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RESUMEN

Los farmacos representan un problema para la calidad del agua debido a que los
procesos de tratamiento de aguas residuales convencionales resultan ineficaces para
su remocion. En Yucatan una fuente importante de contaminacion es la porcicultura,
ésta representa una de las mayores actividades econémicas del estado. En ésta se
emplean gran variedad de farmacos veterinarios. Los analgésicos diclofenaco y
flunixin se enlistan entre los farmacos de mayor uso en Yucatan. En este trabajo se
evalué la remocién de dos farmacos veterinarios (diclofenaco y flunixin) por medio de
un tratamiento alternativo como son los humedales construidos, para lo cual se
implementd un método para su determinacién mediante cromatografia de gases
acoplado a espectrofotometro de masas (CG-EM). El objetivo fue evaluar la
eficiencia de remocion de analgésicos veterinarios presentes en aguas residuales
porcicolas mediante humedales construidos. Los tratamientos incluyen tipos de
sustrato (grava, arena y mezcla) y dos especies de macrdfitas (T. latifolia y C.
papyrus). El método desarrollado permitid la cuantificacién de los analgésicos por
medio de cromatografia de gases acoplado a espectrofotometro de masas (CG-EM),
con porcentajes de recobro para diclofenaco de 71-80.1% y para flunixin de 64.1-
74.5 %. Tratamiento con humedales obtuvo porcentajes de remocién de 95.45-98.44
% para diclofenaco y de 96.64-97.65 % para flunixin. Para ambos farmacos el mayor
porcentaje de remocion correspondié al tratamiento con mezcla de sustrato y T.

latifolia.



Abstract

Pharmaceutical products represent a problem for water quality because conventional
wastewater treatment processes are ineffective for their removal. In Yucatan an
important source of contamination is pig farming. This represents one of the greatest
economic activities of the state, in which is used a great variety of veterinary
pharmaceuticals products. Diclofenac and flunixin both analgesics are among the
most commonly used pharmaceuticals products in Yucatan. In this work, the removal
of two veterinary pharmaceuticals products (diclofenac and flunixin) is evaluated by
means of an alternative treatment such as constructed wetlands. A method for its
determination by GC-MS was employed. The objective was to evaluate the removal
efficiency of veterinary analgesics present in swine wastewater using constructed
wetlands. Treatments include substrate types (gravel, sand and mixture) and two
species of macrophytes (T. latifolia and C. papyrus). The developed method allowed
the quantification of analgesics by means of gas chromatography coupled to mass
spectrophotometer (GC-MS), with recovery percentages for diclofenac of 71-80.1 %
and for flunixin of 64.1-74.5 %. Removal rates of diclofenac were in the rage of 95.45-
98.44 %, while flunixin rates were of 96.64-97.65 %. Both pharmaceuticals products
had the highest removal percentage corresponding to the treatment with substrate

mixture and T. latifolia.
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1.INTRODUCCION

En la Peninsula de Yucatan existe una amplia disponibilidad de agua. Sin embargo,
el incremento en la demanda de este recurso debido al crecimiento de la mancha
urbana en los ultimos afios en el estado y el aumento en las actividades de
produccion han generado afectaciones al medio ambiente. Tal es el caso de la
disminucién de la calidad del agua de la capa freatica y por ende aumento en la
vulnerabilidad a la contaminacion del acuifero subterrdneo (Kauffer y Villanueva
2012). El estado de Yucatan esta caracterizado por poseer un suelo karstico,
compuesto en su mayoria por caliza dura y blanda, con muy alta permeabilidad, que
permite que el agua se infiltre rapidamente (Garcia-Gil y Graniel-Castro 2010). Estas
caracteristicas hacen que la unica fuente de agua dulce que es el acuifero
subterrdneo este el riesgo de recibir material contaminante por arrastre en la
precipitacion pluvial, las aguas de riego, las descargas de aguas residuales, etc. En
diversos cenotes de Yucatan se han identificado desechos de productos quimicos de
consumo cotidiano como la cafeina, algunas drogas de venta libre como la nicotina,
drogas ilicitas como la cocaina, y también contaminantes emergentes (Hoogesteijn et
al. 2015). Los estudios han determinado variaciones en la calidad del agua
subterranea, por ejemplo la porcion este de Yucatan que presenta elevadas cargas
anuales de nitrégeno debido a contaminacion por aguas residuales provenientes de
criaderos de animales, principalmente de granjas porcicolas (Pacheco-Castro et al.
2018).

En los dltimos afios se ha hecho evidente la preocupacion por los efectos que
estos contaminantes emergentes pueden producir en el medio ambiente exponiendo
a la vida silvestre y a los humanos a sus posibles riesgos, por lo que este tipo de
contaminantes ha atraido la atencién de la comunidad cientifica (Aubertheau et al.
2017). Es evidente que los farmacos representan un problema para la calidad del
agua debido a que los procesos de tratamiento de aguas residuales convencionales
resultan ineficaces para su remocién (Rodayan et al. 2016). Los compuestos
guimicos que los conforman no resultan alterados o no logran ser removidos por

completo, para ello se requiere de tecnologias avanzadas de mayor costo como el



uso de carbdn activado granular, ozonacion o radiacion ultravioleta por mencionar

algunas (Pedrouzo et al. 2011).

Muchos de los farmacos de uso doméstico se encuentran en la mayoria de los
sistemas acuaticos que reciben descargas de efluentes municipales, generalmente
en concentraciones menores a 1ug/L (Berninger et al. 2011). En Yucatan una fuente
importante de contaminacion es la porcicultura, ya que esta representa una de las
mayores actividades econdémicas de nuestro estado. Se ha enfatizado mayormente la
contaminacion del agua subterranea por las excretas que causan la presencia de
amonio, sulfatos, eutrofizacion, soélidos suspendidos, coliformes fecales entre otros
(Méndez et al. 2009). En la industria porcicola se emplean gran variedad de
farmacos entre los cuales el grupo denominado analgésicos — antiinflamatorios se
usan de forma regular con el fin de tratar diversos padecimientos de los animales. Se
enlistan como los de mayor uso en Yucatan: butorfanol, buprenorfina, xilazina,
medetodimina, fenilbutazona, flunixin, ketoprofen, carprofen, aspirina, meloxicam,
piroxicam, dexametasona, flumetasona, diclofenaco y paracetamol (Gutiérrez et al.
2017). Por lo que destaca que las excretas de los animales llevan consigo cargas de
farmacos de uso veterinario (Kwasny et al. 2011). Muchos de los ingredientes activos
de los medicamentos consumidos pueden atravesar el cuerpo de los organismos sin
ser metabolizados en su totalidad, con lo que se expulsan como metabolitos o en las
mismas formas activas (Zyoud et al. 2016). Los farmacos pueden sufrir
transformaciones a través de procesos biologicos, quimicos, fotoquimicos o bien
pueden ser absorbidos por los organismos dependiendo del comportamiento de los
compuestos (Rodayan et al. 2016). En el medio ambiente los farmacos pueden
causar afecciones a los organismos vivos incluyendo a los humanos (Rodayan et al.
2016). Ademas su exposicién a aguas contaminadas puede conllevar a un problema
de salud publica (Robles et al. 2013).

En virtud de lo expuesto en este trabajo se plantea llevar a cabo un estudio
respecto a la remocion de farmacos veterinarios mediante un tratamiento alternativo.
Para ello se realiz6 un experimento con humedales construidos con diferentes tipos

de vegetacion y varios sustratos. Esto con el objetivo de evaluar las eficiencias de



remocion de analgésicos veterinarios de aguas residuales porcicolas en humedales

construidos.
2. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢ Se puede implementar una metodologia validada para la determinacion (extraccion,

deteccidn y cuantificacion) de analgésicos por CG-EM?

¢Las modificaciones operacionales de los sistemas de tratamiento modifican la

eficiencia de remocién de los analgésicos en los humedales construidos?

¢Los humedales construidos son una alternativa para la remocion de analgésicos en

una matriz de agua residual porcicola?

3.OBJETIVOS
3.1. Objetivo general

e Evaluar la remocion de analgésicos en el efluente de humedales construidos a

escala con tres diferentes materiales de soporte y dos especies de macrofitas.

3.2. Objetivos especificos

e Identificar los analgésicos mayormente empleados en algunas granjas porcicolas

cercanas a Mérida, Yucatan.

e Desarrollar la metodologia para la extraccion de flunixin y diclofenaco de
muestras de agua residual porcicola, y la preparacion de la misma para su

cuantificacion analitica en CG-EM.

e Determinar las concentraciones y evaluar las eficiencias de remocion de flunixin

y diclofenaco en el efluente de los humedales construidos.



4. MARCO TEORICO

4.1. FARMACOS

Los farmacos son compuestos de gran importancia para la medicina moderna que
beneficia a la humanidad. Sin embargo la gran cantidad de productos quimicos
desarrollados hoy en dia y la accesibilidad a estos compuestos para uso humano y
veterinario hace de estos una fuente importante de contaminacion para el agua
(Nikolaou et al. 2007). Ademas, la falta de regulacion en la forma de desechar estos
productos a favorecido a la presencia de farmacos en el medio ambiente (Fick et al.
20009).

En la literatura se sefialan como principales farmacos con mas amplia
distribucion a los grupos de antibioticos, analgésicos, esteroides, hormonas,
diuréticos, antiepilépticos, antidepresivos, tranquilizantes, medicamentos para la
reduccion de lipidos y beta bloqueadores (Dong et al. 2013, Yan et al. 2015). De
estos los medicamentos que se detectan de manera constante en aguas residuales y
superficiales son el diclofenaco, acido clorfibrico, acetaminofén, ibuprofeno, aspirina,
carbamazepina, atorvastatina, gemfibrozil, fluoxetina, 17 B-etinilestradiol (Yan et al.
2015). En diversos estudios se ha detectado la presencia de farmacos a bajos
niveles en ambientes acuaticos naturales, aguas residuales y de consumos humano
en diversos paises (Fick et al. 2009). Numerosos compuestos han sido detectados
continuamente en los diferentes sistemas acuaticos evidenciando la extensa y
constante distribucion de estos contaminantes emergentes (Dong et al. 2013, Gao et
al. 2012). Por ejemplo los estudios indican que farmacos antiinflamatorios como el
diclofenaco son consumidos en grandes cantidades anuales (940 toneladas) y
presenta una pobre eficiencia de remocion en los sistemas de tratamiento de agua
residual. Por tanto su presencia en sistemas acuaticos como rios es frecuente
registrando concentraciones de 2 ng L™ y en aguas subterraneas de 380 ng L ™ (Al-
Rajab et al. 2010).



4.2. RUTAS DE CONTAMINACION EN EL AGUA

Los farmacos no son asimilados en su totalidad por los organismos que los ingieren,
gran parte de los componentes activos son desechados del cuerpo sin ser
metabolizados por completo. De esta manera persisten los metabolitos 0 compuestos
inalterados en la orina y heces (Santos et al. 2013). Por consiguiente la carga de
guimicos es incorporada al flujo de las aguas residuales. La disposicion de las aguas
residuales tratadas o no tratadas hacia los cuerpos de agua de forma directa o en los
cuerpos de agua receptores de disposicion final lleva consigo cargas de estos
contaminantes. Por lo que acciones como estas representan la principal forma de
entrada a los sistemas acuaticos (Dong et al. 2013). En gran medida debido a la gran
variacion en la eficiencia de los sistemas de tratamiento de aguas convencionales
que resultan inadecuados para eliminar todos estos compuestos antes de su

disposicion final (Jean et al. 2012).

Por otra parte entre los desechos sdlidos sanitarios un componente regular
son los medicamentos de uso cotidiano. Estos una vez situados en los rellenos
sanitarios atraviesan un proceso de disolucion con las lluvias, lo cual es una
potencial fuente de contaminacién por la infiltracion de los liquidos de lixiviados a las
aguas subterraneas (Masoner et al. 2016). La incorrecta disposicion de desechos es

considerada como la mayor fuente de estos contaminantes.

En diversos trabajos se ha determinado que la industria farmacéutica es una
de las fuentes contaminantes de farmacos con mayores concentraciones (Fick et al.
2009). A su vez en otros estudios también se han determinado concentraciones
prevalentes de farmacos en aguas residuales de hospitales (Zyoud et al. 2016). Si
bien los hospitales son fuentes de grandes concentraciones de farmacos, no se tiene
un proceso especifico de tratamiento en estos antes de ser incorporados a los
sistemas de aguas residuales o al cuerpo de agua receptor (Jean et al. 2012, Santos
et al. 2013). Por otra parte la cria intensiva de animales es una de las mayores
fuentes de contaminantes farmacéuticos en el ambiente. En esta actividad se usan

gran variedad de medicamentos de los cuales han recibido mayor atencion los



antibioticos y hormonas. Estos cuentan con estudios que relacionan la presencia de
estos compuestos en diferentes cuerpos de agua por la contaminacion de aguas
residuales provenientes de granjas (Bartelt-Hunt et al. 2011; Hutchins et al. 2007,
Kaczala y Blum, 2016). No obstante otros grupos de farmacos como los analgésicos
gue son de uso recurrente también pueden estar presentes en el ambiente de la

misma manera.
4.3. ANALGESICOS USADOS EN LA PORCICULTURA

Los analgésicos son medicamentos ampliamente usados a diario con diferentes
propdsitos, el uso veterinario para la porcicultura es uno de ellos. El uso de
antiinflamatorios es recurrente en este medio, en general su uso va dirigido a atender
trastornos del aparato locomotor como la cojera. Son auxiliares en el tratamiento de
la septicemia, alivian la inflamacién y dolor por mastitis, metritis y agalaxia, ayudan a
tratar la fiebre, son requeridos como tratamiento posterior a intervenciones
quirurgicas en cerdos como la castracion a temprana edad, entre otros (Gama
porcino, 2014).

Ademas, se han observado otros beneficios con el uso de antiinflamatorios,
especificamente en la mejora de la productividad animal con la ganancia de peso
mediante el manejo adecuado del dolor durante intervenciones (Gutiérrez et al.
2017). Por mencionar un ejemplo el meloxicam oral administrado durante el parto
tiene efectos en la trasferencia de Inmunoglobulina G a los lechones y mejora la

ganancia de peso al destete (Mainau et al. 2016).

De esta manera el uso frecuente de estos farmacos en la porcicultura tiene
ciertos beneficios tanto para la salud y el manejo de los animales. En Yucatan los
principales analgésicos usados en cerdos son butorfanol, buprenorfina, xilazina,
medetodimina, fenilbutazona, flunixin, ketoprofen, carprofen, aspirina, meloxicam,
piroxicam, dexametasona, flumetasona, diclofenaco y paracetamol (Gutiérrez et al.
2017).



Diclofenaco.- es uno de los analgésicos mas recurrentes por su amplio uso en la
medicina humana y veterinaria para el tratamiento del dolor e inflamacion. Es un
compuesto que en los organismos presenta un metabolismo hepético con un 50-60
% de biodisponibilidad. Se fija a proteinas séricas (albuminas). La biotransformacion
de este compuesto es por glucuronidacion e hidroxilacion simple y multiple. Como
resultado de su degradacion se producen metabolitos fendlicos. La expulsion del
diclofenaco del cuerpo se realiza en mayor porcentaje por la orina y otra parte en la
bilis de las heces (Santibafiez-Villegas, 2014). Se han hecho estudios en los que se
demuestra su propiedad antibacterial tanto para gram positivas como negativas. Y
demuestra sinergismo con antibiéticos. Tiene un pronunciado efecto antibacterial
contra Enterococcus faecalis, pero menor a los antibioticos (como amoxicilina y

gentamicina) (Salem-Milani et al. 2013).

Formula: C14H10CI,NNaO,

Cl H ONa
N

Cl

Flunixin.- Flunixin meglumine es un inhibidor no selectivo de la ciclooxigenasa. Se
utiliza como formulacion inyectable y pasta oral, la administracién de flunixin
meglumina en la practica en animales pequefios ha disminuido como resultado de la
amplia disponibilidad de anti inflamatorios no esteroideos selectivos para
ciclooxigenasa-2, que tienen menos efectos secundarios gastrointestinales. Flunixin
meglumine todavia se usa ampliamente para reducir la inflamacion ocular y es un
eficaz antiinflamatorio y antipirético. Flunixin meglumine es metabolizado por el

higado y excretado en las heces (Peterson y Kutzler, 2010).

Formula: C14H11F3N>05-C;H17NOs



| S OH OH OH
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4.4. EFECTOS NOCIVOS EN EL MEDIO AMBIENTE

Debido a que los compuestos de los farmacos tienen un efecto en los organismos
vivos, es de vital importancia considerar esto en el estudio de los efectos adversos
en el medio ambiente (Berninger et al. 2011). A pesar de que se conoce que estas
sustancias estan presenten en diversos sistemas acuaticos, aun se carece de
suficiente informacion en relacion a la cantidad de compuestos y sus efectos en la
salud de humanos y del ecosistema (Dong et al. 2013; Sui et al. 2015). Sin embargo
se ha comprobado la presencia de algunos farmacos en el ambiente con
concentraciones altas capaces de generar alteraciones en ecosistemas acuaticos
(Jean et al. 2012).

Se conoce que los farmacos pueden tener efectos como trastornar los
mecanismos de control de los organismos vivos, causando desequilibrios en el
metabolismo, control hormonal, transmision celular y pueden alterar el sistema
endocrino (Nikolaou et al. 2007). Ademas, es posible que estos compuestos también
afecten procesos clave en poblaciones humanas sensibles, como nifios y mujeres
embarazadas (Dong, et al. 2013). Por otra parte, los farmacos en las aguas también
pueden promover efectos como la resistencia antibidtica de organismos patdgenos
(Fick et al. 2009). El desarrollo de organismos en condiciones de exposicion a
componentes farmacéuticos disueltos puede conllevar a una amenaza potencial para

la salud publica.

Para los farmacos se toma en cuenta en la evaluacion de riesgo ambiental sus
posibles efectos y el nivel de exposicidon, se considera que los riesgos por la
exposicion ante los farmacos dependen de los mecanismos de accion y las

respuestas inespecificas ante ellos (Santos et al. 2013). Entre otros aspectos, los



efectos de farmacos en organismos no blanco, aun son poco comprendidos o
carecen de estudios (Berninger et al. 2011). Entre algunos efectos conocidos se
puede mencionar que el diclofenaco resulta toxico para las aves y en comunidades

acuéticas modifica la composicion de la pelicula biologica (Al-Rajab et al. 2010).
4.5. METODOS DE DETECCION

Evaluar el riego potencial de las concentraciones de sustancias farmacéuticas en el
agua es un tema con gran relevancia. Esto representa todo un reto, ya que en la
actualidad la calidad del agua potable no tiene un control adecuado de su regulacion
estricta y sistematica (Berninger et al. 2011), haciendo que exista una variedad en la
cantidad de sustancias presentes en ella, que requiere también se hagan cambios en
la regulacién acorde al estado del arte en los métodos de cuantificacion. Por ello para
poder monitorear la presencia de farmacos en las aguas superficiales, freaticas y
suelo se requieren de procesos avanzados para su determinacion, ademas se debe
considerar que las caracteristicas de algunos de los compuestos complican los
métodos de analisis (Yu et al. 2012).

Sin embargo, los avances en las técnicas analiticas han permitido tener una
buena respuesta de deteccion de farmacos para el estudio en los sistemas acuéticos
(Jean et al. 2012). Es asi que, procesos de deteccién como la cromatografia de
gases con espectrometro de masas es ampliamente utilizada para la separacion de
compuestos volatiles por su exactitud, sensibilidad y reproducibilidad, dado que
permite la separacion e identificacion de mezclas complejas (Talero-Pérez et al.
2014). Aunque resulta laborioso, consumen mucho tiempo y puede ser sensible a
condiciones de reaccion, demuestran una gran efectividad en la deteccion de
algunos farmacos y es frecuentemente empleado para la deteccion en aguas de
consumo humano y aguas residuales (Yu et al. 2012). Este método incluso se ha
empleado para la deteccion de productos farmacéuticos en diferentes matrices
liguidas como la leche (Azzouz et al. 2011), orina y sangre de animales de granja

(Azzouz y Ballesteros, 2012).
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4.6. METODOS DE TRATAMIENTO

Los procesos de tratamiento de aguas residuales convencionales no logran remover
por completo los quimicos que conforman a los farmacos, por lo que pueden ser un
problema para la calidad del agua de consumo (Pedrouzo et al. 2011; Rodayan et al.
2016). Entre los métodos de eliminaciéon se han llevado a cabo una variedad de
técnicas como el tratamiento con lodos activados, remocion biolégica de nutrientes,
lagunas de oxidacién, entre otros que demuestran efectividad en la remocion de
algunos tipos de medicamentos como antimicrobianos, analgésicos, antibidticos, etc.
(Sui et al. 2015). En los procesos de tratamiento, las diversas condiciones de
operacion y parametros pueden influir en la efectividad de remocién de los farmacos
(Samaras et al. 2013).

La biodegradacion aerobia y anaerobia se enlistan como procesos de
importancia en la eliminacion de farmacos en fase disuelta, siendo un factor
determinante el tiempo de retencion hidraulico (Nikolaou et al. 2007). Entre otras
tecnologias avanzadas para remover estos contaminantes del agua se encuentran el
uso de carbén activado granular, tecnologia de membranas, ozonacién y radiacion
ultravioleta con resultados efectivos para algunos compuestos (Pedrouzo et al.
2011).

A pesar de estos avances, los costos de operacion y mantenimiento resultan
ser una limitante para que estos sistemas sean implementados. Por ello se ha dado
una continua busqueda por tratamientos alternativos que tengas una buena eficiencia
en la remocion de farmacos y el costo en relacién sea razonable (Dordio et al. 2010).
En zonas con capacidades financieras mas limitadas se buscan estas alternativas
viables con menor costo. En razon a esto los humedales construidos han tenido
mayor atencién como método de tratamiento de aguas residuales por sus bajos
costos de operacion, mantenimiento, ahorro de energia, y por tener una buena
capacidad de remocion de contaminantes (Solis-Silvan et al. 2016, Conkle et al.
2008).
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4.7. HUMEDALES CONSTRUIDOS COMO TRATAMIENTO

Los humedales construidos son sistemas disefiados de tal manera que imitan los
procesos que ocurren en los humedales naturales. Se trata de aprovechar la relacion
de interaccion entre el suelo, vegetacibn y microorganismos para remover
contaminantes (Solis-Silvan et al. 2016). En estos sistemas acontecen varios
procesos fisicoquimicos y biolégicos como la sorcidn, sedimentacion, fotolisis,
hidrolisis, volatilizacién, translocaciéon y acumulacion en las plantas, y degradacion
microbiana (Fernandes et al. 2015). La aplicacion de este sistema se da como un
tratamiento secundario o terciario para dar una mejor calidad al agua residual tratada

previamente (Dordio et al. 2010).

Son diversos los trabajos en los que se han reportado el uso de humedales
construidos en la remocion de compuestos contaminantes. En ellos se ha
demostrado que el tratamiento con humedales es efectivo en la remocion de la
concentracion de la carga organica, nutrientes, organismos patégenos,
microcontaminantes y farmacos (Conkle et al. 2008). Estos estudios se han enfocado
principalmente en el tratamiento de aguas residuales domésticas, aunque
recientemente se han hecho estudios sobre la remocion de farmacos en aguas

residuales en la industria ganadera (Fernades et al. 2015).

La efectividad de remocion de farmacos en humedales construidos depende
de los componentes del sistema, siendo el material de soporte y el tipo de plantas
(emergentes, flotantes o sumergidos) seleccionado, los caracteres que varian en la
eficiencia del sistema, asi como el tipo de flujo del agua, que puede ser flujo libre o
subsuperficial (Dordio et al. 2010, Solis-Silvan et al. 2016).
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5. METODODOLOGIA

5.1. CONSTRUCCION DE HUMEDALES.

Se emplearon humedales a escala que se construyeron con cajas de plastico de 60
litros a los que se colocaron llaves de desagie con tubos de PVC perforados a nivel
del fondo de la caja. Se acondicionaron cajas con diferente material de soporte:
grava, arena y mezcla de grava con arena para cada especie de planta y control. En
total se implementaron nueve humedales y se emplearon las especies de plantas
Typha latifolia y Cyperus papyrus (Figura 1).

El agua residual fue obtenida de una granja de cerdos de la comisaria Sierra
Papacal, Yucatan, de la cual se tiene conocimiento del uso regular de analgésicos y
cuenta con datos de andlisis previos de la presencia de otros farmacos (antibiéticos)
en el efluente. El lugar cuenta con un sistema de tratamiento a base de biodigestor
anaerobio del cual se tomd la muestra (en el efluente) en contenedores de 20 L, los
gue posteriormente fueron almacenados en cuarto frio a 4°C para conservar la

muestra.

Las muestras de aguas residuales porcicolas (ARP) obtenidas se emplearon
para la adaptacion del sistema de humedales. Esto se inici6 con un riego solo con
agua de grifo y posteriormente con diluciones de ARP al 10 %, 15 %, y 20 %
haciendo este incremento cada mes y manteniendo la uUltima concentracion en los
siguientes meses de riego. Posteriormente se aument6 la concentracion a 25 % dos
semanas antes de la realizacion de las pruebas objeto de la investigacion,
manteniendo esta Ultima concentracion para la etapa experimental. El nivel del agua
en los humedales se mantuvo levemente por debajo del nivel del material de soporte.
Debido a la evaporacion se procurd realizar riegos de tres a cuatro veces por

semana para mantener el nivel del agua.
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| Construcciénde humedales | | Colecta de aguas residuales porcicolas |

Sustrato: arena, gravay mezcla Muestras tomadas del efluente del biodigestor

Macrofitas: T. latifolia y C. papyrus Resguardoa4°C
Riego con agua corriente

| Acondicionamiento de los humedales |
Riego con agua residual al 10, 15, 20, 25%

% - Curvas de calibracién
R estandares y farmacos comerciales
Contaminaciony toma de muestras | —

Y , e ifr Contaminacién con flunixin y diclofenaco

e "% Toma demuestras del fluente a las 72 horas

L&' " /& (triplicado)
S Resguardoa4°C

Figura 1. Esquema de la metodologia de construccion de humedales,

extraccion y analisis por CG-EM de analgésicos veterinarios.

5.2. SELECCION DE ANALGESICOS-ANTIINFLAMATORIOS.

Para determinar los farmacos objeto de estudio se realizaron visitas a granjas con un
historial previo de uso de farmacos. En estos se realizd una encuesta sobre los
diferentes analgésicos y antiinflamatorios que emplean actualmente, sus
aplicaciones, métodos de administracién (oral, intramuscular, etc.), frecuencia de
usos entre otros. A partir de los resultados de las encuestas se consideraron los
factores de viabilidad de analisis (equipo de laboratorio, reactivos, costos, etc.) para

seleccionar los farmacos que se emplearon en este estudio.
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5.3. DESARROLLO Y VALIDACION DEL METODO DE EXTRACCION
Y CUANTIFICACION.

5.3.1 CURVAS DE CALIBRACION
Estandares farmacéuticos

Para los farmacos se realizaron soluciones estandar de 300 ppm (solucién madre)
preparadas en metanol y almacenados en la oscuridad a 4 °C. Los solventes
empleados en este estudio fueron de grado HPLC, los reactivos de derivatizacion (N,
O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida + 1% trimetilclorosilano) y los estandares de
referencia (Meglumine de flunixin y sal de diclofenaco de sodio) fueron obtenidos de
Sigma Aldrich. Los farmacos veterinarios de venta libre se obtuvieron en comercios

agropecuarios locales.

Para las pruebas de deteccion se realizaron soluciones diarias con
concentraciones de 20, 50, 75, 100, 200 ppb y 5 ppm en metanol para cada estandar
farmacéutico, y se incluyé un control de metanol sin farmacos. Se realiz6 el proceso
de derivatizacion y cuantificacion en CG-EM para realizar la curva de calibracion

(seccion 5.5).

Se siguieron parametros de validacion para dar certeza al analisis, para ello
obtener la linealidad entre la proporcionalidad de las seis concentraciones analizadas
de cada farmaco y su respuesta en el equipo para obtener la recta de calibracion
mediante el método de minimos cuadrados. Con los datos obtenidos se calcul6
también el limite de deteccion el cual define la cantidad minima en la que puede ser
detectado el analito. Asi mismo se calcul6 el limite de cuantificacion para determinar
la minima concentracion del analito que puede ser cuantificada con exactitud y
precision. La precision se obtuvo mediante la concordancia entre los resultados de la
repeticion de los diferentes niveles de concentracibn de cada farmaco en dias

diferentes.
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Ecuacion:

Limite de deteccién y cuantificacion:

K*Sb
m

LD __
LC™

K: factor k con valor de 3 para el limite de deteccién y de 10 para el limite de

cuantificacion.
Sp: Desviacién estandar de la ordenada de origen
m: Pendiente de la curva de calibraciéon

5.3.2 PORCENTAJES DE RECOBRO DE ANALGESICOS EN AGUA
RESIDUAL PORCICOLA.

Agua residual fortificada

Este proceso se efectud con alicuotas de agua residual porcicola (150 mL) fortificada
con concentraciones intermedias de la curva de calibracion realizada con los
estandares (50, 75 y 100 ppb) utilizando farmacos veterinarios, y se incluyé una
muestra de agua no fortificada con farmacos. Para cada concentracidon se realizaron
cuatro replicas. Las muestras fueron tratadas con los procesos de pretratamiento,

derivatizacién, extraccion y deteccion en CG-EM que se describen en la seccion 5.5.

5.4 CONTAMINACION DE HUMEDALES Y TOMA DE MUESTRAS
DE AGUA

Una solucion de agua residual porcicola al 25 % fue contaminada con una
concentracion de 5 ppm de los farmacos flunixin y diclofenaco. El agua en el
humedal fue drenada completamente para afiadir la soluciébn contaminada en el

tiempo cero. La toma de muestras se realizd en el efluente a las 72 horas de la
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contaminacion. Se tomaron alicuotas de 500 mL de cada humedal, las cuales fueron
colectadas en botellas de plastico limpias (lavado cromatografico) y resguardadas en

obscuridad a 4 °C. La contaminacion y toma de muestra se realizaron por triplicado.

55 DETECCION DE FLUNIXIN Y DICLOFENACO POR
CROMATOGRAFIA DE GASES (CG-EM)

La deteccion se efectud con un sistema CG-EM vy la extraccion con un equipo de
extraccion en fase sodlida. Los instrumentos usados consisten en un equipo
cromatografo de gases Trace GC Ultra marca Thermo Scientific equipado con un
inyector de temperatura programada PTV. Este tiene acoplado un detector selectivo
de masas Agilent ITQ 900. Se emple6é helio BIP como gas de acarreo (99.99%
pureza) y una columna capilar ZB-5 (30 m X 0.25 mm ID X 0.25 ym FT).

Las muestras obtenidas del efluente fueron tratadas con los pasos de
pretratamiento, extraccion en fase solida, derivatizacién y analisis CG-EM que se

describen a continuacion.

Pretratamiento

Se removieron los sélidos suspendidos de las muestras con un filtro Millex de poro

medio y se ajusto a pH 3 con &cido ascorbico 10 mM y acido clorhidrico 1 M.

Extraccion en fase solida

Las columnas de extraccion C18 IST Isolute-96 se activaron haciendo pasar dos
volimenes (6 mL) de columna de hexano y dos de metanol por gravedad. Para la
etapa de retencion se hizo pasar la muestra pre tratada por la columna de extraccion
mediante un goteo lento y constante con un vacio de hasta 3 pulgadas de mercurio.
En el lavado se emplearon tres volumenes de la columna con solucién de acido
ascorbico y tres de agua destilada hasta su desecamiento. En la etapa de elucién se
usaron 2 volumenes de 5 mL de metanol que fueron recuperados en tubos de vidrio
de 50 ml.
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Derivatizacién

Se afiadido una mezcla con 100 pyL de N, O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida + 1%
trimetilclorosilano (agente de derivacion) a una alicuota (1 mL) del extracto de la
muestra en viales ambar. El vial fue sellado herméticamente y los analitos se

derivatizaron mediante termo bafio a 70 °C por 30 min.

Andlisis CG-EM

El cromatdgrafo de gases se programd con una temperatura de inyector a 250 °C en
modo splitless (1 min). El programa de temperatura utilizado fue de 70 °C iniciales
durante 2 min, incrementando la temperatura a 10 °C/min hasta 300 °C vy

manteniéndola constante durante 5 min. El flujo del helio se mantuvo en 1 ml/min.

El detector de masas se programo con una temperatura de linea de transferencia a
270°C y los anadlisis se realizaron por impacto electronico (70 eV). Se utilizé el modo
de barrido total del espectro (Full-SCAN) de 50 a 550 m/z a 1.5 scan.s-1.

5.6 ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realiz6 a través del programa STATGRAPHICS Centurién
XV.II, utilizando para el analisis de varianza (ANOVA). Esto fue aplicado a los
resultados de remocion para tratamiento y determinar que parametros tuvieron una

diferencia significativa para remover cada farmaco en el efluente de los humedales.
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6. Resultados

6.1 ENCUESTA DE ANALGESICOS

Los analgésicos dipirona, flunixin, piroxicam, diclofenaco y dexametasona fueron las
sustancias mas identificadas en las granjas encuestadas. Respectivamente y en
orden descendente sus porcentajes de uso fueron 36.8, 23.6, 21, 105y 5.2 %
(Figura 2). Los farmacos diclofenaco y flunixin fueron seleccionados debido a que
para ambos se puede emplear el mismo compuesto derivatizante y existen métodos
de deteccién por cromatografia de gases en matrices acuosas (Azzou y Ballesteros,
2012; Dowling et al. 2008). Ademas comparten caracteristicas similares como peso
molecular (318.13 y 296.24 g/mol) y punto de fusidon (275-277 y 226-228 °C)
respectivamente para diclofenaco y flunixin. Por otra parte dipirona y piroxicam
fueron descartados ya que presentan problemas en la deteccidon por cromatografias
de gases y HPLC, por lo que requieren de otros métodos de deteccién como la
cromatografia de capa fina (TLC) (Isaacs et al. 20017; Crecelius et al. 2004). Las
pruebas con dexametasona obtuvieron resultados poco favorables en la

derivatizacion por lo que se descartd de este estudio.

40
35 A
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Y
8 20 A
c
o
o 15 -
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Ny I ]
O - T T T T 1
Dipirona Flunixin Piroxicam Diclofenaco Dexametasona
Farmacos

Figura 2. Uso de los principales analgésicos — antiinflamatorios en granjas

porcicolas encuestadas.
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6.2 CURVAS DE CALIBRACION DE ESTANDARES FARMACEUTICOS

En las Figuras 3 y 4 se representan las curvas de calibracion obtenidas para el
estdndar de diclofenaco y flunixin respectivamente. En estas se aprecia una
correlacion positiva entre la concentracion analizada y el area determinada por CG-
EM. Con esto se corrobora que el método de derivatizacion empleado permite la
deteccion de los farmacos seleccionados por cromatografia de gases.

Dicloenaco
Y=-7.09264e+007+3.87048e+006°X R'2=0.9968 W:Ecual

600000000

= 40000000
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Figura 3. Curva de calibracién de estandar de diclofenaco por CG-EM.

Flunixin
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Figura 4. Curva de calibracion de estandar de flunixin por CG-EM.

Se estimo el limite de deteccidn para cada farmaco obteniendo un resultado de 6.45
ppb (ug/L) y 6.19 ppb para el diclofenaco y flunixin respectivamente. El limite de
cuantificacion fue de 21.52 ppb para el diclofenaco y 20.65 ppb para el flunixin. Para

los parametros de limite de deteccion el valor obtenido fue menor al rango menor de
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concentraciones empleado para la cuantificaciéon de los farmacos en la curva de
calibracion, mientras que el limite de cuantificacion obtuvo valores muy cercanos a lo
20ppb empleados en la curva. Por lo tanto el intervalo de trabajo fue adecuado para

fue adecuado para el presente estudio.
6.3 PORCENTAJES DE RECOBRO DE FLUNIXIN Y DICLOFENACO

En total se realizaron cuatro pruebas de recobro para cada farmaco, en las Tablas 1
y 2 se indican los porcentajes de recobro de flunixin y diclofenaco obtenidos en cada

prueba asi como su promedio.

Tabla 1. Porcentajes de recobro de diclofenaco.

Prueba 1 Prueba 2
DCF-100ppb-BTV 73.43 | DCF-100ppbh-BTV - 2 83.85
DCF-75ppb-BTV 75.26 | DCF-75ppb-BTV - 2 86.55
DCF-50ppb-BTV 65.60 | DCF-50ppb-BTV - 2 68.99

Prueba 3 Prueba 4
DCF-100ppb-BTV - 3 | 73.61 | DCF-100ppbh-BTV - 4 85.03
DCF-75ppb-BTV - 3 | 80.42 | DCF-75ppb-BTV -4 78.49
DCF-50ppb-BTV - 3 | 73.38 | DCF-50ppb-BTV - 4 76.08

Desv,
Concentracién Promedio Est.
DCF-100ppb 78.98 6.32
DCF-75ppb 80.18 4.75
DCF-50ppb 71.01 4.64
Tabla 2. Porcentajes de recobro de flunixin.

Prueba 1 Prueba 2
FLX-100ppb-BTV 66.93 | FLX-100ppb-BTV - 2 58.14
FLX-75pph-BTV 72.14 | FLX-75pph-BTV - 2 72.24
FLX-50ppb-BTV 70.07 | FLX-50ppb-BTV - 2 61.52

Prueba 3 Prueba 4
FLX-100ppb-BTV - 3 | 65.15 | FLX-100pph-BTV -4 | 66.32
FLX-75ppb-BTV - 3 | 79.85 | FLX-75pph-BTV -4 74.13
FLX-50ppb-BTV - 3 | 71.24 | FLX-50ppb-BTV - 4 66.43

Desv.

Concentracién Promedio Est.
FLX-100ppb 64.13 4.06
FLX-75ppb 74.59 3.62
FLX-50ppb 67.31 4.37
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6.4 REMOCION DE FLUNIXIN Y DICLOFENACO EN EL EFLUENTE DE
LOS HUMEDALES CONSTRUIDOS.

En total se analizaron 27 muestras de tres réplicas de contaminacion a 5 ppm de
cada farmaco cada 72 horas (Anexo I). Con ello se obtuvo que la remocién de
diclofenaco presentd valores de remocion promedio de 95.45 a 97.63 % con los
tratamientos sin plantas, 96.15 a 97.98 % con C. papyrus, y 97.30 a 98.44 % con T.
latifolia, siendo esta Ultima cifra el valor de mayor remocién para el diclofenaco con el
factor planta (Figura 5). En cuanto al material de soporte los porcentajes promedio de
remocion mas altos fueron para el grupo de las mezclas de arena-grava (97.63 a
98.44 %). El grupo con arena como soporte obtuvo remociones de 95.86 a 97.55%, y
las gravas de 95.45 a 97.30 %. Considerando la configuracién del tratamiento planta-
soporte, se obtuvo que el conjunto de las mezclas fue el que alcanzé el mayor
porcentaje de remocion de diclofenaco (97.63 a 98.44 %), y la combinacion mas
eficiente fue con T. latifolia. Por otro lado las otras configuraciones no formaron algun
grupo segun el arreglo de los factores y presentaron remociones de 95.45 a 97.55 %
(Figura 5).

El andlisis de varianza para el porcentaje de remocion de diclofenaco indica
gue los factores planta y soporte por separado tienen un efecto significativo en la
remocién de este compuesto (P<0.05, anexo Il; Figura 6 y 7), por el contrario el factor
tiempo de cada replica no fue significativo (P>0.05, anexo II; Figura 8).
Conjuntamente la interaccion planta-soporte revelo tener un efecto significativo para

la remocion del diclofenaco (P<0.05, anexo Il; Figura 9).
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Desv. Est. Por tratamiento:
Sin planta: 96.31 +1.01
Papiro: 96.93+0.83

Typha: 97.76+0.53
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Figura 5. Porcentaje de remocion promedio de diclofenaco por tratamiento.
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Figura 6. Gréafico de medias del efecto del tipo de planta en la remocion de
diclofenaco.
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Figura 7. Grafico de medias del efecto del soporte en la remocion de
diclofenaco.
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diclofenaco.
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Figura 9. Gréfico de interacciones del efecto del soporte y tipo de planta en la

remocion de diclofenaco.

Tabla 3. Tabla de medias por minimos cuadrados para el porcentaje de remocion de

diclofenaco.

Error Limite Limite
Nivel Casos Media Estarndar Inferior Superior
MEDIA GLOBAL 27 97.0104
REPLICA
72-1 9 97.0173 0.0642218 96.8692 97.1654
72-2 9 96.9618 0.0642218 96.8137 97.1099
72-3 9 97.0522 0.0642218 96.9041 97.2003
PLANTA
CONTROL 9 96.319 0.0642218 96.1709 96.4671
PAPIRO 9 96.9438 0.0642218 96.7957 97.0919
TYPHA 9 97.7686 0.0642218 97.6205 97.9167
SOPORTE
ARENA 9 96.7038 0.0642218 96.5557 96.8519
GRAVA 9 96.3064 0.0642218 96.1583 96.4545
MEZCLA 9 98.0211 0.0642218 97.873 98.1692

Para el caso de flunixin los promedios de los porcentajes de remocion fueron
96.64 a 97.65% sin plantas, 97.32 a 98.23 % con C. papyrus, y 97.87 a 98.51 % con
T. latifolia (Figura 6). Para el material de soporte el porcentaje promedio de remocién

mas alto fue de 98.51% para el tratamiento con mezclas y la menor de 97.65 %. El
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grupo con arena obtuvo remociones de 96.95 a 98.09 %, y las gravas de 96.64 a
97.87 %. La configuracion planta-soporte demostré que la combinacién mas eficiente
fue con T. latifolia y mezcla de arena-grava, y la menos eficiente del sistema fue el
tratamiento solo con grava (Figura 10).

El andlisis de varianza para el porcentaje de remocion de flunixin revela que
solo los factores planta y soporte por separado tienen un efecto significativo en la
remocion de este compuesto (P<0.05, anexo II; Figura 11 y 12). No obstante las
interacciones entre los diferentes factores no exhiben valores que indiquen que

tienen un efecto significativo para la remocion del flunixin (P>0.05, anexo II; Figura
13).
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Figura 10. Porcentaje de remocion promedio de flunixin por tratamiento.
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Figura 11. Gréafico de medias del efecto del soporte en la remocion de flunixin.
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Figura 13. Grafico de medias del efecto del soporte en la remocion de flunixin.

Tabla 4. Tabla de medias por minimos cuadrados para el porcentaje de remocion de

flunixin.
Error Limite Limite
Nivel Casos Media Estandar Inferior Superior
MEDIA GLOBAL 27 97.0104

REPLICA

72-1 97.0173 0.0642218 96.8692 97.1654
72-2 96.9618 0.0642218 96.8137 97.1099
72-3 97.0522 0.0642218 96.9041 97.2003
PLANTA

CONTROL 96.319 0.0642218 96.1709 96.4671
PAPIRO 96.9438 0.0642218 96.7957 97.0919
TYPHA 97.7686 0.0642218 97.6205 97.9167
SOPORTE

ARENA 96.7038 0.0642218 96.5557 96.8519
GRAVA 96.3064 0.0642218 96.1583 96.4545
MEZCLA 98.0211 0.0642218 97.873 98.1692
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7. Discusion

Los resultados de porcentaje de recobro obtuvieron valores (diclofenaco 71-80.1 %,
flunixin 64.1-74.5 %) cercanos a los reportados por Gonzalez et al. (1996) quienes
emplearon como matriz la orina de equinos, y obtuvieron un 79.6 % promedio para

flunixin y 75.4 % promedio para diclofenaco.

En otros estudios realizados en aguas residuales Koutsouba et al. (2003) reportan
un 76 % = 9 de recobro para el diclofenaco, mientras que Miao et al. (2002) indica un
62.8 %. Azzou y Ballesteros (2012) obtuvieron porcentajes de recobro mayores (85-
102%) para flunixin y diclofenaco con CG-EM en orina y sangre. Caso similar al de
Azzou et al. (2011) quienes obtuvieron 91-104 % de recobro para ambos farmacos.
Las diferencias en los resultados se pueden deber a la divergencia de matrices y
técnicas empleadas, como el tratamiento previo y condiciones de analisis de
cromatografia de gases. Los métodos de cromatografia liquida empleados en otros
estudios de analgésicos en agua también muestras diferencias con respecto a este
estudio, tal como Marchese et al. (2003) quienes usaron cromatografia liquida con
ionizacion electro-spray y espectrometria de masas tandem. Con ella obtuvieron
porcentajes de recobro de 97-98 % para el diclofenaco en agua de consumo y agua
superficial. Por otra parte la validacion del método analizando agua residual porcicola
no fortificada es similar a la propuesta de Azzou y Ballesteros (2012) quienes
validaron su método tomando como referencia muestras no contaminadas de la

matriz de estudio para obtener los porcentajes de recobro.

En este trabajo la remocion de diclofenaco fue alta (95.45-98.44 %) en
comparacién con estudios como el de Zhang et al. (2011) quienes obtuvieron rangos
de remocion bajos de 41.1 a 55.4 %. En trabajos como el de Matamoros et al. (2008)
se registraron valores (73 a 96 %) mas cercanos a los obtenidos en el presente
estudio. Estas diferencias pueden deberse a las caracteristicas de configuracion de
los humedales empleados por los autores, por ejemplo en el primer caso se uso
Unicamente grava de 4-10mm como soporte, la planta Typha angustifolia y como

matriz de analisis un agua residual artificial. Ademas se podrian considerar
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caracteristicas como las dimensiones, el disefio de humedales y factores como el

clima.

En cuanto al flunixin, éste es un farmaco de uso veterinario empleado
principalmente en especies grandes, por lo que en comparacién con el diclofenaco
gue es uno de los farmacos mas ampliamente distribuido como contaminante
emergente en el agua, los estudios referentes al flunixin son mucho menores en
namero, y no es tan frecuentemente investigado en humedales construidos. Los
trabajos que incluyen la deteccién de flunixin en aguas residuales es menor debido a
gue la mayoria de los estudios se realizan con matrices de agua urbana o industrial
en los cuales se hace mayor énfasis en la deteccion de otros farmacos mas usados
como los antibiodticos y en el caso de los analgésicos como ibuprofeno y naproxeno
(Li et al. 2014; Sui et al. 2015). Trabajos en los que se incluye flunixin como objeto de
estudio, se centran en aguas residuales urbanas que tienen influencia del drenaje de

granjas, como en el trabajo de Matamoros et al. (2008).

El porcentaje de remocidn registrado para flunixin fue de 96.64 a 98.51 %, esto es
superior a los valores registrados en otros estudios con rangos de remocion de 61-67
% (Matamoros et al., 2008). Sin embargo las caracteristicas de disefio de los
humedales en el trabajo citado (humedal de flujo superficial a escala completa,
matrices de agua de una planta de tratamiento, plantas Typha y Phragmites) difieren
con los de este estudio, por lo que la eficiencia remocion podria tener estas

variaciones segun la configuracién del sistema.

La determinacion de los factores que intervienen en la remocién de los farmacos
indico que el tiempo de 72 horas no tiene efecto significativo entre replicas en la
remocion de diclofenaco vy flunixin por medio del analisis de varianza. Se considera
que un analisis con diferentes tiempos de retencion hidraulica podria mejorar la
representatividad del tiempo en estos resultados. Debido a que en trabajos como el
de Zhang et al. (2011) no se obtuvieron diferencias significativas en la remocién de
diclofenaco con tiempos de 2 y 4 dias, seria recomendable extender el periodo de

evaluacion.
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La planta T. latifolia fue la que presenté la mayor remocién de diclofenaco y
flunixin en este estudio. Las especies de este género han demostrado tener una gran
tolerancia a los contaminantes y una buena capacidad para removerlos, ademas de
gue son de las plantas mas empleadas en el tratamiento de aguas mediante
humedales construidos (Bartha et al. 2014). Tomando en cuenta que la remocion
mas baja de ambos analgésicos se presentd en el tratamiento con ausencia de
plantas, se deduce que la presencia de la vegetacién puede jugar un rol importante
en la remocidon de estos compuestos. Tal como indican los estadisticos, este factor
fue significativo para el porcentaje de remocién. Estos resultados son similares a los
reportados en otros estudios en los cuales la eficiencia de remocién del diclofenaco
fue menor en los soportes sin plantas en comparacion con los soportes plantados
(Zhang et al. 2011).

Por otra parte las rizodeposiciones de sustancias organicas (azucares,
aminoacidos, vitaminas, células muertas, etc.) de las plantas puede beneficiar el
crecimiento y actividad de las poblaciones de bacterias rizosféricas que a su vez
afectan a la salud de la planta influenciando la calidad y cantidad de rizodeposiciones
(Brimecombe et al. 2007). Por tanto existe un efecto simultaneo en el desarrollo de
las poblaciones microbianas y el mejoramiento en su actividad por accién de las
planta. En estudios se ha observado un mayor nimero de poblaciones en la rizosfera
que en soporte (Dordio y Carvalho 2013). Esta zona de interacciones entre la
estructura de las raices y comunidades microbianas puede ser un factor
determinante en la remocion del diclofenaco y flunixin. Se ha demostrado que esta
zona puede tener la capacidad para degradar, remover, inmovilizar y/o transformar
un gran namero de contaminantes, entre ellos los compuestos farmacéuticos (Weber
2016).

Por otra parte las condiciones tropicales como la temperatura célida pueden tener
un efecto positivo en la degradacion de algunos farmacos, ya que puede mejorar el
rendimiento de los microorganismos y aumento en la evapotranspiraciéon en los
humedales (Hljosa-Valsero et al. 2010; Li et al. 2014). Este ultimo esta asociado con

el consumo activo de algunos compuestos por las plantas, ya que la
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evapotranspiracion es una via de consumo de contaminantes (Hijosa-Valsero et al.
2010). Por lo que las temperaturas altas y la radiacion solar intensa presentes en el
area de estudio podrian haber mejorado la actividad de las plantas y
microorganismos en los humedales, asi como el incremento en la evapotranspiracion
y por consiguiente la mejora en la remocion de diclofenaco vy flunixin. Esto es similar
al trabajo de Dordio et al. (2010), quienes compararon las temporadas verano e
invierno, obteniendo que la mayor temperatura durante el verano aumento las tasas
transpiracién lo cual incremento el consumo de compuestos y obtuvo mayores

eficiencias de remocion de los farmacos que evaluaron.

En cuanto al material de soporte, este demostré ser un factor estadisticamente
significativo para remocion del diclofenaco y flunixin. La combinacién de arena y
grava parece mejorar estas caracteristicas de retencion de estos analgésicos, ya que
este arreglo presentd las mejores remociones, considerando Unicamente el soporte.
Debido a la naturaleza hidrofobica del diclofenaco es probable que la sorcion en la
materia organica del soporte sea un mecanismo de importancia para su retencion
(Zzhang et al. 2011). Se sabe que para compuestos que son dificilmente
biodegradados el soporte del humedal juega un papel importante en los fenémenos
de sorcion (Dordio y Carvalho 2013). Por lo que los materiales pueden afectar
significativamente la eficiencia del sistema acorde a sus caracteristicas como
granulometria, composicion mineral, propiedades hidraulicas, etc. (Dordio y Carvalho
2013). Una matriz porosa como los materiales empleados en el presente trabajo
(porosidad de efectiva de 16% que se considera como media) pueden proveer una
superficie para el tratamiento por contacto y para el desarrollo de la biopelicula, los
cuales aumentan a mayor porosidad (Calheiros et al. 2009).

Las interacciones entre planta y soporte fueron significativas para la remocion de
diclofenaco, pero no para el flunixin. Las caracteristicas mencionadas anteriormente
para cada uno de estos dos factores estan fuertemente relacionadas con los
beneficios que estos aportan para la proliferacion de los consorcios bacterianos en el
material de soporte (biopelicula) y en la rizosfera (rizobacterias). Por lo cual se

deduce que la actividad microbiana juega un papel importante en la remocion de
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diclofenaco y flunixin. Es recomendable realizar analisis microbiol6gicos para
determinar los consorcios participes y la frecuencia de su actividad en la remocion de

estos contaminantes emergentes.

De acuerdo con los resultados obtenidos, podemos apreciar que los humedales
construidos ofrecieron buenas eficiencias de remocion para el diclofenaco y flunixin.
Aunque la configuracion y disefio de los humedales puede variar las eficiencias
(Hijosa-Valsero et al. 2010; Li et al. 2014), en general pueden ser una alternativa de

bajo costo para la remocién de contaminantes emergentes (Zhang et al. 2011).
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8. Conclusiones

El desarrollo del método de extraccion y cuantificacion por CG-EM permitié evaluar el
efluente de nueve humedales construidos a escala en laboratorio alimentado con
agua porcicola fortificada (diclofenaco y flunixin a 5 ppm) y la identificacion de la

configuracion planta-soporte con mejores eficiencias de remocion.

e Los analgésicos de mayor uso en las granjas porcicola encuestadas son

dipirona, flunixin, piroxicam, diclofenaco y dexametasona.

e EI método desarrollado permite extraccion y la cuantificaciéon por CG-EM de los

analgésicos diclofenaco y flunixin de agua porcicolas.

e El tratamiento con mejor eficiencia de remocion de diclofenaco y de flunixin es la

combinacion T. latifolia y mezcla arena-grava.
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10. ANEXOS

ANEXO I.. Resultados de los porcentajes de remocion de diclofenaco y flunixin.
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Tratamiento

Tiempo (horas)-

% de remocioén

% de remocioén

repeticion diclofenaco flunixin
Arena 72-1 95.59 96.86
Arena 72-2 95.96 97.04
Arena 72-3 96.04 96.95
Grava 72-1 95.50 96.57
Grava 72-2 95.28 96.60
Grava 72-3 95.56 96.74
Mezcla 72-1 97.84 97.46
Mezcla 72-2 97.44 97.53
Mezcla 72-3 97.60 97.95
Papiro arena 72-1 96.73 98.07
Papiro arena 72-2 96.51 97.83
Papiro arena 72-3 96.80 97.90
Papiro grava 72-1 96.05 97.32
Papiro grava 72-2 96.26 97.44
Papiro grava 72-3 96.15 97.21
Papiro mezcla 72-1 98.25 98.11
Papiro mezcla 72-2 97.94 98.21
Papiro mezcla 72-3 97.76 98.36
Typha arena 72-1 97.35 98.00
Typha arena 72-2 97.76 98.09
Typha arena 72-3 97.55 98.17
Typha grava 72-1 97.31 97.93
Typha grava 72-2 97.26 97.72
Typha grava 72-3 97.33 97.97
Typha mezcla 72-1 98.47 98.65
Typha mezcla 72-2 98.19 98.47
Typha mezcla 72-3 98.64 98.42
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ANEXO 1l. RESULTADOS ANALISIS DE VARIANZA DEL PORCENTAJE DE

REMOCION DE DICLOFENACO Y FLUNIXIN.

Diclofenaco
Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:TIEMPO 0.0374407| 2 0.0187204 0.5| 0.6219
B:PLANTA 9.51561| 2 4.75781| 128.17 0
C:SOPORTE 14.5001| 2 7.25006| 195.31 0
INTERACCIONES
AB 0.0567933| 4 0.0141983 0.38| 0.8155
AC 0.22711| 4 0.0567774 1.53| 0.2818
BC 0.990379| 4 0.247595 6.67| 0.0115
RESIDUOS 0.296959| 8 0.0371199
TOTAL (CORREGIDO) 25.6244 |26

Flunixin

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A TIEMPO 0.0388851| 2 0.0194426 0.78| 0.4887
B:PLANTA 5.51629| 2 2.75815| 111.25 0
C:SOPORTE 3.27994| 2 1.63997 66.15 0
INTERACCIONES
AB 0.0758339| 4 0.0189585 0.76| 0.5769
AC 0.0254368| 4 0.00635921 0.26| 0.8977
BC 0.245714| 4 0.0614285 2.48| 0.1279
RESIDUOS 0.198342| 8 0.0247927
TOTAL (CORREGIDO) 9.38044 |26




