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RESUMEN

El ibuprofeno es un contaminante emergente, vinculado a efectos ambientales negativos
sobre las comunidades acudticas y la salud humana, debido a la descarga de aguas residuales
con contenidos del mismo a los cuerpos de agua.

Es por ello que el proyecto comprendi6 el estudio de la remocion del ibuprofeno de aguas
sintéticas mediante humedales artificiales de flujo subsuperficial horizontal, ensayandose tres
concentraciones del farmaco 0,2, 1,7y 2,7 mg/L.

Se utilizaron tres humedales de 1,0 m de largo y 0,5 m de ancho y de profundidad; dos de
ellos plantados con Cyperus papyrus y el otro sin plantar. Se estabilizaron durante un mes'y
posterior a este periodo, se ensayo incorporar al afluente del humedal tres concentraciones
diferentes del farmaco. Para la determinacion de la concentracion del ibuprofeno se utiliz6
cromatografia liquida de ultra resolucién acoplada a un espectrofotometro de masas en
tandem (UPLC-MS/MS); asi también se realizd seguimiento a los humedales midiendo
carbono organico disuelto, demanda quimica de oxigeno, oxigeno disuelto, pH y
conductividad eléctrica, tanto en el afluente como en el efluente, y conteo de heterotrofos en
la grava de los tres humedales.

Se comprobd6 que los humedales plantados obtuvieron mayores porcentajes de remocion de
ibuprofeno que el humedal sin plantar, obteniéndose un méaximo de 84% en los humedales
plantados y un maximo de 51% en el humedal sin plantar, asimismo se observé que a mayor
concentracion del farmaco se tuvo una menor remocién. Los parametros de seguimiento no
se vieron influenciados por la presencia de las macréfitas a excepcion de la conductividad,

asimismo evidenciaron el buen funcionamiento de los humedales.

Palabras clave: contaminantes emergentes, ibuprofeno, humedal artificial de flujo
subsuperficial horizontal.
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ABSTRACT

Ibuprofen is an emerging organic pollutant, linked to negative environmental effects in
aquatic organisms and in human health, due to wastewaters containing ibuprofen are often
released to surface water.

The study aim was to assess the ibuprofen removal efficiency of horizontal subsurface flow
constructed wetlands, using three ibuprofen concentrations 0,2, 1,7 and 2,7 mg/L.

Three wetland were used (1,0m long; 0,5m width; 0,5 depth); two of them planted with
Cyperus papyrus and third one unplanted. After one month of stabilization period, synthetic
water prepared with different ibuprofen concentrations was circulated. Water sampling from
the wetlands was carried out twice a week and ibuprofen content was measured using ultra
performance liquid chromatography (UPLC/MS/MS), in addition other parameters such as
total organic carbon (TOC), chemical oxygen demand (COD), pH, conductivity and redox
potential were measured.

It was found that planted wetland showed higher ibuprofen removal percentages than
unplanted wetland, reaching a maximum of 84% in planted wetlands and a maximum of 51%
in the unplanted wetland. Also less removal of ibuprofen in the wetland was observed at
higher drug concentrations in the affluent. Except for conductivity, basic water quality
parameters of the wetland effluent were not influenced by the planted beds when were
compared to unplanted beds, and also evidenced the wetlands good functioning.

Key words: Emerging contaminants, ibuprofen, horizontal subsurface flow constructed

wetlands.
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1 INTRODUCCION

De todos los contaminantes emergentes (CE), los que probablemente suscitan mayor
preocupacién y estudio en los Gltimos afios son los farmacos (Barcelé & Lopez, 2008).
Desde la década de 1950, existe literatura aunque escasa que reporta productos farmacéuticos
y de higiene personal en el medio acuético (Watkinson, Murby, Kolpin, & Costanzo, 2009).
Sin embargo, no ha sido hasta principios de la década de los 90 que el tema de los farmacos
en el ambiente ha surgido con fuerza, como lo demuestran los numerosos articulos publicados
desde entonces, los cuales han despertado un gran interés cientifico y social (Barcelé &
L6pez, 2008).

El consumo de medicamentos en el mundo crece a una tasa sostenida del 7 a 8% anual desde
hace varios afos, donde los paises industrializados y los sectores de mayor poder adquisitivo
muestran un mayor consumo (Centro de Farmacoepidemiologia, 2006).

Entre los farmacos mas prescritos en medicina humana destacan los AINES como el
ibuprofeno y el diclofenaco, los antiepilépticos como la carbamacepina, antibidticos como
la amoxicilina y el sulfametoxazol, y los B- bloqueantes como el metoprolol. (Barcelé &
Lépez, 2008).

La participacion de los AINES en el gasto farmacéutico en Costa Rica es cada vez mas
relevante, ya que constituyen el cuarto grupo farmacéutico de mayor gasto publico, y en el
periodo 2000-2005 su consumo se incrementd en un 48% (Barber, Morera, Aparicio, &
Xirinachs, 2007).

En general, los productos farmacéuticos son ampliamente usados para diferentes prop6sitos
a nivel medicinal, domestico, agricola, veterinario e industrial, y los residuos de todos o
algunos de estos usos son colectados y llevados como afluentes a las plantas de tratamiento
de aguas residuales municipales, esto en el mejor de casos, ya que pueden ser vertidas
directamente en un cuerpo de agua (Osachoff et al., 2014).

Muchos de los compuestos farmacologicos se eliminan de la corriente de agua residual
durante el proceso en una planta de tratamiento de aguas residuales (PTAR), sin embargo,
no parece ser suficiente y se han encontrado en los efluentes y en los entornos receptores en
concentraciones mas bajas (Osachoff et al., 2014), esto puede deberse a que las tecnologias
de tratamiento convencionales no estan especialmente disefiadas para la eliminacion de

productos farmacéuticos (Li, Zhu, Ng, & Tan, 2014; Osachoff et al., 2014; Parolini, Binelli,
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& Provini, 2011; Zhang et al., 2012), por lo que la mayoria de estos productos no pueden ser
removidos facilmente o totalmente (Li et al., 2014). En consecuencia, varias clases de estos
compuestos estan siendo vertidos en aguas superficiales, subterraneas y aguas costeras
(Parolini et al., 2011), lo que evidencia que han sido descargados continuamente en medios
acuaticos sin ninguna restriccion (Matamoros, Arias, Brix, & Bayona, 2007).

La presencia de farmacos en el medio receptor es preocupante debido a su naturaleza
bioactiva y que aln en concentraciones muy bajas pueden afectar negativamente a los
organismos incluyendo la vida silvestre y los seres humanos (Osachoff et al., 2014).

Una de las mayores preocupaciones, ha sido el hallazgo de algunos de ellos (como el
ibuprofeno, diclofenaco y carbamacepina) en agua potable (Barcelé & Lépez, 2008), por lo
que la exposicion humana a estos residuos de farmacos, podria producirse por el consumo de
agua directamente o por el consumo de organismos acuaticos como los peces que pueden
acumular estos residuos (Cunningham, Binks, & Olson, 2009). Por ejemplo se ha detectado
el diclofenaco y el ibuprofeno en concentraciones entre 1-6 ng L™ en agua potable (Cleuvers,
2004).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (2011), las actuales evaluaciones de riesgos
indican que es improbable que las bajas concentraciones de productos farmacéuticos
presentes en el agua potable planteen un riesgo considerable para la salud humana, sin
embargo existen lagunas de conocimientos. Entre ellas se incluyen la falta de evaluacion de
los riesgos para la salud humana asociados a la exposicion prolongada a bajas
concentraciones de productos farmacéuticos, y los posibles efectos combinados derivados de
las mezclas de productos farmacéuticos (OMS, 2011).

No existe legislacion que regule la concentracion de farmacos en la descarga de aguas
residuales ni en agua potable. Segin la OMS (2011) en vista de la falta de disposiciones
normativas, el seguimiento regular de la presencia de productos farmacéuticos en las fuentes
de agua y el agua potable no seria conveniente, excepto en casos en los que las circunstancias
locales sugirieran la posibilidad de concentraciones elevadas (por ejemplo, fabricas con
descargas de efluentes en el curso superior de una fuente de agua potable).

En paises latinoamericanos existe un gran vacio de informacién sobre la presencia de
compuestos farmaceuticos en descargas de efluentes cloacales (Elorriaga, Marino,
Carriquiriborde, & Ronco, 2012).
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Segun el reglamento para la disposicion final de medicamentos, materias primas, y sus
residuos N° 36039-S (2010), se establece que la disposicion final de los medicamentos en
Costa Rica, sera realizada por los establecimientos farmacéuticos, por lo tanto cada
establecimiento debe contar con un plan para el manejo y la disposicion final de los mismos
aprobado por el regente farmacéutico.

Se han ensayado varios tratamientos con el fin de remover los farmacos de las aguas
residuales y evitar que estos puedan llegar hasta cuerpos de agua. Algunos de estos
tratamientos son de tipo convencional como lodos activados, oxidacion prolongada, lechos
bacterianos y biodiscos, obteniéndose rendimientos que oscilan entre el 15% y superiores al
80% segun el tipo de tratamiento y el tipo de farmaco (Cortacans, Hernandez, Del Castillo,
& Montes, 2006). También han sido ensayadas las tecnologias avanzadas como los procesos
de oxidacion (ozonizacion, fotdlisis y fotdlisis heterogénea, fenton y foto-fenton, sondlisis,
oxidacion electroquimica, entre otras), la adsorcion con carbon activado, la 6smosis inversa,
la separacién por membranas, y los bioreactores de membrana para complementar los
sistemas de tratamiento convencional (Li et al., 2014; Osachoff et al., 2014; Parolini et al.,
2011), sinembargo, estos procesos de tratamiento avanzados son caros de hacer a gran escala
y con un costo prohibitivo (Li et al., 2014; Parolini et al., 2011). Por lo tanto, la seleccion de
tecnologias alternativas de alta eficiencia de remocién de productos farmacéutico a bajo costo
es de vital importancia, sobre todo en regiones con escasos recursos.

Los humedales artificiales son de bajo costo en la construccidn, operacion y mantenimiento,
y estan siendo estudiados con el fin de remover contaminantes farmacéuticos de las aguas
residuales (Li et al., 2014), siendo su principal restriccion la disponibilidad de espacio (Zhang
etal., 2012).
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1.1 HIPOTESIS

La tecnologia de los humedales artificiales de flujo subsuperficial horizontal, es eficiente

para la remocion de Ibuprofeno de un agua residual sintética.
1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo general

Evaluar el funcionamiento de humedales construidos de flujo subsuperficial horizontal a
escala piloto para la remocion de ibuprofeno en aguas sintéticas, con el fin de considerar su

uso en el tratamiento de aguas residuales.

1.2.2 Objetivos especificos

e Determinar la eficiencia en la remocién del contenido de lbuprofeno de un agua
sintética mediante humedales artificiales de flujo subsuperficial horizontal.

e Evaluar los cambios en los parametros fisico-quimicos del agua sintética, utilizada en
el experimento.

e Evaluar la funcién de la macrofita Cyperus papyrus, en la remocién del farmaco del
agua sintética en los humedales horizontales artificiales de flujo subsuperficial

horizontal.
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2 REVISION DE LITERATURA

2.1 CONTAMINANTES EMERGENTES

Los habitos de consumo actuales en nuestra sociedad estan generando una serie de micro-
contaminantes que hace tan solo unos afios no se habian contemplado (Cortacans et al., 2006),
a estos contaminantes se les llama “Contaminantes emergentes”.

Los CE corresponden en la mayoria de los casos a contaminantes no regulados, que pueden
ser candidatos a regulacion futura dependiendo de investigaciones sobre sus efectos
potenciales en la salud y los datos de monitoreo con respecto a su incidencia. Algunos
ejemplos de los compuestos que han emergido recientemente, como particularmente
relevantes son: los surfactantes, productos farmacéuticos, productos para el cuidado personal,
aditivos de las gasolinas, retardantes de Ilama, antisépticos, aditivos industriales, esteroides,

hormonas y subproductos de la desinfeccion del agua (Becerril, 2009).

2.2 LOS FARMACOS COMO CONTAMINANTES EMERGENTES

Muchos de los compuestos farmacéuticos se consideran como contaminantes emergentes,
debido a su uso extendido, liberacion continua, persistencia y sus efectos eco toxicol 6gicos
(Zhang et al., 2011)

Los farmacos se emplean en gran cantidad, para prevenir, diagnosticar, mitigar o curar
enfermedades en los seres humanos y los animales (Li, Zhu, Jern, & Keat, 2014), en
consecuencia se han detectado en aguas superficiales, subterraneas y aguas costeras que
reciben efluentes de aguas residuales tratadas o sin tratamiento (Matamoros et al., 2007).
Los componentes activos de los farmacos han sido encontrados en rangos de ng.L™ a pg.L™

en ambientes acuaticos (Berglund et al., 2014; Kiimmerer, 2009)

2.2.1 Caracteristicas de los farmacos

Un aspecto importante de los ingredientes activos de los farmacos desde el punto de vista
ambiental es que presentan una serie de caracteristicas que les hace diferentes a los

contaminantes quimicos industriales convencionales:
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e Los componentes activos de los farmacos son moléculas complejas con diferentes
funcionalidades, y propiedades tanto fisico-quimica como biol6gica (Kimmerer,
2009)

e EIl medicamento puede ser excretado sin ningun cambio, en forma de conjugados
glucurdnidos o sulfatos, como un metabolito principal, 0 como una mezcla de muchos
metabolitos (Cortacans et al., 2006). Estos derivados son méas polares y solubles en
agua, y presentan una actividad farmacoldgica reducida respecto al compuesto
original (Cortacans et al., 2006).

e Existe evidencia de que muchas de estas sustancias son poco o nada biodegradables
en el medio ambiente (Cortacans et al., 2006).

e El peso molecular esta en el rango de 200 a 1000 Da, por eso los componentes activos

son llamados “moléculas pequefias” (Kimmerer, 2009).

2.2.2 Medios de entrada de los farmacos hacia los cuerpos de agua

En muchos paises los productos farmacéuticos y sus metabolitos se han reportado no sélo en
los efluentes municipales y de plantas de tratamiento de aguas residuales, sino también en
los rios, aguas superficiales, aguas subterraneas y sedimentos (G. Aguirre, Del Valls, &
Martin, 2013).

Las plantas de tratamiento de aguas residuales convencionales no son generalmente
disefiadas para eliminar y/o degradar los productos farmacéuticos, por lo que los farmacos
pueden ser parcialmente eliminados en sistemas de tratamiento biologico, mientras que la
mayoria de los productos farmacéuticos no tratados tienden a acumularse en los cuerpos de
agua (Behera, Oh, & Park, 2011), y al no estar regulados, pasan desapercibidos.

Muchos de los farmacos son excretados por los seres humanos y animales, sin metabolizar o
en forma de metabolitos activos (Cortacans et al., 2006), por ende, varias clases de farmacos
y sus metabolitos se excretan con la orinay las heces, y de esta manera son liberados mediante
fuentes puntuales y no puntuales a los ambientes acuaticos, siendo las aguas residuales
municipales la principal via directa de entrada. Existen algunas otras vias indirectas
incluyendo la escorrentia o el efluente de aguas residuales de corrales de animales (Li et al.,

2014), es por ello que existe una creciente preocupacion por el nivel de compuestos

26



farmacéuticos excretados que pueden acabar tanto en ambientes acuaticos como en el
suministro de agua (Behera et al., 2011) (Figura 2.1).

En la figura 2.1, se muestran los principales generadores de aguas contaminadas con
productos farmacéuticos como los antibioticos y la complejidad de la transferencia de las
cargas de los mismos a otros generadores, como sistemas de tratamiento de aguas residuales

y potables, y a mantos de aguas superficiales y subterraneas.
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Figura 2.1Fuentes y rutas de los antibidticos en el ciclo urbano del agua. Tomado de Cardona (2013).

En los seres humanos la orina es la principal ruta de salida de los farmacos, mas de 80
productos farmacéuticos y algunos de sus metabolitos se han detectado en los afluentes y
efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales de Europa y Estados Unidos, mientras
que en las aguas superficiales y subterrdneas se han encontrado, pero en menores
concentraciones (Tiehm et al., 2010). Entre estos pueden haber mas de 50 sustancias
farmacologicamente activas de diversos grupos entre los que se encuentran los analgésicos,
antibioticos, antiepilépticos, antidepresivos, antibioticos, antirreumaticos, hormonas
esteroideas, etc (Cortacans et al., 2006).

En los hogares, los productos farmacéuticos caducados suelen ser desechados con la basura
normal del hogar o en los fregaderos o inodoros (Li et al., 2014), esto se verifico en un estudio
que se realizé a 400 familias en el Reino Unido donde se corrobord que esas son las tres

principales vias de descarte de farmacos en los hogares (Kimmerer, 2009). Ademas, en un
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grado menor pero relevante, las aguas residuales de los hospitales o los fabricantes de
productos farmacéuticos también contribuyen a las cargas totales de productos farmacéuticos
en las aguas residuales municipales (Li et al., 2014). En un estudio realizado a pacientes en
Estados Unidos, mas de la mitad asegurd tener almacenados medicamentos sin usar o
vencidos en sus hogares y mas de la mitad los habia desechado por el inodoro, sélo el 22,9%
aseguro haberlos llevado a una farmacia para su correcta disposicién. También en una
investigacion realizada en Kuwait, se detectd que el 76,5% deposita los medicamentos sin
usar en el recipiente de la basura y el 11,2% lo dispone en el desagiie (Kimmerer, 2009).

La reutilizacion del agua residual en forma intensiva en regiones aridas, para el riego y la
recarga artificial de aguas subterraneas pueden provocar una acumulacién importante de
contaminantes emergentes persistentes (Tiehm et al., 2010).

En la Unidn Europea y en Estados Unidos es legal desechar los medicamentos sin usar o
vencidos en los recipientes de la basura, siendo la incineracion la mejor via de disposicion y
no un relleno sanitario, porque los lixiviados pueden contener residuos de medicamentos, y
si no cuenta con un sistema de tratamiento eficiente para los lixiviados, pueden terminar

como fuentes de contaminacion en el agua superficial y subterranea(Kimmerer, 2009).

2.2.3 Efecto de los farmacos sobre el ambiente.

Al entrar en el medio acuatico, los compuestos farmacéuticos y sus metabolitos se convierten

en riesgos potenciales para la salud de la vida acuética y los seres humanos, incluso a niveles

traza (Li et al., 2014)

Dado que las concentraciones de farmacos a nivel de trazas pueden causar efectos crénicos

sutiles sobre los ecosistemas, la totalidad de sus efectos ecotoxicoldgicos en el ambiente

acuatico son dificiles de predecir a largo plazo (Zhang, Gersberg, Ng, & Tan, 2014).

Algunos impactos eco-toxicoldgicos en los organismos del medio acuético y terrestre dada

la presencia de farmacos son:

e Efectos adversos sobre las comunidades acuéticas, donde se incluye la feminizacion

de peces machos (Holl & Litter, 2010; Li et al., 2014), deterioro de la funcion renal,
las branquias y el higado de los peces (Li et al., 2014). Se ha demostrado la

acumulacion de componentes activos de medicamentos antidepresivos en el cerebro,
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el higado y los musculos de tres tipos de peces que vivian en rios a los que vertian
efluentes de depuradoras (Cortacans et al., 2006).

Existe evidencia que algunas clases de farmacos no esteroides, puede interferir con
la homeostasis reproductiva de organismos acuaticos (Madureira et al., 2011)
Disminucion de la diversidad del plancton (Li et al., 2014; Zhang et al., 2014).
Alteraciones en el comportamiento y fisiologia de los insectos, inhibicién o
estimulacion del crecimiento en plantas acuaticas y algas (Cortacans et al., 2006), y
desarrollo de bacterias resistentes (Cortacans et al., 2006; Cunningham et al., 2009)
En el caso del ibuprofeno se ha demostrado que causa cambios fisiolégicos como la
inhibicién del crecimiento de la especie micréfitos (Lemna minor) que es una lenteja
de agua (Behera et al., 2011; Sabri, Hanna, & Yargeau, 2012) y la produccion
estimulada del &cido abscisico, una hormona del estrés en esta misma especie (Sabri
et al., 2012), afecta también la reproduccion del crustdceo Daphnia magna a una
concentracion minima de 13.4 mg/L (Behera et al., 2011). El Ibuprofeno a una
concentracion de 250 ng/L puede dafiar la membrana de la glandula digestiva del
mejillon M. galloprovincialis (Gonzalez-Rey & Bebianno, 2012). La mezcla de
cafeina e Ibuprofeno puede alterar el estado de oxidacion de las células y provocar
estrés oxidativo, y esto asociado con dafio en el acido desoxirribonucleico (ADN) en
el cangrejo Carcinus maenas (G. Aguirre et al., 2013).

En los seres humanos la inhibicion del crecimiento de células embrionarias, donde
mediante la inyeccion de una mezcla farmacéutica (atenolol, carbamazepina,
ciprofloxacina, furosemida, Ibuprofeno, sulfametoxazol), se observaron efectos de
inhibicion en la proliferacion de células del crecimiento en embriones humanos
(Cortacans et al., 2006; Zhang et al., 2014)

Aunque a corto plazo parece que no se pueden detectar efectos graves sobre la salud o sobre

el ambiente, si resulta probable que a mediano o largo plazo la combinacion de diferentes

metabolitos y compuestos biolégicamente activos, formen una especie de cOctel

farmacoldgico capaz de ocasionar y potenciar cambios y efectos negativos en el ambiente o

dafos en el hombre (Cortacans et al., 2006).

Ante lo mencionado anteriormente, queda claro que el mayor problema que presentan estas

sustancias en la actualidad es el completo desconocimiento sobre sus efectos, la ausencia de
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reglamentaciones que determinen las concentraciones maximas admisibles en los cauces de
vertido, asi como la poca reduccidn en procesos de depuracion convencionales (Cortacans et
al., 2006). La aplicacion del principio de precaucion, por lo tanto, es necesaria para dar lugar
a controles mas estrictos sobre el tratamiento de los productos farmacéuticos en las aguas
residuales (Li et al., 2014)

2.3 IBUPROFENO

2.3.1 Definicion

El ibuprofeno (C13H180-) es un derivado del &cido propionico. (Pérez, Lopez, & Grau, 2002),
y su nombre acorde a la IUPAC es acido 2- (4-isobutilfenil) propidnico. Pertenece a los
AINES, que constituyen el sexto grupo farmacolégico mas vendido en todo el mundo
(Parolini et al., 2011), ademas se encuentran entre los fArmacos mas cominmente recetados
en todo el mundo, representan entre el 3 al 9% del total de prescripciones en varios paises
(Alhava, 1994).

Su accidn analgésica no es de tipo narcotico y su actividad farmacologica se basa en la
inhibicion de la sintesis periférica de prostaglandinas (Sabri et al., 2012), es decir inhibiendo
la sintesis de compuestos involucrados en la respuesta inflamatoria. Es utilizado
frecuentemente para el alivio sintomatico del dolor de cabeza (cefalea), dolor dental, dolor
muscular (mialgia), molestias de la menstruacion (dismenorrea), sindrome febril, y dolor tras
cirugia (postquirurgico), asi como para tratar cuadros inflamatorios, como los que se
presentan en artritis, artritis reumatoide y artritis gotosa (lannacone & Alvarifio, 2009).

Ha sido identificado como uno de los principales productos farmacéuticos presentes en
PTAR (G. Aguirre et al., 2013) y en ecosistemas acuaticos (Sabri et al., 2012).

2.3.2 Consumo y produccién

El Ibuprofeno es uno de los firmacos mas importantes incluidos en la lista ‘“Essential Drugs
List”’ de la Organizacion Mundial de la Salud, que da lugar a su produccién masiva en todo
el mundo (Behera et al., 2011). En el afio 1984 fue aprobado como un medicamento de venta
libre y, desde entonces, las ventas sin receta se han triplicado en América del Norte (Sabri et
al., 2012).
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ellos asegura que ha dado alguna vez una determinada presentacion de ibuprofeno oral a sus

En Espafia, un estudio realizado a 107 padres de nifios entre 6 meses y 10 afios, el 92% de

Para el afio 2001 en Alemania la produccion de Ibuprofeno fue de 345 toneladas (HOll &
hijos (Carabafio, Llorente, Martinez, & Ruiz, 2006).

Litter, 2010).
En un estudio realizado en Eslovaquia durante el periodo de 1996 al 2007, los AINES que

se consumen con mayor frecuencia son el ibuprofeno y el diclofenaco (Hudec, Kriska,

Bozekova, & Foltan, 2008).
Para el afio 2005 en Costa Rica, el ibuprofeno representaba el 10% del consumo total de
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Figura 2.2 Participacion del gasto de AINES para el afio 2005 en Costa Rica. Modificado de Barber et al (2007).
En Costa Rica, la Caja Costarricense de Seguro Social (CCSS) dispone de dos presentaciones

farmacéuticas de Ibuprofeno: tabletas recubiertas de 400 mg y suspensién oral 100 mg/5 mL
en frascos de 50 mL (uso exclusivo de pediatria). De ambas presentaciones del farmaco se

disponen los datos de consumo del periodo 2011-2014 (Cuadro 2.1).



Cuadro 2.1 Consumo de ibuprofeno, en sus dos presentaciones disponibles en la CCSS. Basado en Registros SIFA
(2015).

Afio Cant!dad Cantidad (Frascos C?antidad total de
(tabletas recubiertas 400 mg) 100 mg/ 5 mL) ibuprofeno (kg)

2011 21 286 680,00 9 682,00 85244

2012 22 494 886,00 15 579,00 9013,6

2013 35800 41,00 25 425,00 14 345,6

2014 40 261 688,00 30 330,00 16 135,0

Total 119 843 775,00 81 016,00 480187

Cabe resaltar que los datos anteriores no incluyen el consumo de ibuprofeno correspondiente
a la adquisicion directa en el comercio, ya que no fue posible obtener dicha informacion

Notese en el cuadro anterior, que el consumo de tabletas recubiertas se duplicé en el periodo
del 2011 al 2014 y que el consumo de los frascos se triplicé en el mismo periodo de tiempo,
y dado que la tasa de crecimiento promedio anual de la poblacion en Costa Rica segun el
altimo censo (2011) fue de 1,1% anual (INEC, 2012), el aumento en el consumo de
ibuprofeno no estd vinculado totalmente al aumento en la poblacién, ya que la tasa de
crecimiento es baja y la poblacién de Costa Rica no alcanzd ni a duplicarse en ese mismo

periodo de tiempo.

2.3.3 El ibuprofeno y su movilidad en el ambiente.

El ibuprofeno tiene un bajo metabolismo y absorcion en el cuerpo humano (Behera et al.,
2011). La tasa de excrecion de sus ingredientes activos sin metabolizar es del 10% (OMS,
2011). La mayor parte del ibuprofeno administrado se excreta a través de las heces y la orina
en forma de su compuesto de origen o de metabolitos solubles en agua (Behera et al., 2011).
Los principales metabolitos en que se degrada el ibuprofeno en el cuerpo humano son los
metabolitos hidroxi-ibuprofeno, carboxi-ibuprofeno y acido carboxi-hidratrépico (Sabri et
al., 2012) (Figura 2.3).
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Figura 2.3 Estructura quimica de algunos metabolitos del ibuprofeno. Modificado de Nortes (2014).

El ibuprofeno tiene una alta solubilidad en disolventes organicos como el metanol, dado su
alto coeficiente de particion octanol-agua (log Kow) Y una baja solubilidad en agua.
Asimismo, cambios en el pH afectan la disociacion de la molécula del ibuprofeno, de acuerdo
con la constante de disociacion (pka) mas del 50% del ibuprofeno se desprotona a pH mayor
que 4,91(Behera et al., 2011) (Cuadro 2.2).

Cuadro 2.2 Estructura quimica y propiedades fisico-quimicas del ibuprofeno. Tomado de Zhang et al (2014).
Propiedades fisico-quimicas

Compuesto Estructura Férmula Solubilidad Solulgri:idad
ALt imi imi 1 2
farmacéutico quimica quimica pka Log Kow en agua disolventes
(mg/L) .
organicos
o .J\, =0
Ibuprofeno (T T Ci3H150; 4,91 3,97 21 Muy soluble

Constante de disociacion; 2Coeficiente de particion octanol-agua.

Un compuesto con un valor de log Kow Superior a 5, se infiere que es bioacumulable en tejido
graso, pero para el caso del ibuprofeno dado que es menor a 5 no es bioacumulable, sin
embargo la exposicion de organismos al mismo podria causar dafios (ecotoxicidad).

Sus propiedades fisicoquimicas indican una alta movilidad en ambientes acuaticos (Behera
et al., 2011; Sabri et al., 2012), dada su baja volatilidad tiende a ser facilmente transportado
y descargado en el compartimiento de agua (Zhang et al., 2014).

Debido a su alta movilidad en ambientes acuaticos se ha encontrado en muestreos de aguas
superficiales en el Reino Unido, Europa continental, América del Norte, entre otros lugares
(Parolini etal., 2011). En un estudio realizado para la deteccion de farmacos acidos y neutros

en instalaciones de tratamiento de aguas residuales y aguas superficiales en el Atlantico
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canadiense se encontr6 que las mayores concentraciones medias fueron para el ibuprofeno y
el naproxeno con concentraciones medias mayores a 1000 ng/L durante los meses de
primavera y verano (Lynne Kormos, 2007).

En una recopilacion de varios estudios sobre concentraciones medidas de ibuprofeno en
diferentes sistemas acuaticas y efluentes de PTAR, se puede observar que las mayores
concentraciones se presentan en las plantas de tratamiento de aguas residuales donde van a
coincidir con un gran nimero de descargas directas y donde no se tiene un factor de dilucion
como el que se pueda presentar en el mar, ademas nétese que las concentraciones tienden a
variar segun el sitio, esta diferencia se le puede atribuir el sitio donde se realiz6 el muestreo,

las condiciones ambientales, entre otros factores, (Cuadro 2.3).

Cuadro 2.3 Concentraciones medidas de Ibuprofeno. Modificado de Aguirre et al (2013).

Sitio Concentraciones medidas de lbuprofeno (ug L)
Lago 0,01
Efluente municipal 0,01
Rio 0,05/2,3
Mar 0,01
Planta tratamiento de aguas negras 0,03/0,7/2,1/7,1/20
Planta de tratamiento de aguas 05/08/1,0/13/2,6/3,0/6,3/10,1/24,6
residuales
Arroyo 0,3

Asi también otro estudio recopila concentraciones medidas en efluentes cloacales pero en

diferentes paises (Cuadro 2.4)

Cuadro 2.4 Concentraciones medidas en Ibuprofeno en efluentes cloacales. Modificado de Elorriaga et al (2012).

Pais Concentracion medida de Ibuprofeno (ug L™)
Francia 1,82
Grecia 0,05
Italia 0,18
Suecia 7,11
Alemania 0,37
Suiza 1,2
Espafa 14,7
Corea 0,27
Canada 5,2
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2.4 HUMEDALES ARTIFICIALES

2.4.1 Definiciény clasificacion

Los humedales artificiales son un complejo ecosistema constituido de substrato saturado,
vegetacion, microorganismos y agua, cuyo objetivo es la remocion de contaminantes
mediante diversos procesos fisicos, quimicos y bioldgicos. Se utilizan como segundo paso
de tratamiento, esto es después de haberle quitado a las aguas residuales los elementos
pesados y grasosos (Moncada, 2011). En realidad los humedales se pueden entender como
una modificacion del lagunaje convencional con menor profundidad (No mas de 0,4 m)
(Garcia, 2004).

Los compuestos organicos disueltos son removidos por los microorganismos presentes en la
biopelicula formada sobre la grava y aquellos que estan en la raices y rizomas de las plantas
(Agudelo et al., 2010; Choudhary, Kumar, & Sharma, 2011). Asimismo por procesos de
adsorcion y absorcion (Choudhary et al., 2011). La remocién de la DQO biodegradable en
los humedales se da por parte de los microorganismos presentes y la fraccion de la DQO no
biodegradable se puede remover por procesos de precipitacion, adsorcidn (sobre la grava y
raices de las plantas), por absorcion a traves de las raices (Cardona, 2013), y absorcion del
material particulado en los espacios vacios del medio de soporte (Choudhary et al., 2011).
Los humedales artificiales, usados para la remocién de farmacos del agua residual pueden
ser clasificados de la siguiente forma:

e Humedal artificial de flujo superficial (Surface free water constructed wetlands -
SF-CWs) (Figura 2.4 a).

e Humedal artificial de flujo subsuperficial horizontal (Horizontal subsurface flow
constructed wetlands - HSSF-CWs) (Figura 2.4 b).

e Humedal artificial de flujo subsuperficial vertical (Vertical subsurface flow
constructed wetlands — VSSF-CWs) (Figura 2.4 c).

e Humedal artificial hibrido (Hybrid constructed wetlands).
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Figura 2.4 Estructura de los humedales artificiales. (a) SF-CWs (b) HSSF-CWs (¢) VSSFCWs. Modificado de
Lietal (2014).

Los humedales de flujo superficial tienen una l&mina de agua libre en los que pueden
aplicarse plantas flotantes o enraizadas, mientras que en los humedales de flujo subsuperficial
la circulacion del agua es subsuperficial es decir no existe lamina de agua libre, estos dltimos
se pueden clasificar dependiendo de la circulacion del agua en: flujo horizontal y flujo
vertical (Bécares, 2004). Dado que en éste estudio se utilizaron humedales artificiales de flujo

subsuperficial, los mismos se detallan en la siguiente seccion.

2.4.1.1 Humedales artificiales de flujo subsuperficial.

En los humedales de flujo subsuperficial, la circulacion del agua es subterranea a través de
un medio granular (con una profundidad de altura de ldmina de agua de alrededor de 0,6 m)
y en contacto con los rizomas y raices de las macrofitas. Este tipo de humedal forma parte de

los sistemas naturales basados en la accion del terreno (Garcia, 2004).
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En este sistema, el agua circula exclusivamente a través del material poroso (grava con
diametro de 3 y 20 mm) y normalmente a 5 cm debajo de la superficie (Aguirre, 2004).

En los humedales de FSS existe una dificultad para la transferencia directa de oxigeno,
debido a la imposibilidad de mezcla del mismo a lo largo de toda la profundidad del lecho
(Aguirre, 2004).

Las principales ventajas de los humedales de flujo subsuperficial respecto a los de flujo
superficial son: menor incidencia de olores debido a la naturaleza subterranea del flujo, bajo
riesgo de exposicion directa de las personas y de aparicién de insectos, proteccion térmica
debida a la acumulacion de restos vegetales y de flujo subterraneo, asimismo evita flujos
preferenciales (Garcia, 2004). Por el contrario dentro de sus inconvenientes estd un mayor
costo en la construccion fundamentalmente por el material granular y menor valor como
ecosistema para la vida salvaje debido a que el agua dificilmente es accesible a la fauna
(Garcia, 2004).

2.4.2 Funcion de humedales en el tratamiento de farmacos y mecanismos de remocion.

Con la ventaja de tener un costo econémico bajo, simple operacion y mantenimiento, los
sistemas basados en plantas acuaticas como los humedales artificiales, tienen una larga
historia en el tratamiento de todo tipo de aguas residuales (Zhang et al., 2014). En los ultimos
afios han sido cada vez mas utilizados para la eliminacion de farmacos y productos de higiene
personal. (Zhang et al., 2014).

La presencia de plantas, un sustrato poroso y microorganismos, tiene una influencia positiva
en la eliminacion de productos farmacéuticos en los humedales (Li et al., 2014; Paola
Verlicchi & Zambello, 2014), los cuales remueven contaminantes emergentes mediante
procesos fisico-quimicos y bioldgicos que se dan simultdneamente (Fariya, 2013; Zhang et
al., 2014).

En general, los principales mecanismos de remocion de farmacos son: degradacion,
sedimentacion, adsorcion en el medio de soporte, absorcion microbiana o en las plantas
(Zhang et al., 2011) (Figura 2.5).
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Figura 2.5 Mecanismos de remocion de productos farmacéuticos en los humedales artificiales. Basado en Zhang et
al (2014)

La sorcion (Adsorcién y absorcion), de productos farmacéuticos a sedimentos, plantas y
solidos en suspension, esta en funcion tanto de las propiedades de los medios absorbentes
incluyendo contenido organico, reactividad de la superficie y area especifica y de las
propiedades del sorbato como el coeficiente de particion octanol-agua (log Kow) y acidez
(pKa) (Fariya, 2013).

La biotransformacién es también un mecanismo de remocion de productos farmacéuticos,
donde las enzimas pertenecientes a diferentes comunidades bacterianas son capaces de
utilizar estos contaminantes para su metabolismo (sustrato o energia), o también pueden ser
transformados por cometabolismo, siendo degradados a compuestos secundarios sin ser
utilizados como energia primaria o fuente de alimento, y este Gltimo supone ser el principal
mecanismo biologico de degradacion (Fariya, 2013).

Uno de los aspectos mas discutidos, es la funcion de la vegetacion en la remocion de
farmacos, lo que ha generado mayores estudios, que tienden a sefialar un efecto significativo
de la vegetacion en los sistemas de FS (Flujo superficial), pero no tan claros en los sistemas
de FSS (Flujo subsuperficial) (Bécares, 2004). Parece que en el verano existe una mayor
diferencia entre sistemas plantado o sin plantar, pero estas diferencias tienden a desaparecer

en invierno, época en la que se encuentran efectos menos significativos (Bécares, 2004).
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Lo que si estd demostrado, es que las plantas influyen sobre la composicion de las
comunidades microbianas del humedal y por lo tanto sobre el metabolismo de la rizosfera
(Bécares, 2004). Las raices funcionan como superficie para formacion de peliculas
bacterianas (Bécares, 2004; Lara, 1999), las cuales facilitan la acumulacion y la adsorcion de
compuestos farmacéuticos que pueda contener el agua (Lara, 1999; Zhang et al., 2014). La
vegetacion disminuye la velocidad del agua, lo que aumenta el tiempo de contacto entre el
agua y la vegetacion (Bécares, 2004).

La capacidad de las plantas para mejorar la eliminacién de contaminantes no sélo depende
de las caracteristicas tipicas de la especie de macréfita, sino también de otros factores como
las comunidades microbianas relacionadas con ellos, la naturaleza de las aguas residuales y
las condiciones climaticas (Hijosa-Valsero, Matamoros, Sidrach-Cardona, et al., 2010).

Las macrdéfitas ayudan a eliminar productos farmacéuticos con mas eficiencia que los que
carecen de ésta, tanto a escala de laboratorio como a escala real (Cardinal et al., 2014).

El medio granular, también funciona como soporte para la formacion de biopeliculas, y
puesto que el funcionamiento de un sistema dependera de la abundancia de bacterias en el
mismo, cabe esperar que el incremento de la biopelicula mejore los procesos de remocion de
los farmacos (Bécares, 2004).

Se ha reportado que la remocién del ibuprofeno en los humedales artificiales, se da
principalmente en zonas poco profundas, indicando biodegradacién aerdbica es uno de los
principales mecanismos de remocién (Fariya, 2013; Hijosa-Valsero, Matamoros, Martin-
Villacorta, Bécares, & Bayona, 2010).Segun Girardi et al (2013) el ibuprofeno se mineraliz6
en un 68% en medio acuoso, por lo que es facilmente biodegradable.

La fotodegradacién, biodegradacion aerobia y adsorcién en plantas, son algunos de los
mecanismos de remocion reportados para el ibuprofeno en los humedales (Zhang et al.,
2014).

2.4.3 Influencia de factores y parametros de disefio en los humedales artificiales.

e Tiempo de residencia hidraulica y carga hidraulica superficial

La eficiencia del tratamiento puede mejorar al disminuir la carga hidraulica superficiall,

operando los humedales con tiempos de residencia hidraulica mas largos, pero tomando en
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cuenta que el TRH puede llegar a cambiar las condiciones del humedal de aerobias a
anaerobias o viceversa (Fariya, 2013).

Al aumentar el TRH también se incrementa el carbono organico en el humedal, que impulsa
la biodegradacion. La remocion de ibuprofeno, se ve afectada significativamente por el
tiempo de residencia hidraulico (Fariya, 2013).

e pH del agua

El destino y el transporte de varios contaminantes como los fa&rmacos en el medio natural se
rigen generalmente por reacciones de adsorcion en los sistemas de sedimento-agua. La
adsorcion y el transporte de compuestos ionizables, por ejemplo el ibuprofeno, se ven
fuertemente afectados por el pH de la solucion. Esto es porque el pH cambiante podria causar
la protonacion o desprotonacion de los grupos funcionales en la molécula del ibuprofeno y
los sorbentes, es asi como méas del 50% del ibuprofeno se desprotona a pH mayor que 4,91
dado su valor de pka (Behera et al., 2011).

e Efecto de la temperatura

Los humedales construidos en regiones tropicales (sobre todo con temperaturas elevadas
durante todo el afio) son considerablemente méas eficaces que los sistemas en climas
templados (Zhang et al., 2012)

En algunos estudios, las altas temperaturas han demostrado tener un impacto positivo
significativo en la eliminacion de ciertos productos farmacéuticos, incluyendo la cafeina,
carbamazepina, diclofenaco, ibuprofeno, ketoprofeno, naproxeno y é&cido salicilico,
posiblemente debido a las mayores tasas de biodegradacion, volatilizacion y fotodegradacion
(Zhang et al., 2014); sin embargo en un estudio realizado con varios farmacos incluyendo el
ibuprofeno, el efecto de la temperatura no favorecid su remocién (Hijosa-Valsero,
Matamoros, Sidrach-Cardona, et al., 2010).

e Potencial Redox
En un estudio realizado, los altos potenciales redox (condiciones oxidantes), beneficiaron la

remocion de varios farmacos como el diclofenaco, carbamazepina e ibuprofeno (Hijosa-

Valsero, Matamoros, Sidrach-Cardona, et al., 2010).
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2.4.4 Estudios previos

Han sido realizados algunos estudios en Espafia, Dinamarca y Singapur, utilizando
humedales como tratamiento secundario en aguas residuales con contenidos de farmacos. Se

detallan algunas caracteristicas de dichas investigaciones (Cuadro 2.5).

Cuadro 2.5 Resumen de estudios previos en el tratamiento de fArmacos en aguas residuales mediante humedales
artificiales.

Concentracion

Ubicacion / inicial (ug/L) /
Tipo de agua Configuracion HY ) Referencia
- Porcentaje de
residual L
remocion (%)
Dinamarca/ Humedal artificial de FSS horiz_ontal (HFSSH).
Agua residual Plar_ltado: Phragmites 117/71 (Matamoros et
municipal Australis (P.A). TRH 4,72 d. ' al., 2007)
Temperatura: 10,8 °C
Combinaciones de diferentes sistemas: 1.6.99/18
1. Tanque séptico, laguna facultativa, humedal T (Hijosa-
Espafia / Agua artificial FS (Plantado Typha latifolia; 44 m2), Valsero,
- HFSSH (Plantado: Salix atrocinerea; 585 m2; TRH Matamoros,
residual 574 Martin-
doméstica. L ) I Martin
2. Laguna facultativa, humedal artificial FS ( T. Villacorta, et
latifolia, 210m2 ), HFSSH (Plantado: S. atrocinerea, 5 183/* al., 2010)
362 m2, TRH 3.16 d) n
25/
Singapur / (1,2 m largo, 0,6 m ancho, I_Dlantado 71-79 (Zhgr(l)glle)t al.,
Agua residual 0.6 m profundidad). o Sin plantar 56-60
sintética HRT 2-4 d. Plantados: Typha angustifolia. 25/ (Zhang et al
Temperatura: 23-32 °C. Plantado 68-72 20912) "
Sin plantar 61-52
(Hijosa-
Espafia / Aguas HFSSH (1,3 m largo, 0,8 m ancho, 0,5 m de 24/ M\a{'gfr?c:?és
residuales profundidad). TRH 3 d. Plantado: P.A Temperatura: Plantado 55 Si ’
o : idrach-
urbanas 7-19 °C Sin plantar 5
Cardona, et al.,
2010)
HFSSH, Cinco humedales a gran escala;
Dinamarca / 500 m2 (180 habitantes);

Aguas 470 m2 (80 habitantes); /65 A’X‘aa;ag”r‘i’;osé‘
residuales 940 m2 (220 habitantes); Ba oﬁa 20’09)
domésticas 1800 m2 (213 habitantes); yona,

4000 m2 (280 habitantes
Dinamarca / HFSSH (0.93 m largo, 0.59 m ancho Tomado de Li
Agua residual 0.52 m profundidad). NR/52 etal (2014)
sintética Sustrato: grava
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Continuacion cuadro 2.5

Concentracion

Ubicacion / inicial (ug/L) /
Tipo de agua Configuracion HY Referencia
: Porcentaje de
residual -
remocion (%)
Itarléii/dﬁaﬂua Combinacion PTAR + HFSSH (28 m largo, 1 m 81/28 (Verlicchi et al.,
. ancho). Palntado: PA. Temp: 10 °C. TRH 1 d. 2013)
domeéstica
Espane'l / Agua Humedal de flujo subsuperficial vertical (HFSSV) con (Avilaetal.,
re3|_dl_1al aireacion activa. (2,75 m largo; 2,4 m ancho). 6,2 m2 445199 2014)
municipal T T T
Espang/Agua Combinaciones (Tanque inhoff, HFSSV, HFSSH, (AV"%’ Bayona,
residual FWS). Plantado: PA. TRH 2,3d. Temperatura: 18 °C 18,66/ 87 Martin, Salas,
domeéstica. ) T s P ) ) & Garcia, 2014)

NR No reportado
Segln el cuadro anterior, los porcentajes de remocion para el ibuprofeno, no presentan

grandes variaciones utilizando agua residual urbana o agua residual sintética. Nétese que en
las investigaciones realizadas por Hijosa-Valsero et al (2010) y Zhang et al (2011, 2012), en
ambos se obtienen mayores porcentajes de remocion de ibuprofeno en los humedales
plantados con respecto a los humedales sin plantar. Sin embargo, en el estudio realizado por
Hijosa-Valsero et al (2010), se obtuvieron menores remociones en todos los humedales con
respecto a los estudios realizados por Zhang et al (2011, 2012), por lo que es probable que el
efecto de la temperatura pudo haber afectado los porcentajes de remocién en el estudio de
Hijosa-Valsero et al (2010).

Ademas en la investigacion realizado en un mesocosmo en Dinamarca, en el que se utiliz6
grava como sustrato y no se emplearon macrdfitas, el porcentaje de remociéon del ibuprofeno
(52%), coincide con las remociones observadas en el estudio realizado por Zhang et al (2011,
2012) para los humedales sin plantar.

El estudio realizado por Avila et al (2014), fue el que obtuvo el mayor porcentaje de remocion
99%, lo cual puede deberse a que el humedal contaba con aireacion activa, lo cual pudo haber
acelerado el proceso de biodegradacion. El estudio realizado por Verlichi et al (2013), obtuvo
una muy baja remocion 28% comparada con el resto de estudios, pero nétese que cuenta con
un TRH de unicamente 1dia, una concentracidon inicial mayor y una temperatura menor que

el resto de estudios.
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2.5 CONTEO DE HETEROTROFOS

Los heter6trofos son microorganismos que requieren carbono organico para su crecimiento;
entre ellos se pueden mencionar algunas bacterias, levaduras y mohos (WHO, 2003).

Existe una variedad de pruebas basadas en su cultivo, que estan destinados a recuperar una
amplia gama de estos microorganismos en el agua, y se conocen colectivamente como
"Recuento de heterdtrofos en placa™ (Heterotrophic plate count, HPC) (WHO, 2003). Los
microorganismos recuperados a través de pruebas de HPC incluyen generalmente aquellas
que son parte de la biota natural (Tipicamente no peligrosa) del agua; en algunos casos,
también pueden incluir organismos derivados de diversas fuentes contaminantes (WHO,
2003).

Se ha reportado que la poblacién microbiana en los humedales, mejora la biodisponibilidad

de los productos farmacéuticos (Zhang et al., 2014).
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 AREA DE ESTUDIO

Para la realizacion de esta investigacion se utilizaron tres humedales construidos de flujo
subsuperficial horizontal a escala piloto. Estos humedales pertenecen al grupo GDCON, de
la Universidad de Antioquia.

Los mismos se colocaron en la terraza de la Sede de Investigacion Universitaria (SIU), en la
ciudad de Medellin, Colombia; bajo las coordenadas geograficas 60 15°37.74"°'N y 750
0.34'5.12°°0, a 1466 m.s.n.m (Usuga, 2011).

La ciudad de Medellin presenta una temperatura media anual de 23,6 °C y una precipitacion
media anual de 1690,66 mm (Tiempo.net, 2013).

3.2 DESCRIPCION DEL EXPERIMENTO

Las tres unidades experimentales se alimentaron con agua residual sintética (Seccion 3.3.2)
y tres dosis diferentes del farmaco, a flujo continuo con un caudal de entrada de 15 cm®/min.
En el experimento se analiz6 la eficiencia en la remocion del farmaco mediante los tres
humedales FSSH y la influencia que tuvo la macréfita sobre este porcentaje. Ademas se
consideraron los parametros de OD, DQO, conductividad, COD y pH, medidos en el afluente
y efluente de los mismos.

Dado que en Costa Rica, no se tiene un &mbito de concentraciones reales de ibuprofeno en
efluentes de PTAR, se ensayaron tres concentraciones del farmaco mayores a las reportadas
en la literatura de otros paises (Cuadro 3.1).

Entre cada concentracion empleada, se contempld un periodo de transicion (quince dias),
donde Unicamente se suministr agua sintética sin presencia de farmaco, para limpiar los

humedales

Cuadro 3.1 Ensayos realizados con diferentes concentraciones de ibuprofeno en los humedales de flujo subsuperficial
horizontal.

Concentracion inicial de

Ensayos ibuprofeno mg/L Periodo Duracion
(* desviacién estandar)
Cl 2,91 0,39 01/07/2014 — 18/08/2014 Mes y medio
C2 0,24 +0,07 02/09/2014-06/10/2014 Un mes
C3 1,76 £0,13 20/10/2014- 17/10/2014 Un mes
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3.2.1 Instalacién de los humedales

Se utilizaron tres humedales de fibra de vidrio a escala piloto, de tipo subsuperficial de flujo
horizontal. Los tres humedales presentan las mismas caracteristicas estructurales (Figura
3.1).

Aﬂ uente

%%o Qogi?

— b}

0,20 m
005 m

._—l—_.
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S

i

LR

1,00 m

Figura 3.1 Diagrama estructural del humedal.

Como medio de soporte se utilizd grava con granulometria entre (6-3) mm (1/4 - 1/8
pulgadas) para las tres unidades experimentales. Esta granulometria ha sido empleada en
varias investigaciones realizadas por el grupo GDCON, entre las que se pueden mencionar
las investigaciones de Cardona (2013), Usuga (2011), Rios (2009), entre otros. La altura de
la capa de grava que se les coloco a los tres humedales fue de 0,3 metros (Figura 3.1).

A dos de los tres humedales se les plant6 papiro enano (Cyperus papyrus), esto con el fin de
determinar la funcion que juega la macrofita en la remocion del ibuprofeno. Se utilizo esta
planta debido a que es una de las mas usadas en sistemas de FSS en el tropico y en humedales
naturales y construidos en Colombia (Agudelo, 2010). La densidad de las plantas no fue un
factor que se haya considerado en este estudio.

El abastecimiento del agua residual sintética a cada humedal se dio por gravedad, y para ello

se utilizaron tres tanques con capacidad de 60 L cada uno.
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Con el fin de evitar que la lluvia pudiera causar un efecto de dilucion y afectar las condiciones
de operacion del humedal, se le colocé un techo de plastico sobre las tres unidades
experimentales (Figura 3.2).

Figura 3.2 Instalacion de los tres humedales. Humedal 1 sin plantar y humedal (2 -3) con macrdfitas.

3.2.2 Preparacion del agua residual sintética

Se utilizd agua residual sintética, con el fin de evitar la presencia de contaminantes
desconocidos, para tener control sobre la carga del contaminante y de los nutrientes,
asimismo para minimizar los riesgos para la salud humana asociados al manejo de aguas
residuales.

El agua residual sintética (Cuadro 3.2) se prepard de acuerdo con Dancong et al (2000). Se
utilizé glucosa para proporcionar los sustratos de carbono organico, la urea y el fosfato para
suministrar nitrégeno y fésforo respectivamente, y garantizar los principales nutrientes que
requieren los microorganismos para su metabolismo (Agudelo, 2010).

Para la preparacion del agua sintética, se utiliz6 agua del acueducto, la cual se dejaba en

reposo como minimo un dia, con el fin de que tuviera la menor cantidad de cloro. Se prepard
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en un tanque comun, donde posterior a la mezcla de los reactivos y el agua, se trasladé a cada
tanque de polipropileno de 60 L, el cual alimentaba cada humedal respectivamente, esto
aseguraba que el afluente de cada humedal presentara las mismas caracteristicas fisico-

quimicas.

Cuadro 3.2 Cantidad de reactivos para la preparacion de 200 L de agua residual sintética tipo doméstica.

Reactivo Cantidad de reactivo (£ 0,1) g
Glucosa industrial 28,8
Urea 22,8
Fosfato diamonico 14,7

3.2.3 Preparacion de la disolucion del farmaco.

Se utilizo ibuprofeno en polvo para la concentracion 1y 2; mientras que para la concentracion
3 se utiliz el farmaco en forma comercial de la casa farmacéutica Genfar®, en su
presentacion de 600 mg.

Para las concentraciones 1y 2, se preparé una solucién de 10000 mg/L del farmaco (1 gr en
100 ml de metanol grado HPLC) y para la concentracion 3 de 6000 mg/L (1 pastilla de 600
mg en 100 ml de metanol grado HPLC), para la preparacion de ésta ultima se morterizaron
las pastillas comerciales. A partir de la solucion madre se tomaron alicuotas hasta llegar a la

concentracion requerida.
3.3 FASE EXPERIMENTAL

3.3.1 Maduracién de los humedales y aclimatacién de los microorganismos.

Una vez finalizado el montaje de los humedales, estos tuvieron un periodo de aclimatacion
de un mes, para lograr un buen estado de maduracion y permitir el desarrollo de la biopelicula
(Rios, 2009). Este periodo fue establecido por la experiencia de otras investigaciones
(Cardinal et al., 2014; Rios, 2009)

En este periodo se inocularon los humedales, cada vez que se preparaba agua sintética en el
tanque de alimentacion se agregaban 500 mL de lodo de la PTAR domésticas San Fernando,

localizada en Medellin, Colombia.
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3.3.2 Periodo de muestreos y analisis

Con el fin de darle seguimiento al funcionamiento de los humedales, se hicieron muestreos
para realizar analisis fisico-quimicos, determinacion del COT y del farmaco tanto en el
afluente como en el efluente de los tres humedales; estos muestreos se realizaron después del
periodo de aclimatacion de los mismos.

La frecuencia del muestreo varid con respecto a la etapa del experimento y el tipo de analisis
(Cuadro 3.3).

Cuadro 3.3 Resumen de los diferentes andlisis que se realizaron.

Anélisis Preservacion Frecuencia del Unidades Método y Equipo
muestreo referencia
(2-3) veces por SM 4500 H+
pH NA semana B; Ed. 2012 pH metro
. (2-3) veces por SM 2510 B; Conductimetro
Conductividad NA semana pS/cm Ed. 2012 WTW 720
Oxigeno (2-3) veces por SM 4500-0; .
disuelto NA semana mg O2/L Ed. 2012 Oximetro
) Termoreactor/
DQO H,SO, 1s\e/re}12aﬂgr mg/L S'\EA d%%g? ' Espectofotémetro
' Evolution 600
1 vez por SM 5310 ; Ed. Apollo 9000-
Ccob H3PO. semana mg C/L 2012 Teledyne Tekmar
.. Cromatografo
Ibuprofeno Refrigeracion 1523/?nzaﬁgr mg/L (érr'g’néggjl)' Acuity H-Class
‘ (UPLC/MS/MS)

Ademas se hicieron seis pruebas microbioldgicas de conteo de heterétrofos a lo largo de
todas las etapas del experimento, con el fin de determinar la poblacién microbiana presente
en cada uno de los tres humedales (Seccion 3.5).

Los datos de esta investigacion fueron analizados estadisticamente con el programa
Statgraphics Centurion 16, licenciado por la Facultad de Ingenieria de la Universidad de
Antioquia. La distribucién normal de los datos fue verificada con la prueba Smirnov-
Kolmogorov (Apéndice 1). Para determinar la diferencia estadistica entre los datos se utiliz6
la prueba de comparacién de medias con distribucion normal y la prueba de rango maultiple;

las comparaciones se consideraron significativamente diferentes para p < 0,05.
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3.4 PROCEDIMIENTO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DEL
IBUPROFENO.

El procedimiento utilizado se baso en Gracia-Lor, Martinez, Sancho, Pefiuela & Hernandez
(2012), el cual fue modificado por Aristizabal-Ciro (2014). Se utilizé un cromatografo
liquido de ultra resolucion (UPLC) acoplado a un espectrofotdmetro de masas Xevo TQD
(triple cuadrupolo) equipado con una fuente de ionizacién por electrospray (ESI). (Figura
3.3) (Aristizabal-Ciro, 2014). Ademas se utilizaron viales y septas certificadas para LC/MS,
centrifuga, equipo volumétrico para las diluciones como matraces volumétricos 100, 500,
200 mL y pipetas automaticas marca Transferpette de 1000, 100, 10 pL. Para las diluciones
y fase movil se utiliz6 agua desionizada tipo 1, metanol grado LC/MS marca Merck y &cido
formico al 98% (Aristizabal-Ciro, 2014).
Estandares:

e Disolucion estandar de ibuprofeno de 100 pg/L y de 1000 pg/L en agua.

e Disolucién estandar de ibuprofeno-deuterado de 2000 pg/L.

Descripcion del equipo UPLC/MS/MS v condiciones de anéalisis:

El analisis cromatografico por UPLC se realiz6 en un sistema Acquity UPLC H-Class,
equipado con una columna ACQUITY UPLC BEH C18, 2,1 x 50mm, 1,7um tamafio de
particula, con un flujo de 0,3 mL/min. La temperatura de la columna se fijé en 40°C y en el
sistema de manejo de muestra se mantuvo la temperatura en 5 °C. Se utiliz6 de fase mdvil C:
acido formico al 0,01% en agua y la fase mévil D: acido férmico al 0,01% en metanol
(Aristizabal-Ciro, 2014).

El limite de cuantificacion (LC) del método es de 1pug/L (Aristizabal-Ciro, 2014).
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Figura 3.3 Equipo Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC/MS/MS). Fuente Aristizabal-Ciro (2014).

Procedimiento de preparacion de muestras:

Se centrifug6 cada muestra en un tubo falcon de 25 mL, a 5000 rpm por 10 minutos, y después
se tomo 1 mL del sobrenadante en un vial &mbar de vidrio de 2 mL (certificados para LCMS).
En caso de ser necesario, se realizé una dilucion con agua Ultrapura, para que la lectura
quedara dentro del rango de trabajo 1-300 pg/L. Después se adicion6 50 uL de una solucion
de 2 mg/L de ibuprofeno-deuterado como estandar interno antes de la inyeccién de la muestra
en el UPLC para hacer la lectura.

De acuerdo con el sistema de gestion de calidad que tiene implementado el grupo GDCON,
por cada lote de 20 muestras, se realiza un blanco de reactivos (agua UP), una réplica, una
muestra enriquecida y un control en agua ultrapura, dandole confiabilidad a los resultados
obtenidos (Apéndice 2).

3.5 ANALISIS MICROBIOLOGICO

3.5.1 Conteo de heterdtrofos

Se evaluo la biomasa microbiana adherida al medio granular (microorganismos heterétrofos).
A cada humedal se le coloc6 en el interior un piezémetro (Tubo de PVC perforado), y dentro
de este varios muestreadores de malla. Estos muestreadores de biopelicula son bolsas de

malla que dentro contienen el mismo material de soporte de los humedales (Figura 3.4).
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Figura 3.4 Muestreadores de malla para conteo de heterétrofos y piezémetro.

Procedimiento (Figura 3.5):

a.

Se extrajo 10 gramos de grava del muestreador de malla y se colocaron en un beaker
previamente esterilizado. Se agregdé 90 mL de agua desionizada y se agitdé por 20
minutos a 290 rpm.

Se hicieron diluciones sucesivas en tubos de ensayo, colocando un 1 mL de la muestra
y 9 mL de agua destilada, hasta llegar a 10°°.

Se extrajo 1mL del sobrenadante del tubo de ensayo, y se colocé sobre una caja Petri,
inmediatamente se agregd Plate Count Agar y se agitd. Se continué el mismo
procedimiento con los otros tubos de ensayo.

Se dej6 enfriar el agar y se incubd por 48 horas a 35°C + 0.5°C.

Se hizo el conteo de las colonias en un estereomicroscopio.
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Figura 3.5 Procedimiento Conteo de Heterdétrofos.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccion inicialmente se discutiran los resultados obtenidos en la remocion del
farmaco y el conteo de heterdtrofos, seguidamente se contemplard la discusion de los
parametros: COD, DQO, OD, pH y conductividad. Los ultimos tres parametros se
estratificaron en A y B tanto en el afluente como en el efluente de los humedales, siendo
asignada la letra A si las mediciones fueron realizadas el propio dia en que se prepar6 el agua
sintética, caso contrario se le asigno la letra B si las mediciones se realizaron el segundo o

tercer dia después de haberse preparado la misma.

4.1 REMOCION DEL IBUPROFENO

En el cuadro 4.1, se presentan los porcentajes de remocién promedio obtenidos en cada uno

de los humedales, durante los tres experimentos (Apéndice 3).

Cuadro 4.1 Porcentajes de remocién de ibuprofeno para cada uno de los humedales durante los tres experimentos.

Experimento Concentracion Duracion Porcentaje de remocién (%0)xDS?
(xDSmg/L) Humedal 1 Humedal 2 Humedal 3
2 0,24 £0,07 1 mes 51+14 715 8415
3 1,76 £0,13 1 mes 49+12 55 +10 7416
1 2,91 +0,39 1 mes y medio 32+15 55+17 61+15

Desviacion estandar.

Notese en el cuadro anterior, que conforme se aumento la concentracion de ibuprofeno en el
afluente, el porcentaje de remocién del farmaco disminuy6. Al comparar la remocién que se
obtuvo con la concentracion mas baja (0,24 mg/L) y mas alta del farmaco (2,91 mg/L), se
disminuyd en un 19%, 16% y 23% el porcentaje de remocion de ibuprofeno en cada humedal
respectivamente. Esta disminucion pudo ser causada por una saturacion en el sistema, o un
tiempo de retencién insuficiente para que el sistema asimilara el aumento en la carga de
ibuprofeno.

Se pueden mencionar algunos estudios previos: Matamoros et al (2007, 2009), Hijosa-
Valsero, Matamoros, Martin-Villacorta, et al (2010), Hijosa-Valsero, Matamoros, Sidrach-
Cardona, et al, (2010), Zhang et al (2011, 2012) y (P Verlicchi et al., 2013), reportandose
remociones entre 18-79% dependiendo de las condiciones experimentales, entre ellas tipo y

tamafio del humedal, condiciones climaticas de los paises en que fueron realizados (Espafia,
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Singapur y Dinamarca, Italia), material del lecho de soporte, sistemas plantados o sin plantar,
origen del agua residual empleada (doméstica, urbana, sintética) y TRH. No se observan
grandes diferencias en los porcentajes de remocion del farmaco segun el tipo de agua residual
utilizada o de las dimensiones del humedal, por lo que es posible que los porcentajes de
remocion obtenidos en esta investigacion no varien significativamente si se realizara a gran
escala; sin embargo, si se han reportado diferencias en los porcentaje de remocion segun el

TRH y la temperatura (Cuadro 2.5).

4.2 COMPARACION ENTRE HUMEDALES DURANTE CADA CONCENTRACION.

La diferencia significativa entre los porcentajes de remocion de ibuprofeno en cada uno de

los humedales con las tres concentraciones utilizadas, se presenta en el apéndice 4.

Experimento 1, a una concentracioén inicial de 2,91 mg/L de ibuprofeno.

No existe diferencia significativa entre los porcentajes de remocion de los humedales 2 y 3
(p > 0,05), sin embargo para el humedal 1 y el humedal 2, asi como entre el humedal 1y el
humedal 3, si hay diferencia significativa en los porcentajes de remocion de los humedales
comparados (p < 0,05). Esto permite concluir que durante el primer experimento los
humedales 2 y 3 (ambos sembrados con macrdfitas), presentaron porcentajes de remocién
semejantes entre ellos, pero estadisticamente diferentes al porcentaje de remocion que se
observo en el humedal 1 el cual no tenia macrdfita.

Ademas los porcentajes de remocion de ibuprofeno en los humedales plantados fueron
mayores a los del humedal sin macrofita. Se evidencia que el humedal 1 tiene mayores

concentraciones de ibuprofeno en el efluente comparado con el humedal 2 y 3 (Figura 4.1).
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Figura 4.1 Comportamiento de la concentracion de ibuprofeno en el afluente (Concentracion inicial) y en el
efluente de cada humedal, durante el primer experimento

Los estudios realizados por Zhang et al (2011, 2012), presentaron condiciones similares a las
de la presente investigacion (Cuadro 4.2), y cuyas remociones obtenidas son similares tanto
en los humedales plantados como en los humedales sin plantar; por lo que se confirma que
el uso de sistemas plantados bajo estas condiciones de trabajo tienen un efecto positivo en la
remocion del ibuprofeno; se evidencia también esta diferencia en la investigacion realizada
por (Hijosa-Valsero, Matamoros, Sidrach-Cardona, et al., (2010). Sin embargo las bajas
remociones obtenidas en ésta ultima investigacion pudieron deberse a las bajas temperaturas
7-19 °C. Trascendental resaltar que las concentraciones empleadas en la presente
investigacion fueron mucho mayores a las empleadas en las otras investigaciones, sin

embargo, las remociones obtenidas fueron altas (Cuadro 4.2).

Cuadro 4.2 Comparacion entre el presente estudio y los estudios realizados por Zhang et al (2011, 2012) y Hijosa-
Valsero, Matamoros, Sidrach-Cardona, et al (2010) .

Porcentaje de

c tracis Tino d Tipo de remocion de
Estudio -oneentracion Po ce Temperatura TRH agua ibuprofeno
inicial humedal - -
residual Sin
Plantados
plantar
Presente 0,24 -2,91 23,6 °C 3d
estudio mg/L Humedal AR? 95-84 32-51
%1 25 ng/L FSSH 23-32°C 2-4d sintética 68-72/71-  52-61/
(Mesocosmo) =15°C 73 R 9 56-60
*2 -
24 pg/L urbana 55 5

1Zhang et al (2011, 2012); 2Hijosa-Valsero, Matamoros, Sidrach-Cardona, et al (2010); Agua residual.
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Aunque los mecanismos y las vias de eliminacion farmacéutica no fueron objetivos de esta
investigacion, la literatura reporta que la rizosfera de la planta actda como un microcosmo,
donde la actividad microbiana realiza la degradacion de compuestos quimicos recalcitrantes
(Bhatia & Goyal, 2014), ademas segun Fariya (2013), la biodegradacion/biotransformacién
en los humedales ocurre mayormente en la rizosfera; asi también los exudados que son
liberados por las raices de las plantas son intensificadores de la actividad microbiana y
pueden mejorar la biodisponibilidad de los productos farmacéuticos actuando como agentes
tensoactivos y transportadores. Asimismo la captacion activa de las plantas también afecta el
destino de los contaminantes organicos emergentes (Zhang et al., 2012). Lo anterior podria
justificar que se haya obtenido una mayor remocién de ibuprofeno en los sistemas plantados
que en el humedal sin plantar.

Un alto niumero de productos farmacéuticos y de higiene personal con valores altos de logKow
(galaxolide 4.016 y tonalide 3.933) fueron retenidos principalmente en humedales por
procesos de adsorcion (Zhang et al., 2014). Los compuestos hidrofobicos pueden ser
adsorbidos facilmente sobre la materia organica presente en el medio granular, y la sorcion
puede ocurrir debido a las interacciones hidrofdbicas de los grupos alifaticos y aromaticos de
un compuesto organico con la membrana celular lipofilica de los microorganismos o de las
fracciones de lipidos de los sélidos en suspensién (Zhang et al., 2012). Segun lo anterior,
dada la alta afinidad que tiene el ibuprofeno a la materia organica debido a su alto coeficiente
de particion octanol-agua (log kow =3,97), es posible que ésta puede ser otra de las razones
por la cual el ibuprofeno se removi6 en menor cantidad en el humedal sin plantar que en los
humedales plantados, ya que es de esperar que en estos Ultimos se encuentre mayor cantidad

de materia organica proporcionada por las plantas.

Experimento 2, a una concentracion inicial de 0,24 mag/L de ibuprofeno.

Notese que la mayor concentracion de ibuprofeno en el efluente se presenta en el humedal
1, sequido del humedal 2 y humedal 3 (Figura 4.2), obteniendo remociones de 84%, 71%,

51% respectivamente (Cuadro 4.1)
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Figura 4.2 Comportamiento de la concentracion de ibuprofeno en el afluente (Concentracion inicial) y en el
efluente de cada humedal, durante el segundo experimento.

Se mantuvo la diferencia estadisticamente significativa en los porcentajes de remocion del
farmaco entre el humedal sin macréfita con respecto a los humedales con macrdéfitas (p <
0,05), sin embargo, las remociones presentadas por los humedales plantados fueron
estadisticamente diferentes entre ellas (p < 0,05) (Apéndice 4).

Dado que ambos sistemas plantados (Humedales 2 y 3) no presentaron remociones
estadisticamente iguales, es importante indicar que: “Aunque en apariencia ambos humedales
son semejantes, es realmente dificil que sean exactamente iguales, ya que no contienen la
misma cantidad de grava, porque no tienen exactamente el mismo tamafio de grava, no estan
igualmente empacados, y por lo tanto, tienen flujos diferentes a través de la grava” (G.
Pefiuela, comunicacion personal, 25 de enero del 2015). Ademas es de esperar que la masa
de las raices de las plantas, en ambos humedales no sea la misma (La densidad y el tamafio
de las macrdfitas no fue un factor a consideracion), y por ende la cantidad de materia organica
de las raices en cada sistema es diferente, lo cual puede influir en la adsorcion o absorcion
del ibuprofeno.

Cabe mencionar que durante esta segunda concentracion del farmaco, se observé que las
plantas se empezaron a marchitar ligeramente, siendo las macroéfitas del humedal 2 las que
se marchitaron en mayor proporcion (Figura 4.3), lo cual pudo causar que el humedal 2

removiera el farmaco en menor proporcion que el humedal 3.
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Figura 4.3 Macrofitas de los humedales plantados.

Experimento 3, a una concentracion inicial de 1,76 mg/L de Ibuprofeno

En ésta concentracién, el humedal 3 presento diferencia significativa en los porcentajes de
remocién de ibuprofeno con respecto al resto de humedales; sin embargo el humedal 1 (sin
macrofita) y el humedal 2 (con macrofita) no presentaron diferencias significativas en sus
remociones (p > 0,05) (Apéndice 4). Las concentraciones de ibuprofeno en el efluente del
humedal 1 son menores que en el resto de los humedales (Figura 4.4). Notese que las
concentraciones del farmaco en el humedal 2 fluctuaron con el tiempo, y fueron semejantes
a las presentadas en el humedal 1(Figura 4.4).
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Figura 4.4 Comportamiento de la concentracion de ibuprofeno en el afluente (Concentracion inicial) y en el
efluente de cada humedal, durante el tercer experimento

Lo anterior llevaria a pensar que la funcién de la macréfita no incidio significativamente en
la remocidn del farmaco, como se ha demostrado en algunos estudios. Entre ellos un trabajo
que se realizd en un mesocosmos, en el cual no se encontro diferencia significativa en la
habilidad de remocion de los farmacos (Carbamazepina, &cido clofibrico y sulfametoxazol)
en los sistemas plantados (Typha spp, Myriophyllum sibiricum, y Utricularia vulgaris) con
respecto a los sistemas sin plantar (Cardinal et al., 2014); y en otro estudio que se realizd en
varios mesocosmos para evaluar las plantas acuéaticas para eliminar microcontaminantes
polares (Diclofenaco y triclosan), se reportd que la concentracion de los farmacos tendia a
disminuir muy répido en todos los reactores, con la excepcion del reactor oscuro en el cual
no se mostrd remocion alguna, asimismo los reactores plantados tenian una concentracién
mayor de farmacos que en el reactor control (sin plantas); y esto presuntamente se debié a
que la cobertura de la planta bloqueaba la radiacion solar y como consecuencia reducia la
fotodegradacion de los farmacos (Zhang et al., 2014).

Haciendo un analisis mas exhaustivo de lo que pudo haber sucedido en el humedal 2, el cual
presentd menor remocién que el humedal 3 y similar al del humedal sin macrofita, se
evidencio un deterioro del estado fisico de las macrofitas (abundancia de plantas marchitas)

en la concentracion 3 comparado con la concentracion 2 (Figura 4.5).
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Concentracion 2

Figura 4.5 Estado fisico de las macréfitas del segundo humedal con la segunda y tercera concentracién del
farmaco.

Las plantas marchitas, las cuales podrian haber tenido la rizésfera dafiada, afectan el
funcionamiento del humedal, ya que las raices ademas de liberar exudados que promueven
la presencia de microorganismos en la rizosfera, funcionan como medio de soporte para la
biopelicula. Al verse afectada la rizésfera se disminuyen los microorganismos, y puesto que
el funcionamiento de un sistema dependera de la abundancia de los mismos, esto pudo ser
una de las causas de la reduccién del porcentaje de remocion del humedal 2. La posible
afectacion sobre la poblacién microbiana en este segundo humedal, se analiza en los
resultados del conteo de heterotrofos (Seccion 4.4).

Cabe resaltar que en los tres experimentos el humedal 3 fue el que tuvo la mayor remocion
de ibuprofeno, y visualmente las macrofitas es este humedal tuvieron el mejor desarrollo y
se marchitaron menos que las del humedal 2 (Figura 4.3), por lo que es posible que estos

factores influyeran en la remocién del farmaco.

4.3 CONTEO DE HETEROTROFOS

En el cuadro 4.3, se presentan los resultados del analisis microbioldgico realizado en cada

humedal durante los cinco meses en que se desarrollaron los tres experimentos Se realiz6 un
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analisis inicial, tres analisis durante cada una de las concentraciones, y el resto de analisis se

realizaron al finalizar cada una de las concentraciones.

Cuadro 4.3 Resultados de los muestreos en la grava para conteo de heterétrofos.

Fecha Conteo de heterétrofos (UFC/Qg)

Andlisis Humedal 1 Humedal 2 Humedal 3
Inicial 18/06/2014 3,4x10°* 1,7x10° 7,2x10°
c1 24/07/2014 5,3x10° 3,5x10° 1,6x10°
Intermedio 18/08/2014 7,8x10° 1,5x10° 2,8x10°
c2 10/09/2014 8,4x10* 5,3x10* 3,1x10*
Intermedio 08/10/2014 3,0x10° 8,8x10° 9,9x10°
c3 11/11/2014 6,2x10° 4.6x10° 3.1x10°

A pesar de que hubo un descenso en el conteo de heterétrofos finalizando la primera
concentracion y durante la segunda concentracion del orden de 10%, éste descenso adn
mantuvo una buena poblacidn bacteriana y por la incertidumbre del método no es muy
significativa (Cuadro 4.3).

La disminucion del porcentaje de remocion del farmaco en el humedal 2 durante la tercera
concentracion, se pensaria que pudo ser provocado por un descenso en la poblacion
microbiana, sin embargo, ésta aumento con respecto a los analisis anteriores en este humedal
(Cuadro 4.3). Lo que permite sospechar que, la poblacion microbiana que se contabilizd en
los muestreos de la grava (en el piezOmetro), no es precisamente la misma que esta presente
en al rizosfera de las plantas, aunque estén en el mismo humedal, ya que cada poblacion esta
expuesta a condiciones ambientales diferentes; por ejemplo con la muerte de algunas plantas,
la poblacién que se encontraba en la rizosfera pudo haber decaido dado el cambio que se
produjo a sus alrededores, no obstante aquella poblacion presente en la grava del sitio de
muestreo al no estar influenciado por las condiciones de las plantas no present6 cambio
alguno, por lo que no se vio perjudicada. Es por ello que aunque haya aumentado el conteo
de heterotrofos en la grava, no quiere decir que también haya aumentado en la rizosfera.
Notese un alto ndmero de heterétrofos en los tres humedales durante todos los tres

experimentos.
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44 COMPORTAMIENTO DE LOS PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS MEDIDOS
EN LOS HUMEDALES.

4.4.1 Carbono organico disuelto (COD)

En el cuadro 4.4, se presentan los promedios del porcentaje de remocion de COD en los tres
humedales durante los tres periodos de experimentos. En las concentraciones 2 y 3 los
porcentajes de remocion de COD en los tres humedales estan sobre el 90%, sin embargo en
los humedales 1 y 2 en la concentracion 1, se tuvieron porcentajes de remocion de COD
menores al 90%, que coincide con el primer experimento para cada humedal, lo que indicaria

que aun los humedales no estaban estabilizados.

Cuadro 4.4 Porcentajes de remocién promedio de carbono organico disuelto, con las tres concentraciones de
ibuprofeno.

Experimento Humedal 1 (%) +DS* Humedal 2 (%) +DS*  Humedal 3 (%) +DS!
1 (2,91 mg/L ibuprofeno) 88 +3 81 +1 92 +1
2 (0,24 mg/L ibuprofeno) 94 £5 95 £3 97 £3
3 (1,76 mg/L ibuprofeno) 95 +5 91 +1 97 +1

'Desviacion estandar.

Un estudio cuya finalidad fue determinar la remocion del carbono organico disuelto, en
humedales artificiales de flujo subsuperficial a escala piloto y plantados con Phragmites
australis (carrizo o cafia comun) utilizando agua sintética, reporté un promedio de 92,5% en
la eficiencia de remocion del COD (Agudelo, Jaramillo, Pefiuela, & Aguirre, 2010), por lo
gue comparando el dato con los porcentajes obtenidos en los tres experimentos del presente
trabajo, estos obtuvieron altas tasas de remocion demostrando un adecuado funcionamiento.
Los compuestos organicos disueltos son removidos por los microorganismos presentes en la
biopelicula formada sobre la grava y aquellos que estan en la raices y rizomas de las plantas
(Agudelo et al., 2010; Choudhary, Kumar, & Sharma, 2011), asimismo pjpor adsorcion y
absorcién (Choudhary et al., 2011), por lo tanto la materia organica disuelta pudo haber sido
removida mediante los mecanismos antes mencionados.

La caida en la remocién del COD en el transcurso del tercer experimento en el segundo
humedal con respecto a los dos humedales restantes (Figura 4.6), pudo ser ocasionado por

una disminucién en la poblacién bacteriana por la posible afectacion en la rizosfera a causa
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de la muerte de algunas plantas, misma razén que pudo haber ocasionado la disminucion del

porcentaje de remocion del farmaco en éste mismo humedal durante la tercera concentracion.
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Figura 4.6 Porcentaje de remocion de COD en el segundo humedal con la tercera concentracion (1,7 mg/L)

4.4.2 Demanda quimica de oxigeno (DQO)

La glucosa junto a la urea son los compuestos que principalmente aportan a la DQO del
afluente. Ambos compuestos son muy biodegradables, y se puede comprobar al comparar la
DQO tedrica en el afluente 214,4 mg O/l y la DQO real que ronda los 95-100 mg O-/I
(Apéndice 5), lo que indicaria que la mayoria de la DQO se removeria en el tanque de
suministro, sin embargo durante la primera concentracion del farmaco se obtuvieron algunos
datos de DQO en el efluente mayores a 25 mg/L (Cuadro 4.5), valores que no se observaron
durante la segunda concentracién (Apéndice 6). Lo anterior evidencia que durante el primer
experimento la grava de los humedales no se encontraba totalmente limpia, ya que ésta no se
lavd previo a su colocacidn en los humedales, asi como posible presencia de materia organica
proveniente de las raices de las plantas.
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Cuadro 4.5 Valores de DQO en el afluente (DQO inicial) y en el efluente de cada humedal, durante la primera
concentracion.

DQO (+ 0,001) mg Oz/L

Fecha

DQO inicial Humedal 1 Humedal 2 Humedal 3
01/07/2014 100,333 <25! 26,097 <25!
10/07/2014 94,015 <25! <25! <25!
17/07/2014 93,389 34,671 40,782 <25!
24/07/2014 97,204 55,117 42,949 55,159
01/08/2014 96,476 45,159 36,656 41,462
11/08/2014 103,546 <25! <25! <25!

Yvalores menores al limite de deteccién del equipo.

Durante la segunda concentracién todos los datos de DQO en el efluente fueron menores a
25 mg OJ/L (LD) (Apéndice 6), lo que refleja que los humedales estaban funcionando
adecuadamente. Los porcentajes de remocién de DQO durante la segunda concentracion
fueron de aproximadamente 75%, Yy han sido reportadas remociones semejantes en otros
estudios, por ejemplo en una biojardinera se obtuvo un porcentaje minimo de 76% y un
méaximo de 93%, para una remocion promedio de 86% (Moncada, 2011), mientras que en
otro estudio con humedales se obtuvo una remocién del 71% (Ramos Espinosa, Rodriguez
Sanchez, & Martinez Cruz, 2007).

En la tercera concentracién del farmaco, la mayoria de datos de DQO en el efluente estan por
debajo de los 25 mgOa2/L en los humedales 1 y 3, por el contrario el humedal 2 presento altos
valores de DQO en el efluente (Figura 4.7), lo indica que estos valores son aportados por el
humedal, ya que anteriormente se descartd que sean aportados por el afluente. Segln lo
anterior, los altos valores de DQO en el efluente pudieron ser aportados por materia organica
que se haya desprendido de las raices de las plantas, la muerte de algunas de las plantas que
pudo haber afectado los procesos de adsorcion y absorcion en las raices de las mismas, que
se haya desprendido material muerto de las plantas, y haya saturado el sistema, o una posible
reduccion de los microorganismos presentes que degradan la materia organica (MO) presente

en el agua sintética dentro del humedal.
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Figura 4.7 Valores de DQO en el efluente de cada humedal durante la tercera concentracion del farmaco.

En general la disminucion en el porcentaje de remocion de la DQO no se vio afectada por la
carga del farmaco, ya que el tercer humedal mantuvo valores en el efluente menores a 25
mgO./L, en todas las concentraciones que se ensayaron de ibuprofeno en los humedales

(Apéndice 6).
4.4.3 Oxigeno disuelto (OD)

Con la estratificacion que se le realiz6 a los datos de OD, existe diferencia significativa entre
el promedio de los valores de OD en el afluente que fueron medidos el primer dia con
respecto a los que se midieron uno o dos dias después de preparada el agua sintética (p <0,05)
(Apéndice 7.1); por lo que hubo una reduccion del OD en el afluente dentro del tanque de

suministro (Figura 4.8).

65



Oxigeno disuelto (mg/L)
N
I

— E o
i T T
0 e = —
C1(A) c2 (A c3 (A C1 (B) c2 (B) C3(B)

C1 Concentracion 1; C2 Concentracién 2; C3 Concentracion3; A Valores medidos inmediatamente después que se
prepard el agua sintética; B valore medidos dias después de preparada el agua sintética.

Figura 4.8 Valores de oxigeno disuelto en el afluente durante los tres experimentos para los tres humedales

La reduccion del OD, pudo ser provocada por los microorganismos aerobios, los cuales
consumen practicamente todo el oxigeno disuelto para la degradacién de la glucosa y la urea
en el agua sintética. A pesar del cambio constante en el OD del afluente, no hay diferencia
estadisticamente significativa entre los valores de OD estratificados como A y B en el
efluente (p >0,05) (Apéndice 7.2).

Al ingresar el agua sintética con un alto contenido de oxigeno disuelto (Dia 1), el OD
aportado se consume en los procesos aerobios que ocurren en cada humedal, mientras que
cuando ingresa el agua con bajo contenido de OD a los humedales, podria afectar el
desempefio de los microorganismos en la degradacion de la MO, sin embargo, los datos de
la DQO del efluente de los humedales durante las tres concentraciones del farmaco, en su
mayoria tuvieron una buena, inclusive total disminucion de la DQO, por lo que las
fluctuaciones del OD en el afluente no afectaron significativamente los procesos aerobios en
los humedales.

La literatura reporta que la mayoria de aguas residuales tienen una demanda de oxigeno muy
superior a las tasas de transferencia de las macrofitas, las cuales transportan oxigeno hacia
las raices y ésta pasa luego a las zonas adyacentes (Garcia, 2004), por lo que el aporte de
oxigeno que podrian suministrar las macrdéfitas es minimo, y esto se comprueba al comparar
los valores de OD medidos en los humedales plantados y el humedal sin plantar, donde no

hay diferencia estadisticamente significativa entre el OD de los humedales 2 y 3 que se
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encuentran plantados con Cyperus papyrus, con respecto al humedal sin plantar (Apéndice
7.3). Ademas cabe resaltar que segin un estudio sobre las macrofitas sumergidas para el
tratamiento de aguas, la concentracion de OD vario temporalmente durante ciertas horas del
dia y también por la presencia de macrdfitas, ya que el OD fue mayor en los humedales con
plantas que en los humedales sin plantar durante ciertas horas del dia; sin embargo,
disminuyo de una manera mas pronunciada durante las horas de la noche, a lo que concluye
que éstos cambios se atribuyen a los procesos de fotosintesis y respiracion (Zetina, Pat,
Peniche, & Sauri, 2006).

Se obtuvieron bajos valores de OD en el efluente de cada humedal durante los tres
experimentos (Figura 4.9), pero esto puede deberse al consumo de oxigeno para los procesos
aerobios dentro de los humedales, bajas transferencias de oxigeno por parte de las macrofitas,

y la dificultad en la transferencia de oxigeno a lo largo de la profundidad del lecho.

1.2 —

0.9 —

0.6 —

Oxigeno disuelto (mg/L)

0.3 —

H1 H2 H3

Figura 4.9 Oxigeno disuelto medido en el efluente de cada humedal durante los tres experimentos.

4.4.4 Potencial de hidrogeno (pH)

En las mediciones que se realizaron en el afluente, no existe diferencia estadisticamente
significativa en las mediciones de pH categorizadas como A o B durante el primer
experimento, pero si existe diferencia en el segundo y tercer experimento (Apéndice 8). En
la figura 4.10, se observa una disminucion en los valores de pH en el afluente, de los que se

midieron el primer dia (A) con respecto a las mediciones que se realizaron dias después de
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estar el agua sintética en el tanque de suministro (B), en la segunda y tercera concentracion
del farmaco. Lo cual puede ser causado por los procesos de degradacion de la materia
organica, en la cual se produce dioxido de carbono que se disuelve en el agua y gran parte
reacciona con las moléculas de agua hasta formar &cido carbonico, por lo que se reduce el

pH en el afluente.

7.7
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7.1
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5.9

Figura 4.10 Valores de pH en el afluente en las concentraciones 2 y 3 de ibuprofeno

Con respecto a los valores de pH en el efluente, se observa en el primer experimento datos
de pH muy bajos, cuyos valores resultaron entre 4 y 5 (Figura 4.11), pero estos podrian
deberse al proceso de estabilizacion de los humedales, ya que en las mediciones que se
realizaron aproximadamente una semana después del comienzo del primer experimento no
se tuvieron valores tan bajos de pH, ademas el promedio de pH en cada una de las
concentraciones es cercano a 7 (Figura 4.11), valores que propician un ambiente adecuado

para el desarrollo de los microorganismos en de los humedales.
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Figura 4.11 Valores de pH en el efluente durante las tres concentraciones del farmaco.

Cabe resaltar que los valores de pH pueden presentar variaciones durante las horas del dia,
ya que segun un estudio, los humedales sin plantar presentaron hasta 0,2 unidades de pH
menos que los humedales con plantas durante la etapa fotosintética; sin embargo, después
del periodo nocturno los humedales con plantas presentaron valores promedio de 0,6
unidades de pH menos que los humedales sin plantar, por lo que concluyen que durante el
periodo fotosintético se incrementa el pH y otras variables como la temperatura y el OD; y
por lo tanto las macrofitas modifican el ambiente fisico y quimico circundante en los
humedales (Zetina et al., 2006).

445 Conductividad

Con la estratificacion que se le realizé a los datos de conductividad, se muestra que los
valores en el afluente asignados con la letra A difieren estadisticamente con respecto a los
valores del afluente asignados con la letra B en los tres experimentos, afirmandose con un
95% de confianza (Apéndice 9). Se observa que la conductividad en el afluente tiende a
aumentar con el pasar de los dias en el tanque de suministro (Figura 4.12), éste aumento pudo
ser ocasionado por procesos bioldgicos que transforman la materia organica a compuestos

inorganicos.
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Figura 4.12 Conductividad en el afluente

Segun un estudio que se realizé en humedales plantados y sin plantar, la conductividad se
comportd de manera similar en testigos y matraces con macrdéfitas durante el dia, mientras
que la respiracion de las mismas modificd las concentraciones de sales durante la noche,
elevandola en promedio hasta 100 puS/cm mas altos en los matraces con macrofitas que en
los testigos, éste hecho puede estar relacionado con la liberacion, por parte de las plantas, de
iones como sulfatos, sodio, potasio u otras formas que intervienen en procesos metabdlicos
0 son subproductos de ellos (Zetina et al., 2006), n6tese en el Cuadro 4.6 que los valores de
conductividad en el efluente del humedal sin macrofitas fueron mayores a los valores de
conductividad en los humedales plantados, comportamiento contrario al reportado por el
estudio antes mencionado, por lo que el aporte de sales por parte de las macrofitas no fue
significativo, asimismo dado que las mediciones se realizaron unicamente durante la mafiana
y no todos los dias, el comportamiento puede que haya variado entre las mediciones

realizadas.

Cuadro 4.6 Conductividad eléctrica en el efluente de cada humedal, en las tres concentraciones de ibuprofeno
empleadas.

Conductividad promedio (1) uS/cm

Humedal 1 Humedal 2 Humedal 3
Concentracion 1 439 406 312
Concentracién 2 468 438 356
Concentracion 3 431 502 339
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5 CONCLUSIONES

e El porcentaje de remocion del farmaco en los tres humedales disminuy6 conforme se
aumento la concentracion del farmaco en el afluente. Si se compara la remocién que se
obtuvo con la concentracion mas baja (0,2 mg/L) y la més alta del farmaco (2,7 mg/L), se
disminuyo en un 19%, 16% y 23% el porcentaje de remocion de ibuprofeno en cada humedal
respectivamente. Esta disminucion pudo ser causada por una saturacion en el sistema, o un
tiempo de retencion insuficiente para que cada humedal pudiera asimilar el aumento en la
carga de ibuprofeno.

e Se obtuvo un minimo de 55% y un méaximo de 84% en los porcentajes de remocién
promedio del farmaco en los humedales con macrdéfitas, mientras que para el humedal sin
plantar se obtuvo un valor minimo de 32% y un maximo de 51%, por lo tanto los humedales
plantados obtuvieron mayores porcentajes de remocion que el humedal sin macrdéfita, lo que
permite concluir que la presencia de plantas ejerce un efecto estimulante sobre la remocién
del ibuprofeno en los humedales. Lo anterior podria deberse a que las raices de las plantas
liberan exudados que son intensificadores de la actividad microbiana y pueden mejorar la
biodisponibilidad de los productos farmacéuticos actuando como agentes tensoactivos y
transportadores (Zhang et al., 2012); asimismo por la afinidad del ibuprofeno a la materia
organica (log kow =3,97).

e Ladisminucién en el porcentaje de remocion del ibuprofeno, la DQO y el COD que
mostré el humedal 2 durante la tercera concentracion del farmaco, indica que fue
consecuencia de la pérdida de poblacion microbiana en la rizésfera, a causa de la muerte de
algunas de las macrofitas en este humedal.

e Los altos porcentajes de remocion de COD y DQO, y el alto nimero de heterétrofos
contabilizados en la grava de los humedales, reflejan el buen funcionamiento de las tres
unidades experimentales.

e Las fluctuaciones del OD en el afluente, no afectaron significativamente los procesos
aerobios en los humedales, ya que los datos de la DQO del efluente de los humedales durante
las tres concentraciones del farmaco en su mayoria tuvieron una buena disminucién de la
DQO.
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e Los valores medidos de pH en los humedales, al estar cercanos a 7, propiciaron un
ambiente adecuado para el desarrollo de los microorganismos en de los humedales.

e Los valores de los pardmetros de seguimiento no se vieron modificados por la
presencia de las macrofitas, a excepcion de la conductividad, en la cual se obtuvieron valores
mas altos en el humedal sin plantar que en los humedales plantados, por lo que el aporte de
las sales por parte de las macrofitas no fue significativo.

e El humedal 3 present6 el mejor funcionamiento, al tener los mayores porcentajes de
remocion de la DQO, COD, y los menores valores de conductividad, lo cual se vio reflejado
en que obtuvo los mayores porcentajes de remocidn de ibuprofeno con respecto al resto de
los humedales, por lo que es posible que el desarrollo mostrado por las macrofitas de este

humedal haya influenciado su buen desempefio.
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6 RECOMENDACIONES

e Debido a que la remocidon de ibuprofeno se ve afectada significantemente por el
tiempo de retencion hidraulico (Fariya, 2013), seria importante para futuras investigaciones
variar el TRH en cada experimento con cada una de las concentraciones que se vayan a
ensayar del farmaco.

e Serecomienda en un futuro una evaluacion de humedales con efluente de PTAR real,
de modo que se logre incluir otras variables y componentes presentes en el efluente, asi como
tener concentraciones reales de ibuprofenos y otros CE.

e Dada la posible degradacién que pudo haber experimentado el ibuprofeno en los
humedales, se recomienda hacer mediciones de los metabolitos del ibuprofeno en el efluente
de cada uno de los humedales, para cuantificar la posible degradacién del mismo.

e Segun el reglamento para la disposicion final de medicamentos, materias primas, y
sus residuos N° 36039-S (2010), se establece que la disposicion final de los medicamentos
debera ser realizada por los establecimientos farmacéuticos, pero esto no siempre se cumple,
muchas veces por desconocimiento de la poblacion. Por lo tanto se recomienda analizar las
practicas comunes de disposicién final de medicamentos en los hogares de Costa Rica.

e En términos generales se recomienda que se inicien gestiones para introducir
parametros que incluyan al menos un analisis anual de farmacos, productos de cuidado
personal, productos de limpieza y retardantes de Ilama en las regulacion de PTAR, de modo
que se pueda tener informacién del impacto de los mismos, y la necesidad de implementar
otras tecnologias de tratamiento de efluentes y normativas sobre la forma de descartar

farmacos, envases de productos y residuos eléctricos y electronicos y automaviles.
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APENDICE 1: PRUEBA ESTADISTICA NORMALIDAD DE LOS DATOS

Ejemplo para el tratamiento de los datos. A todos los datos se les realiz6 el mismo tratamiento

Normalidad para los datos de OD en el efluente

Cuadro A.2.1 Prueba de normalidad (Smirnov-Kolmogorov) para el OD en el efluente.

Normal
DPLUS 0.112886
DMINUS 0.083664
DN 0.112886
P-Value 0.0963588

Dado que el valor de P-value es mayor a 0,05, no se puede rechazar la idea que los datos de
OD en el efluente provienen de una distribucion normal con un 95% de confianza.

Normalidad para los datos de conductividad en el efluente

Cuadro A.2.2 Prueba de normalidad (Smirnov-Kolmogorov) para la conductividad en el efluente.

Normal
DPLUS 0.106454
DMINUS 0.0557626
DN 0.106454
P-Value 0.089644

Dado que el valor de P-value es mayor a 0,05, no se puede rechazar la idea que los datos de
conductividad en el efluente provienen de una distribucién normal con un 95% de confianza.
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APENDICE 2: CUANTIFICACION DE IBUPROFENO

20141008_016 Smooth(Mn,4x2) F5:MRM of 1 channel ES-
Control 80ug/L Control 10 ug/L 208.05 > 164
Ibuprofen-d3;3.53;746.084;7.46e2;10759;1.251 ug/L;753A77§ 1.081e+004
100
%_
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Figura A.1.1 Cromatograma del ibuprofeno para un estandar de 50 pg/L
Compound name: |Ibuprofen
Correlation coefficient: r = 0.999521, r2 = 0.999042
Calibration curve: 0.00923193 " x + 0.00238436
Response type: Internal Std ( Ref 2 ), Area ™ ( IS Gonc./ IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Figura A.1.2. Curvas de calibracion
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APENDICE 3: REMOCION DE IBUPROFENO

Cuadro A.3.1 Porcentajes de remocion de Ibuprofeno para cada uno de los humedales durante los tres experimentos

Porcentaje de remocion (%) +DS!

Experimento Fecha Humedal 1 Humedal 2 Humedal 3

10/07/14 34 66 69
15/07/14 17 63 55
24/07/14 13 16, 29
Concentracion 1 01/08/14 26 59 62
(2,7 mg/L) 12/08/14 57 65 77
14/08/14 36 53 61
18/08/14 40 59 67

Promedio 32+15 55417 61+15
01/09/14 57 66 80
03/09/14 60 67 80
10/09/14 27 69 78
Concentracion 2 19/09/14 49 80 90
(0,2 mg/L) 25/09/14 60 67 85
03/10/14 *2 71 80
06/10/14 *2 72 91

Promedio 51+14 7145 8445
24/10/14 60 72 65
01/11/14 54 43 69
Concentracion 3 0411714 46 o7 70
(1,7 mg/L) 07/11/14 33 47 72
10/11/14 *2 54 73
11/11/14 *2 56 84

Promedio 49+12 55 +10 746

1Desviacidn estandar; 2Datos no tomados en cuenta debido a alteraciones en las condiciones del humedal por factores

externos.
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APENDICE 4: COMPARACION ENTRE HUMEDALES

En el cuadro A.4.1 se encuentran los valores de P, para la prueba de comparacion de medias
de los porcentajes de remocion de ibuprofeno. Las hipotesis son las siguientes:

e Hipotesis nula: los porcentajes de remocion promedio son iguales entre los
humedales.

e Hipotesis alternativa: los promedios difieren para cada una de las combinaciones de
humedales en cada concentracion.

Las diferencias significativas o no significativas de los porcentajes promedio de remocion se

sitlan en la prueba de rango multiple (Cuadro A.4.2).

Cuadro A.4.1 Prueba de comparacion de medias con distribucién normal para el porcentaje de remocion del farmaco
en cada humedal y para cada concentracion.

Experimento Comparacién de medias (P-value)

Humedal 1*Humedal 2 Humedal 1* Humedal 3 Humedal 2*Humedal 3
Concentracion 1 0,0234 0,0041 0,4956
Concentracion 2 0,0058 0,0002 0,0005
Concentracion 3 0,3590 0,0020 0,0038

Cuadro A.4.2 Prueba de Rango multiple para los porcentajes de remocion del farmaco en cada humedal y para cada
concentracion

Entre humedales Diferencia Diferencia Limites
Experimento significativa +
) H1-H2 v -22,3071
Primera
. H1-H3 v -28,4443 17,772
concentracion
H2-H3 -6,13714
H1-H2 v -19,5591 10,2729
Segunda
) H1-H3 v -32,8034 10,2729
concentracion
H2-H3 v -13,2443 9,37779
H1-H2 -6,74583 13,0025
Tercera
5 H1-H3 v -25,2642 13,0025
concentracion
H2-H3 v -18,5183 11,6298

v'Denota una diferencia estadisticamente significativa (95% confianza)
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APENDICE 5 CALCULO DE LA DQO TEORICA DEL AGUA SINTETICA EN
EL AFLUENTE.

e DQO teodrica de la Glucosa:

28,8 g Glucosa 1 mol Glucosa 6 mol 0, 3290,
DQOr = X X X
2001 180 g Glucosa 1mol Glucosa 1mol O,
1000 mg
X —_—
lg

DQOp = 153,6 mg/!

e DQO teodrica de la Urea:
22,8 g Urea 1molUrea 1 mol 0, 32g0, 1000g

X X X X
2001 60 g Urea 1molUrea 1mol 0, 1lg

DQO; =

DQOp = 60,8 mg/l

e DQO tedrica total:
DQOrr = 60,8mg/l + 153,5mg/!

DQOTT = 214‘,4‘ mg/l
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APENDICE 6 DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO

Cuadro A.6.1 Valores de DQO en el afluente y efluente con cada concentracion del farmaco.
DQO ( 0,001) mgO2 /L

Fecha Humedal 1 Humedal 2 Humedal 3
Afluente Efluente Afluente Efluente Afluente Efluente
Concentracion 1 (2,91 mg/l ibuprofeno)
01/07/2014 84,099 <252 102,499 26,097 114,401 <252
10/07/2014 94,925 <252 90,217 <252 96,902 <252
17/07/2014 89,860 33,671 92,436 40,782 97,870 <252
24/07/2014 85,291 55,117 107,769 42,949 98,552 55,159
01/08/2014 93,550 45,159 99,094 36,656 96,785 41,462
11/08/2014 100,009 <252 102,694 <252 107,935 <252
Concentracion 2 (0,24 mg/l ibuprofeno)
03/09/2014 91,588 <252 91,725 <252 89,709 <252
12/09/2014 91,773 <252 91,531 <252 91,655 <252
17/09/2014 91,776 <252 91,317 <252 83,068 <252
25/09/2014 89,123 <252 93,757 <252 81,554 <252
03/10/2014 97,997 *1 98,219 <252 89,200 <252
06/10/2014 99,129 *1 99,816 <252 99,591 <252
Concentracion 3 (1,7 mg/l ibuprofeno)
20/10/2014 99,116 <252 98,768 <252 98,458 <252
24/10/2014 93,581 29,417 95,675 33,075 97,926 <252
01/11/2014 93,815 29,764 90,582 87,449 93,476 <252
04/11/2014 95,311 <252 97,711 <252 94,391 <252
07/11/2014 95,962 <252 94,457 80,272 95,831 <252
10/11/2014 97,871 *1 98,019 30,912 97,899 <252
11/11/2014 101,263 *1 100,748 47,424 96,396 <252

!Datos no tomados en cuenta debido a alteraciones en las condiciones del humedal por factores externos; ?Valores
menores al limite de deteccién del equipo.
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APENDICE 7: PRUEBAS ESTADISTICAS PARA LOS DATOS DE OXIGENO
DISUELTO.

7.1 Prueba estadistica para los valores de OD medidos en el afluente con su respectiva

clasificacion Ay B.

e Primera concentracion

Prueba de Rango multiple
Method: 95.0 percent LSD

Datos Promedio Grupos homogéneos
Afluente (1) B 21 0.307619 X
Afluente (1) A 27 6.22741 X
Contrast Sig. Diferencia +/- Limites
Afluente (1) A - Afluente (1) B * 5.91979 0.149867

* Denota diferencia estadisticamente significativa.

Tabla ANOVA

Fuente Suma de cuadrados [Df |Mean Square F-Ratio P-Value
Entre grupos 413.956 1 413.956 6321.83 0.0000
Within groups 3.0121 46 |0.0654804

Total (Corr.) 416.968 47

The ANOVA table decomposes the variance of the data into two components: a between-group component and
a within-group component. The F-ratio, which in this case equals 6321.83, is a ratio of the between-group
estimate to the within-group estimate. Since the P-value of the F-test is less than 0.05, there is a statistically
significant difference between the means of the 2 variables at the 95.0% confidence level. To determine which
means are significantly different from which others, select Multiple Range Tests from the list of Tabular
Options.

e Segunda concentracion

Comparacién de medias

95.0% confidence interval for mean of Afluente (2) A: 6.19636 +/- 0.141692 [6.05467; 6.33806]
95.0% confidence interval for mean of Afluente (2) B: 0.375 +/- 0.247826 [0.127174; 0.622826]
95.0% confidence interval for the difference between the means

assuming equal variances: 5.82136 +/- 0.25697 [5.56439; 6.07833]
t test to compare means

Null hypothesis: meanl = mean2

Alt. hypothesis: meanl NE mean2

assuming equal variances: t = 45.5248 P-value =0
Reject the null hypothesis for alpha = 0.05.
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Prueba de Rango multiple

Method: 95.0 percent LSD

Datos Promedio Grupos homogéneos
Afluente (2) B 18 0.375 X
Afluente (2) A 33 6.19636 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Afluente (2) A - Afluente (2) B * 5.82136 0.25697
* Denota diferencia estadisticamente significativa.
Tabla ANOVA
Fuente Suma de cuadrados |Df  |Media cuadrada |F-Ratio P-Value
Between groups 394.699 1 394.699 2072.51 0.0000
Within groups 9.33181 49 10.190445
Total (Corr.) 404.031 50

The ANOVA table decomposes the variance of the data into two components: a between-group component and
a within-group component. The F-ratio, which in this case equals 2072.51, is a ratio of the between-group
estimate to the within-group estimate. Since the P-value of the F-test is less than 0.05, there is a statistically
significant difference between the means of the 2 variables at the 95.0% confidence level. To determine which
means are significantly different from which others, select Multiple Range Tests from the list of Tabular

Options.

e Tercera concentracion:

Comparacion de medias

95.0% confidence interval for mean of Afluente (3) A: 6.36917 +/- 0.130001 [6.23917; 6.49917]

95.0% confidence interval for mean of Afluente (3) B: 0.462778 +/- 0.160623 [0.302155; 0.623401]
95.0% confidence interval for the difference between the means

Assuming equal variances: 5.90639 +/- 0.198121 [5.70827; 6.10451]
t test to compare means

Null hypothesis: meanl = mean2
Alt. hypothesis: meanl NE mean2
Assuming equal variances: t = 60.2526 P-value =0

Reject the null hypothesis for alpha = 0.05.

Prueba Rango multiple

Method: 95.0 percent LSD

Datos Media Grupos homogéneos
Afluente (3) B 18 0.462778 X
Afluente (3) A 24 6.36917 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Afluente (3) A - Afluente (3) B * 5.90639 0.198121

* Denota diferencia estadisticamente significativa.
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Tabla ANOVA

Fuente Suma de cuadrados |Df |Media cuadrada |F-Ratio P-Value
Between groups 358.822 1 358.822 3630.38 0.0000
Within groups 3.95354 40 |0.0988386

Total (Corr.) 362.775 41

The ANOVA table decomposes the variance of the data into two components: a between-group component and
a within-group component. The F-ratio, which in this case equals 3630.38, is a ratio of the between-group
estimate to the within-group estimate. Since the P-value of the F-test is less than 0.05, there is a statistically
significant difference between the means of the 2 variables at the 95.0% confidence level. To determine which
means are significantly different from which others, select Multiple Range Tests from the list of Tabular
Options.

7.2 Comparacion de los valores de OD medidos en el efluente de los tres humedales y

las tres concentraciones asignados con la letra Ay B.

Comparacién de medias

95.0% confidence interval for mean of dia 1 a tiempo 2 no=1: 0.817976 +/- 0.0735488 [0.744427; 0.891525]
95.0% confidence interval for mean of dia 1 a tiempo 2 no=2: 0.754211 +/- 0.0851146 [0.669096; 0.839325]
95.0% confidence interval for the difference between the means
assuming equal variances: 0.0637657 +/- 0.112554 [-0.048788; 0.176319]
t test to compare means
Null hypothesis: meanl = mean2
Alt. hypothesis: meanl NE mean2
Assuming equal variances: t = 1.12014 P-value = 0.264584
Do not reject the null hypothesis for alpha = 0.05.

Prueba de rango multiple
Method: 95.0 percent LSD

Nivel Valores Promedio Grupos homogéneos

2 57 0.754211 X

1 84 0.817976 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

1-2 0.0637657 0.112554

* Denota diferencia estadisticamente significativa.

Tabla ANOVA

Fuente Suma de cuadrados |Df Media cuadrada |F-Ratio P-Value
Between groups 0.138073 1 0.138073 1.25 0.2646
Within groups 15.2959 139 ]0.110043

Total (Corr.) 15.434 140

Since the P-value of the F-test is greater than or equal to 0.05, there is not a statistically significant difference
between the means of the 2 variables at the 95.0% confidence level.
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7.3 Comparacion de los valores de OD en el efluente de los tres humedales durante cada

concentracion.

e Primera concentracion

Tabla ANOVA

Fuente Fuente de Df |Media cuadrada [F-Ratio P-Value
cuadrados

Between groups 0.733429 2 0.366715 3.08 0.0559

Within groups 5.36256 45 ]0.119168

Total (Corr.) 6.09599 47

The ANOVA table decomposes the variance of the data into two components: a between-group component and
a within-group component. The F-ratio, which in this case equals 3.07729, is a ratio of the between-group
estimate to the within-group estimate. Since the P-value of the F-test is greater than or equal to 0.05, there is

not a statistically significant difference between the means of the 3 variables at the 95.0% confidence level.

Prueba de rango multiple

Method: 95.0 percent LSD

Datos Promedio Grupos homogéneos
Humedal 3 (C1) 16 0.656875 X
Humedal 2 (C1) 16 0.828125 XX
Humedal 1 (C1) 16 0.95875 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Humedal 1 (C1) - Humedal 2 (C1) 0.130625 0.24582
Humedal 1 (C1) - Humedal 3 (C1) * 0.301875 0.24582
Humedal 2 (C1) - Humedal 3 (C1) 0.17125 0.24582
* Denota diferencia estadisticamente significativa.
e Segunda concentracién
Prueba de rango multiple
Method: 95.0 percent LSD
Count Mean Grupos homogéneos
Humedal 1 (C2) 17 0.748824 X
Humedal 2 (C2) 17 0.794706 X
Humedal 3 (C2) 17 0.818235 X
|Contraste |Sig.  [Diferencia | +/- Limites |
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Humedal 1 (C2) - Humedal 2 (C2) -0.0458824 0.220709
Humedal 1 (C2) - Humedal 3 (C2) -0.0694118 0.220709
Humedal 2 (C2) - Humedal 3 (C2) -0.0235294 0.220709
* Denota diferencia estadisticamente significativa.

Tabla ANOVA

Fuente Suma de cuadrados |Df |Media cuadrada |F-Ratio P-Value
Between groups 0.0423686 2 0.0211843 0.21 0.8139
Within groups 4.91625 48  [0.102422

Total (Corr.) 4.95862 50

The ANOVA table decomposes the variance of the data into two components: a between-group component and
a within-group component. The F-ratio, which in this case equals 0.206834, is a ratio of the between-group
estimate to the within-group estimate. Since the P-value of the F-test is greater than or equal to 0.05, there is
not a statistically significant difference between the means of the 3 variables at the 95.0% confidence level.

e Tercera concentracion

Prueba de rango multiple
Method: 95.0 percent LSD

Datos Promedio Grupos homogéneos
Humedal 1 (C3) 14 0.725 X
Humedal 3 (C3) 14 0.769286 X
Humedal 2 (C3) 14 0.817143 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limite
Humedal 1 (C3) - Humedal 2 (C3) -0.0921429 0.252241
Humedal 1 (C3) - Humedal 3 (C3) -0.0442857 0.252241
Humedal 2 (C3) - Humedal 3 (C3) 0.0478571 0.252241
* Denota diferencia estadisticamente significativa.
Tabla ANOVA
Fuente Suma de cuadrados |Df  |Media cuadrada |F-Ratio P-Value
Between groups 0.0594619 2 0.029731 0.27 0.7625
Within groups 4.24553 39 |0.10886
Total (Corr.) 4.30499 41

The ANOVA table decomposes the variance of the data into two components: a between-group component and
a within-group component. The F-ratio, which in this case equals 0.273113, is a ratio of the between-group
estimate to the within-group estimate. Since the P-value of the F-test is greater than or equal to 0.05, there is
not a statistically significant difference between the means of the 3 variables at the 95.0% confidence level.
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APENDICE 8: PRUEBAS ESTADISTICAS PARA LOS DATOS DE
POTENCIAL DE HIDROGENO.

e Primera concentracion

Comparacion de medias

95.0% confidence interval for mean of dia 1 a tiempo 2 no_1=1: 7.4327 +/- 0.0457215 [7.38698; 7.47843]
95.0% confidence interval for mean of dia 1 a tiempo 2 no_1=2: 7.27976 +/- 0.433761 [6.846; 7.71352]
95.0% confidence interval for the difference between the means
assuming equal variances: 0.152942 +/- 0.371496 [-0.218554; 0.524438]
t test to compare means
Null hypothesis: meanl = mean2
Alt. hypothesis: meanl NE mean2
Assuming equal variances: t =0.828694 P-value = 0.411557
Do not reject the null hypothesis for alpha = 0.05.

Tabla ANOVA

Fuente Suma de cuadrados |Df Media cuadrada |F-Ratio P-Value
Between groups 0.276308 1 0.276308 0.69 0.4116
Within groups 18.5082 46 0.402351

Total (Corr.) 18.7845 47

The StatAdvisor

The ANOVA table decomposes the variance of the data into two components: a between-group component and
a within-group component. The F-ratio, which in this case equals 0.686735, is a ratio of the between-group
estimate to the within-group estimate. Since the P-value of the F-test is greater than or equal to 0.05, there is
not a statistically significant difference between the means of the 2 variables at the 95.0% confidence level.

Prueba de rango multiple
Method: 95.0 percent LSD

Nivel Valores Promedio Grupos homogéneos

2 21 7.27976 X

1 27 7.4327 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
1-2 0.152942 0.371496

* Denota diferencia estadisticamente significativa.

e Seqgunda concentracion

Comparacion de medias

95.0% confidence interval for mean of Col_5=1: 7.43545 +/- 0.0248754 [7.41058; 7.46033]
95.0% confidence interval for mean of Col_5=2: 7.18589 +/- 0.335492 [6.8504; 7.52138]
95.0% confidence interval for the difference between the means

assuming equal variances: 0.249566 +/- 0.236359 [0.013207; 0.485924]
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t test to compare means

Null hypothesis: meanl = mean2

Alt. hypothesis: meanl NE mean2

Assuming equal variances: t = 2.12187 P-value = 0.0389299
Reject the null hypothesis for alpha = 0.05.

Tabla ANOVA

Fuente Suma de cuadardos |Df Media cuadrada |F-Ratio P-Value
Between groups 0.725414 1 0.725414 4.50 0.0389
Within groups 7.89487 49 10.16112

Total (Corr.) 8.62029 50

The ANOVA table decomposes the variance of the data into two components: a between-group component and
a within-group component. The F-ratio, which in this case equals 4.50233, is a ratio of the between-group
estimate to the within-group estimate. Since the P-value of the F-test is less than 0.05, there is a statistically
significant difference between the means of the 2 variables at the 95.0% confidence level. To determine which
means are significantly different from which others, select Multiple Range Tests from the list of Tabular
Options.

Prueba de rango multiple
Method: 95.0 percent LSD

Columnas Valores Promedio Grupos homogéneos

2 18 7.18589 X

1 33 7.43545 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
1-2 * 0.249566 0.236359

* Denota diferencia estadisticamente significativa.

This table applies a multiple comparison procedure to determine which means are significantly different from
which others. The bottom half of the output shows the estimated difference between each pair of means. An
asterisk has been placed next to 1 pair, indicating that this pair shows a statistically significant difference at the
95.0% confidence level. At the top of the page, 2 homogenous groups are identified using columns of X's.
Within each column, the levels containing X's form a group of means within which there are no statistically
significant differences. The method currently being used to discriminate among the means is Fisher's least
significant difference (LSD) procedure. With this method, there is a 5.0% risk of calling each pair of means
significantly different when the actual difference equals 0.

e Tercera concentracion

Comparacion de medias

95.0% confidence interval for mean of Col_9=1: 7.46104 +/- 0.0523528 [7.40869; 7.51339]
95.0% confidence interval for mean of Col_9=2: 6.11317 +/- 0.466222 [5.64694; 6.57939]
95.0% confidence interval for the difference between the means

assuming equal variances: 1.34788 +/- 0.389693 [0.958182; 1.73757]
t test to compare means
Null hypothesis: meanl = mean2
Alt. hypothesis: meanl NE mean2
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Assuming equal variances: t = 6.99054 P-value = 1.93323E-8
Reject the null hypothesis for alpha = 0.05.

Tabla ANOVA

Fuente Suma de cuadrados |Df Media cuadrada |F-Ratio P-Value
Between groups 18.6867 1 18.6867 48.87 0.0000
Within groups 15.2958 40 |0.382395

Total (Corr.) 33.9826 41

The ANOVA table decomposes the variance of the data into two components: a between-group component and
a within-group component. The F-ratio, which in this case equals 48.8676, is a ratio of the between-group
estimate to the within-group estimate. Since the P-value of the F-test is less than 0.05, there is a statistically
significant difference between the means of the 2 variables at the 95.0% confidence level. To determine which
means are significantly different from which others, select Multiple Range Tests from the list of Tabular
Options.

Prueba de rango multiple
Method: 95.0 percent LSD

Columna Valores Promedio Grupos homogéneos

2 18 6.11317 X

1 24 7.46104 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
1-2 * 1.34788 0.389693

* Denota diferencia estadisticamente significativa.

This table applies a multiple comparison procedure to determine which means are significantly different from
which others. The bottom half of the output shows the estimated difference between each pair of means. An
asterisk has been placed next to 1 pair, indicating that this pair shows a statistically significant difference at the
95.0% confidence level. At the top of the page, 2 homogenous groups are identified using columns of X's.
Within each column, the levels containing X's form a group of means within which there are no statistically
significant differences. The method currently being used to discriminate among the means is Fisher's least
significant difference (LSD) procedure. With this method, there is a 5.0% risk of calling each pair of means
significantly different when the actual difference equals 0.
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APENDICE 9: PRUEBAS ESTADISTICAS PARA LOS DATOS DE
CONDUCTIVIDAD.

e Primera concentracion

Tabla ANOVA

Fuente Suma de cuadrados |Df Media cuadrada |F-Ratio P-Value
Between groups 599477. 1 599477. 88.53 0.0000
Within groups 311486. 46  |6771.44

Total (Corr.) 910963. 47

The ANOVA table decomposes the variance of the data into two components: a between-group component and
a within-group component. The F-ratio, which in this case equals 88.5302, is a ratio of the between-group
estimate to the within-group estimate. Since the P-value of the F-test is less than 0.05, there is a statistically
significant difference between the means of the 2 variables at the 95.0% confidence level. To determine which
means are significantly different from which others, select Multiple Range Tests from the list of Tabular
Options.

Prueba de rango multiple
Method: 95.0 percent LSD

Nivel Valores Promedio Grupos homogéneos
1 27 206.2 X
2 21 431.476 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
1-2 * -225.276 48.1939
* Denota diferencia estadisticamente significativa.
e Segunda concentracion
Tabla ANOVA
Fuente Suma de cuadrados |Df |Media cuadrada |F-Ratio P-Value
Between groups 475470, 1 475470, 86.65 0.0000
Within groups 268876. 49  |5487.27
Total (Corr.) 744346. 50

The ANOVA table decomposes the variance of the data into two components: a between-group component and
a within-group component. The F-ratio, which in this case equals 86.6497, is a ratio of the between-group
estimate to the within-group estimate. Since the P-value of the F-test is less than 0.05, there is a statistically
significant difference between the means of the 2 variables at the 95.0% confidence level. To determine which
means are significantly different from which others, select Multiple Range Tests from the list of Tabular
Options.
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Prueba de rango multiple

Method: 95.0 percent LSD

Columnas Valores Promedio Grupos homogéneos
1 33 205.064 X
2 18 407.111 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
1-2 * -202.047 43.6189
* Denota diferencia estadisticamente significativa.
e Concentracion 3
Tabla ANOVA
Fuente Suma de cuadrados |Df [Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 87822.2 1 87822.2 13.34 0.0007
Within groups 263390. 40 |6584.75
Total (Corr.) 351212. 41

The ANOVA table decomposes the variance of the data into two components: a between-group component and
a within-group component. The F-ratio, which in this case equals 13.3372, is a ratio of the between-group
estimate to the within-group estimate. Since the P-value of the F-test is less than 0.05, there is a statistically
significant difference between the means of the 2 variables at the 95.0% confidence level. To determine which
means are significantly different from which others, select Multiple Range Tests from the list of Tabular

Options.

Prueba de rango multiple

Method: 95.0 percent LSD

Columnas Valores Promedio Grupos homogéneos

1 24 224.042 X

2 18 316.444 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
1-2 * -92.4028 51.1371

* Denota diferencia estadisticamente significativa
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