1 respectivamente.

En las semillas de lechuga se present6 una estimulacidén en la elongacion de la
radicula para todas las concentraciones de ibuprofeno con respecto al control
negativo, siendo significativamente mayor para las concentraciones de 1 a 20 mgL™
(P<0,05) de acuerdo al analisis estadistico Kruskal-Wallis (anexo 5). El efecto de
estimulacién fue mayor al 50% en las concentraciones de 1 a 20 mgL™ en
porcentajes comprendidos entre el 78,7 al 99,4%, el menor efecto de estimulacién se
presento a la concentracién de 0,5 mgL™, equivalente al 7,3%.

En la figura 22 se presenta la comparacion de la elongacion de la radicula del
cebollin frente al control negativo.
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Figura 22. Resultado de la elongacion de la radicula de cebollin expuesta a diferentes

concentraciones de ibuprofeno comparada con el control negativo (*** P<0,05).

Fuente: Autor

En la figura 23 se muestra una comparacion de la elongaciéon de la radicula de la

lechuga frente al control negativo.
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Figura 23. Resultado de la elongacion de la radicula de cebollin expuesta a diferentes

concentraciones de ibuprofeno comparada con el control negativo (*** P<0,05).

Fuente: Autor
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En la figura 24 se muestran los porcentajes de inhibicibn y estimulo en la
elongacion de la radicula para las semillas de cebollin y lechuga. Un efecto de
estimulo se muestra barras por encima de la linea, mientras que el efecto de

inhibicion se presenta en barras debajo de la linea.
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Figura 24. Porcentaje de inhibicién y estimulo en la elongacién de la radicula de las semillas de

cebollin y lechuga tratadas con diferentes concentraciones de soluciones de ibuprofeno.

Fuente: Autor

4.1.3.4 ELONGACION DEL HIPOCOTILO

La tabla 28 se muestran los resultados de las medidas de la elongacién del
hipocétilo de las semillas de Allium schoenoprasum L (cebollin) y Lactuca sativa
(lechuga), expresados como la media + SD (desviacibn estandar) de ocho
experimentos, cada uno de ellos realizado por triplicado, adicionalmente se
calcularon los porcentajes de inhibicion / estimulacion en la elongacién del hipocétilo
de las semillas tratadas con soluciones de 20, 10, 5, 2, 1y 0.5 mg L™ de ibuprofeno.
El signo negativo en los porcentajes indica inhibicion y el signo positivo indica

estimulacion de la elongacion en la radicula.
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Tabla 28. Resultados de la elongacion del hipocotilo de las semillas de Allium

schoenoprasum L y Lactuca sativa

ibuprofeno.

expuestas diferentes concentraciones de

Tipo de Semilla

Allium
schoenoprasum L
(Cebollin)

Lactuca Sativa
(Lechuga)

Allium Lactuca
schoenoprasum L Sativa
{Cebollin) (Lechuga)

Concentracion . .. % Inhibicion/ Estimulacion
(mg L) Promedic de Elongacion (mm) Elongacién
Control Agua Destilada 2567 + 882 2547 + 529
Control Metanol 0,1% 2638 + 8,35 2687 + 445 0.0 0.0
0.5 2403 £ 970 2745 + 622 532 .12
1 21,85 + 12,585 2807 + 614 13.9 8 51
2 2400 £ 1210 2770 + 614 £ 45 7.09
g 2517 £ 12,33 28156 &+ 7,85 084 883
10 2447 + 8,92 2903 + 8,54 3.61 12 21
20 2232 + 884 2965 + 4,80 1208 14 63

Fuente: Autor

En los controles negativos de agua destilada y metanol 0,1%, no existié

diferencia significativa en la elongacion del hipocotilo siendo 25,67+0,29 mm para el

cebollin y 25,47+0,40 mm para la lechuga (P>0,05) (figura 25), esto fue comprobado

estadisticamente aplicando el analisis test de Mann-Whitney. El andlisis estadistico

para los controles negativos se muestra en el anexo 4.

Longitud Hipocétilo (mm)

28

24 -

20 -

16 -

12 4

25,67 25,38

Agua Destilada Metanol 0,1%

B Hipocétilo Cebollin

Agua Destilada Metanol 0,1%

B Hipocdtilo Lechuga

25,47

25,87

Figura 25. Elongacién del hipocétilo de Cebollin y Lechuga en los controles negativos.

Fuente

: Autor
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En las semillas de cebollin se presentdé una disminucion en la elongacion del
hipocotilo en comparacion con el control negativo siendo significativamente menor
para las concentraciones de 1y 20 mg L™ (p<0,05) de acuerdo al andlisis estadistico
Kruskal-Wallis (anexo 5). El efecto de inhibicion fue menor al 50% en todas las
concentraciones. El porcentaje de inhibicion mas alto del hipocotilo se presento a la
concentraciones de 1y 20 mgL™ correspondiente al 13,9% y 12,08 respectivamente
y el porcentaje mas bajo de inhibicién se observé a la concentracién de 5 mgL™

equivalente al 0,84%.

En la figura 26 se presenta la comparacion de la elongacién del hipocotilo del
cebollin frente al control negativo.
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Concentracién Ibuprofeno mg L

Control Negativo Hipocdtilo m Hipocotilo Cebollin

Figura 26. Resultado de la elongacién del hipocétilo de cebollin expuesto a diferentes

concentraciones de ibuprofeno comparada con el control negativo (*** P<0,05).

Fuente: Autor

Para las semillas de lechuga se presentd una estimulacion en la elongacion del
hipocétilo para todas las concentraciones de ibuprofeno con respecto al control
negativo, siendo significativamente mayor para las concentraciones de 1 a 20 mgL™
(P<0,05) de acuerdo al andlisis estadistico Kruskal-Wallis (anexo 5). El efecto de

estimulacion fue menor al 50% en las concentraciones. El porcentaje de
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estimulacién mas alto del hipocétilo se presentd a la concentracion 20 mgL™
correspondiente al 14, 63% y el porcentaje mas bajo de estimulacion se observo a la

concentracién de 0,5 mgL™ correspondiente al 6,12 %.

En la figura 27 se muestra una comparacion de la elongacién de la radicula de la

lechuga frente al control negativo.
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Figura 27. Resultado de la elongacién del hipocétilo de la lechuga expuesto a diferentes

concentraciones de ibuprofeno comparada con el control negativo (*** P<0,05).

Fuente: Autor

En la figura 28 se muestran los porcentajes de inhibicion y estimulo en la
elongacién del hipocdétilo para las semillas de cebollin y lechuga. Un efecto de
estimulo se muestra barras por encima de la linea, mientras que el efecto de

inhibicién se presenta en barras debajo de la linea.

Maria Verénica Saetama Guallpa — MAESTRIA EN TOXICOLOGIA INDUSTRIAL Y AMBIENTAL 97



UNIVERSIDAD DE CUENCA !ﬂ;

20,00

14,63
15,00 -

10,00 -
5,00 -
0,00 -
-5,00 -

-10,00 -

Porcentaje de inhibién/Estimulacién

-15,00 ~

-13,92

-20,00

0,5 1 2 5 10 20

Concentracién de Ibuprofeno (mg L)

M Cebollin ™ Lechuga

Figura 28. Porcentaje de inhibicion y estimulo en la elongacién del hipocotilo de las semillas de

cebollin y lechuga tratadas con diferentes concentraciones de soluciones de ibuprofeno.

Fuente: Autor

4.2. REMOCION DE IBUPROFENO CON BIOMASA RESIDUAL DE TALLOS DE
ROSA

4.2.1 PREPARACION Y CARACTERIZACION DEL BIOSORBENTE

A continuacion se presentan los resultados de la preparacion y caracterizacion de la
biosorbente.

4.2.1.1 TAMANO DE PARTICULA PARA EL ENSAYO DE BIOSORCION

El tamafio de particula obtenido luego del tamizado se muestra en la tabla 29.
Se obtuvieron tres tamafios de particula, una fina de 0,6 mm, una intermedia de 0,85
mm Yy una gruesa de 1,18 mm, con los cuales se realiz6 el estudio hidrodinamico de

la columna.
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Tabla 29. Tamafos de particula obtenidos para el ensayo de biosorcion.

Nimero de Tamiz  Tamaiio de particula (mm)

16 1,18
20 0,85
30 0.6

Fuente: Autor

4.2.1.2 CARACTERIZACION DEL BIOSORBENTE

Se determinaron las siguientes propiedades del biosorbente:

Densidad Real (pr)
La densidad real determinada para el biosorbente obtenido del tallo de rosas fue

de 1,0911 g mI™. En la tabla 30 se muestran los resultados de laboratorio.

Tabla 30. Resultados de la densidad real del biosorbente de tallos de rosa.

mp mp+h mp+MEOH mp+b+ MEOH Densidad real
() (g) (8) (g) (gml”)
43,9792 44,3991 83,6042 83,7193 1,0911

(mg): peso picnometro vacio, (my+ b): peso del picnometro con el biosorbente, (mp+ peon): Peso del
picnémetro con el metanol, (my+b + yeon): Peso del picnémetro con el biosorbente y el metanol

Fuente: Autor

Densidad Aparente (pa)
La densidad aparente determinada para el biosorbente fue de 0,2541 g mI™ Los

resultados de laboratorio se muestran en la tabla 31.

Tabla 31. Resultados de la densidad aparente del biosorbente de tallos de rosa.

mb Vocupado Densidad aparente
(g) (ml) (gmi™)
2,2541 10 0,2254

(my): masa del biosorbente, (Vocupado): volumen ocupado por el biosorbente en la probeta

Fuente: Autor
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Porosidad (e)
La porosidad del biosorbente fue determinada mediante la relacién entre la

densidad real y aparente obtenidos en los resultados anteriores (tabla 32).

Tabla 32. Resultados de porosidad del biosorbente de tallos de rosa.

Densidad real Densidad aparente

([gml”) (gml™)
1,0911 0,2254 0,7934

Porosidad

Fuente: Autor

- pH en el Punto de carga cero (PZC)
El punto de carga cero fue determinado evaluando un intervalo de pH entre 4 y
10. El valor del punto de carga cero encontrado fue de 7,15. Los valores de pH
para cada una de las muestras se presentan en la tabla 33.

Tabla 33. Valores de pH inicial y final de los ensayos.

No. Erlenmeyer Peso biosorbente pH referencia pH Inicial pH Final
(9)
1 0,5021 4 4,08 5.69
2 0,5032 5 5,32 6,25
3 0,5014 B 6,12 7.28
4 0,5001 7 7,09 7,13
5 0,5026 g 8,30 7.46
B 0,5017 9 9,46 6,49
7 0,5004 10 10,18 7,31

Fuente: Autor

En la figura 29 se muestra el pH en el punto de carga cero (pHpzc) para el

biosorbente de tallos de rosa.

Maria Verénica Saetama Guallpa — MAESTRIA EN TOXICOLOGIA INDUSTRIAL Y AMBIENTAL 100



UNIVERSIDAD DE CUENCA

8 PzC=7,15

pH Final

HHHHH

pH Inicial

Figura 29. Punto carga cero (PZC) para el biosorbente de tallos de rosa.

Fuente: Autor.

- Grupos funcionales
El espectro infrarrojo del biosorbente de tallos de rosa se utilizé para identificar los
grupos funcionales presentes en la biomasa y que pueden interferir en la adsorcion

del ibuprofeno.

En figura 30 se muestra el espectro muestra del tallo de rosa entes de la
biosorcion, el cual presenta numerosos picos indicando la naturaleza compleja del
material, se observa una banda amplia a 3318 cm™ que corresponde a la vibracién
de los grupos hidroxilo -OH, la banda a 2881 cm™ debida a vibraciones de la parte
alifatica -CH, los picos a 1727 y 1691cm™ pueden ser asignados a vibraciones del
grupo carbonilo —C=0 vy alifaticos -CH, la vibracién a 1502 a 1630 cm™ puede
atribuirse a los grupos aromaticos —C=C, las bandas desde 1024 a 1372 cm™
pueden estar relacionadas con vibraciones del grupo carbonilo —C=0. La vibracién a
1025 cm™ puede ser asignada al grupo hidroxilo de alcoholes y fenoles y la banda a
894 cm™ puede deberse a un grupo aromatico sustituido.

En la tabla 34 se muestran las asignaciones dadas a cada uno de los picos

identificados en el espectro infrarrojo del tallo de rosa.
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Tabla 34. Interpretacion del espectro infrarrojo del tallo de rosa.

Pico observado (cm™) Grupo funcional
3a -0OH Hidroxilo
2882 -CH Alcanos
1727 -C=0  Carbonilo
1691 -CH Alcanos
1630 -C=C Aromaticos
1591 -C=C  Aromaticos
1550 -C=C Aromaticos
1502 -C=C Aromaticos
1423 -C=0 Carbonilo
1472 -C=0 Carbonilo
1315 -C=0 Carbonilo
1238 C=0 Carbonilo
1025 -0OH Hidroxilo
895 Sustitucién grupo aromatico

Fuente: Autor

Percent Transmitance
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Figura 30. Espectro infrarrojo del tallo rosa antes de la biosorcién.

Fuente: Autor

Al comparar el espectro infrarrojo del tallo de rosa antes y después de la

biosorcion de ibuprofeno mostrado en la figura 31, se observo un incremento de la

banda del grupo hidroxilo -OH y un aumento de la vibracion en el

grupo de los
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aromaticos —C=C. Ademas un nuevo pico aparecidé en el espectro después de la
biosorcién a 1709 cm™, correspondiente a la banda de 1708 cm™ del espectro del
ibuprofeno vy atribuida al grupo carbonilo —C=0, que asociaria una implicacién del

grupo carbonilo en la adsorcién del ibuprofeno.

Percent Transmitance

52+

4000 3000 2000 1000

Wavenumbers

= Tallo de rosa antes de la biosorcién = Tallo de rosa después de la biosorcién

Figura 31. Espectro infrarrojo del tallo de rosa antes y después de la biosorcion.

Fuente: Autor
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Figura 32. Espectro infrarrojo del ibuprofeno

Fuente: Autor
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4.2.2 BIOSORCION EN COLUMNA

4.2.2.1 ESTUDIO HIDRODINAMICO PARA LA ESTABILIZACION DEL LECHO DE
LA COLUMNA

Con los tres tamafos de particulas de biosorbente obtenidas, se realizaron
pruebas con masas de biosorbente comprendidas entre 6 y 7 gramos, determinando
la altura y el caudal para cada una de ellas, encontrando las condiciones que
permitieron la estabilidad del lecho en la columna empacada, es decir para que no
se produzcan canalizaciones ni inundaciéon de la columna manteniendo como
condicién que el caudal se mantuviera estable entre 1,5 y 2,5 ml min™. Los
resultados de estas pruebas se muestran en la tabla 35.

Un caudal de 2,42 ml min *, fue obtenido para un tamafio de particula de 0,85 mm,
masa de 7 g y altura de 33,5 cm, bajo estas condiciones no se observaron

canalizaciones ni inundacion de la columna.

Tabla 35. Resultados del estudio hidrodinamico para tres tamafios de particula de

biosorbente de tallos de rosa.

Prueba Ta!'naﬁn de Masa  Altura Caudal
Particula (mm) {g) {cm)  (ml min™)

1,18 7 34 942

1 0.85 7 335 2,33
0.6 7 303 1.26

1,18 G 29 7.61

2 0,85 B 26 1.36
0.6 G 234 1.05

Fuente: Autor

4.2.2.2 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE REMOCION DE IBUPROFENO
El ensayo de biosorcion para remocion de ibuprofeno se desarrollo bajo las

condiciones descritas en la tabla 36.
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Durante el ensayo de biosorcion, se recolectaron 14 muestras del efluente de la

columna a diferentes intervalos de tiempo. El experimento tuvo una duracion total de

320 minutos obteniendo una concentracion final de 49,49 mg L™ de ibuprofeno, la

concentracién mas baja de ibuprofeno a la salida de la columna fue de 36,57 mg L™,

Los resultados de esta prueba se muestran en la tabla 37.

Tabla 36. Condiciones para el ensayo de biosorcion de ibuprofeno con tallos de rosa

Factor Condicion
Didmetro de columna (cm) 1.5

Masa de biosorbente (g) 7

Altura del lecho {cm) 335
Cuadal {ml min-1} 242
Punto carga cero biosorbente 7.15

Concentracion inicial de Ibuprofena

medida
pH de la solucién de |buprofeno 4.26
pka lbuprofeno 49
Temperatura 18°C

60 mg L™ nominal/ 61,80 mg L-1

Fuente: Autor

Tabla 37. Resultados de concentraciones de ibuprofeno obtenidas a la salida de la

columna en diferentes intervalos de tiempo.

Muestra  Tiempo (min) Concentracion (mg L")

B6.56
17.40
29.33
39.93
50.54
72.28
94,60
116,01
137,31
172,95
211,92
24811
284,49
320,75

N,
e 1= R == B = RS L B SN SUR PN

— -k =
FS 5 T

3657
42 37
4476
46.23
46,36
46 .57
47 57
47 63
48.67
48,32
4924
4370
4984
4949

Fuente: Autor
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Con los datos experimentales se determind el perfil concentracion - tiempo de la

biosorcién de ibuprofeno con tallos de rosa, el cual se muestra en la figura 33.
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Figura 33. Curva de ruptura para la biosorcion de ibuprofeno con tallos de rosa para concentracion

inicial: 61,8 mg L™, altura: 33,5 mm, masa biosorbente: 7g, caudal: 2,42 ml min™
Fuente: Autor
En la tabla 38 se presentan los parametros de funcionamiento de la columna

calculados a partir de los datos experimentales generados para el perfil

concentracion- tiempo y bajo las condiciones descritas en la tabla 36.
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Tabla 38. Pardmetros de funcionamiento de la columna calculados a partir de los

datos experimentales.

Parametro Valor
Co Concentracion inicial mg L 61,80
Q Caudal (ml min™) 777,27
tiotal Tiempo funcionamiento columna (min) 220,75
Vet Wolumen efluente {ml) 1212
Gtotal Cantidad total de sustancia adsorbida (mg) 3.03
Migtal Cantidad de |B gue pasa por la columna total (mg) 7,488
% Retencion  %lbuprofeno Retenido 40,49
Qe Capacidad de adsorcidn (mg ibuprofenc/g tallo de rosa) 0,433
tr Tiempo de ruptura (min)
ts Tempo de saturacidén (min) 50

Fuente: Autor
El porcentaje de remocién de ibuprofeno obtenido utilizando la biomasa residual
de tallos de rosa como biosorbente fue de 40,49%, con una capacidad de biosorciéon

de 0,057 mg de ibuprofeno / g de tallo de rosa.

El tiempo de ruptura no se puede determinar debido a que la concentracion de
medicamento a la que se puede realizar el vertimiento no esta legislada y el tiempo

de saturacion de la columna es 50 minutos.

4.2.2.3 AJUSTE DE LOS DATOS EXPERIMENTALES A LOS MODELOS
MATEMATICOS

Como un complemento de este estudio se realizd el ajuste de los datos
experimentales a los modelos de Thomas y Dosis repuesta para determinar el
modelo que mejor se ajusta, el modelo del Yoon Nelson no fue aplicado debido que
el tiempo requerido para retener el 50% de la concentracién inicial de ibuprofeno no

pudo ser obtenido de los datos experimentales.

Los valores de los parametros de la columna y el valor del coeficiente de

determinacién (R?) se muestran en la tabla 39.
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Tabla 39. Resultados de los pardmetros cinéticos en los modelos de Thomas y

Dosis respuesta en funcion del tiempo.

Modelo Parametros
- 7
Thomas Krn (mlfmg.min) gqs (mgfg) R
0,1053 -0,0087 0,629
RZ
Dosis Respuesta 2 % (mg/g)
0,2444 0,016 0,942

Fuente: Autor

En la figura 35 representan las curva de ruptura experimental para el ibuprofeno

y las curvas obtenidas para cada modelo.

A partir de estos datos se determin6 que el modelo de Thomas no reproduce de
forma aceptable los resultados obtenidos experimentalmente ya que el coeficiente
de determinacion es bajo. El modelo de Dosis Repuesta es el mejor representa la

curva de ruptura obtenida experimentalmente (R? = 0,942).

C/Co
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0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00 300,00 350,00
Tiempo (min)

—s—Experimental --m-- Thomas Dosis Respuesta

Figura 34. Comparacion de la curva de ruptura experimental y las curvas obtenidas en los modelos

aplicados en funcién del tiempo para la biosorcion del ibuprofeno en tallo de rosa.

Fuente: Autor
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CAPITULO V: DISCUSION

5.1 CONCENTRACION DE METANOL PARA BIOENSAYOS

Para la aplicacion de las soluciones acuosas de ibuprofeno, fue necesario
disolver el medicamento en metanol. Se realiz6 un analisis del efecto de la
concentracion de metanol sobre la Artemia salina y las semillas de Allium
schoenoprasum L. (cebollin) y Lactuca sativa (lechuga), comparando los efectos
sobre los organismos de prueba con un control negativo, el objetivo fue garantizar

que los resultados observados eran causados por el ibuprofeno y no por el metanol.

Se determindé que bajas concentraciones de metanol comprendidas entre el
0,1% y 0,5% v/v para Artemia salina y de 0,1% a 1% v/v para las semillas, no
produjeron alteraciones en la mortalidad, germinacion y elongacién de la radicula e

hipocotilo en comparacion con el control negativo (tablas 40 y 41).

Tabla 40. Resumen de mortalidad en Artemia salina y geminacion de semillas de

Allium schoenoprasum L. (cebollin) y Lactuca sativa (lechuga).

Concentracion Fnrce_ntaje FDr.CE"t.E.'jE
Mortalidad % Geminacion %
Artemia salina Cebollin  Lechuga
| f
Metanol 0.1% 3,33 100 100
Metanol 0.5% 3,33 100 100
Metanol 1% 80,00 95,00 95,33
Metanol 5% 96,67 85,33 88,33

Fuente: Autor

Para la Artemia salina estas concentraciones son mayores a la determinada por
Vismarra (1998), quien comprobd que a una concentracién de 0,21 M (0,08%) de
metanol no se producen efectos letales sobre la artemia, Pounds et al, (2008) utilizo
una concentraciéon de 0,1 ml L™ (0,01%) para su ensayos con ibuprofeno sobre un

organismo acuético.
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Se observo que el porcentaje de mortalidad para Artemia salina incrementé
conforme aumentaba la concentracion de metanol (tabla 39) y el porcentaje de
geminacion y la elongacion de la radicula e hipocétilo de las semillas disminuyeron

al incrementar la concentracién de metanol (tabla 40).

Tabla 41. Resumen de la longitud e inhibicion de la radicula e hipocoétilo de semillas
de Allium schoenoprasum L. (cebollin) y Lactuca sativa (lechuga).

FPromedic Promedio
Longitud  Longitud
Concentracion Especie  Radicula Hipocotilo

% Inhibion  %inhibion
Elongacion Elongacion
radicula hipocotilo

{mm) {mm)
Contral AD Cebollin 16.85 27.40 -
Lechuga 244 26,67 -
Metanol 0.1% CePolin - 16,72 27.36 0.77 0.18
Lechuga 24 23 25 5T 07 412
Metanol 0.5% Ceoellin 16,03 26,98 4,87 1,57
Lechuga 23,82 2512 2,38 5.81
Metanol 1% Cebollin 15.47 26,00 8.19 5.14
Lechuga 2415 25.13 5,12 577
Metanol 5% Cebollin 317 9.53 77.63 £5.23
Lechuga 8,237 11,95 GE.2T £5 38

Control AD: Control negativo Agua Destilada
*** Diferencia significativa (p<0,05).

Fuente: Autor

Para la Artemia salina el efecto de toxicidad mas elevado se observo a la
concentracion de 1% y 5% de metanol ocasionando la muerte de mas del 90% de
los organismos. Para las semillas a la concentracion de 5% de metanol observaron
valores altos de inhibicion en la elongacion en intervalos del 55 al 77%, esto indica
gue el metanol causa alteraciones en los organismos usados en los bioensayos

cuando se utilizan concentraciones entre el 1% y 5% de metanol.
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El uso de metanol demostré ademas que los organismos vivos como la Artemia
son mas sensibles a esta sustancia en comparacién con los organismos inertes
como las semillas, sin embargo Hillis et al, (2008) indica que el metanol es utilizado
como solvente del ibuprofeno y de otros medicamentos debido a que presenta

menor toxicidad para la germinacién y elongacién de la radicula de las semillas.

Los bioensayos se realizaron utilizando las concentraciones mas bajas de
metanol para evitar interferencias en los resultados y en funcion de estas se
comprobd la solubilidad del ibuprofeno, por lo que se trabaj6é con soluciones acuosas
de ibuprofeno a partir de los 20 mg L™, con concentraciones de 0.5% de metanol

para el bioensayo con Artemia salina y 0.1% para las semillas.

5.2 CONCENTRACIONES DE LAS SOLUCIONES ACUOSAS DE IBUPROFENO

Se determinaron las concentraciones de las soluciones acuosas de ibuprofeno
preparadas (concentraciones nominales) con la finalidad de asegurar que los efectos
observados en los puntos finales de los bioensayos correspondan a las
concentraciones de ibuprofeno aplicadas, esto permite tener mayor confiabilidad en

los resultados.

5.3 CONTROLES NEGATIVOS

En los bioensayos se utilizaron dos controles negativos: control de solucion
salina / agua destilada y control de solvente metanol 0,5 y 0,1%, esto garantizd que
los efectos observados en los puntos finales de los bioensayos se debian a la
exposicion a lbuprofeno y no al metanol, como se demostré anteriormente, causa un

efectos de mortalidad e inhibicién.

No se detectaron diferencias significativas entre los controles con agua y los
controles del solvente en los organismos de prueba, es por esta razon que los
efectos de mortalidad sobre Artemia salina y crecimiento e inhibicién de la radicula e

hipocotilo de las semillas, fueron comparados con el control del solvente. El
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porcentaje de mortalidad de Artemia salina en los controles negativos fue 0%
demostrando que la concentracibn de metanol utilizada no causo el efecto de
mortalidad. No se presentaron diferencias en los porcentajes de geminacion en los

controles negativos para cebollin (96,7%) y lechuga (100%) (tabla 42).

Tabla 42. Resumen de resultados en los controles negativos para los organismos de

prueba.
Promedio  Promedio
Controles Especie % % Longitud Longitud
Negativos P Mortalidad Germinacion  Radicula Hipocotilo
{mm) {mm)
Solucidn Salina Artemia salina 0
Metanaol 0,5%  Artemia salina 0
Agua Destilada Cebaollin 96.7 16,00 2567
Metanol 0,1% Cebollin 96,7 16,25 2538
Agua Destilada Lechuga 100,00 24 A7 2547
Metanal 0,1% Lechuga 100,00 2418 2587

Fuente: Autor

El uso de dos controles cuando se emplea una sustancia para disolver el
medicamento asegura que las alteraciones en los organismos de prueba son
debidas al medicamento, es por esta razén que algunos investigadores han utilizado
dos controles en sus ensayos, por ejemplo Pounds et al, (2008) us6 un control de
solvente y un control de agua de dilucién en su investigacién sobre los efectos del
ibuprofeno en un organismo vivo. Schmidt y Redshaw, (2015) utilizaron controles de
agua destilada y metanol 0,1% y luego de determinar que no existieron diferencias
significativas entre ambos, consideraron el uso Unicamente del control de solvente
para un segundo ensayo. Pino et al, (2016) en su investigacién, comprobd la
germinaciéon de semillas de lechuga en los controles de metanol y los controles de

agua.
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5.4 MORTALIDAD DE ARTEMIA SALINA

En este estudio se determind el efecto de mortalidad de la Artemia salina (un
crustaceo de agua salada) ocasionada por el ibuprofeno luego de una exposicion
aguda en soluciones acuosas del medicamento. El porcentaje de mortalidad en los
controles negativos fue 0% por lo que el lote de Artemia utilizado fue aceptable para

el ensayo.

El porcentaje de mortalidad mas elevado de nauplios de artemia ocurrié a la
concentracién de 20 mg L™ de ibuprofeno, equivalente al 63,3% de mortalidad, lo
que evidencia que si existen efectos de toxicidad aguda con ibuprofeno. Se calculd
la concentracion de ibuprofeno que produce mortalidad sobre el 50% de los nuaplios
de Artemia salina en estado II-Ill en un periodo de exposicidon de 24 horas CL sg.24n
mediante el analisis probit obteniendo como resultado 17,386 mg L™. Un resultado
similar se obtuvo en un estudio realizado por Kim, et al (2008) quien expuso a un
crustaceo de agua dulce a ibuprofeno determinando como concentracion letal CL so.
24n 19,59 mg L-1.

5.5 GEMINACION DE SEMILLAS DE ALLIUM SCHOENOPRASUM L. (CEBOLLIN)
Y LACTUCA SATIVA (LECHUGA).

Para llevar a cabo los bioensayos con semillas es necesario utilizar lotes de
calidad y certificados, de manera que se pueda obtener un porcentaje de
germinacion mayor al 90% vy evitar que se presenten una elevada variabilidad en el
crecimiento de la radicula (mayor al 30%) cuando se realiza el ensayo bajo
condiciones controladas de temperatura y humedad. Este estudio planteé
inicialmente el uso de la semilla de alpiste para evaluar el efecto del ibuprofeno
sobre una especie monocotiledénea, sin embargo no se pudo obtener un lote
certificado de esta semilla ya que su uso a nivel local esta destinado como alimento
de aves pequeias, obteniendo porcentajes de germinacion entre el 40% y 60,
haciendo que esta semilla no sea apta para el bioensayo, es por esta razdn que en
esta investigacion se utilizo un lote de semilla certificada de cebollin para evaluar los

efectos toxicos del ibuprofeno.
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Se determind que los lotes de semillas de Allium schoenoprasum L. (cebollin) y
Lactuca sativa (lechuga) fueron aptos para el bioensayo debido que presentaron un
porcentaje de geminacion de 96,7% y 100% respectivamente y un coeficiente de

variacion para la radicula del 27%.

También es muy importante que el ambiente en el que se incuben las semillas
mantenga una temperatura constante, ya que variaciones extremas de temperatura
pueden dar lugar a retrasos en la germinacion y crecimiento de la radicula e
hipocotilo, en este estudio la temperatura del sitio de incubacion fue monitoreada

constantemente permaneciendo a 22 °C + 0,5.

En la tabla 43 y 44 se muestra un resumen de los resultados obtenidos en los
bioensayos con semillas de Allium schoenoprasum L. (cebollin) y Lactuca sativa

(lechuga), los cuales son analizados en los siguientes puntos.

Tabla 43. Resumen de la germinacién de semillas de Allium schoenoprasum L.

(cebollin) y Lactuca sativa (lechuga) expuesta a soluciones acuosas de ibuprofeno

Concentracion k! % Inhibicion
(mg L") Especie Germinacion germinacion
Contral MeOH  Cebollin 067
0,1% Lechuga 100.,0
0.5 Cebollin 96.6 -3.4
Lechuga 95,00 5.0
1 Cebollin 84 .5 -15.5
Lechuga 100,0 0.0
2 Cebollin 84,7 -10.3
Lechuaa 96.6 -3.3
g Cebollin 86,2 -13.8
Lechuga 98.3 1.7
10 Cebollin 98.3 1.7
Lechuga 98,3 1.7
20 Cebollin 96.6 -3.4
Lechuga 100,0 0.0

MeOH: Metanol
El signo negativo (-) indica inhibicion.

Fuente: Autor
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Tabla 44. Resumen de la longitud, inhibicion y estimulacién de la radicula e
hipocétilo de semillas de Allium schoenoprasum L. (cebollin) y Lactuca sativa

(lechuga) expuesta a soluciones acuosas de ibuprofeno.

Promedio  Promedio o\ 1uhian % Inhibisn
.. . Longitud Longitud .. ‘s
Concentracion Especie p; . . Elongacion Elongacion
Radicula Hipocotilo S . .
(mg L) (mm) (mm) radicula hipocotilo
Control MeQH  Cebollin 16,25 2538 -
0.1% Lechuga 24 18 25 87 -
05 Cebollin 15,95 24,03 -1.6 53
’ Lechuga 25,95 27 45 7.3 6.1
1 Cebollin 13,668 21,85 -15.8 139
Lechuga 43 2= 28 07 a7 8.5
2 Ceballin 1478 24.00 9.0 5.4
Lechuga 41,93 27,7 734 7.1
c Cebollin 16,75 2817 -3.1 0.8
Lechuga 43,35™ 28 15" 79.3 8.8
10 Cebollin 14,47 24 47 -11.0 -3.6
Lechuga 43,70+ 28,03 80,7 12.2
20 Cebollin 13,82 22,327 -15,0 12,1
Lechuga 48 23" 23 657 99.4 14.6

MeOH: Metanol
*** Diferencia significativa (p<0,05)
El signo negativo (-) indica inhibicién.
Fuente: Autor

5.5.1 PORCENTAJE DE GERMINACION
Se determiné el porcentaje de germinacion de las semillas de cebollin y lechuga

expuestas a concentraciones de 0.5, 1, 2, 5, 10 y 20 mg L™ (tabla 43).

En las semillas cebollin se present6é una ligera disminucién en el porcentaje de
germinacion para todas las concentraciones de ibuprofeno, a las concentraciones de
1, 2y 5 mg L™ la germinacion estuvo comprendida entre el 84% al 89%, para el resto
de concentraciones se obtuvo una germinacion del 96% al 98%. En las semillas de

lechuga se obtuvo un porcentaje de germinacion mayor al 90% para todas las
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concentraciones de ibuprofeno en un rango de 95% al 100%. Estos resultados
muestran que en ningun caso la reduccién en la germinacion llego a ser del 50% con
respecto al control negativo, por lo que no fue posible calcular la concentracién que
produce el 50% de inhibicidon en la geminacién, siguiendo los criterios descritos por
Poi de Neiff y Ramos (2001) que indican que se pueden considerar sustancias no
toxicas a las muestras cuya germinacion es mayor del 90%, toxicas a las que
presentan una geminacion del 75% al 90% y muy toxicas a las que tienen menos del
75% de germinacion en relacién con el control negativo, se puede concluir que hubo
un efecto de toxicidad causado por el ibuprofeno en las semillas de cebollin a las
concentraciones de 1, 2 y 5 mg L™, siendo el efecto toxico méas alto a 1 mg L™ con
una germinacion del 84% , por el contrario el ibuprofeno no causa ningun efecto
toxico sobre la germinacién de las semillas de lechuga, demostrando que el cebollin,
una especie monocotiledénea es mas sensible al ibuprofeno que la lechuga una
especie dicotiledénea, Alvear y Abad, (2015) también determinaron una mayor
sensibilidad en la germinacion de la semillas de cebolla sometidas a soluciones

acuosas de material articulado en comparacion con las de lechuga.

Los porcentajes de inhibicién y por lo tanto la toxicidad en la germinacion de las
dos semillas fueron bajos y estuvieron comprendidos entre el 0% y el 15,5% en
todos los casos, un resultado de inhibicién similar fue determinado por Pino et al,
(2016) al tratar semillas de lechuga con varias concentraciones de antiinflamatorios
entre ellos el ibuprofeno, sin embargo las concentraciones utilizadas en este caso
fueron mas altas que las de este estudio llegando a los 1000 mg L™, lo que indica

que incluso a concentraciones altas de ibuprofeno la geminacién no se ve afectada.

5.5.2 ELONGACION DE LA RADICULA

El efecto sobre el crecimiento de la radicula de cebollin y lechuga fue diferente
para cada tipo de semilla. En las semillas de cebollin se presenté una disminucién
del tamafio de la radicula mientras que para la lechuga se observé una estimulacion
del desarrollo de la radicula, con respecto al control negativo. EI mismo efecto sobre
las semillas de lechuga y cebolla fue determinado por Alvear y Abad, (2015) quienes

concluyen que la cebolla es una especie sensible a compuesto toxicos.
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Para la longitud radicular de las semillas de cebollin, los tratamientos a 1 y 20
mg L? presentaron diferencias significativas con respecto al control negativo
(p<0,05). El efecto fitotoxico sobre la radicula fue mayor a las concentraciones de 1y
20 mg L™ correspondiente al 15,8% y 15%, los porcentajes de inhibicién para todas
las concentraciones fueron bajos y estuvieron comprendidos entre el 1,8% y 15,8%,
estos resultados indican que en ningun caso la inhibicion radicular llegé a ser del
50% con respecto al control negativo, por lo que no fue posible calcular la
concentracion que produce el 50% de inhibicion en la radicula, bajo esta
consideracion el ibuprofeno a las concentraciones estudiadas no se considera

altamente toxico (Bagur-Gonzalez et al, 2011) (tabla 44).

La longitud radicular de las semillas de lechuga fue significativamente mayor
para las concentraciones de 1 a 20 mgL™ (P<0,05), a estas concentraciones el
efecto de estimulacién fue mayor al 50% en porcentajes comprendidos entre el 78,7
al 99,4%, en este caso se produjo un efecto de hormesis. Segin Sobrero y Ronco,
(2004) la estimulacion radicular no debe ser interpretada como un efecto favorable o
estimulante, aunque es posible que ciertos compuesto produzcan exaltacion por ser
micronutrientes vegetales. Un efecto similar fue determinado por Schmidt y
Redshaw, (2015) donde las semillas tratadas con una solucién de 1 mg L™ de
Ibuprofeno mejoraron el desarrollo de la raiz primaria de lechuga en comparaciéon
con control negativo, en otro estudio realizado por Pounds et al, (2008) a
concentraciones mas altas de ibuprofeno comprendidas entre 250 mgL™ y 500 mgL™
las raices fueron méas delgadas y mas largas con respecto al control negativo,
ademas presentaron manchas de tejido necrético en las puntas de las raices, al
contrario concentraciones mayores a 1000 mgL™ ocasionaron una inhibicién del 50%
de la elongacion de la radicula, lo que indica que concentraciones altas de

ibuprofeno causan un efecto toxico sobre la radicula.

5.5.3 ELONGACION DEL HIPOCOTILO
Los efectos en la elongacién del hipocaétilo de las semillas de cebollin y lechuga son
similares a los obtenidos para la radicula. En las semillas de cebollin se present6

una disminucion de la longitud del hipocétilo mientras que para la lechuga se
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observé una estimulacion en el crecimiento del hipocétilo, con respecto al control

negativo.

La longitud del hipocotilo de las semillas de cebollin presenté diferencias
significativas a las concentraciones de 1y 20 mg L™ (p<0,05). El efecto fitotéxico fue
mayor a las concentraciones de 1 y 20 mg L™ correspondiente al 13,9% y 12,08%
respectivamente. Estos resultados indican que en ninguno de los casos la inhibicion
llegd a ser del 50% con respecto al control negativo, por lo que no fue posible
calcular la concentracion que produce el 50% de inhibicion en el hipocatilo, bajo esta
consideracion el ibuprofeno a las concentraciones estudiadas no se considera

altamente toxico para el hipocétilo del cebollin (Bagur-Gonzalez et al, 2011).

Para las semillas de lechuga las diferencias significativas en la longitud del
hipocétilo se presentaron a las concentraciones de 1 a 20 mg L™ (P<0,05) y el mayor
efecto de estimulacion se produjo a la concentracién 20 mg L™ correspondiente al
14,63%. Estos resultados indican que la estimulacién del hipocétilo fue menor al
50% con respecto al control negativo. Se produjo un efecto de hormesis sin
embargo, esto no debe interpretarse como un efecto estimulante positivo (Sobrero y
Ronco 2004). Un efecto similar fue determinado por Schmidt y Redshaw, (2015) en
donde las semillas tratadas con una solucién de 1 mg L™ de Ibuprofeno mejoraron el
desarrollo del hipocétilo de las semillas de lechuga en comparacién con el control
negativo, en otro estudio realizado por Pounds et al, (2008) a una concentracion de
233 mg L™ se produjo la inhibicion del 50% en la elongacién del hipocétilo. Lo que
sugiere que concentraciones elevadas de ibuprofeno produce un efecto toxico sobre

el hipocatilo.

Al comparar los efectos del ibuprofeno sobre la radicula e hipocétilo de los tipos
de semillas, se observa que el efecto tdxico sobre las semillas de cebollin es mayor
en la radicula que en el hipocdtilo, lo mismo ocurre en el caso de la lechuga la
estimulacién fue mayor en la radicula, lo que sugiere que la raiz es mas sensible a
las soluciones acuosas de ibuprofeno, un resultado similar fue descrito por An et al,

(2009) al analizar el desarrollo de las plantulas de trigo expuestas a paracetamol.
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Numerosos estudios han determinado que el ibuprofeno se encuentra en
concentraciones muy bajas en diferentes compartimentos acuaticos y en aguas
residuales, las concentraciones detectadas estan comprendidas en el orden de los
ng L™y ng L™ como puede observarse en la tabla 6 presentada en este estudio. Sin
embargo las concentraciones utilizadas en los ensayos toxicolégicos son altas
encontrandose en el rango de 0,1 mg L™ a 1000 mg L™, por lo que el efecto téxico
agudo seria muy bajo y podria desestimarse. Un analisis similar lo realizé kim et al,
(2008) quien concluye que lo efectos téxicos agudos de los compuestos
farmacéuticos pueden ser insignificantes en los entornos acuaticos naturales ya que
las concentraciones que han ocasionado algun efecto sobre los organismos
sometidos a ensayos ecotoxicolégicos son muy elevadas y no se han encontrado

concentraciones similares en los compartimentos acuaticos.

Por esta razbn se requiere que los estudios de toxicidad de productos
farmacéuticos sean realizados a largo plazo y a concentraciones lo mas cerca
posible de las condiciones reales para determinar los efectos de los farmacos sobre
el crecimiento, reproduccion y dafios a nivel genético de los organismos acuaticos,
en el caso de las semillas se analiza el crecimiento y desarrollo de las plantulas,
ademas de peroxidasa, superoxido dismutasa, clorofila y proteina soluble en las

plantulas germinadas tal como lo hizo An et al, (2009) con las semillas de trigo.

5.6 REMOCION DE IBUPROFENO UTILIZANDO TALLOS DE ROSA

5.6.1 PREPARACION Y CARACTERIZACION DEL BIOSORBENTE

Luego de lavar y secar la biomasa de tallos de rosa, se realizd la molienda para
alcanza tres tamafios de particula, una fina de 0,6 mm, una intermedia de 0,85 mmy
una gruesa de 1,18 mm. Bermejo (2016) en su estudio con biosorbentes de bagazo
de cafia y cascara de cacao sin modificacion quimica determiné que particulas de
tamafo mayores a 0,5mm y 1 mm fueron éptimas para la operacion de la columna,

obteniendo capacidades de adsorcion elevadas en la remocion de metales.

Dentro de la caracterizacion del biosorbente se obtuvo una densidad real de 1,0911
g ml?, densidad aparente de 0,2541 g ml™* y porosidad de 0,7934. La densidad real
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del material se encuentra dentro del intervalo reportado por Gonzélez te al, (2016)
comprendido entre 1,05y 1,19 g ml™. La densidad aparente es baja y por lo tanto el
espacio poroso del biosorbente es alto (Gonzéalez et al, 2016), al ser alto el valor de
la porosidad indica que el material es poco compacto (Nufiez, 1981), es por esta

razén que la masa del adsorbente ocupard un mayor espacio en la columna.

Se determiné el pH en el punto de carga zero (pHPZC) del biosorbente cuyo valor
fue 7,15; este parametro permitid caracterizar el comportamiento del material
biosorbente. Segun Mondal et al, (2016) cuando el pH de la disolucién es menor que
pHzpc, el biosorbente se encuentra cargado positivamente, en este caso se trabajo
al pH de preparacion de la solucion de 4,26, por lo tanto el tallo de rosa se

encontraba cargado positivamente en su superficie.

Se identificaron los grupos activos presentes en la superficie del biosorbente por
espectroscopia infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR). En el analisis FTIR las
vibraciones correspondian a los grupos hidroxilo, carbonilo, aromaticos y alifaticos.
Estos grupos estan relacionadas con compuestos organicos tales como los
carbohidratos de celulosa, hemicelulosa y la lignina. (Trevifio y Gomez, 2002). Los
grupos principales presentes en el tallo de rosa fueron carbonilo y aromatico.
Espectros similares al tallo de rosa (figura 30) han sido reportados por Cabrera et al,
(2016) para residuos de cascara de coco, paja de la cafia de azucar y el meollo del
bagazo de cafia.

5.6.2 ESTUDIO HIDRODINAMICO EN COLUMNA

Los pardmetros estudiados para obtener un buen disefio hidrodinamico fueron:
tamafio de particula, masa y altura del biosorbente en la columna. Muchos
investigadores reportan que la velocidad de flujo a través de la columna debe estar
entre 1,5y 2,5 ml min™, para que se logre un buen tiempo de retencién y una mayor
adsorcion. Es importante que en la columna no ocurra canalizacion ni inundacion por
lo que el estudio reporto un buen disefio hidrodinamico a una altura de 33,5 cm,

masa de 7 g, tamafio de particula de 0,85 mm y flujo 2,42 ml min ™.
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5.6.3 REMOCION DE IBUPROFENO
Las condiciones experimentales de este estudio fueron: concentracion inicial del
farmaco: 60 mg L™, masa: 7 g, altura: 33,5 cm, caudal: 2,42 ml min*, diametro de

columna 1,5 cm, se trabajé al pH de la disolucién 4,26, pKa ibuprofeno 4,9.

En la curva de ruptura obtenida se determiné que el tiempo de saturacién del
biosorbente fue de 50 min, a partir de este tiempo la concentracion del ibuprofeno a
la salida de la columna se volvid constante, el tiempo de ruptura no pudo ser
determinado debido a que la concentracion del medicamento a la que se puede
realizar el vertimiento no esta legislada. La curva de ruptura se encuentra
desplazada al origen y la saturacion se alcanz6 rapidamente, de acuerdo a
Darweesh y Ahmed, (2017) este efecto puede deberse a que altas velocidades de
flujo aceleran el tiempo de ruptura y la saturacion del lecho, ya que en su estudio
demostré6 que a medida que disminuye la velocidad de flujo, el adsorbato tiene
tiempo suficiente para difundirse a través de los poros y produce una mayor

capacidad de adsorcion.

El porcentaje de remocion de ibuprofeno obtenido en las condiciones
experimentales descritas en la tabla 38 fue de 40,49%, con una capacidad de
adsorcion de 0,433 mg de ibuprofeno / g de tallo de rosa; 7,48 mg fue la maxima

cantidad de ibuprofeno que puede ser adsorbida por el tallo de rosa.

Se han reportado porcentajes de remocién de ibuprofeno mayores al 70%
utilizando bioadsorbentes hechos de residuos de aceituna (Baccar et al, 2012) y la
biomasa de la planta Parthenium hysterophorus (Mondal et al, 2016), en ambos
casos los materiales fueron activados. La capacidad de adsorcién del tallo de rosa
es baja en comparacién con otros tipos de adsorbentes reportados para remover
ibuprofeno cuyas capacidades de adsorcion estuvieron comprendidas entre 13 a 239
mg g* segin Alvarez et al, 2016, sin embargo estos adsorbentes obtenidos de
residuos agricolas también fueron activados y sintetizados en laboratorio. No se
encontraron estudios relacionadas con la remocion de ibuprofeno utilizando
adsorbentes sin modificacion, sin embargo una remocién del 40% con un material

sin activacién puede considerarse buena.

Maria Verénica Saetama Guallpa — MAESTRIA EN TOXICOLOGIA INDUSTRIAL Y AMBIENTAL 121



UNIVERSIDAD DE CUENCA a
!:«4-
1

Al analizar la influencia del pH de la solucién, el pH en el punto de carga cero
(PHpzc), Yy la constante de disociacion (Pka) del ibuprofeno en el mecanismo de
biosorcidon de acuerdo al estudio realizado por Mondal et al, 2016, se determind que
al pH de la solucion 4,26 la molécula de ibuprofeno se encuentra mayormente en su
forma neutra y ligeramente anionica, ya que el pH de la solucion es menor a la
constante de disociacion (Pka) (pH<Pka) y a pH 4 el ibuprofeno comienza a
convertirse en su forma anionica con el 11% de moles, el punto de carga cero es de
7.15, encontrdndose la superficie del biosorbente cargada positivamente. Estos
resultados demuestran que existe una alta posibilidad de que el ibuprofeno sea
absorbido por el tallo de rosa en las condiciones planteadas en el trabajo. Mondal et
al (2016) determin6 que a pH 2 se obtiene un porcentaje de remocién de ibuprofeno
del 90%, a este valor de pH el ibuprofeno se encuentra en su forma neutra,
demostrando que el medicamento es adsorbido preferentemente en su forma neutra
y que una disminucion de pH incrementa la adsorcion, un resultado similar fue

determinado por Mestre et al, (2017).

Los grupos funcionales que intervienen en la adsorcidon del ibuprofeno en el tallo
de rosa fue a analizada mediante los espectros FTIR del tallo de rosa antes y
después de la biosorcion (figura 31) se determiné incremento de la banda del grupo
hidroxilo -OH y un aumento de la vibracion en el grupo de los aromaticos —C=C, que
puede ser un indicativo de la interaccion del tallo de rosa con el ibuprofeno, un
nuevo pico aparecié en el espectro después de la biosorcién a 1709 cm™ y se
atribuye al grupo carbonilo, esta banda al ser contrastada con la presente en el
espectro del ibuprofeno (figura 32) correspondiente a 1708 cm™ y atribuida también
al grupo carbonilo —C=0, asociaria la participacion del grupo carbonilo en la
adsorcion del ibuprofeno. La adsorcion del medicamento involucra interacciones
entre las molécula que poseen dobles enlaces C=C y C=0, Saucier et al, (2015)
plantea que el mecanismo de adsorcién de los medicamentos se debe a los enlaces
de hidrégeno, fuerzas de van der Waals y enlaces 1. Bahamon et al, (2017) indica
gue la mayor absorcién de ibuprofeno podria estar relacionada con la menor

cantidad de sitios oxigenados en los carbones activados, y que estos grupos polares
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pueden interactuar con el anillo aromético de ibuprofeno en un enlace donante-

receptor.

5.6.4 AJUSTE DE LOS DATOS EXPERIMENTALES A LOS MODELOS
MATEMATICOS

Los datos experimentales obtenidos para la curva de ruptura permitieron realizar
el ajuste de las curvas para los modelos de Thomas y de Yan o Dosis Respuesta, el
modelo del Yoon Nelson no pudo ser aplicado ya que el tiempo requerido para
retener el 50% de la concentracién inicial del ibuprofeno no pudo ser obtenido de los

datos experimentales.

Los resultados muestran que el modelo de Thomas presenta un valor bajo de R?
(0,629), lo que refleja poca correlacidon para los datos experimentales. Por otro lado
una mejor correlacién se obtuvo para el modelo de Dosis Respuesta con R? (0,942)
mostrando que este modelo reproduce de forma aceptable la curva de ruptura para
los datos experimentales, aunque existen diferencias entre la capacidad de
adsorcion determinada experimentalmente y encontrada en el modelo. Estos
resultados son similares a los obtenidos por otros investigadores (Calero et al, 2012)
y (Bermejo, 2016).
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 CONCLUSIONES

El metanol usado como solvente de ibuprofeno causo efectos sobre la Artemia
salina, las semillas de cebollin y lechuga, la determinacién de la concentracion de
metanol que no ocasiona efectos sobre los organismos de prueba fue fundamental

para obtener resultados reales en la evaluacion toxicoldgica.

La Artemia salina fue mas sensible al metanol en comparacion con las semillas,
se determind que el uso de concentraciones menores a 0,5% v/v de metanol para
Artemia y menores a 1% para semillas pueden ser usadas sin ocasionar efectos

toxicos sobre estos organismos.

El uso dos controles negativos al trabajar con un solvente, asegurdé que los
efectos observados sobre los organismos de prueba fueron producidos por el

ibuprofeno.

Las soluciones acuosas de ibuprofeno causaron la mortalidad de los Nauplios de
Artemia salina, en el orden del 3,3 al 63,3%. A la concentracién de 20 mg L™ se
presentd alta toxicidad causando la mortalidad del mas del 50% de los nauplios
correspondiente al 63,3% luego de 24 horas de exposicidén. La CL sp24n calculada
fue de 17,386 mg L™.

Las soluciones acuosas de ibuprofeno causaron un efecto toxico sobre la
germinaciéon de las semillas de Allium schoenoprasum L (cebollin) a las
concentraciones de 1, 2 y 5 mg L™, con porcentajes de germinacién comprendidos
entre el 84% y 89%, el efecto toxico mas alto ocurri6 a la concentraciéon de 1 mg L™
con una germinacion del 84%. En las semillas de Lactuca sativa no provocé ninguin

efecto toxico sobre la germinacién siendo mayor al 90% en todos los casos.

El Ibuprofeno influyé en el crecimiento de la raiz e hipocotilo de las semillas de
cebollin y lechuga. En el cebollin provocd una disminucién de la longitud y en la

lechuga una estimulacion del desarrollo de la radicula e hipocotilo.
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Las concentraciones de ibuprofeno estudiadas resultaron ser de baja toxicidad
para las semillas de cebollin ya el efecto de inhibicion en la elongacién de la radicula
e hipocotilo fue menor al 25% en todos los casos. El efecto de inhibicion mas

elevado ocurrié a las concentraciones de 1y 20 mg L™.

El efecto de estimulacion del crecimiento de la radicula e hipocoétilo de las
semillas de lechuga fue mayor al 50% en el caso de radicula y menor al 25% para el

hipocétilo, la estimulacién més alta ocurrié a la concentracion de 20 mg L™.

Las semillas de cebollin fueron mas sensibles a la exposicion de soluciones

acuosas de ibuprofeno en comparacion con las semillas de lechuga.

La raiz fue méas sensible a la exposicién de soluciones acuosas de ibuprofeno,

en las dos semillas.

Las propiedades del biosorbente obtenidas fueron densidad real: 1,0911 gml™,
densidad aparente: 0,2541 g ml™* y porosidad: 0,7934. E pH en el punto de carga
zero (pHPZC): 7,15. Los grupos funcionales presentes en la superficie del tallo de
rosa fueron: hidroxilo, carbonilo, aromaticos y alifaticos, siendo el grupo carbonilo y

aromaticos los principales.

La estabilidad de la columna se obtuvo para un caudal de 2,42 ml min ™, un

tamafo de particula de 0,85 mm, masa de 7 g y altura de 33,5 cm

El porcentaje de remocién de ibuprofeno obtenido utilizando el tallo de rosa fue

de 40,49%, demostrando que la biosorcién es una buena alternativa de tratamiento.

La interaccion del ibuprofeno con el tallo de rosa puede estar relacionada con los
grupos aromaticos y carbonilo presentes en el biosorbente mediante puentes de
hidrégeno.
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6.2 RECOMENDACIONES

Ampliar los estudios de toxicidad con medicamentos a exposiciones a largo
plazo y con concentraciones lo mas cercanas a las determinadas en los diferentes

compartimentos ambientales.

Realizar estudios de toxicidad de los subproductos producidos por el ibuprofeno,
para determinar sus efectos sobre el medio ambiente.

Los estudios de toxicidad de los farmacos y sus subproductos deben realizarse

en matrices reales.

Realizar un escalado del proceso de biosorcion, reproduciendo las condiciones

obtenidas a nivel de laboratorio
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ANEXOS

ANEXO 1. ANALISIS ESTADISTICO SEMILLAS DE CEBOLLIN Y LECHUGA
EXPUESTAS A METANOL.

Prueba de Kruskal-Wallis

Rangos Estadisticos de contraste™®°
Concentraciones_Metano Rango Radicula_Ce | Hipocdtilo_Ce
| M promedio bollin bollin
Radicula_Cebaollin Metanol 0,1% &0 60,56 Chi-cuadrado .oon 049
Control Agua Destilada G0 60,44 1 1
Total 120 Sig. asintot. a5 825
Hipocdtilo_Cebollin -~ Metanol 0,1% 59 59,30 3 Prueba de Kruskal-Wallis
Control Agua Destilada 60 60 68 h.Variable de agrupacisn:
Total 119 Concentraciones_Metanol
Rangos Estadisticos de contraste®®
Concentracionas_Metano Rango Radicula_Ce | Hipocdtilo_Ce
| promedio hollin hallin
Radicula_Ceballin Metanol 0,5% 60 57,80 Chi-cuadrado 728 593
Control Agua Destilada 60 63,20 1 1
Total 120 Sig. asintdt. 394 A41
Hipocdtilo_Cehollin Metanol 0,5% 60 58,06 a. Prueba de Kruskal-Wallis
Control Agua Destilada 60 62,94 b. Variable de agrupacisn;
Total 120 Concentraciones_Meatanol
Rangos Estadisticos de contraste®”
Concentraciones_Metano Rango Radicula_Ce | Hipocdtilo_Ce
| M promedio haollin haollin
Radicula_Cehollin Metanol 1% 60 57,38 Chi-cuadrado a7z 020
Control Agua Destilada 60 63,63 al 1 1
Total 120 Sig. asintat. 324 BBT
Hipocdtilo_Cebollin - Metanal 1% 60 60,04 a. Prueba de Kruskal-Wallis
Contral Agua Destilada 60 60,95 b. variable de agrupacién:
Total 120 Concentraciones_Metanol
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Rangos Estadisticos de contraste®®
Concentraciones_Metano Rango Radicula_Ce | Hipocdtilo_Ce
| M promedio hallin hallin
Radicula_Cebollin Metanol 5 % 60 41,62 Chi-cuadrado 3549 89,440
Control Agua Destilada 60 79,38 al 1 1
Total 120 Sig. asintdt. ,aoa ,aoa
Hipocdtilo_Cebollin - Metanol 5 % 60 30,50 a. Prueha de Kruskal-Wallis
Control Agua Destilada 60 90,50 b. Variable de agrupacién:
Total 120 Concentraciones_Metanol
Prueba de Kruskal-Wallis
Rangos Estadisticos de contraste® "
Rango Radicula_Lec | Hipocatilo_Le
Concentraciones promedio huga chuga
Radicula_Lechuga Metanol 0,1% 60 G60.8Y Chi-cuadrado 015 G662
Control Agua destilada 60 60,11 al 1 1
Total 120 Sig. asintdt. 402 416
Hipocdtilo_Lechuga Metanol 0,1% 60 5783 a. Prueba de Kruskal-wallis
Control Agua destilada 60 63,08 b. Variable de agrupacién:
Total 120 Concentraciones
Rangos Estadisticos de contraste™®
Rango Radicula_Lec | Hipocétilo_Le
Concentraciones M promedio huga chuga
Radicula_Lechuga Metanol 0,5% 60 5916 Chi-cuadrado 179 2,701
Control Agua destilada 60 61,84 gl 1 1
Total 120 Sig. asintot. 672 100
Hipocatilo_Lechuga  Metanol 0,5% G0 5528 a. Prueba de Kruskal-wallis
Control Agua destilada 60 6571 b. Wariable de agrupacidn;
Tatal 120 Concentraciones
Rangos Estadisticos de contraste™”
Rango Radicula_Lec | Hipocdtilo_Le
Concentraciones il promedio huga chuga
Radicula_Lechuga Metanal 1% 60 87,28 Chi-cuadradao 1,025 1,547
Control Agua destilada 60 6371 al 1 1
Total 120 Sig. asintdt. 31 214
Hipocatilo_Lechuga  Metanol 1% 60 56 BB a. Prueba de Kruskal-Wallis
Control Agua destilada 60 64 44 b. Wariable de agrupacién:
Total 120 Concentraciones
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Rangos Estadisticos de contraste®®
Rango Radicula_Lec | Hipocdtilo_Le
Concentraciones M promedio huga thuga
Radicula_Lechuga Metanol 5% &0 30,85 Chi-cuadrado 87,418 78,050
Control Agua destilada 60 90,15 ol 1 1
Total 120 Sig. asintdt. Jaoo 000
Hipocdtilo_Lechuga  Metanol 5% 60 32,49 a. Prueba de Kruskal-Wallis
Control Agua destilada 60 88,51 h. Variable de agrupacién:
Total 120 Concentraciones
ANEXO 2. ANALISIS PROBIT PARA LA DETERMINACION DE LA CL50 DE

IBUPROFENO SOBRE ARTEMIA SALINA

Informacion sobre los datos

M®de casos
Walidos fi
Rechazados  Perdidos 0
La transformacidn log no 0
se puede realizar
Miamero de respuestas = 0
Mamero de sujetos
Grupo control 1
Estimaciones de los parametros
Intervalo de confianza al 95%
Limite
Parametro Estimacidn | Errortipico Z Sig. Limite inferiar superior
PROBIT*  Concentracidn 4,385 183 2,395 017 TOE 7,874
Interseccidn -5,434 2250 =247 018 -7.,688 -3184

a. Modelo PROBIT: FROBIT(p) = Interseccidn + BX (Las covariables X se transforman utilizando el logaritmao

enbase 10000

Covarianzas y correlaciones de estimaciones de los

parametros

M

Concentracid

Respuesta
natural

PROBIT Concentracidn

Respuesta natural

3,353

021

480
oo

Covarianzas (ahajo) v correlaciones (arriba).

Estimacion de tasa de respuesta natural

Grupo control
Mumero de Mumero de
sujetos respuestas Estimacidn | Errartipico
PROBIT a0 0 054 024
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Contrastes de chi-cuadrado

Chi-cuadrado glt' Sig.
1,462 3 Ga1?

PROBIT Contraste de la bondad
de ajuste de Pearson

a. Como el nivel de significacién es mayor que 050, no se utiliza un
factor de heterogeneidad en el calculo de los limites de confianza.

b. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los
estadisticos basados en casos agregados.

Limites de confianza

Limites de confianza al 95% para log
Limites de confianza al 95% para Concentracion (Concentracion)®
Limite Limite
Probahbilidad Estimacidn Limite inferior superior Estiracidn Limnite inferior superior
FROEBIT 010 5125 024 8,932 710 -1,616 851
020 5914 053 9,693 q72 -1,275 886
030 6,476 oar 10,215 811 -1,059 1,009
040 6,934 27 10,629 841 -,B96 1,026
0580 7,330 72 10,891 865 -, 764 1,041
060 7,685 223 11,293 886 -,B52 1,053
070 8,01 278 11,576 904 -,554 1,064
080 8,314 342 11,837 920 - 466 1,073
090 8,599 41 12,082 934 -, 3886 1,082
100 8,871 487 12,314 948 -312 1,090
150 10,084 980 13,355 1,004 -,008 1,126
200 11,176 1,699 14,308 1,048 230 1,156
250 12,201 2,709 15,267 1,086 433 1,184
1300 13,201 4,084 16,324 1121 611 1,213
1350 14,201 5,880 17,617 1,152 770 1,246
400 15,220 8,123 19,433 1,182 810 1,289
450 16,276 10,588 22,375 1,212 1,025 1,350
[500 17,386 12,855 27,485 | 1,240 1,108 1,430
550 18,572 14,630 35,991 1,268 1,166 1,556
600 18,8549 16,030 48 334 1,288 1,205 1,653
650 21,284 17,208 68,823 1,328 1,236 1,845
] 22,8497 18,305 102,258 1,360 1,263 2,010
780 24774 18,412 155,474 1,384 1,288 2182
8oo 27,046 20,611 249152 1,432 1,314 2,386
8580 28 859 22,010 433,523 1477 1,343 2,637
RN o] 34074 23,818 873,539 1,532 1,377 2,941
a0 35150 24 266 1035,025 1,546 1,385 3015
820 36,358 24,7549 1244633 1,561 1,394 3,085
B30 Er K] 25310 1524 643 1,577 1,403 3183
940 383N 25835 1812,760 1,595 1,414 3,282
850 41,236 26,662 2477,805 1,615 1,426 3,354
960 43592 27537 3359,068 1,639 1,440 3,526
870 45,674 28,644 4884179 1,669 1,457 3,689
980 51111 30175 8036,282 1,709 1,480 3,905
980 58,976 32,736 17627112 1,771 1,515 4,246

a.Base del logaritmo = 10.
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ANEXO 3. ANALISIS ESTADISTICO PARA SEMILLAS DE CEBOLLIN Y
LECHUGA EXPUESTAS A SOLUCIONES ACUOSAS DE IBUPROFENO

Estadisticos Descriptivos

Descriptivos
Intervalo de confianza para la
media al 95%
Desviacidn Limite
M Media tipica Errortipico | Limite inferior superior Minimao Maximo
Radicula_Ceballin - Control Agua Destilada 60 | 16,0000 534885 69053 14,6182 17,3818 00 26,00
Control Solvente Metanol G0 16,2500 531587 68628 14,8768 17,6232 o0 25,00
01%
0,5 mglL-1 G0 15,8500 G,37640 82318 14,3028 17,5972 o0 28,00
1 mgL-1 60 | 13,6833 7.88797 1,01833 11,6457 15,7210 .00 2500
2magl-1 G0 14,7833 7,43809 6025 12,8619 16,7048 o0 30,00
5 mal-1 G0 15,4833 817705 1,05565 13,3710 17,5957 o0 31,00
10 maglL-1 G0 | 144667 576508 74427 12,9774 15,9559 00 24,00
20 mgl-1 G0 13,8167 541339 69887 12,4182 15,2151 o0 24,00
Total 480 15,0542 G,58216 30043 14,4638 15,6445 o0 31,00
Hipocdtilo_Cebollin - Contral Agua Destilada G0 25 B6ET 882152 1,13885 23,3878 27,9455 o0 41,00
UC?r;(terI Solvente Metanol G0 25,3833 8,35259 1,07832 23,2256 27,5410 o0 40,00
0,5 mglL-1 G0 24,0333 9702249 1,25256 21,5270 26,5387 o0 40,00
1 mgL-1 60 | 21,8500 1254662 1,61976 18,6089 25,0911 0o 47,00
2magl-1 G0 24,0000 12,09847 1,56181 20,8746 27,1254 o0 44,00
5 mal-1 G0 24,7500 12645895 1,63310 21,4822 28,0178 o0 44,00
10 mglL-1 G0 | 24 4667 8891859 1,15138 221628 26,7706 00 4500
20 mgl-1 G0 22,3167 8,84038 114129 20,0330 24 6004 o0 36,00
Total 480 24,0583 10,38853 47421 23,1265 24,5901 o0 47,00
Intervalo de confianza para la
media al 95%
Desviacidn Limite
] Media tipica Errortipico | Limite inferior superior Minimao Maximo
Radicula_Lechuga Control Agua destilada G0 24 4667 6,62933 85584 22,7541 261792 6,00 41,00
Control solvente Metanol G0 241833 588158 75931 22,6640 257027 2,00 37,00
01%
0,5 mal-1 G0 258500 8,20588 1,05937 23,8302 28,0698 o0 42,00
1 mglL-1 G0 432167 9,67945 1,23670 40,7420 456913 4,00 56,00
2mglL-1 G0 41,8333 10,86569 1,40275 3591264 44 7402 o0 63,00
fmglL-1 60 | 43,3500 13,285925 1,71564 39,9170 46,7830 00 62,00
10 mgL-1 G0 43,7000 13,50367 1,74332 40,2116 47,1884 o0 58,00
20 mgL-1 G0 48,2333 8,03882 1,03781 46,1567 60,3100 6,00 58,00
Total 480 36,8792 1363412 G223 356564 3g020 o0 63,00
Hipocotilo_Lechuga  Control Agua destilada 60 | 254667 §,28659 68250 241010 26,8323 4,00 33,00
Control solvente Metanol G0 258667 4,45452 AT513 247158 27,0175 4,00 33,00
0,1%
0.5 malL-1 60 | 27,4500 6,22032 80304 25843 29,0569 .00 39,00
1 mglL-1 60 | 28,0667 6,14201 79293 26,4800 29,6533 2,00 38,00
2mglL-1 G0 27,7000 G,14045 79273 26,1138 28,2862 o0 40,00
5 mgl-1 G0 28,1500 7,849592 1,01342 261222 01778 o0 38,00
10 mgL-1 60 | 29,0250 8,53925 1,10241 26,8191 31,2309 .00 39,00
20 mgl-1 60 | 29,6500 4,79698 61929 28,4108 30,8892 5,00 37,00
Total 480 276719 641413 29276 27 0966 28,2471 o0 40,00
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ANEXO 4. PRUEBAS ESTADISTICAS PARA COMPRACION ENTRE LOS
CONTROLES NEGATIVOS PARA LAS SEMILLAS DE CEBOLLIN Y LECHUGA

Diferencias Significativas en controles negativos para Cebollin y Lechuga

Prueba de Mann-Whitney

Rangos Estadisticos de contraste®
Rangn_ Suma de Radicula | Hipocdtilo
Cebaollin N promedio rangos U de Mann-Whitnay 1712,500 | 1753,500
Radicula Control Agua Destilada 60 6904 354260 W de Wilcoxon 3547 500 3583 500
UCﬁnr;{:rnl Solvente Metanol 80 6196 377,50 z - 461 -244
Total 120 Sig. asm-tut. (bilateral) _ 645 ’ 807
Hipocatilo  Control Agua Destilada 60 6128 3676,50 3. Variable de agrupacion: Cebollin
Control Solvente Metanol 60 5473 3583,50
01%
Total 120
Diferencias Significativas en controles negativos para Lechuga
Rangos Estadisticos de contraste® ~
Rango Suma de Radicula_Lec | Hipocotilo_Le
Concentraciones promedio rangos huga chuga
Radicula_Lechuga Control Agua destilada 60 60,45 3627,00 L de Mann-Whitney 1797,000 1696,500
Control solvente Metanol 60 60,55 363300 W de Wilcoxon 3627,000 3526,500
0% 7 -016 - 545
Total 120 Sig. asintdt. (bilateral) 967 505
Hipocotilo_Lechuga  Control Agua destilada G0 58,78 3526,50 a. Variable de agrupacion: Concentracionss
Control solvente Metanaol 60 62,23 3733,50
0,1%
Total 120
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ANEXO 5.

PRUEBAS ESTADISTICAS PARA COMPARACION DE LA

ENLONGACION DE LA RADICULA E HIPOCOTILO ENTRE LAS SEMILLAS EN
EL CONTROL NEGATIVO Y LAS EXPUESTAS A SOLUCIONES ACUOSAS DE

IBUPROFENO.

Diferencias Significativas entre controles negativos y concentraciones de
ibuprofeno para Cebollin

Prueba de Kruskal-Wallis

Estadisticos de contraste™”

Rangos
Rango Radicula_Ce | Hipocatilo_Ce
Concentraciones M promedio bollin bollin
Radicula_Cebollin 0,5 mglL-1 60 60,42 Chi-cuadrado 001 375
Control Solvente Metanol &0 f0,58 al 1 1
0.1% Sig. asintdt 979 540
_ _ Total 120 a. Prueba de Kruskal-Wallis
Hipocdtilo_Cebollin -~ 0,5 mgL-1 60 58,56 b Variable de agrupacion:
Control Solvente Metanol 60 G244 ' Cuncemraciu?]esp '
01% i
Total 120
Rangos Estadisticos de contraste™"
Rango Radicula_Ce | Hipocdtilo_Ce
Concentraciones M promedio bollin bollin
Radicula_Ceballin 1 mgl-1 G0 55,63 Chi-cuadrado 73712 6,134
Coniral Solvente Metanol &0 65,38 gl 1 1
0.1% Sig. asintét. 024 087
2
- _ Total 120 a. Prueba de Kruskal-Wallis
Hipocdtilo_Cebollin - 1 mgl-1 i1} 5713 b. Vatiable de agrupacion:
Control Solvente Metanaol G0 G3.88 ' Concentraciones I
0,1%
Tatal 120
Rangos Estadisticos de contraste™®
Rango Radicula_Ce | Hipocdtilo_Ce
Concentraciones promedio hollin hallin
Radicula_Cehollin 2 magl-1 60 A8 38 Chi-cuadrado 443 015
Control Solvente Metanaol 60 62 61 gl 1 1
0.1% Sig. asintét. 506 902
Total 120 a. Prueba de Kruskal-Wallis
Hipocdtilo_Cehollin - 2 mglL-1 60 60,11 b. Variable de agrupacian:
Control Solvente Metanal B0 f0,80 Concentraciones '
0,1%
Total 120
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Rangos Estadisticos de contraste™®
Rango Radicula_Ce | Hipocdtilo_Ce
Concentraciones promedio bollin hollin
Radicula_Ceboallin Amgl-1 60 60,50 Chi-cuadrado 000 485
Control Solvente Metanol 60 60,50 gl 1 1
0.1% Sig. asintot. 1,000 VBB
T — l'otaIL p 1;2 7 a. Prueba de Kruskal-Wallis
ipocdtilo_Cehallin magl- 2
P - g ' b. Variakle de agrupacién:
Caontrol Solvente Metanal g0 6829 Concentraciones
01%
Total 120
Rangos Estadisticos de contraste®®
Rango Radicula_Ce | Hipocdtilo_Ce
Concentraciones I promedio hollin hollin
Radicula_Cehollin 10 magl-1 60 56,08 Chi-cuadrado 2818 BB
Control Solvente Metanol &0 65,91 al 1 1
0.1% Sig. asintdt. 088 446
"
: — _ Total 120 a. Prueba de Kruskal-Wallis
Hipocatilo_Cebollin -~ 10 mglL-1 60 58,08 b. Variable de agrupacion:
Contral Solvente Metanol 60 62,92 Concentraciones
0,1%
Total 120
Rangos Estadisticos de contraste™"
Rango_ Radicula_Ce | Hipocdtilo_Ce
Concentraciones M promedio ballin bollin
Radicula_Cehollin 20 mglL-1 60 22 Chi-cuadrado 6,793 4,183
Control Solvente Metanol 60 g875 al 1 1
0.1% Sig. asintdt. 009 041
Total 120
- - a. Prueba de Kruskal-Wallis
Hipocotilo_Cebollin - 20 mglL-1 60 5402 . .
] h. Wariable de agrupacién:
Control Solvente Metanol 60 66,98 Concentraciones
01%
Total 120

Diferencias Significativas entre controles negativos y concentraciones de
ibuprofeno para Lechuga

Rangos Estadisticos de contraste®®
Rango Radicula_Lec | Hipocotilo_Le

Concentraciones i promedio huga chuga
Radicula_Lechuga 0.5 mal-1 G0 6501 Chi-cuadrado 2021 7,365

Control solvente Metanol 60 55499 gl 1 1

01% Sig. asintét. 155 007

_ _ Total 120 a. Prueha de Kruskal-Wallis

Hipocotilo_Lechuga 0,5 mglL-1 G0 69 08 b. Variable de agrupacin:

Control solvente Metanol G0 51,82 Concentraciones

01%

Total 120
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Rangos Estadisticos de contraste®"
Rango Radicula_Lec Hipocotilo_Le
Concentraciones M promedio huga chuga
Radicula_Lechuga 1 mglL-1 &0 28,11 Chi-cuadrado 75711 12,276
Control solvente Metanol &0 32,89 al 1 1
0.1% Sig. asintot. 000 000
Total 120 a. Prueba de Kruskal-Wallis
Hipocotilo_Lechuga 1 maglL-1 &0 71,58 b. Variable de agrupacion:
Control solvente Metanol 60 49,43 Concentraciones
0,1%
Total 120
Rangos Estadisticos de contraste®®
Rango Radicula_Lec Hipocotilo_Le
Concentraciones M promedio huga chuga
Radicula_Lechuga 2 mgl-1 60 8718 Chi-cuadrado 70,6497 98498
Control solvente Metanol G0 3382 al 1 1
01% Sig. asintét. 000 002
"
Total 120 a. Prueha de Kruskal-Wallis
Hipocotilo_Lechuga 2 mal-1 60 7044 b.Variable de agrupacién:
Control solvente Metanol 60 50,56 Concentraciones '
01%
Total 120
Rangos Estadisticos de contraste®®
Rango Radicula_Lec | Hipocotilo_Le
Concentraciones M promeadio huga chuga
Radicula_Lechuga 5 magl-1 G0 8443 Chi-cuadrado A6,862 14,275
Control solvente Metanol &0 36,57 gl 1 1
0.1% Sig. asintét 000 000
Total 120 a. Prueba de Kruskal-Wallis
Hipocotilo_Lechuga 5 mglL-1 60 7247 b Variable de agrupacion:
Control solventes Metanol 60 48,53 ' Cuncentracin%esp '
0,1%
Total 120
Rangos Estadisticos de contraste®"
Rango Radicula_Lec | Hipocotilo_Le
Concentraciones M promedio huga chuga
Radicula_Lechuga 10 maglL-1 60 85,44 Chi-cuadrado 61,778 34623
Control solvente Metanol 60 35 56 al 1 1
0.1% Sig. asintot. 000 000
Total 120 a. Prueha de Kruskal-Wallis
Hipocotilo_Lechuga 10 mgl-1 60 7913 b. Variahle de agrupacién:
Control solvente Metanol 60 4188 Concentraciones
0,1%
Total 120
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Rangos Estadisticos de contraste™®
Rango Radicula_Lec | Hipocotilo_Le
Concentraciones promedio huga chuga
Radicula_Lechuga 20 mgl-1 60 8945 Chi-cuadrado 83,245 25 656
Control solvente Metanol 60 31,54 gl 1 1
0.1% Sig. asintét 000 000
Total 120 a. Prueba de Kruskal-Wallis
Hipocotilo_Lechuga 20 maglL-1 G0 76,50 ,
P - g g ' b Wariable de agrupacion:
Control solvente Metanal 60 44 50 Concentraciones
01%
Total 120
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