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RESUMEN

Los farmacos utilizados en la ganaderia porcina han llamado la atencion en afios
recientes como contaminantes emergentes, por sus efectos al ambiente y a la salud
humana, de este grupo, los antibiéticos han sido sefialados como responsables de
causar el desarrollo de bacterias resistentes en el ambiente. El estado de Yucatan es
uno de los seis estados del pais, con una alta produccion de ganado porcino, actividad
gue genera grandes cantidades de agua residual conteniendo estos farmacos; debido a
la ineficiencia de los sistemas de tratamiento instalados en las granjas porcicolas. En
México, estos contaminantes no han sido considerados para los programas de monitoreo
ni en la normatividad ambiental, por lo que se debe trabajar a la par en la deteccion y
tratamiento. Los humedales construidos son una opcién de tratamiento para estas
granjas, dada su facilidad de operacion y altas tasas de remocién para los contaminantes
gue generan las actividades productivas. En este estudio, se prob6é un sistema
experimental de humedales construidos horizontales de flujo subsuperficial para la
remocion de una mezcla de 4 antibiéticos (oxitetraciclina, enrofloxacina, sulfametoxazol
y penicilina G) y un B-agonista (ractopamina), analizando el efecto del soporte (grava,
arena y la mezcla de ambas); dos tipos de planta (Typha latifolia y Cyperus papyrus) y
un control sin plantas; y cuatro diferentes tiempos de permanencia en el sistema (de 24
a 96 horas). La eficiencia de este sistema se comprobd mediante métodos de deteccion
también desarrollados y validados como objetivo de esta tesis (espectrofotometria de
fluorescencia, cromatografia liquida de alta eficiencia y voltamperometria ciclica),
midiendo la diferencia entre la concentracion inicial y final de cada farmaco en el efluente
de los humedales. Se obtuvieron eficiencias de remocidn maximas del 89% para
enrofloxacina, 98% para oxitetraciclina, 85% para sulfametoxazol, 96% para ractopamina
y 95% para penicilina G, después de 96 horas. Estos porcentajes de remocion se
registraron mayormente en las unidades que contaban con plantas, sobre todo Typha
latifolia, y mezcla o arena como soporte.
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agua residual porcicola, humedales construidos, contaminantes emergentes, farmacos
de uso veterinario



ABSTRACT

The veterinary pharmaceuticals used in pig farming have attracted attention in recent
years as emerging pollutants due to their effects on the environment and human health.
From this group, antibiotics are responsible for causing the development of resistant
bacteria in the environment. The state of Yucatan is one of the six states of the country,
with a high swine production, an activity that generates large amounts of wastewater;
containing these compounds due to the inefficiency of the treatment systems installed in
the pig farms. In Mexico, these pollutants have not been considered for monitoring
programs or environmental regulations; thus, detection along with treatment must be
done. Constructed wetlands are a treatment option for these farms, given their ease of
operation and high removal rates for contaminants generated by productive activities. In
this study, an experimental system of horizontal subsurface flow constructed wetlands
was tested, for the removal of a mixture of 4 antibiotics (oxytetracycline, enrofloxacin,
sulfamethoxazole, and penicillin G) and a B-agonist (ractopamine); analysing the effect
of the support (gravel, sand and the mixture of both); two types of plant (Typha latifolia,
Cyperus papyrus and a control without plants); and four different retention times in the
system (from 24 to 96 hours). The efficiency of this system was proved with the detection
methods previously developed as one of the aims in this thesis (fluorescence
spectrophotometry,  high-performance  liquid  chromatography, and cyclic
voltamperometry); measuring the difference between the initial and final concentration of
each pharmaceutical in the effluent of the wetlands. Maximum removal efficiencies of
89% were obtained for enrofloxacin, 98% for oxytetracycline, 85% for sulfamethoxazole,
96% for ractopamine; and 95% for penicillin G, after 96 hours. These removal
percentages were registered mostly in the units that had plants, especially Typha latifolia,
and mixed or sand as support.

Keywords

swine  wastewater, constructed wetlands, emerging pollutants, veterinary
pharmaceuticals
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I. INTRODUCCION

La contaminacion ambiental ha sido una consecuencia inevitable del crecimiento
poblacional y del desarrollo de los asentamientos humanos. Desde que el hombre
comenz6 su vida sedentaria y ante la demanda creciente, se preocup0 por satisfacer sus
necesidades de vivienda y alimentacion. Tal fue el caso de la ganaderia que surgio por
la necesidad de satisfacer la demanda de alimentos de origen animal, convirtiendo al
sector pecuario en uno de los de mayor crecimiento en el mundo y asi, el modo tradicional
de crianza se convirtig, con el paso del tiempo, en una industria de produccién intensiva.
Dentro de este sector, la crianza de ganado porcino es la que ocupa el tercer lugar de
produccion, y es México, a nivel mundial, uno de los mayores productores de carne de
cerdo. Sin embargo, esta produccion esta concentrada en unos pocos estados del pais,
de tal forma que mas del 70% de la produccion nacional es generada en Jalisco, Sonora,
Guanajuato, Puebla, Michoacan y Yucatan (SAGARPA, 2017); este ultimo, tuvo un
rapido desarrollo de la industria porcicola durante las ultimas décadas debido al cambio
en el esquema de produccion del sector y por consecuencia se incrementaron el numero

de granjas y el volumen de aguas residuales generadas por esta actividad.

La concentracion de animales en una misma zona (ganaderia intensiva) favorece la
acumulacién de una gran cantidad de excretas en el agua residual, lo que representa
una grave amenaza ambiental por el riesgo de contaminacion al acuifero. Debido a que
el agua subterranea es la Unica fuente de agua subterranea en Yucatan, y por la
naturaleza carstica y alta permeabilidad del suelo de la region, los contaminantes
producidos podrian migrar de la superficie al acuifero subterraneo y por la direccién de
flujo que preferencialmente es hacia el norte, llegar a la costa (Arcega-Cabrera et al.,
2014). De esta manera la actividad porcicola figura entre los sectores del estado de
Yucatan que mas podrian contribuir a la contaminacion del agua, debido a la generacién
de agentes contaminantes contenidos en las excretas animales, como los antibiticos,
antiparasitarios y otros farmacos, los productos quimicos utilizados como desinfectantes,

etc.
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Muchas de las préacticas ganaderas en Yucatan se han llevado a cabo sin cumplir con
las regulaciones ambientales necesarias para garantizar el minimo impacto al ambiente
y todos los dias miles de sustancias biolégicamente activas, sintetizadas para su uso en
la ganaderia han sido vertidas al ambiente sin considerar consecuencias (Barcel6 y
Lépez, 2008). Junto con el agua utilizada y las excretas que generan los animales, se
desechan compuestos que modifican las propiedades, alteran el ciclo del agua y
provocan efectos en las especies que habitan en los ecosistemas acuaticos. Pero no fue
hasta décadas recientes que aumenté la preocupacion por los efectos adversos de los
contaminantes sobre el ambiente y la salud humana, cuando su ingreso en los
ecosistemas rebaso la capacidad de éstos para depurar o degradar estos compuestos.
Tal es el caso de los farmacos veterinarios, utilizados para el tratamiento y la prevencion
de enfermedades en animales, los cuales llegan al ambiente no soélo por las excretas,
sino también a través de los procesos de tratamiento ineficientes, la eliminacion
inadecuada de los contenedores, los medicamentos no utilizados, la alimentacion del
ganado, y los procesos de fabricacion (Bartikova et al., 2016), representando una fuente

importante de contaminacion ambiental.

Algunos de estos contaminantes emergentes han sido regulados para el monitoreo de
la calidad del agua, de acuerdo con los estandares de la EPA (Agencia de Proteccion
Ambiental en EUA), las guias de la Organizacion Mundial de la Salud y las directivas de
la Union Europea. Sin embargo, la mayoria de estos contaminantes no han sido
considerados para los programas de monitoreo rutinarios en todo el mundo (Wu et al.,
2010). Dependiendo de los resultados de ecotoxicidad los datos de ocurrencia y destino
en el ambiente, pueden ser candidatos para estas futuras regulaciones. En el caso de
México, no se cuenta con estas regulaciones, por lo que se debe trabajar a la par en la
deteccion y tratamiento. El desarrollo de la tecnologia y la necesidad de estudiar la
presencia de los farmacos contaminantes en cuerpos de agua, han propiciado el uso de
meétodos analiticos, siendo actualmente la cromatografia liquida de alta eficiencia
acoplada a espectrometria de masas (CLAE-EM), la técnica dominante para la deteccién
de farmacos polares y no volatiles desde finales de los afios 80 (Hao et al., 2007). No
obstante, en la mayoria de los laboratorios en México no esta disponible este tipo de

tecnologias, sumandose a ello, las bajas concentraciones en las que pueden ser
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detectados, la complejidad de las matrices ambientales y la falta de métodos estandar

para compuestos especificos.

El agua residual porcicola se caracteriza por su alta concentracién en materia organica,
y aunque muchas de las granjas en el estado cuentan con sistemas de tratamientos de
tipo bioldgico, como lagunas de oxidacion y biodigestores anaerobios, no se considera
la variacién de concentracion de contaminantes de los efluentes de diferentes procesos
productivos de la granja (Garzon-Zuiiga y Buelna, 2013), ni estdn especificamente
diseflados para la eliminacién de farmacos, por lo que la descarga de este tipo de
sustancias podria volverse un serio problema, sobre todo en Yucatan, por la
vulnerabilidad del acuifero. Las opciones de tratamiento tipicamente consideradas para
la remocion de contaminantes emergentes del agua potable y del agua residual incluyen
la adsorcion, procesos de oxidacion avanzada, nanofiltracion y reactores biologicos de
membrana. Sin embargo, estas opciones son poco viables para utilizar como tratamiento
en las granjas porcicolas de la regidn, debido al alto costo de operacién y mantenimiento.
En consecuencia, las aguas residuales porcicolas se descargan con o sin un tratamiento
anaerobico simple, por lo tanto, es de gran necesidad encontrar un método eficiente,

pero de bajo costo.

Los humedales construidos (HC) han sido empleados debido al bajo consumo de
energia, la facil operacion y el simple mantenimiento que requieren. Como una tecnologia
de vanguardia que ha experimentado décadas de evolucion, los humedales construidos
se han utilizado para el tratamiento de aguas residuales de diversos origenes, incluyendo
aguas residuales de actividades ganaderas (Luo et al., 2017), y en combinaciéon con
procesos de digestion anaerdbica (Han et al., 2019), pueden ser excelente alternativa de
tratamiento. Estos funcionan utilizando procesos naturales que incluyen vegetacion, un
soporte sélido y los consorcios de microorganismos asociados, para asistir en el
tratamiento de agua residual (Carvalho, 2013). Su potencial para la remocién de
farmacos veterinarios ha llamado la atencién; por ejemplo, en China se demostré la
remocion hasta del 98% de antibidticos usados en la ganaderia porcina como la

oxitetraciclina y enrofloxacina (Huang et al., 2015), y aunque en general no son usados
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como Unico tratamiento, son la alternativa viable a las necesidades de tratamiento en las

granjas porcicolas de Yucatan.

Por las razones expuestas, se plantea en este trabajo de investigacion evaluar el
potencial de los humedales construidos como opcion de tratamiento para los farmacos
de uso veterinario detectados en el agua residual proveniente de algunas de las granjas
porcicolas pequefias y medianas que operan con sistema semitecnificado en Yucatan,
estableciendo los porcentajes de remocion para cada configuracion de humedal e
identificando las variables con mayor influencia en la remocién, como el tipo de soporte,
tipo de planta y tiempo de retencion; no sin antes, establecer los métodos analiticos para
la deteccion de estos farmacos contaminantes en el agua residual. Y de acuerdo con los
resultados presentados, concluir si este sistema de tratamiento es adecuado y viable

para su instalacion y operacién en las granjas por parte de los porcicultores de la region.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la remocién de contaminantes emergentes presentes en el agua residual de

granjas porcicolas en el Estado de Yucatan, utilizando humedales construidos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar el tipo de compuestos, la frecuencia y etapas de mayor administracion
de farmacos a los cerdos en las granjas, a través de la informacion obtenida a través
de encuestas.

e Establecer los métodos analiticos para la deteccion de los contaminantes
emergentes de mayor prioridad o consumo en el agua residual porcicola de las
granjas seleccionadas para el estudio.

e Desarrollar y validar los métodos analiticos para la deteccion de los contaminantes
emergentes en las muestras de agua residual porcicola.

e Evaluar el efecto en los humedales construidos, de cada una de las variables y de
la relacion entre variables, segun tipo de planta, soporte y tiempo de permanencia,

en la remocién de los contaminantes emergentes en el agua residual porcicola.
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Il. MARCO TEORICO
2.1 Laganaderia porcicola en Yucatan

En los afios setenta, el gobierno del Estado de Yucatén, a raiz de la crisis henequenera,
buscé apoyar a los campesinos a través de la diversificacién de actividades productivas,
por lo que crianza de cerdos se inici6 como negocio familiar, seguido de un esquema de
produccién de ejidatarios. A principios de la década de los noventas el esquema de
produccién cambi6 notablemente, volviéndose un gran sistema de granjas mas grandes
con mayor poblacion de animales, convirtiendo a la porcicultura en una de las actividades
mas importantes para la economia regional (Méndez et al., 2009), teniendo como
compradores mas importantes: la industria procesadora de embutidos, los
supermercados y las carnicerias y mercados regionales (Diaz y Rodriguez, 2010), lo cual
ha convertido al estado en uno de los principales productores de carne de cerdo (Figura
1) (FIRA, 2017; SAGARPA, 2015), con una produccién en 2017 de 138,917 toneladas,
exportando a paises como Japoén, Corea del Sur, Estados Unidos y Canada. De acuerdo
con la Encuesta Nacional Agropecuaria 2017, hay mas de un millon de cerdos, de los
cuales mas de la mitad eran de engorda, con un peso promedio de 95.48 kg (INEGI,
2017).
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Figura 1: Principales estados productores de carne de cerdo en México, 2014-2016
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La produccion porcina en el estado se realiza en granjas de diversos tamafios
clasificadas como pequefas, medianas, grandes y mega, las cuales operan de acuerdo
con las tecnologias que manejan y se catalogan como sistema tecnificado,
semitecnificado privado, semitecnificado ejidal y de produccion familiar (Méndez et al.,
2009). Se tienen registradas alrededor de 470 granjas en todo el estado de Yucatan
(SEDUMA, 2015) y tan solo en el municipio de Mérida existen 26 granjas porcicolas y en
conjunto con las de los municipios cercanos, suman mas de 100, de acuerdo con la Tabla

1, siendo éste el dltimo registro que se tiene reportado.

Tabla 1: Numero de granjas porcicolas en Mérida y municipios cercanos

Municipio Total an 21000
animales

Mérida 26 -
Progreso 5 3
Ucu 2 -
Kanasin 6 4
Conkal 36 7
Tixpéhual 5 1
Uman 15 -

Fuente: SEDUMA (Ahora SDS)

En cuanto a la operacion de las granjas porcicolas, es sabido que es de las actividades
pecuarias que mas preocupacion genera en materia ambiental, sobre todo la generacion
de aguas residuales, en donde se conjuntan el agua para el lavado de los cerdos, el agua
para la limpieza de las excretas y el agua para beber desperdiciada, junto con sobras de
alimento; lo que provoca que sea un agua residual con una alta carga de materia
organica con presencia de solidos suspendidos, coliformes fecales, nitrégeno y fésforo.
Tan solo Estado de Yucatan se producian aproximadamente 16,700 m? (Drucker et al.,

2003) diarios de aguas residuales de granjas porcicolas.
2.1.1 Ganaderia porcicolay su problematica ambiental

Pese a la importancia de la ganaderia porcicola los residuos que genera representan
un serio problema de contaminacién. El agua residual de las granjas porcicolas no recibe
el tratamiento adecuado debido a la diversidad de condiciones presentes en cada granja,
como el tamafio, poblacion de animales en cada una de las etapas, lo que genera una

variacion en la concentracion de los contaminantes (Garzén y Buelna, 2014), por lo que
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la mayoria de los sistemas de tratamiento de efluentes, presentan bajas eficiencias de
remocion en cuanto a materia orgénica, nitrégeno, fésforo; la generacién de gases como
amoniaco y metano; y la presencia de metales pesado, plaguicidas (Méndez et al., 2009)
y se presume también la presencia de contaminantes emergentes. El inadecuado
tratamiento o disposicion final de estos efluentes puede llegar a ocasionar la
contaminacién de aguas subterrdneas, donde el problema de disposicion de aguas
residuales porcicolas y su tratamiento abarca muchas posibles soluciones dependiendo
de las circunstancias: como el tamafio de la granja, su ubicacion, la disposicién de

terreno, las costumbres de trabajo, el tipo de granja (Magafia y Drucker, 2001).
2.2 Contaminantes emergentes

Los trabajos en ciencia y tecnologia ambiental se habian centrado en la investigacion y
desarrollo para la deteccion y tratamiento de los contaminantes que se encuentran
regulados en las legislaciones de los paises, pero desde décadas recientes se ha
empezado a prestar atencidn a contaminantes, que han sido encontrados aun en
concentraciones muy pequefias y que representan un alto potencial de impacto
ambiental y daflo a las especies, y aunque su presencia no es reciente, si lo es la
preocupacion por sus efectos, lo que llevd a nombrarlos como “contaminantes
emergentes” (Barceld y Lopez, 2008). El sentido de emergentes se le puede atribuir a
Rachel Carson, quien en su libro “Primavera Silenciosa” de 1962, mostré evidencia
convincente de que el amplio uso de DDT para eliminar mosquitos y otras plagas caseras
habia ocasionado la muerte y decadencia en la poblacion de péajaros y aunque fue
criticada por dar tal advertencia, después el mismo DDT, también usado como plaguicida
fue prohibido y hoy sus efectos tdxicos son conocidos (Sauvé y Desrosiers, 2014). Con
este término se denominan a todos aquellos compuestos de distinto origen y naturaleza
guimica (Gil et al., 2012) que permanecen sin regulacion ambiental o estan en proceso
de tenerla y no se tienen la informacién suficiente para concluir sus efectos en los seres
vivos y en el ambiente ni sus limites maximos permisibles. La EPA los define como
nuevos compuestos quimicos sin estatus de regulacién y cuyo impacto en el ambiente y

la salud humana es escasamente entendido (Deblonde et al., 2011).
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Dentro de los contaminantes emergentes se encuentran los farmacos de uso
veterinario, que son utilizados en la ganaderia en grandes cantidades para la prevencién
y tratamiento de enfermedades y como promotores de crecimiento (Sim et al., 2011). Los
farmacos son excretados en su forma original o como metabolitos (Sandor et al., 2012),
pero solo una pequefa parte de estos compuestos han sido estudiados desde el punto
de vista ambiental (Cunningham, 2008). Se ha reportado la toxicidad de varios farmacos,
gue incluyen casos de mortalidad en algas, invertebrados y peces (Escher et al, 2011).
Asimismo, antibioticos y mezclas de estos han sido encontrados en microorganismos
acuaticos como cianobacterias y algas verdes (Gonzélez et al., 2013), convirtiéndolos en
la principal causa para la propagacion de cepas resistentes a los antibiéticos en las
poblaciones bacterianas (OMS, 2015; Sandor et al., 2012). También se pueden
mencionar los efectos negativos en la reproduccion de los peces ocasionada por los
compuestos estrogénicos y la inhibicién de la fotosintesis en algas causada por (-

bloqueadores (Escher et al., 2011).
2.2.1 Ingreso de los farmacos veterinarios al ambiente

Entre los mecanismos de incorporacion de los farmacos a los cuerpos de agua estan
los procesos de excrecion de animales y humanos, los vertidos de la industria
farmacéutica, los residuos hospitalarios, la disposicién inadecuada de recipientes vacios,
farmacos vencidos o no utilizados, y los vertidos de instituciones de investigacion y
desarrollo de farmacos, entre otros (Jiménez, 2011). Debido a la constante recarga y a
Su naturaleza quimica, no pueden ser tratados efectivamente como otros contaminantes
(Eibes et al., 2011). Antibidticos usados por animales, llegan al suelo a causa de los
animales de pastoreo o el estiércol utilizado como fertilizante, pudiendo llegar a los
cuerpos de agua mediante el agua de lluvia, Se ha reportado su presencia en aguas

subterraneas o agua para beber (Ahmad et al., 2012).
2.2.2 Farmacos de uso veterinario como contaminantes emergentes

El principal objetivo de la produccion porcina es obtener la mayor ganancia en peso de
los animales, con el menor consumo de alimento y tiempo de engorda posible. Sin

embargo, la produccién porcina se ve afectada por diversos tipos de enfermedades,
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siendo las més comunes las enfermedades parasitarias, las infecciones respiratorias y
gastrointestinales (Ballina, 2010). Es entonces que se recurre a la administracién de
farmacos, sobre todo antibidticos, utilizados para el control y la prevencion de
enfermedades y como promotores de crecimiento (Tasho et al., 2016; Pan et al., 2011),
por su efecto en el crecimiento de microorganismos sintetizadores de nutrientes en el
tracto intestinal de los cerdos (Dibner y Richards, 2005); siendo el alimento o el agua las
vias de administracién mas usadas para suministrarlos (Cancho et al., 2000).

Esta practica podria convertir a los cuerpos de agua en un reservorio de
microorganismos resistentes a multiples farmacos, esto sucede debido a que los
antibidticos, que se liberan principalmente en el medio ambiente a baja concentracion,
ejercen una alta presion selectiva sobre las comunidades bacterianas y, en
consecuencia, aceleran el desarrollo de bacterias resistentes (Dires et al., 2018). Lo cual
representa una grave amenaza para el ambiente que comprende, impactos a la salud
humana a través de la ingesta de productos alimenticios de origen animal o vegetal y el
agua potable con residuos de antibidticos, efectos toxicos en animales no objetivo e

impactos ecoldgicos en los ecosistemas (Bartikova et al., 2016).

Otro grupo de sustancias que se administran a los cerdos con fines de incrementar la
productividad, son los B-agonistas adrenérgicos, son sustancias analogas a la adrenalina
y noradrenalina que favorecen el anabolismo de las proteinas y la disminucion de las
grasas (Ku, 2011), incrementando el peso de los animales y la calidad de la carne magra.
Dentro de este grupo destacan el clembuterol y la ractopamina, de los cuales el primero
ha sido prohibido por su dafio a la salud humana, mientras que la ractopamina se
metaboliza rapidamente en los animales (Sumano et al., 2002). Se ha estudiado que la
exposicidon a la ractopamina en concentraciones detectadas en aguas residuales
liberadas de granjas y en cuerpos de agua, puede inducir alteraciones del
comportamiento y desequilibrio del estado oxidativo en adultos de pez cebra (Sachett et
al., 2018).

Una medida que se debe seguir para eliminar los riesgos a la salud humana con el
consumo de carne de cerdo es la implementacion de programas de control de parasitos

internos. Los farmacos antihelminticos se utilizan ampliamente para el tratamiento de
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parasitos gastrointestinales, mas de diez diferentes antihelminticos estan disponibles
comercialmente (Sim et al., 2013), siendo la ivermectina uno de los antihelminticos mas
utilizados. En el aspecto ambiental, se ha prestado atencion a los antihelminticos debido
a su resistencia a la biodegradacioén y riesgos potenciales en organismos no objetivo, ya
gue pueden causar efectos subletales criticos en organismos como lombrices de tierra 'y
facilitar la formacion de cepas de parasitos resistentes (Horvat et al., 2012). Algunos
ejemplos de farmacos que se administran a los cerdos en las granjas porcicolas (Tasho
et al., 2016; Bartikova et al., 2016; Wu et al., 2010) y sus efectos en el ambiente o en

seres vivos se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2: FArmacos comUnmente administrados granjas porcicolas

Propiedades

Farmacos C!ase de fisicoquimicas Efectos ambientales y/o toxicidad
farmaco ”
(Kim et al., 2019)
PM: 253.28 g/mol Resistencia bacteriana (Patrolecco et al., 2018)
Sulfamet | Sulfonamid Sol. H0: 610 mg/L (37 °C) DLso alga: 0.81 mg/L, DLso cianobacteria: 0.027 mg/L
ultametoxazo ultonamida log Koctanolragua: 0.89 (van der Aa et al., 2011)
PM: 460.43 g/mol Irzzggtizi:;;g:ég:rigi;nto microbiano en lodos activados,
Oxitetraciclina Tetraciclina i;l'r'; 0:313 m%/; (25°C) DLso Litopenaeus vannamei: >160 mg/L
octanal/agua: = (Schmidt et al., 2007)
PM: 875.101 g/mol Altamente persistente en sedimentos
Ivermectin Lactona Sol. H.0: 4 mg/L (25 °C) DLso Daphnia magna: 25 ng/L
ctina macrociclica log Koctanol/agua: 3.2 (Sanderson et al., 2007)

Enrofloxacina

Tilosina

Penicilina G

Ractopamina

Estreptomicina

Gentamicina

Neomicina

Fluoroquinolona

Macrélido

B-lactamico

B-agonista

Aminoglucésidos

Aminoglucésido

Aminoglucoésido

PM: 359.39 g/mol
Sol. Hz0: 146 mg/L (25 °C)
IOQ Koctanollagua: 4.45

PM: 916.11 g/mol
Sol. H20: 5 mg/mL (25 °C)
IOQ Koctanollagua: 1.63

PM: 334.39 g/mol
Sol. H20: 210 mg/L (25 °C)
Iog Koctanol/agua: 1.83

PM: 301.39 g/mol
Sol. H20: 4100 mg/L (25 °C)
|Og Koctanol/agua: 2.4

PM: 581.58 g/mol
Sol. H:0: 12.8 g/L (25 °C)
Iog Koctanol/agua: -7.53

PM: 477.60 g/mol
Sol. Hz0: 100 mg/mL (25 °C)
Iog Koctanol/agua: -1.88

PM: 614.65 g/mol
Sol. H20: 250 mg/mL (25 °C)
IOQ Koctanollagua: -3.70

Resistencia bacteriana, afecta fertilidad de suelos
(Trouchon y Lefebvre, 2016)

CEsp alga: 49 pg/L

CEso cianobacteria: 7400 pg/L

(Robinson et al., 2009)

Resistencia bacteriana, altamente persistente en
sedimentos

DLso C. closterium: 0.27 mg/L

(Hagenbuch et al., 2012)

Resistencia bacteriana
CEso Daphnia magna: 1496.9 mg/L
(Havelkova et al., 2016)

Alteraciones endocrinas en peces a concentraciones de 5
a 625 pg/L (Sun et al., 2015)

Retardo en el crecimiento de algas a concentraciones de
0.09 a 0.86 mg/L 11 (Harrass et al., 1985)

Resistencia bacteriana (Kimmerer, 2009)

Resistencia bacteriana, alteraciones de poblaciones
microbianas y su funcionamiento ecolégico
(Grenni et al., 2018)

PM: peso molecular, Sol. H20: solubilidad en agua, log K: coeficiente de reparto, DLso: dosis letal media, CEso: concentracion efectiva media maxima

Los compuestos mencionados anteriormente son solo algunos ejemplos de farmacos

utilizados en las granjas de cerdos en Yucatan para optimizar su crianza y mejorar la

produccion, también pueden utilizarse germicidas y antiparasitarios externos, vacunas y

aditivos no nutritivos, como por ejemplo enzimas y prebidticos. La frecuencia, dosis y

medio de administracion de los farmacos puede variar de acuerdo con el tipo y tamafio

de la granja porcicola. La mayoria de los farmacos veterinarios no son metabolizados

completamente por humanos y animales, por lo que del 25 al 75% del compuesto pasa
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al ambiente a través de las excretas, por lo que pueden ser mas probablemente
encontrados en los efluentes de las granjas (Zheng et al., 2017). Con esta metabolizacion
incompleta, se consideran también los productos de biotransformacién, que se generan
dentro de los organismos de los animales, por la accién de enzimas y bacterias en el
tracto digestivo y las bacterias y hongos presentes en el ambiente y los productos de
transformacién que ocurren en el ambiente, por reacciones fisicoquimicas como fotélisis,
hidrélisis, etc. Cabe destacar que dado la complejidad de las moléculas de estos
compuestos y su persistencia una transformacion completa y mineralizacion no llega a

ocurrir (Kimmerer, 2009).
2.3 Deteccion de contaminantes emergentes

Para abordar la presencia y distribucion de los farmacos en el ambiente, se necesitan
meétodos analiticos eficientes y confiables, pero surgen dificultades debido a la
complejidad de las matrices, el gran nimero de compuestos presentes y las bajas
concentraciones en las que éstos se encuentran en las muestras (Aguera et al., 2013).
La preparacion de la muestra seguida por la separacion, y el analisis cualitativo y
cuantitativo con varios detectores se ha convertido en el enfoque estandar (Hao et al.,
2007). En la actualidad, las técnicas de cromatografia de gases y liquidos (CG y CL) en
combinacién con métodos modernos de extraccion, derivatizacion y limpieza brindan la
oportunidad de cuantificar muchos compuestos farmacéuticos hasta niveles de ng/L
(Kostopoulou et al., 2008). Se han estado desarrollando diferentes métodos, basados
principalmente en CLAE-EM y CG-EM, en combinacion la extraccion en fase solida (EFS)
basada en C18, para el andlisis de compuestos farmacéuticos. Sin embargo, los efectos
de la matriz son un problema importante en la extraccion de analitos; pero la preparacion
de la muestra es necesaria para eliminar las posibles interferencias, aumentar la
concentracion de un analito o para convertir un analito en una forma mas adecuada; v,
para proporcionar un método robusto y reproducible que sea independiente de las
variaciones en la matriz. La EFS ha reemplazado gradualmente la extraccion clasica de
liquido-liquido (ELL) y se ha convertido en la técnica de preparacion de muestras mas
comun en areas ambientales. En general, los limites de deteccién (LDD) alcanzados con

los métodos de CLAE-EM son mas altos que los obtenidos con los métodos de CG-EM,;
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sin embargo, la cromatografia liquida tiene ventajas en términos de versatilidad y
preparacién de la muestra, ya que no es necesaria la derivatizacion (Pavlovi¢ et al.,
2007).

2.3.1 Deteccién de contaminantes emergentes por CG-EM

La cromatografia de gases conlleva la vaporizacion de una muestra liquida, seguida de
la separacion de los diferentes compuestos gaseosos formados, asi pueden ser medidos
e identificados individualmente (Sawyer et al., 2003). El uso de la cromatografia de gases
en conjunto con la espectrometria de masas proporciona informaciéon de la estructura
molecular del compuesto, comparando el espectro de masas con bases de datos. En el
caso de los farmacos, se han desarrollado varias metodologias analiticas con CG-EM
para determinar antiinflamatorios no esteroideos en diferentes muestras ambientales, sin
embargo, algunos otros farmacos como las sulfonamidas, no es factible debido a la baja
volatilidad de estos compuestos. La derivatizacion podria superar este problema, pero la
principal desventaja de este proceso es el largo tiempo de preparacion de la muestra,
especialmente cuando se tiene un gran numero de éstas (Shaaban et al., 2011). En la
Tabla 3 se muestran algunos estudios para la determinacion de contaminantes
emergentes en diferentes muestras de aguas residuales, orina de ganado y otras

matrices acuosas, mediante CG-EM.
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Tabla 3: Contaminantes emergentes que han sido detectados por CG-EM

Compuesto

Método/condiciones de deteccién

Concentraciones
encontradas

Referencia

Ibuprofeno en agua
residual de la Ciudad
de México

Cafeina en agua
residual de Iztcar de
Matamoros, Puebla

Dexametasona en
orina de ganado

1783-Estradiol en
agua residual de

MEFS?2 con NaCl a pH 3y derivatizacion,
columna capilar ZB-5 30 m x 0.25 mm X
0.25 pm Y Tinicia= 70 °C Tfina= 300 °C

EFS® con acetato de etilo, metanol y
agua, columna capilar AB-5MS 30 m X
0.25 mm x 0.25 pm Y Tinicia= 80 °C Tfina=
290 °C.

EFS con NaOH, metanol y agua.
Columna SPB-5 30 m x 0.25mm x 0.25 pm
Y Tinicia= 100°C Tsna= 300 °C.

EFS con metanol y agua Yy
derivatizaciéon. Columna RTX-5 30 m x

48.0-1488 pg/mL

70-200 pg/mL

Deteccion hasta
0.2 ng/mL

Pefia-Alvarez y
Castillo-Alanis,
2015

Navarro et al.,
2014

Huetos et al.,
2002

Migowska et al.,

Polonia 0.25 mm x 0.25 Um Y Tinicia= 100 °C Tfina= 0.08-3.91 ng/L
300 °C

aMEFS: Micro Extraccion en Fase Sélida, PEFS: Extraccion en fase sélida

2012

2.3.2 Deteccion de emergentes por CLAE

La cromatografia liquida de alta eficiencia ha sido utilizada desde la década de los
sesentas, en la cual una fase movil es inyectado y bombeado mecanicamente a través
de una columna que esta empacada con la fase estacionaria, es utilizada para el analisis
de compuestos no volatiles, de los iones mas pequefios hasta grandes moléculas
biologicas (Wu et al., 2010). Es uno de los métodos mas populares y sensibles que puede
separar una amplia variedad de farmacos, algunos de los cuales no son susceptibles de
detectarse por cromatografia de gases (Babic¢ et al., 2006). Ha sido utilizada para el
analisis de residuos de antibidticos empleando detector UV de longitud de onda fija, de
longitud de onda variable, de fluorescencia, de arreglo de diodos y acoplado con
espectrometria de masas, el mas sensible pero costoso (Srinivasan et al., 2012). Varias
metodologias para CLAE para la deteccion de contaminantes emergentes en aguas
residuales de diversos origenes que se encuentran en la literatura se resumen en la
Tabla 4.
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Tabla 4: Contaminantes emergentes que han sido detectados por CLAE

. - ., Concentraciones .
Compuesto Método/condiciones de deteccién Referencia
encontradas

EFS, columna 100CN 125 mm x 4.0 mm X
5 um, DAD, fase moévil: &cido oxalico-
acetonitrilo, 280 nm

Enrofloxacina en agua
residual farmacéutica,
Croacia

23.7 pg/L Babi¢ et al, 2006

EFS, columna C18 150 mm x 4.6 mm x 4
pm, DAD-DFL, fase movil: acido acético
0.1%-acetonitrilo, 280 nm

Enrofloxacina en agua
residual industrial,
Croacia

ASperger et al,
6.7 pg/L 2014
EFS, columna RP18 125 mm x 4.0 mm x 5

Carbamazepina en um, DAD-DFL, fase mdvil: metanol- Santos et al,

i I . .55-2.1 L
aguaresidualurbana, 2 o nitrilo-KHPOS, 285 nm 0.55-2.1ngf 2005
Espafia
EFS columna C18 250 mm x 4.6 mm x 5
Diclofenaco enagua  pm, DAD-DFL, fase movil: acetonitrilo- 1020 ug/L Patrolecco et al.,
residual urbana, Italia agua-acido acético glacial, 230 nm M9 2013
EFS columna RP18 70 mm x 4.6 mm x 5
Sulfametoxazol en m, DAD, fase mdvil: metanol-solucién 7.3-40.8 ug/L Vosough et
lodo de PTAR, Iran ~ H 2P ' SO Hg al.,2015

amortiguadora de fosfatos, 270 nm
aEFS: Extraccion en fase sélida, " DAD: Detector de arreglo de diodos, °DFL: Detector de fluorescencia

2.3.3 Deteccion de emergentes por espectrofotometria de fluorescencia

Aunque la cromatografia liquida es uno de los métodos mas comunmente aplicados
para la determinacion de compuestos farmacéuticos y sus productos de degradacion en
las muestras acuosas, las técnicas que requieran menos separaciones y pasos de
limpieza previos de la muestra, minimizando el uso de solventes organicos son de gran
interés, tal es el caso de la espectrofotometria de fluorescencia. El uso de técnicas
Opticas para la deteccion de la calidad del agua ha atraido mucho interés, ya que ofrecen
muchas ventajas sobre las técnicas de deteccion tradicionales, como los tiempos de
respuesta mas rapidos, la adquisicion de datos dinamicos y, en algunos casos, el
monitoreo no invasivo (Reynolds, 2002). Entre las técnicas oOpticas se encuentra la
espectrofotometria de fluorescencia, que ha demostrado ser una valiosa técnica para
caracterizar y monitorear aguas residuales rastreando fuentes de contaminacion
(Carstea et al., 2016), en la regién UV-Visible. Puede usarse para realizar las mediciones
directamente en una matriz, con caracteristicas favorables de simplicidad, sensibilidad,
robustez, selectividad, rapidez, etc. (Moreira et al., 2005) Esta técnica se utiliza para

detectar la presencia de una sustancia o una clase de sustancias de interés con gran
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especificidad. En la Tabla 5 se muestran ejemplos de estudios realizados para la

determinacién de contaminantes emergentes en diferentes matrices, utilizando esta

técnica.
Tabla 5: Contaminantes emergentes que han sido detectados por fluorescencia
Método/condiciones de Concentraciones .
Compuesto ., R Referencia
deteccion encontradas
. . . Aex=245 nm N L
Triclosan en agua residual _ Se midié remocion .
urbana, ltalia Aem=440 nm >70% Sgroi et al., 2017
Sulfonamidas en leche, Aex=390 nm
Espafia Aem=480 nm 30-210 pg/L Rodriguez et al., 2010
Carbamazepina en agua Aex=246-333 nm ,
. ~ H - h I,
subterranea, Espafia Aem=380-480 nm >0.13 ng/mL urtado 2S Oaln; ezeta
Sulfonamidas en leche, Aex=350-450 nm .
11 k D l., 2007
Espafia Aem=420-550 nm 5 nalkg ez etal.,, 200

2.3.4 Deteccion de emergentes por voltamperometria ciclica (electroquimica)

Los métodos electroquimicos han cobrado un gran interés debido a las ventajas de ser
mas simples y sensibles, ofrecen una excelente estabilidad y repetibilidad; y tiempos
cortos de analisis en comparacion con los métodos tradicionales. La simplicidad de
manejo, el bajo costo y su potencial adecuado para la automatizacion constituyen un
amplio campo de investigacion que se esta expandiendo constantemente en el area de
la quimica analitica (Wong et al., 2018). Dentro de las técnicas analiticas que se han
reportado para la deteccidon de farmacos, se encuentra la voltamperometria, esta técnica
resulta de gran importancia en el campo de la electroquimica, especialmente para
estudios de procesos redox, mecanismos de reaccion, propiedades electrocataliticas,
etc. No tiene igual relevancia para determinaciones cuantitativas, sin embargo, mediante
ensayos relativamente sencillos y rapidos es posible obtener un importante conjunto de
informaciones. Esta técnica se basa en aplicar un barrido de potencial al electrodo de
trabajo tanto en el sentido directo como en el inverso, es decir realizando lo que se
denomina barrido triangular de potencial, iniciando en un valor inicial E; hasta un valor de
corte denominado Ef (Vazquez, 2007), midiendo la intensidad de corriente que circula
por el electrodo de trabajo. La voltamperometria ciclica ha sido utilizada en la deteccion

de compuestos farmacéuticos presentes en muestras acuosas como orina. Su ventaja
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frente a la cromatografia radica en el menor tiempo de preparacion de la muestra y de
analisis, ademas de que se utilizan equipos de menor costo y tamafio (Svorc et al., 2012).
Entre todos los tipos de electrodos que se utilizan en esta técnica, los de diamante
dopado con boro (DDB) se han convertido en un material prometedor para su uso en el
analisis voltamétrico, debido a sus caracteristicas, que incluyen grandes rangos de
potencial anddico y catédico (> 2 V), corrientes de fondo bajas y adsorcién minima. Las
caracteristicas electroquimicas de los electrodos DDB estan directamente vinculadas al
nivel de dopaje de boro necesario para convertirse en el material conductor, pero en
niveles mas altos de dopaje, el electrodo DDB exhibe una gran cantidad de sitios sp2
gue mejoran la adsorcion de materiales organicos y la corriente de fondo. Ademas, los
electrodos DDB pueden considerarse ecoldgicos, ya que pueden usarse para reemplazar
el mercurio como electrodo de trabajo en numerosos analisis (Selva et al., 2017). En la
Tabla 6 se muestran algunos ejemplos de cdmo se ha utilizado la voltamperometria para

la deteccion de farmacos.

Tabla 6: Contaminantes emergentes que han sido detectados por voltamperometria

. - ., Concentraciones .
Compuesto Método/condiciones de deteccidén Referencia
encontradas

Voltamperometria ciclica
Electrodo de trabajo: DDB
Electrodo auxiliar: Pt
Paracetamol en orina Electrodo de referencia: Ag/AgCl LDD"= 0.430 M Niedziatkowski
humana, Polonia Electrolito: solucién amortiguadora de ' et al., 2019
fosfatos pH 7, 0.01 M
Velocidad de escaneo: 100 mV/s

Voltamperometria ciclica
Electrodo de trabajo: DDB
Electrodo auxiliar: Pt
Enrofloxacina en Electrodo de referencia: Ag/AgCI 0.006 pg/mL Donmez et al.,
orina humana, Turquia Electrolito: solucién amortiguadora de ' 2018
fosfatos pH 2.5, 0.1 M
Velocidad de escaneo: 100 mV/s

Voltamperometria diferencial de pulso
Electrodo de trabajo: DDB
Electrodo auxiliar: carbon serigrafiado
Electrodo de referencia: Ag 2.1-3.8 uyM
Electrolito: solucion amortiguadora Britton-
Robinson pH 4, 0.5 mM
Velocidad de escaneo: 100 mV/s

Benzocaina en orina
humana, Ucrania

Pysarevska et
al., 2018

2L DD: Limite de deteccion
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2.4 Procesos utilizados en el tratamiento de contaminantes emergentes

Las propiedades fisicoquimicas de muchos contaminantes emergentes hacen dificil su
eliminacion mediante los procesos convencionales de tratamiento de agua. Uno de los
principales problemas de este tipo de contaminantes radica en que las actuales plantas
de tratamiento de aguas residuales no consiguen eliminarlos, éstas se encuentran
disefiadas para eliminar materia organica y nutrientes en mayores concentraciones. Por
ello, los contaminantes emergentes se encuentran presentes en aguas superficiales,
aguas subterraneas y de consumo humano (Patifio et al., 2014). Las opciones de
tratamiento tipicamente consideradas para la remocidén de contaminantes emergentes
del agua potable y del agua residual incluyen la adsorcion, los procesos de oxidacion
avanzada, nanofiltracibn y membranas de osmosis inversa. Sin embargo, las desventajas
de la mayoria de estos métodos son el alto costo y operaciéon complicada (Grassi et al.,
2012). En el caso de los farmacos, debido a su uso continuo, la accion inhibitoria en los
procesos bioldgicos y sus propiedades fisicoquimicas permiten su penetracion a través
de todos los filtros naturales e instalaciones de tratamiento instaladas (Babic et al., 2012;
Hey, 2013). Por esta razén, cuando no se puede instalar algun sistema de tratamiento
especifico para remover contaminantes como los farmacos, se deben implementar
sistemas de tratamiento alternativos o adicionales para reducir los problemas y efectos

gue pudieran ocasionar al ambiente y a la salud.
2.4.1 Humedales para el tratamiento de aguas residuales porcicolas

Los primeros experimentos usando humedales construidos (HC) para el tratamiento de
aguas residuales fueron realizados en Alemania a principio de los cincuenta (Tore et al.,
2012). En la etapa inicial de su desarrollo se utilizaron principalmente para el tratamiento
de aguas residuales domésticas y urbanas y mas recientemente se ha aplicado para
tratar los efluentes agricolas, ganaderos, mineros, industriales, aguas de drenaje,
lixiviados, aguas de acuacultura y escorrentia urbana y de carreteras. La eliminacion de
contaminantes en los humedales construidos es compleja y depende de una variedad de
mecanismos, que incluyen sedimentacion, filtracion, precipitacion, volatilizacion,

adsorcién, absorcién por la planta y diversos procesos microbianos (Wu et al., 2014). Su
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potencial para la remocion de contaminantes provenientes de las actividades humanas
ha llamado la atencion, y aunque en general no son usados como tratamiento Unico de
aguas residuales, su bajo costo y facilidad de operacion los han convertido en una
alternativa viables para el tratamiento de aguas residuales provenientes de granjas
porcicolas. Estas caracteristicas los han llevado a ser utilizados en paises en desarrollo,
donde han sido utilizados para la remociéon de DQO, DBO, solidos totales, sélidos
suspendidos totales, nitrdgeno total, nitrdgeno amoniacal y fésforo total (Chen et al.,
2016); pardmetros que se suelen medir para conocer el grado de contaminacion de este
tipo de aguas residuales. Hasta hace poco los humedales habian sido utilizados en el
sector ganadero para la remocién principalmente de nitrégeno, fésforo y materia organica
pero ya en afos recientes se ha estudiado que pueden ser utilizados para la remocion

de micro contaminantes organicos, como son los farmacos (Li et al., 2014).
2.4.2 Humedales para el tratamiento de farmacos en el agua residual porcicola

Recientemente se ha estudiado el potencial de los humedales construidos para la
remocion de farmacos presentes en el agua residual de las actividades pecuarias. Los
humedales construidos eliminan trazas de estos contaminantes organicos a través de
procesos sinérgicos que involucran la biomasa de las plantas, hidrdlisis, volatilizacion,
sorcion, biodegradacion y fotolisis (Sharif et al., 2014) (Figura 2). Donde los parametros
de disefio de los humedales influyen en estos procesos, entre los parametros de disefio
destacan: el soporte solido, el cual desempefia una doble funcion: proporcionar un
entorno basico para el crecimiento de plantas y microbios, y eliminar farmacos mediante
el efecto acoplado de la adsorcion, degradacion y absorcion bioldgica; las plantas y
microorganismos, proporcionan un area de superficie en la que se puede producir la
absorcidon de contaminantes, las bacterias pueden adherirse y crecer en las superficies
de las plantas (Guan et al., 2017); aunque algunos investigadores sefialan que la
importancia de las plantas de los humedales es insignificante cuando se tratan
antibidticos (Xiaoyan et al., 2015). La eleccion de las plantas es un tema importante en
los HC, ya que tienen que ser especies capaces de sobrevivir a los efectos toxicos
potenciales de las aguas residuales y también a su variabilidad (Carvalho et al., 2012).

Existe un consenso general entre muchos investigadores de que los humedales
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construidos tienen un gran potencial de ser utilizados como un sistema de tratamiento de
aguas residuales secundario alternativo o como un sistema de tratamiento de pulido de
aguas residuales para la eliminacién de farmacos, pero los estudios relevantes
informados son escasos y no son concluyentes en sus hallazgos (Li et al., 2014). Algunos
de estos estudios de sistemas de HC utilizados para la remocion de antibiéticos y otros

Radiacion 1
solar o
oy

farmacos se muestran en la Tabla 7.

Entrada Transporte de Plantas V
las raices a 2o
2 Fotodegradacion
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A ol DU 2 | ok
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o w3
s“Gontaminantes ¥ *o% Dilucion
+— Dispersion
Intercambio AGUA
agua-sedimento - = z
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Adsorcion Adsorcion _
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o e ‘Przclpltaclon ’
SEDIMENTO Consumo por las plantas . e Biodegradacion

microbiologica

Figura 2: Mecanismos generales de remocién de contaminantes en los humedales, adaptado de

Zhang et al., 2014

Tabla 7: Uso de humedales construidos como tratamiento para farmacos

Lugar y tipo de

Planta y/o soporte

Compuesto(s) humedal Remocion usado Referencia
L Miscanthus giganteus,
Sulfametoxazol y Republica Checa . 99
. . 95.8% Iris pseudacorus, grava .
diclofenaco en agua Humedal horizontal, . Sochacki et al., 2018
) L . . 77.6% de ceramita y arena de
residual sintética flujo subsuperficial
cuarzo
Naproxeno e China -
. . 82.3% Canna indica, grava
ibuprofeno en agua Humedal horizontal, 0 incica, gravay Zhang et al., 2018
. o . . 79% zeolita
residual sintética flujo subsuperficial
Oxitetraciclina y China Phragmites australis
diclofenaco en agua Humedal vertical, >84% . 9 ' Huang et al., 2017
! . . . ladrillo y concha de ostra
residual porcicola flujo vertical
Sulfametoxazol en Corea Phra&?;ggi ti:Ztra“S y
agua residual . 49.43% . . Choi et al., 2016
. Humedal horizontal saccharifloru, sedimento
porcicola .
de rio
Enrofloxacina y Portuaal Phragmites australis,
tetraciclina en agua 9 94-98% arena con raices de Carvalho et al., 2013

residual porcicola

Humedal vertical
flujo subsuperficial

plantas




33

HIPOTESIS

Es posible desarrollar y validar un método de deteccidén en agua residual porcicola de
farmacos de uso veterinario, que representan un efecto negativo para el ambiente,
debido a su administracién no controlada en granjas de ganado porcino.

Un método analitico validado permitira cuantificar farmacos provenientes de aguas
residuales porcicolas.

Es posible remover farmacos del agua residual porcicola mediante humedales

construidos.

PREGUNTAS DE INVESTIGACION

Como los humedales construidos han sido empleados para el tratamiento de micro
contaminantes en el agua residual municipal y porcicola, ¢Seran una alternativa
eficiente para la remocion de contaminantes emergentes como los farmacos?

¢ Los sistemas de tratamiento instalados en las granjas porcicolas son eficientes para
la remocion de contaminantes emergentes?

¢ Podrian los humedales construidos instalados como sistema adicional, ser una

mejor alternativa en el tratamiento y remocion de contaminantes emergentes?
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Il METODOLOGIA

Con base en los objetivos planteados para el proyecto se describen las actividades que
se realizaron durante el programa de doctorado.

3.1 Informacion sobre farmacos administrados al ganado porcino en Yucatan

En la primera parte del proyecto se buscé recabar la mayor informacién posible sobre
la administracién de farmacos al ganado en las granjas porcicolas del estado de Yucatan,
a través de una encuesta (Anexo 1), la cual permitié conocer cuales son los compuestos
gue consumen los cerdos, la via de administraciéon (con el alimento, en el agua o
aplicacion directa al animal), la frecuencia con la que el farmaco es administrado (si su
consumo es programado, las temporadas de mayor consumo, si se trata de profilaxis o
es un tratamiento especifico). Esta informacion permitié conocer que sustancias son mas
probables de encontrarse en las excretas de los cerdos y proponer la metodologia mas

adecuada para el tipo de compuestos que fueron analizados.

Las granjas que fueron seleccionadas para el estudio se encuentran en la periferia de
la ciudad de Mérida y en las comisarias cercanas, de acuerdo con la Tabla 8 y la Figura
3.

Tabla 8: Granjas porcicolas seleccionadas paralos muestreos

Granja Ubicacién
Kanasin
Sierra Papacal
Sierra Papacal
Paraiso, carr. Mérida-Progreso
Xcanatun
Chixulub pueblo
Chixulub pueblo
Conkal
San José Tzal
Cholul

T IOTMMmMmOoOO®™>
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Figura 3: Localizacién de las granjas seleccionadas para el estudio

3.2 Deteccion de contaminantes emergentes en agua residual porcicola

Con la informacion recabada en las actividades anteriores, se logro conocer cuales son

los compuestos que mayormente se administran a los cerdos en la granja, lo que

corresponde en su mayoria a antibioticos y p-agonistas. Por lo anterior se consider6 que

la cromatografia liquida de alta eficiencia es la técnica mas adecuada, debido al peso

molecular, propiedades quimicas (polaridad) y tamafio de las moléculas que se desean

detectar en las muestras de agua residual, adicionalmente una determinacién inicial

utilizando espectrofotometria de fluorescencia y voltamperometria ciclica, que sirvid

como un escaneo general para dichas granjas.
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3.2.1 Preparacion de las muestras

Se recolect6 1 L de muestra de agua residual, proveniente de la entrada (carcamo de
recepcién, donde se colecta el agua de lavado de los corrales y de los cerdos) y de la
salida del biodigestor, en cada una de las 10 granjas porcicolas descritas en la seccion
3.1. Las muestras se transportaron al laboratorio en botellas de vidrio ambar y fueron
refrigeradas a aproximadamente 4 °C. Se realizaron muestreos simples en cada una de

las granjas seleccionadas.

Para todos los analisis, las muestras fueron filtradas en varias etapas que incluian: una
malla de algodon estéril de 1 mm, filtro comercial para cafeteras de 85 um, papel filtro
cualitativo comercial de 25 ym y papel filtro Whatman No.2 de 8 ym. Para el caso
exclusivo de la cromatografia liquida de alta eficiencia, se recuperaron 250 mL de la
muestra filtrada y adicionalmente se realizo la extraccion en fase sdlida (EFS) (Figura 4),
utilizando cartuchos Octadecyl C18 de 6 mL (J.T. Baker). Siguiendo el siguiente
procedimiento: 1) se acondicionaron las columnas con 30 mL de acetonitrilo (grado HPLC
= 99.9%, Sigma-Aldrich), 30 mL de metanol (grado HPLC = 99.9%, Sigma-Aldrich) y 30
de agua tridestilada Millipore. Los cartuchos se mantuvieron himedos antes de introducir
las muestras; 2) se hicieron pasar 250 mL del agua residual previamente filtrada,
utilizando vacio a razén de 1.3-2 mL/miny la presion estuvo por debajo de 20 mmHg; 3)
se realiz6 el lavado de las columnas con 25 mL de agua tridestilada Millipore. 4)
finalmente, la elucién se realizé con 6 mL de metanol (grado HPLC = 99.9%, Sigma-
Aldrich) y 6 mL de acetonitrilo (grado HPLC = 99.9%, Sigma-Aldrich), de los cuales fueron
recuperados por separado, 1 mL de cada uno en viales de cromatografia. Por tanto, los

resultados de las concentraciones estan referidos a ambas fracciones.
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Figura 4: Metodologia para extraccion en fase sélidas de las muestras (adaptado de Sandoval-
Riofrio, 2016)

3.2.2 Andlisis por espectrofotometria de fluorescencia

Las pruebas por esta técnica fueron realizadas en un equipo Lumina Fluorescence

Spectrometer (Thermo Scientific) con una lampara de xendén libre de ozono de 150 W

(Figura 5), que se encuentra en el Laboratorio de nano y biomateriales del CINVESTAV,

Unidad Mérida. Las lecturas se realizaron en celdas de poliestireno de 10x10x45 mm

(SARSTEDT, Alemania).

Figura 5: Equipo Thermo Lumina para espectrofotometria de fluorescencia
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Con esta técnica se analizaron 4 farmacos: enrofloxacina (99.8%, estandar analitico,
Vetranal™, Alemania), oxitetraciclina (= 95%, HPLC, Sigma-Aldrich, Israel), ractopamina
(95.5%, estandar analitico, Vetranal™, Alemania) y sulfametoxazol (= 95%, estandar
analitico, Sigma-Aldrich, Italia). Se prepararon soluciones madre de dichos compuestos
con una concentracion de 1000 pg/mL disueltos en etanol grado espectrofotometria UV
(UvasolR Merck, Alemania). Las curvas de calibracion se construyeron con siete puntos
en un intervalo de 0 a 1.47 pg/mL para oxitetraciclina y enrofloxacina, y de 0 a 14.77
Mg/mL para sulfametoxazol y ractopamina en una solucién 1:1 etanol/agua residual

utilizada como como blanco; con las condiciones mostradas en la Tabla 9.

Tabla 9: Longitudes de onda de excitacion y emision para los farmacos seleccionados

Farmaco A excitacion (nm) A emisién (nm)
Oxitetraciclina 390 512
Sulfametoxazol 300 381
Enrofloxacina 320 448
Ractopamina 286 305

Finalmente se analizaron las muestras de agua residual de cada una de las granjas,
afiadiendo 25 pL de cada muestra a 2 mL de solucidn blanco contenidos en la celda y se
realizaron las lecturas correspondientes para cada farmaco (Tabla 9). Los muestreos de
agua residual para el andlisis con esta técnica fueron realizados de junio a septiembre
de 2016.

3.2.3 Analisis por voltamperometria ciclica (electroquimica)

Para el caso exclusivo de la penicilina G sédica (= 98% (N), Sigma-Aldrich, Israel), se
analiz6 mediante voltamperometria ciclica, la penicilina G sédica (= 98% (N), Sigma-
Aldrich, Israel), de la cual se prepar6 una solucion madre 5 mM en una solucion
amortiguadora de acetato pH 3. Se construyé una curva de calibracidén para la penicilina
G con siete puntos en un intervalo de 0 a 1.72 mM, utilizando la solucién de acetato pH
3 como blanco. Las pruebas se realizaron en una celda de PVC con 1 cm de diametro
(a). El sistema estaba conformado por un electrodo de trabajo de diamante dopado de
boro de 5 x 2.5 cm (b); un electrodo auxiliar de grafito de 12 cm de largo y didmetro de
0.8 cm (c) y un electrodo de referencia de plata/cloruro de plata (d) (Figura 6). Las

mediciones fueron realizadas a una velocidad de escaneo de 0.05 V/s. El software
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utilizado fue Gamry Framework-Echem Analyst Version 4.2. Los muestreos de agua
residual para el analisis con voltamperometria ciclica fueron realizados de junio a agosto
de 2016. Los andlisis fueron realizados en laboratorio de electroquimica del
CINVESTAV, Unidad Mérida.

Figura 6: Sistema a) celday electrodos del sistema: b) electrodo diamante dopado de boro
(DDB), c) electrodo de referencia Ag/AgCl y d) electrodo auxiliar de grafito

3.2.4 Analisis por cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE)

Para el andlisis por CLAE se utilizé un equipo Agilent 1100 con detector de longitud de
onda variable UV y bomba binaria. El registro de datos fue realizado con el software
OPENLAB-CDS, Chemstation 2011 (Figura 7). Se emple6 una columna HYPERSIL
GOLD (Thermo Scientific) de 250 mm, 4.6 de diametro mm y 5 um de poro, operando a
25 °C de temperatura. Con esta técnica se analizaron 6 farmacos: enrofloxacina (99.8%,
estandar analitico, Vetranal™, Alemania), neomicina (estandar farmacéutico secundario,
EUA) oxitetraciclina (= 95%, HPLC, Sigma-Aldrich, Israel), penicilina G sddica (= 98%
(N), Sigma-Aldrich, Israel), ractopamina (95.5%, estandar analitico, Vetranal™,
Alemania) y sulfametoxazol (= 95%, estandar analitico, Sigma-Aldrich, Italia). Se
prepararon soluciones madre (1000 yg/mL) de neomicina, oxitetraciclina, penicilina G,
ractopamina y sulfametoxazol en metanol (grado HPLC = 99.9%, Sigma-Aldrich); y
enrofloxacina en solucion 1:1 metanol (grado HPLC = 99.9%, Sigma-Aldrich) / acetonitrilo
(grado HPLC = 99.9%, Sigma-Aldrich). Las curvas de calibracion se construyeron con

siete puntos en un intervalo de concentracién de 1 a 13.5 uyg/mL para enrofloxacina,
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penicilina G y ractopamina; de 2.5 a 15 pg/mL para neomicina y oxitetraciclina; y de 0.5
a 12.5 pyg/mL para sulfametoxazol. La fase movil consisti6 en una mezcla: 50% agua
tridestilada Millipore pH 4 (componente A) y 50% acetonitrilo (componente B), se utilizé
acido acético glacial para ajustar el pH. Se inyectaron 5 yL de cada solucion utilizando
el auto-muestreador del equipo. Inicialmente, se analizaron los 6 farmacos de manera
individual para obtener las condiciones de deteccidn: proporciones de las fases,
longitudes de onda, tiempo de corrida y velocidad de flujo, para después agrupandolos
de acuerdo con sus mejores caracteristicas cronograficas (resolucion del pico,
sensibilidad e intensidad) los compuestos en mezclas (Tabla 10). Posteriormente se
realizé el analisis de las muestras ya preparadas por extraccion en fase sélida, descrita
en la seccion 3.2.1. Los muestreos de agua residual para el analisis con esta técnica
fueron realizados de noviembre de 2016 a febrero de 2017. El analisis se realizé por
meétodo isocratico. Los analisis fueron realizados en laboratorio de analisis instrumental

de la Facultad de Ingenieria Quimica, UADY.

Tabla 10: Condiciones de analisis de los farmacos en cromatografia liquida

. A L Flujo Temperatura Tiempo de
Farmacos Fase movil . .
(nm) (mL/min) de la columna corrida
Mezcla 1
Sulfametoxazol 255  1:1 acetonitrilo / agua 0.4 25°C 20 min
Oxitetraciclina
Mezcla 2
Enrofloxacina 280  1:1 acetonitrilo / agua 0.4 25°C 20 min
Neomicina
Mezcla 3
Penicilina 230  1:1 acetonitrilo / agua 0.4 25°C 15 min

Ractopamina
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Figura 7: Equipo Agilent 1100 para cromatografia liquida de alta eficiencia

3.2.5 Validacion de los métodos

Fue necesario comprobar que los métodos analiticos utilizados demuestren resultados
confiables, dentro de intervalos definidos, por lo tanto, se realizaron las pruebas de
validacion, para determinar la linealidad, rango lineal, limites de deteccion y
cuantificacion, precision, exactitud y estabilidad de las soluciones. Lo anterior,
basandose en los protocolos de la Guia de Laboratorio para Validacion de Métodos y
Temas Relacionados (EURACHEM, 2014) y la Guia de Validacion de Procedimientos
Analiticos: Texto y Metodologia (ICH, 2005).

Se comprobd la linealidad de cada método, construyendo 3 curvas de calibracion por
triplicado para cada uno de los farmacos con seis puntos, a diferentes intervalos de
concentraciones, de acuerdo con el compuesto, utilizando las condiciones para cada
método descritas en las secciones anteriores. Con las curvas obtenidas se realizé el
ajuste por regresion lineal con minimos cuadrados, excepto para voltamperometria
ciclica, donde el ajuste se realizé6 mediante una ecuacion de segundo grado, utilizando
las areas bajo la curva. Para todos los casos se calculé el coeficiente de correlacion (R)

y el de determinacion (R?).
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Para las pruebas de precision y exactitud se realizaron 6 lecturas de la intensidad de
tres niveles de concentraciones por el método de afiadido-recuperado, utilizando como
blancos acetonitrilo, solucion 1:1 etanol/agua y solucion de acetatos pH 3; para
cromatografia liquida de alta eficiencia, espectrofotometria de fluorescencia, y
voltamperometria ciclica, respectivamente. Se establecié como criterio el porcentaje de
recobro (100 * 25%, coeficiente de variacion o desviacion estandar relativa de < 2%,
para métodos cromatograficos y de < 3%, para métodos espectrofotométricos (Vega,
2011).

Para el calculo de los limites de deteccion y cuantificacién se utilizé el método
recomendado por la guia de EURACHEM (2014) para validacion de métodos, empleando
las relaciones mostradas en la Ecuacion 1. Para el caso de espectrofotometria de
fluorescencia se calcularon a partir de la curva de calibracion, para cromatografia liquida
de acuerdo con los interceptos de la curva (Magnusson and Ornemark, 2014; ICH, 2005)
y para voltamperometria ciclica de acuerdo con la relacion sefal/ruido (Shrivastava y
Gupta, 2011, Stankovic y Kalcher, 2016; Bandzuchova et al., 2013).

LDD= 3.3So

LDC= 10So
Ecuacion 1: Expresiones para el calculo para el limite de deteccién y cuantificacién, donde LDD
corresponde al limite de deteccidn, LDC al limite de cuantificacién y Sp a la desviacion estandar
del blanco

Finalmente, para comprobar la estabilidad de los métodos se midieron las
concentraciones de las soluciones estandar cada 24 horas hasta obtener lecturas que

demostraran la disminucién de la concentracion inicial en un 15%.

Los analisis estadisticos se realizaron mediante el analisis de varianza de los datos,
utilizando la prueba de homogeneidad de varianzas de Levene's en el software Origin
version 2018, corroborando que no hubiera diferencia estadistica significativa (p < 0.05)

entre las varianzas de cada nivel de datos de las curvas al 95% de confianza.



43

3.3 Humedales construidos para la remocién de farmacos en agua residual

porcicola

La tercera etapa del proyecto de investigacion consistié en la implementacion de un
sistema de tratamiento que se pueda acoplar como complemento a los biodigestores ya
instalados en las granjas porcicolas de Yucatan, para la remocién de fisicoquimicos y
farmacos presentes en el agua residual del efluente directo de la granja o en el efluente

luego de su paso por el biodigestor u cualquier otro sistema operado en la granja.
3.3.1 Disefio y operacién de los humedales construidos

Se disefid un sistema a pequeia escala que consiste en 9 unidades de polipropileno
de alta densidad con dimensiones de 37x27x20 cm, en la cual se realizaron 72
experimentos incluyendo sus réplicas. En los humedales se utiliz6 como soporte solido
roca caliza sedimentaria, compuesta mayoritariamente por carbonato de calcio (CaCO3),
con trazas de carbonato de magnesio (MgCO3) y otros carbonatos, conteniendo ademas
pequefias cantidades de minerales como arcilla, hematita, siderita, cuarzo, etc. Este
material fue donado por el laboratorio de materiales de la Facultad de Ingenieria de
UADY, de este material se escogieron tres tamafos para en los humedales: arenas 0.88-
2.1 mm, gravas de 2.2-6 mm y la mezcla de ambas al 50% (Figura 8). Previamente se
realizaron pruebas (segun los métodos indicados) de granulometria (ASTM D 422-63),
peso volumétrico seco (ASTM C97-83), permeabilidad (ASTM D 2434-68); y gravedad
especifica, peso especifico y porosidad (ASTM D 854-83), para determinar si cumplia
con las caracteristicas para funcionar adecuadamente como soporte soélido de los
humedales construidos. Los ensayos fueron realizados en el Laboratorio de Geotecnia

de la Facultad de Ingenieria UADY.
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Figura 8: Material de soporte de roca caliza utilizado en los humedales construidos

En el sistema de humedales se utilizaron dos tipos de plantas: Typha (Typha latifolia),
recolectada en el Acuaparque al oriente de Mérida y papiro (Cyperus papyrus), adquirida
en un vivero de la zona norte de la ciudad (Figura 9). Las plantas pasaron por un proceso
de preparacion que consistié en un lavado con agua corriente y una desinfeccion de las
raices en una solucién de agua destilada con plata coloidal por 15 min, posteriormente
fueron trasplantadas a las unidades de los humedales con el soporte sélido con 250 g
de humus de lombriz, las plantas fueron regadas con agua corriente para después pasar
por un proceso gradual de adaptacion con agua residual porcicola del 10 al 60%, durante

tres meses (agosto a octubre de 2017), monitoreando el crecimiento de las plantas.

Figura 9: Plantas utilizadas en el experimento con humedales construidos

Ademas, se utilizaron tres unidades sin plantas como controles, cada una con su
respectivo soporte solido. Se manejaron cuatro tiempos de permanencia en el humedal
de 24, 48, 72 y 96 h, en el cual se evaluaron las concentraciones iniciales y finales de

una mezcla de farmacos (oxitetraciclina 2 pg/mL, sulfametoxazol 2 uyg/mL, enrofloxacina
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0.2 yg/mL, ractopamina 2 ug/mL, penicilina G 2 pg/mL) utilizando espectrofotometria de
fluorescencia y cromatografia liquida para el analisis de las muestras. En la Figura 10 se
muestra el sistema de humedales construidos, donde el soporte A corresponde a la
arena, el B a las gravas y el C a la mezcla de ambas, la planta 1 corresponde a Typha
latifolia, la planta 2 a Cyperus papyrus y el 3 a los controles sin plantas.

Figura 10: Sistema de humedales construidos a escala para la remocién de farmacos en agua
residual porcicola

Para el analisis estadistico de los experimentos con humedales se utilizé un analisis de
varianza (ANOVA) multifactorial utilizando el software Statgraphics Centurion 16.1.03,
para determinar qué factores (planta, soporte, tiempo) tuvieron un efecto
estadisticamente significativo (p < 0.05) sobre la remocion de los farmacos en los
humedales, también se evaluo la significancia de las interacciones entre los factores con

un 95% de nivel de confianza, basandose en el modelo estadistico: y;j, = u + 1, + B; +
Yk + TBij + ik + BYjk + &ijri- Previamente se realiz6 la prueba de Prueba de

Kolmogorov-Smirnov para verificar la normalidad de los datos. Para discriminar entre las
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medias se utilizo el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher.
Finalmente, se realiz6 un analisis discriminante para ayudar a predecir cual combinacion
de soporte y planta (variables categoricas) podria funcionar mejor para configurar un
humedal capaz de remover todos los farmacos con base en los valores de las variables
cuantitativas utilizando el software IBM SPSS Statistics version 25.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Informacién sobre farmacos administrados al ganado porcino en Yucatan

Con las respuestas obtenidas mediante la encuesta (Anexo 1), se logr6 obtener
informacién sobre los farmacos de mayor consumo en las granjas seleccionadas para
este estudio. La frecuencia de consumo varia segun la poblacion y tamafio de produccién
de la granja (Tabla 11), cabe destacar que la gran mayoria de estos compuestos
corresponden al grupo de los antibidticos (Tabla 12) y son administrados a los cerdos
durante los primeros dias de nacidos para la prevencion de enfermedades y como
tratamiento en cualquier etapa de la vida de los cerdos

Tabla 11: Tipos de granjas y vias de administracion de los farmacos

Via de administracion de los

Granja Tipo de granja  Poblacién Tipo de alimento .
farmacos
A Ciclo completo 186 Granos: sorgo, maiz, soya Oral e inyeccion
B . .
Engorda 600 Mezcla comercial Alimento
C . . . i
Pie de cria 651 Mezcla comercial Inyeccion
D Pie de cria 550 Premezcla Oral
E Ciclo completo 751 Mezcla comercial Inyeccién
F Engorda 651 Mezcla comercial Alimento
G Pie de cria 420 Mezcla comercial Alimento
H Ciclo completo 173 Mezcla comercial Oral
| Ciclo completo 457 Mezcla comercial Oral e inyeccién
J Ciclo completo 120 Granos Inyeccién

México no genera los productos que demanda la porcicultura, de ahi que se tenga que
importar el 41.5% de los cereales y el 98% de la soya que se consume en México. En
Estados Unidos, Canada e Inglaterra, los cerdos siguen una alimentacién, que incluye:
cebada, avena, arroz, trigo, residuos de panaderia, residuos de cerveceria, granos secos

de destileria, betabel, linaza, frituras, subproductos del trigo y del maiz, frijoles, canola,
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habas, chicharos, harinas de carne, subproductos lacteos, entre otros; mientras que en
América Latina, Asia y Oceania, se han manejado: platano, yuca, camote, papa y
moringa (Montero et al., 2015). Las fuentes mas utilizadas para la alimentacion porcina
en Yucatdn son el maiz y el sorgo, y de proteina la harina de soya y las mezclas

comerciales conteniendo ingredientes antes mencionados.

Tabla 12: Farmacos consumidos en las granjas porcicolas

Tipo de farmaco Uso o efecto Frecuencia de administracién
Sulfametoxazol Tratamiento y prevencion de enfermedades Recién nacidos durante 3-5 dias
Oxitetraciclina Promotor de crecimiento Diario, con el alimento

Ivermectina Ectoparasiticida y endoparasiticida Cada 15-42 dias

Amoxicilina Tratamiento y prevencion de enfermedades Cuando hay animales enfermos, durante 2-3 dias
Enrofloxacina Tratamiento de enfermedades Cuando hay animales enfermos, durante 2-3 dias

Tilosina Tratamiento de enfermedades Cuando hay animales enfermos, durante 2-3 dias

Penicilina G Tratamiento y prevencion de enfermedades Recién nacidos durante 3-5 dias
Ractopamina Promotor de crecimiento Diario, con el alimento
Estreptomicina Tratamiento de enfermedades Recién nacidos durante 3-5 dias

Gentamicina Tratamiento de enfermedades Cuando hay animales enfermos, durante 2-3 dias

Neomicina Tratamiento y control de diarreas Recién nacidos durante 3-5 dias

En especifico para estas 10 granjas, nombradas de la A hasta J, fueron reportados por
los porcicultores y duefios de las granjas que se administran a los cerdos los farmacos
presentados en la Figura 11. En este tipo de granjas en México, no se lleva un control
del consumo de farmacos por los cerdos, cada granja lleva su propio registro, por lo que
no se cuenta con datos globales de consumo a nivel nacional. Por ejemplo, en Espafia
se emplean 402 mg de antibiéticos por cada kg de carne producido, cuatro veces mas

gue Alemania y casi seis veces mas que Francia (Gonzalez-Zorn y Moyano, 2017).
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B Amoxicilina

® Enrofloxacina
M lvermectina

Otros

M Oxitetracilina
® Penicilina G

B Ractopamina

M Sulfametoxazol

M Tilosina

7|

Figura 11: Farmacos administrados en las granjas porcicolas seleccionadas de acuerdo con la
encuesta a los porcicultores
Los antibiéticos presentados en la grafica son los de uso frecuente en la porcicultura en
México, de los cuales se tiene reportado un consumo de 10-30 mg/kg para oxitetraciclina,
2.5-5 mg/kg para enrofloxacina y 12.5-15 mg/kg para sulfametoxazol (Montero et al.,
2015). En las granjas donde se realizo la encuesta no se tiene registro de las dosis que
son administradas. No obstante, la informacion anterior permitio decidir cuéles de estos
farmacos se utilizarian como estandares para el desarrollo de los métodos analiticos de
deteccion, con base en su importancia y uso en la ganaderia porcicola y la disponibilidad

y costos del reactivo. Los farmacos ya fueron descritos anteriormente en la seccion 3.
4.2 Analisis por espectrofotometria de fluorescencia

En la Tabla 13 se presentan los resultados de los analisis realizados por
espectrofotometria de fluorescencia para las muestras de agua residual provenientes del
carcamo de recepcion y del efluente del biodigestor, correspondientes a la entrada y

salida del sistema de tratamiento instalado en las granjas. Se muestran las
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concentraciones en ug/mL correspondientes a tres antibidticos (enrofloxacina,
sulfametoxazol y oxitetraciclina) y un bloqueador- (ractopamina) presentes en las
muestras de agua residual. Como se explica en la seccion 3, tanto las curvas de
calibracién como las lecturas de las muestras fueron realizadas en la misma dilucién, por

lo que los valores de las concentraciones en pug/mL deben considerarse como aparecen.

Tabla 13: Concentraciones de los farmacos detectados en las muestras agua residual en yg/mL

Farmaco Granja Influente (ug/mL) DE Efluente (ug/mL) DE
A 0.186 0.002 ND -
B 0.170 0.001 ND -
C 0.043 0.006 ND -
D 0.033 0.001 0.017 0.001
Enrofloxacina E 0.389 0.002 0.043 0.001
F ND - ND -
G ND - ND -
H ND - ND -
| ND - ND -
J 0.033 0.005 0.038 0.001
A 3.966 0.279 ND -
B 8.101 0.243 0.196 0.028
C 12.778 0.239 0.090 0.055
D 14.147 0.137 2.324 0.223
Sulfametoxazol E 0.265 0.224 6.762 0.737
F 11.637 0.161 4.051 0.295
G 2.368 0.083 2.224 0.018
H 2.516 0.083 3.864 0.088
I 4.607 0.082 1.952 0.199
J 5.972 0.393 9.748 0.021

DE: Desviacion estandar, ND: No detectado
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Tabla 13 (Continuacién): Concentraciones de los farmacos detectados en las muestras agua
residual en pg/mL

Farmaco Granja Influente (pg/mL) DE Efluente (ug/mL) DE
Oxitetraciclina A 1.337 0.105 0.140 0.030
B ND . ND .
C 0.532 0.033 ND -
D 0.725 0.017 0.255 0.009
E 0.799 0.016 1.167 0.029
F 1.039 0.002 1.158 0.023
G 0.021 0.020 1.072 0.030
H 0.445 0.031 1.318 0.003
| 0.782 0.041 1.427 0.038
J 0.561 0.003 0.163 0.027
Ractopamina A 4.108 0.033 ND -
B 0.109 0.048 ND -
C 3.574 0.123 ND -
D 2.969 0.042 ND -
E 4.258 0.067 ND -
E ND ND ND -
G 1.944 0.039 ND -
H ND ND ND -
I 1.044 0.016 ND -
J 0.420 0.009 ND -

DE: Desviacién estandar, ND: No detectado

Para 6 de las 10 granjas (Granja A, E, F, G, H e I) se detectd un incremento en la

concentracion del antibidtico oxitetraciclina en el efluente del biodigestor, esta

persistencia puede atribuirse a que es utilizado como promotor de crecimiento,

administrado en premezclas junto con el alimento de los cerdos (Gutiérrez et al., 2010),

este consumo diario representa una recarga constante que sobrepasa la capacidad del

sistema de tratamiento para degradar los compuestos. Para el caso del sulfametoxazol

también se detectdé mayor concentracion en el efluente; este hecho coincide con que las

granjas E, Hy J, son granjas de ciclo completo, donde el sulfametoxazol es administrado

a los cerdos recién nacidos durante los primeros 5-7 dias para la prevencion de diarreas

(Ballina et al., 2010), y en las granjas de este tipo, los ciclos de reproduccion son

frecuentes, por lo que las altas dosis de sulfametoxazol son necesarias, produciendo otra
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constante recarga. Por otro lado, el incremento en la concentracion de enrofloxacina soélo
se presenta en el efluente del biodigestor de la granja J. En el caso del unico B-agonista,
ractopamina, no se detectd en el efluente y podria haberse eliminado a un nivel por
debajo del limite de deteccién, pero la posible interferencia de la ractopamina en el
proceso de digestion anaerdbica aln se investiga (Santos et al., 2016). Para los valores
por debajo del limite de cuantificacion, este método tiene certeza para la region donde
se logro la calibracion, y fue posible detectar a nivel semicuantitativo las concentraciones
de farmacos entre el limite de deteccion y el limite de cuantificacion (Tabla 14). Los
valores por debajo del limite de deteccién pueden considerarse como no detectados y
para dichas muestras se recomienda utilizar métodos como la cromatografia liquida.
Podria considerarse que el valor de las concentraciones de estos farmacos detectados
en el agua residual de las granjas es alto si se comparan con las concentraciones de
farmacos comunmente encontradas en ambientes acuaticos, que estan en el intervalo
de pg/L o ng/L, pero debe tomarse en cuenta el suministro diario de antibidticos en las
dietas de los cerdos (determinado por la poblacion y el peso), la recarga continua de las
aguas residuales causada por la excrecion de los cerdos y la menor tasa de dilucion de
las aguas residuales en estas granjas, como consecuencia del menor volumen generado,
en comparacion con el de las aguas residuales urbanas, que tiene varias fuentes para la

generacion de aguas residuales.

En la Tabla 14 se muestran los coeficientes de correlacion R y determinaciéon R?,
confirmando la linealidad del método con valores de R> 0.99 para todos los farmacos
gue fueron analizados y se determina la region de la curva donde existe una relacion
directa entre la sefial instrumental y la concentracion del analito. Adicionalmente, se
muestran los limites de deteccién (LDD) y cuantificacién (LDC), los cuales corresponden
a las concentraciones minimas que el método puede detectar y cuantificar con exactitud

y precision.
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Tabla 14: Coeficiente de determinacidn, limites de deteccién (LDD) y cuantificacion (LDC) para
cada farmaco analizado en pg/mL

Coeficiente de Coeficiente de

, . : ., LDD LDC
Farmaco correlacion determinacion
R R? (ng/mL)  (ug/mL)
Enrofloxacina 0.999 0.999 0.133 0.403
Sulfametoxazol 0.997 0.994 2.532 7.673
Oxitetraciclina 0.999 0.998 0.149 0.450
Ractopamina 0.996 0.991 1.890 5.726

Mientras que en la Tabla 15 se muestran los porcentajes de recuperacion, cuyos
valores cumplen con el criterio de aceptacion de 100 + 25% vy los coeficientes de
variacion, que cumplen con el criterio de aceptacion de < 3% para métodos
espectrofotométricos (EURACHEM, 2003; Vega, 2011), ademas se muestra la
estabilidad de la solucion segun el tiempo en horas, en la cual se detecta hasta el 85%
de la concentracion inicial de la solucion; las soluciones de sulfametoxazol, oxitetraciclina
y ractopamina fueron estables durante 96 horas y la de enrofloxacina durante 120 horas,
debido a estos resultados obtenidos. No se recomienda mantener las muestras

almacenadas bajo ciclos de congelacion y descongelacion por mas tiempo del indicado.
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Tabla 15: Coeficiente de variacién, porcentaje de recuperacion y estabilidad de la solucién para

cada farmaco analizado

Concentracioén Coeficiente Porcentaie de
Farmaco adicionada de variacion j., Estabilidad
recuperacion
(ng/mL)

0.249 1.10% 102.99%
0, 0,

. 0.744 0.44% 116.75% 120 h

Enrofloxacina

1.478 1.17% 102.99%
2.49 2.38% 106.69%

Sulfametoxazol 7.44 1.64% 123.53% 96 h
14.78 1.56% 123.83%
0.249 1.93% 120.92%

) - 96 h
Oxitetraciclina 0.744 2.95% 106.43%
1.478 1.18% 102.32%
2.49 1.95% 104.31%

Ractopamina 7.44 2.76% 96.89% %N
14.78 2.43% 96.12%

Debido a que el analisis de varianza es robusto para refutar la hipétesis nula de que las

varianzas son iguales, la homogeneidad de las varianzas se evalu6 con la prueba de

Levene (Tabla 16), ya que no es sensible a la violacién del supuesto de normalidad. Al

nivel de significancia de 0.05, para sulfametoxazol y ractopamina, no hay diferencia

estadistica significativa. Para enrofloxacina y oxitetraciclina, existe una diferencia

significativa, sin embargo, la informacion proporcionada no debe ser rechazada, y se

necesitan mas estudios o grupos para verificarla.

Tabla 16: Prueba de homogeneidad de varianzas de Levene's para cada uno de los farmacos

Farmaco Valor de F Probabilidad
Enrofloxacina 2.4903 0.0749
Sulfametoxazol 1.3300 0.3076
Oxitetraciclina 4.3292 0.0112
Ractopamina 1.4774 0.2556
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4.3 Andlisis por voltamperometria ciclica (electroquimica)

En la Figura 12 se muestra el grafico generado del analisis de voltamperometria ciclica
para la penicilina G, se observa que, al aumentar la concentracion también se incrementa
la intensidad de corriente, se presenta un pico maximo de intensidad cuando alcanza 0.9
V y una curva caracteristica en la regioén de 0.8 a 1.1 V, cuya forma es caracteristica de
la familia de las penicilinas (Svorc et al., 2012; Dzul et al., 2013), conservando el mismo

comportamiento creciente en intensidad al aumentar la concentracion.
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Figura 12: Gréfico de voltamperometria ciclica para penicilina G

Se utilizaron los valores del area bajo la curva en la regién de 0.8 a 1.1 V para construir
una curva de calibracion (Figura 13) con ajuste mediante una ecuacion de segundo grado
(Area=-3x108[PEN]*+9x107[PEN]+2x10°), donde se obtuvo el coeficiente de

determinacién R?=0.9802 y coeficiente de correlaciéon R=0.9901.

1.50
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En la lectura de las muestras de agua residual, se observé el comportamiento de la
curva en el voltamograma dentro de la misma region del eje de las abscisas de 0.8 a 1.1
V, suponiendo que los cambios de intensidad de corriente se deban a la presencia de
penicilina G sédica, en la muestra se calcul6 el area bajo la curva para determinar la

concentracion, como se muestra en la Tabla 17.

4.00E-06

3.60E-06

3.20E-06

Area

2.80E-06

2.40E-06 e

2.00E-06
-0.1 0.1 0.3 0.5 0.7 0.9 1.1 13 1.5 1.7

Concentracion (mM)

Figura 13: Curva de calibracién de Penicilina G, segln area bajo la curvade x=0.8a 1.1

Tabla 17: Concentraciones de penicilina G sddica detectadas en el agua residual

Granja Area promedio Concentracién (mM) DE
A 2.63e-06 0.496 0.017
C 4.40e-06 2.791 0.007
E 2.34e-06 0.151 0.027
I 3.52e-06 1.609 0.021
J 3.17e-06 1.162 0.003

DE: Desviacién estandar

Dado que se trat6 de un ajuste con una ecuacion de segundo grado la cual genera dos
valores de concentracion, tomando como criterio de discriminacion aquellos valores

negativos o con valores exorbitantes.
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Con esta técnica, el limite de deteccion resultd de 0.735 mM y el limite de cuantificacidn
2.450 mM, de acuerdo con la relacion sefial/ruido (Shrivastava y Gupta, 2011) y la
estabilidad de la solucion de penicilina G sédica fue de 96 horas. Se corroboré6 la
selectividad y especificidad del método realizando mediciones con las mismas
condiciones agregando soluciones de amoxicilina y neomicina como interferencias, como
se observa en la Figura 14, los cambios en la curva en la region que abarca el intervalo
de 0.8 a 1.1 son minimos comparados con la curva de la solucion de so6lo penicilina G,
lo que nos indica que farmacos de la familia de las aminopenicilinas o aminoglucésidos

no tienen efecto es la sefial de respuesta.
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<
0.00002

0.00001 /
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Figura 14: Gréfico de voltamperometria ciclica para penicilina G y una mezcla de penicilina G
con amoxicilinay neomicina
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4.4 Anélisis por cromatografia liquida de alta eficiencia

En la Tabla 18 se muestran los tiempos de retencion (tr) para cada uno de los farmacos
analizados, comparando los tiempos correspondientes en los que aparecen los picos de
las soluciones estandar para las curvas de calibracién con los tiempos de retencion
promedio para la deteccion de los farmacos en las muestras de agua residual.

Tabla 18: Tiempos de retencién de las soluciones estandar y las muestras analizadas

tr curvade tr muestras

Farmaco calibracion (min)
(min)

Enrofloxacina 8.936 8.802
Sulfametoxazol 10.412 10.342
Oxitetraciclina 7.265 7.212
Penicilina G 7.238 7.195
Ractopamina 13.966 12.616
Neomicina 7.263 7.216

En la Tabla 19 se muestran los valores de las concentraciones detectadas en cada una

de las granjas.



Tabla 19: Concentraciones de los farmacos detectadas mediante CLAE en el agua residual

Farmaco Granja Entrada (pg/mL) DE Salida (ug/mL) DE

A 0.016 0.022 ND -

B 0.016 0.031 ND -

c 0.014 0.032 ND -

D 0.020 0.032 0.016 0.060
Enrofloxacina E 0.020 0.047 0.020 0.071

F ND - ND -

G ND - ND -

H ND - ND -

l ND - ND -

J 0.022 0.058 0.022 0.070

A 0.036 0.068 0.050 0.056

B ND . ND .

c 0.010 0.059 ND -

D 0.029 0.0867 0.021 0.075
Oxitetraciclina E 0.023 0.046 0.060 0.045

F 0.028 0.029 0.024 0.082

G ND - ND -

H ND - ND -

l 0.016 0.066 0.076 0.051

J 0.077 0.052 0.028 0.073

DE: Desviacién estandar, ND: No detectado, MeCN: Acetonitrilo, MeOH: Metanol



Tabla 19 (Continuacién): Concentraciones de los farmacos detectadas mediante CLAE en el

agua residual

Farmaco Granja Entrada(pug/mL) DE  Salida (ug/mL) DE

A 0.055 0.024 0.010 0.036
B 0.128 0.006 0.016 0.041
c 0.036 0.022 0.019 0.028
D 0.093 0.010 0.035 0.028
Sulfametoxazol E 0.012 0.039 0.014 0.038
F 0.176 0.005 0.089 0.006
G 0.019 0.035 0.020 0.026
H 0.041 0.030 0.051 0.024
' 0.047 0.021 0.040 0.032

J ND - ND -
A 0.045 0.046 0.006 0.177

B 0.007 0.224 ND -
c 0.061 0.029 0.003 0.073

D ND . ND -
Ractopamina E 0.074 0.023 0.008 0.065
F 0.030 0.037 0.002 0.122

G ND - ND -

H ND - ND -

l 0.043 0.026 ND -

J 0.011 0.138 ND -

DE: Desviacién estandar, ND: No detectado, MeCN: Acetonitrilo, MeOH: Metanol
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Tabla 19 (Continuacién): Concentraciones de los farmacos detectadas mediante CLAE en el
agua residual
Farmaco Granja Entrada(pg/mL) DE  Salida(ug/mL) DE

A 0.062 0.026 0.044 0.045
B ND - ND -
c 0.018 0.054 0.015 0.035
D ND - ND -
Peniciling G E 0.043 0.077 0.023 0.040
F ND - ND -
G ND - ND -
H ND - ND -
' 0.008 0.051 0.018 0.051
J 0.020 0.031 0.019 0.026
A 0.079 0.150 0.056 0.097
B ND . ND .
c 0.109 0.073 0.056 0.079
D 0.133 0.086 0.131 0.098
Neomicina E ND B ND N
F 0.063 0.162 0.111 0.049
G 0.072 0.053 0.110 0.212
H ND - ND -
l 0.106 0.137 0.089 0.084
J ND - ND -

DE: Desviacién estandar, ND: No detectado, MeCN: Acetonitrilo, MeOH: Metanol

Con esta técnica cromatografica se detectd concentracion residual de enrofloxacina en
el efluente de 30% de las granjas. Para el caso de oxitetraciclina (granjas A, E, I) y
sulfametoxazol (granjas E, G, H) la concentracion detectada a la salida del biodigestor
fue mayor que la detectada en el carcamo de recoleccion. Aunque se trata de muestras
diferentes de las mismas granjas, en diferentes épocas, en este caso se detectd
concentracion residual de ractopamina en el efluente de 4 granjas (A, C, E, F), porque
no se detectd en fluorescencia Para los antibiéticos que no habian sido analizados con
espectrofotometria de fluorescencia, debido a su baja respuesta (intensidad de emisién)
como penicilina G y neomicina, éstos fueron detectados en el agua residual de la salida
del biodigestor, la penicilina G en el 50% de las granjas y la neomicina en 60% de éstas
(con concentracion mayor en efluente de F, G, 1). La recarga constante junto con la mala

operacion del sistema de tratamiento y el efecto inhibitorio de los antibiéticos en la
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actividad microbiana del proceso anaerobio pueden ser los responsables de la presencia

de antibiéticos en los efluentes.

En la Tabla 20, se muestran los coeficientes de correlacion R y determinacién R?,
confirmando la linealidad del método y se determina la region de la curva en que hay
relaciéon directa entre la sefial instrumental y la concentracién del analito para aquellos
farmacos cuyo valor R=0.99, también se muestran los limites de deteccion vy
cuantificacion del método. los cuales corresponden a las concentraciones minimas que
el método puede detectar y cuantificar con exactitud y precisién. Mientras que en la Tabla
21 se muestran los porcentajes de recuperacion, donde se observa que todos los
farmacos cumplen con el criterio de aceptaciéon de 100 + 25% y sélo los coeficientes de
variacion de sulfametoxazol y enrofloxacina cumplen con el criterio de aceptacion de <2-
3% para métodos cromatograficos, para los farmacos que no cumplen con este criterio

de aceptacion, su respuesta mejora con concentraciones mayores.

Tabla 20: Coeficiente de determinacion, limites de deteccidon (LDD) y cuantificacién (LDC) para
cada farmaco analizado en pg/mL

Farmaco i%?:lé:lfcr;z’)ende dcé?:rfrl: iI: ztt:(iaéie LDD LDC
R R? (ng/mL)  (ug/mL)
Enrofloxacina 0.9981 0.9964 0.2394 0.7254
Oxitetraciclina 0.9939 0.9878 1.0974 3.3254
Sulfametoxazol 0.9999 0.9999 0.0114 0.0346
Ractopamina 0.9826 0.9913 2.1616 6.5503
Penicilina G 0.9842 0.9921 1.0506 3.1836
Neomicina 0.9854 0.9926 0.9369 2.8391

LDD: Limite de deteccién, LDC: Limite de cuantificacién
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Tabla 21: Coeficiente de variacién y porcentaje de recuperacion para cada farmaco

Concentracioén

. - Coeficiente Porcentaje de
Farmaco adicionada . .
(ug/mL) de variacion recuperacion
3.5 1.73% 102.13%
. 8.5 1.19% 95.91%
Enrofloxacina
13.5 4.99% 103.23%
5 6.81% 91.42%
0, 0,
Oxitetraciclina 10 2.98% 86.99%
15 5.29% 101.43%
25 1.090% 95.93%
75 0.506% 99.44%
Sulfametoxazol
12.5 0.265% 99.36%
35 19.049% 106.17%
. 8.5 21.897% 90.14%
Ractopamina
13.5 2.274% 104.94%
35 23.212% 89.52%
0, 0,
Penicilina G 8.5 8.197% 106.05%
13.5 4.523% 94.82%
5 22.430% 57.95%
Neomicina 10 6.514% 70.90%
15 5.135% 86.32%

Por falta de disponibilidad del equipo para esta técnica, no se pudieron realizar las

pruebas para estabilidad de las soluciones e interferencias de la matriz.

Debido a que el analisis de varianza es robusto para refutar la hipétesis nula de que las
varianzas son iguales, la homogeneidad de las varianzas se evalud con la prueba de
Levene (Tabla 22), ya que no es sensible a la violacién del supuesto de normalidad. Al
nivel de significancia de 0.05, para sulfametoxazol, oxitetraciclina, ractopamina,

penicilina G y neomicina no hay diferencia estadistica significativa. Para enrofloxacina,
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existe una diferencia significativa, sin embargo, la informacién proporcionada no debe
ser rechazada, y se necesitan mas estudios o grupos para verificarla. No hay relacion

entre codependencia entre los errores y las concentraciones.

Tabla 22: Prueba de homogeneidad de varianzas de Levene's para cada uno de los farmacos

Farmaco Valor de F Probabilidad
Enrofloxacina 3.2398 0.0442
Sulfametoxazol 1.6558 0.2195
Oxitetraciclina 1.9842 0.1535
Ractopamina 2.8757 0.0621
Penicilina G 1.1808 0.3741
Neomicina 1.6615 0.2182

4.5 Analisis de laremociéon de farmacos mediante humedales construidos

En la Tabla 23 se muestran los resultados de las pruebas de la caracterizacion del
material de soporte, las propiedades fisicas del suelo obtenidas en las pruebas indican
gue esta roca caliza no tiene un comportamiento favorable en cuestiones de
construccion, debido a su falta de resistencia. Cabe recalcar que no existen
caracteristicas estandar que deba tener un material para actuar como soporte solido en
un humedal, los valores dependen del disefio del humedal, también hay que considerar
gue éstos son humedales a pequefia escala y pueden utilizar soportes de menor tamafio
a los comunmente usados. Este tamafio de particula, junto con su permeabilidad y
porosidad son ideales para proporcionar mayor area superficial para la actividad
microbiana y la adsorcion (Delgadillo et al., 2010). Hay que hacer hincapié que la roca
caliza es un material abundante en Yucatan, que es mas poroso y permeable que las
rocas en otros lugares, es mas viable econ6micamente para fines de instalaciéon de

humedales en las granjas, que traer materiales de otras regiones.
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Tabla 23: Caracterizacion de laroca caliza como material de soporte de los humedales
construidos

Parametros Arena Grava
Tamafio de particula (mm) 0.88-2.1 2.2-6
Peso especifico (g/cm?) 1.210 1.183
Gravedad especifica de sdlidos Ss 2.62 2.17
Porosidad efectiva 16% media 16% media
Coeficiente de permeabilidad (cm/s) 1.0x10 1.88x10

Durante el periodo de adaptacién de las plantas con agua residual porcicola, para el
caso de las typhas se observé un mayor crecimiento en las unidades con grava y para
los papiros en las unidades con arena. Este crecimiento mayor de las typhas en las
gravas se debe a que su raiz, de tipo tuberosa (Figura 15a), es mas grande y es mas
facil que crezca entre los espacios de las gravas, en comparacion con la raiz del papiro,
de tipo fasciculada (Figura 15b), que es pequefia, se enreda y puede crecer mejor en las
arenas. Las mediciones de este crecimiento se muestran en la Tabla 24. El crecimiento
se midi6 durante los tres meses de adaptacion, después de un mes de experimentos, los

papiros se mantuvieron casi del mismo tamarfo los meses siguientes.

Figura 15: Raices de Typha latifoliay Cyperus papyrus

Tabla 24: Monitoreo del crecimiento de las plantas de los humedales durante el periodo de
adaptacién con agua residual porcicola

Porcentaje de

Planta/Soporte Crecimiento (cm) crecimiento
Typha/mezcla 69 39.80%
Typha/grava 106.5 50.95%
Typha/arena 84 40.57%
Papiro/mezcla 73.5 48.51%
Papiro/grava 51 44.73%

Papiro/arena 75 57.69%
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A continuacion, se muestran los resultados de la remocion de cada uno de los farmacos,
expresados como porcentaje, en cada una de las unidades del sistema de humedales
construidos. En la Tabla 25 se muestran los valores obtenidos mediante
espectrofotometria de fluorescencia (EF), mientras que en la Tabla 26, los resultados por
cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE). Se sefala con negritas el mayor
porcentaje de remocién para cada uno de los farmacos. En el caso de enrofloxacina, la
mayor remocién se obtuvo en las unidades con Typha latifolia y arena como soporte, con
valores de 89.89% y 89.01% medidos por EF y CLAE, respectivamente; para
oxitetraciclina, ocurrié en las unidades con arena y Cyperus papyrus, alcanzado hasta
97.28% y 97.65% de remocion; para sulfametoxazol se obtuvo 75.07% de remocion,
medido por EF y 85.39% por CLAE en las unidades con Typha latifolia y mezcla o arena;
con laractopamina, 97.81% y 95.92%, respectivamente, utilizando Typha latifolia y arena
y finalmente, para la penicilina G, que solo fue posible medir la remocion mediante CLAE,
se obtuvo hasta 95% con Typha latifolia y arena. En general, se observé una mayor
remocion de todos los farmacos, en las unidades que contienen arena 0 mezcla como
soporte solido, la cual se incrementd con el tiempo de permanencia, esto es debido a
gue este tipo de soporte proporciona una mayor area superficial para los procesos de
adsorcion y la degradacion microbiana (Garcia Ocafa et al., 2007; Delgadillo et al.,
2010); aunque la diversidad y los mecanismos de degradaciéon microbiana no fueron
estudiados, también se descartaron otras variables como la evaporacion y la
evapotranspiracion, pHy temperatura. Aunque es poca la diferencia, en las unidades con
plantas se registré una remociéon promedio mayor que en los controles del 6.4 % medido
por EF y del 9.5% por CLAE, por lo que, no se puede descartar el efecto de la planta,
pero puede considerarse que este efecto ocurre gracias al incremento en el area
superficial debido a sus raices (Cervantes et al., 2017; Morales et al., 2013). De esta
manera, este estudio demuestra que los humedales construidos representan una buena
alternativa para la remocion de farmacos de las aguas residuales porcicolas, pero debido
a que fueron pocos los parametros de disefio y variables considerados para este trabajo,
se recomienda conocer con mayor precision los procesos que ocurren en el sistema,
para lo cual se requiere evaluar a detalle otros procesos, como los mecanismos de

sorcion en el soporte y rizosferas, la distribucion hidraulica en el sistema, las
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comunidades de microorganismos con las dos especies de plantas y el control, entre

otros procesos que en conjunto, contribuyen a que se logre una mayor eficiencia de

remocion.

Tabla 25: Valores promedio de porcentaje de remocidn y desviacion estandar, medidos
mediante EF, segln tiempo de permanencia para cada de las unidades

Farmaco/Tiempo TG ™ TA PG PM PA CG CM CA
ENR
24 h 85.13% 85.23% 85.34% 82.93% 84.00% 84.89% 83.14% 83.85% 84.11%
+0.0005 +0.0012 +0.0006 +0.0003 +0.0009 +0.0005 +0.0006 +0.0013 +0.0006
48 h 85.84% 86.23% 86.70% 84.09% 84.44% 85.79% 84.04% 85.01% 85.91%
+0.0004 +0.0009 +0.0003 +0.0006 +0.0004 +0.0007 +0.0004 +0.0004 +0.0005
72 h 86.96% 87.09% 87.66% 85.79% 86.94% 86.59% 84.15% 85.50% 85.87%
+0.0007 +0.0008 +0.0007 +0.0011 +0.0004 +0.0002 +0.0005 +0.0005 +0.0006
96 h 89.09% 89.11% 89.89% 86.87% 87.34% 87.70% 85.68% 86.99% 86.68%
+0.0006 +0.0009 +0.0008 +0.0005 +0.0005 +0.0004 +0.0011 +0.0011 +0.0005
OXT
24 h 80.50% 80.95% 82.45% 82.01% 85.64% 82.35% 76.11% 78.89% 81.33%
+0.0434 +0.0252 +0.0250 +0.0103 +0.00792 +0.0083 +0.0269 +0.0328 +0.0318
48 h 84.93% 86.83% 86.67% 85.60% 89.63% 87.06% 84.86% 85.08%  85.96%
+0.0233 #0.0277 +0.0507 #0.0275 +0.0191 +0.0289 +0.0385 +0.0272 +0.0276
72h 85.17% 86.68% 86.60% 85.70% 87.63% 87.84% 85.42% 86.27% 87.35%
+0.0331 +0.0119 +0.0105 +0.0173 +0.0304 +0.0259 +0.0209 +0.0296 +0.0512
96 h 95.59% 96.91% 97.14% 95.54% 97.06% 97.28% 94.20% 95.34% 94.91%
+0.0431 +0.0221 +0.0247 +0.0414 +0.0509 +0.0080 +0.0317 +0.0144 +0.0405
SMX
24 h 42.80% 46.43% 47.38% 40.60% 43.55% 45.48% 36.89% 38.41% 40.50%
+0.1051 +0.2061 +0.0291 +0.2930 +0.2947 +0.3125 +0.3484 +0.1662 +0.2863
48 h 52.55% 51.94% 58.21% 52.42% 54.53% 55.20% 52.62% 54.16% 52.99%
+0.1542 +0.1147 +0.0442 +0.1207 +0.1069 +0.0571 +0.0808 +0.0907 +0.0272
72h 61.44% 64.92% 62.34% 60.87% 61.71% 63.92% 53.96% 58.95% 60.48%
+0.0671 +0.1169 +0.0879 +0.0857 +0.2403 +0.1329 +0.2204 +0.2033 +0.1672
96 h 71.33% 75.07% 75.00% 70.29% 72.94% 74.19% 64.99% 72.57% 69.82%
+0.1851 +0.1964 +0.1365 +0.2113 +0.0772 +0.0964 +0.1645 +0.4023 +0.1475
RAC
24 h 75.80% 78.21% 80.48% 72.40% 75.61% 77.07% 70.62% 71.97% 71.91%
+0.0484 +0.0622 +0.0637 +0.0531 #0.0511 +0.0350 +0.0180 +0.0340 +0.0376
48 h 84.49% 84.68% 84.55% 82.67% 84.72% 86.34% 79.63% 82.73% 83.12%
+0.0454 +0.0355 +0.0142 +0.0618 +0.0383 +0.0766 +0.0481 +0.0561 +0.0619
79h 90.76%  93.64%  93.32% 88.13% 91.28% 91.94% 86.12% 87.39% 88.69%
+0.0271 +0.0316 +0.0651 +0.0289 +0.0531 +0.0424 +0.0444 +0.0210 +0.0416
9% h 95.46% 97.56% 97.81% 91.78% 96.54% 94.87% 89.47% 93.39% 93.95%
+0.0597 +0.0487 +0.0388 +0.0388 +0.0642 +0.0404 +0.0465 +0.0704 +0.0454

ENR: enrofloxacina, OXT: oxitetraciclina, RAC: ractopamina, SMX: sulfametoxazol, T: typha, O: papiro, C: control, G: grava, M:

mezcla, A: arena, EF: espectrofotometria de fluorescencia
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Tabla 26: Valores promedio de porcentaje de remocion y desviacion estandar, medidos
mediante CLAE, segun tiempo de permanencia para cada de las unidades

Farmaco/Tiempo TG ™ TA PG PM PA CG CM CA
ENR
24 h 66.24% 69.87% 71.85% 63.74% 68.11% 70.71% 62.17% 67.35% 71.55%
+0.0114 +0.0122 +0.0570 *0.0803 +0.0101 +0.0924 +0.0633 +0.0757 =+0.0863
48 h 73.02% 75.93% 76.72% 71.41% 74.86% 7547% 6891% 71.83% 73.36%
+0.0649 +0.0808 +0.0396 *0.0584 +0.0774 +0.0141 +0.0120 +0.0149 =0.0778
72h 83.57% 83.73% 84.49% 83.34% 83.31% 83.87% 78.63% 80.87% 81.13%
+0.0107 #0.0252 +0.0802 *0.0586 +0.0118 +0.0216 *0.0415 +0.0101 *0.0749
96 h 87.03% 87.28% 89.01% 84.44% 85.38% 86.76% 81.97% 84.23% 85.70%
+0.0603 +0.0998 +0.0946 *0.0166 +0.0139 +0.0925 +0.0727 +0.0989 +0.0158
OXT
24 h 74.03% 81.20% 81.94% 79.81% 82.31% 82.60% 75.44% 78.66% 78.26%
+0.0112 +0.0780 +0.0112 *0.0474 +0.0779 +0.0142 +0.0583 +0.0950 +0.1334
48 h 78.78%  82.54% 82.38% 82.49% 89.33% 87.32% 79.30% 81.47% 84.13%
+0.0960 +0.0112 +0.0579 *0.0721 +0.0114 +0.0822 +0.0124 +0.0908 =+0.0588
79 h 85.59% 87.38% 85.12% 86.19% 93.98% 89.46% 85.07% 91.43% 87.53%
+0.0926 +0.0985 +0.0873 *0.0979 +0.0969 +0.0698 +0.0117 +0.0761 +0.0298
9% h 91.57% 93.47% 9554% 94.27% 96.04% 97.65% 87.71% 91.51% 91.02%
+0.0114 +0.0448 +0.0932 *0.0532 +0.0964 +0.0145 +0.0116 +0.0420 +0.0981
SMX
24 h 55.38% 60.26% 57.92% 60.04% 60.48% 60.18% 50.99% 50.76% 52.41%
+0.0193 +0.0322 +0.0677 +0.0173 +0.0568 +0.0427 +0.1407 +0.1272 +0.0683
48 h 65.74% 68.00% 68.15% 66.57% 65.97% 66.76% 65.87% 65.54% 66.53%
+0.1060 +0.1578 +0.0973 £0.1478 +0.1132 +0.0777 £0.0713 +0.1377 +0.0589
72h 79.87%  79.58% 76.97% 73.46% 79.88% 71.85% 74.61% 70.75% 75.19%
+0.1096 +0.0643 +0.1318 +0.0958 +0.0166 +0.0984 +0.0077 +0.1075 +0.1467
96 h 78.98% 83.05% 85.39% 73.91% 76.84% 7457% 78.03% 75.80% 73.54%
+0.0626 +0.0369 +0.0423 +0.0345 +0.0523 +0.0870 +0.0432 +0.0746 +0.0174
RAC
24 h 64.53% 66.40% 69.94% 63.76% 67.18% 69.62% 66.11% 64.84% 66.11%
+0.0319 $0.0416 +0.0319 +0.0470 +0.0411 +0.0294 +0.0259 +0.0276 +0.0508
48 h 73.92% 75.21% 77.67% 7254% 73.28% 74.14% 81.47% 72.05% 81.47%
+0.0160 +0.0055 +0.0065 +0.0184 +0.0105 +0.0140 +0.0173 +0.0159 +0.0097
72h 83.22% 83.14% 87.14% 80.16% 79.68% 82.76% 78.69% 81.39% 78.69%
+0.0321 +0.0181 +0.0254 +0.0117 +0.0083 +0.0170 +0.0009 +0.0092 +0.0052
96 h 90.65%  93.24% 95.92% 90.07% 90.28% 92.38% 89.46% 87.17% 89.46%
+0.0495 +0.1030 +0.0924 +0.0457 +0.0554 +0.0394 +0.0198 +0.0418 +0.1244
PEN
24 h 72.18% 73.91% 79.47% 65.69% 67.19% 71.40% 62.05% 62.12% 62.05%
+0.0182 +0.0145 +0.0139 +0.1584 +0.1396 +0.1086 +0.1680 +0.0178 +0.0160
48 h 76.61% 78.51% 78.67% 78.05% 77.02% 80.02% 77.78% 76.24% 77.78%
+0.0139 +0.0918 +0.0134 +0.0152 +0.0152 +0.0117 +0.0156 +0.0130 +0.0179
72h 84.40% 87.07% 91.76% 83.10% 83.34% 83.85% 78.69% 79.25% 78.69%
+0.0292 +0.0115 +0.0120 +0.0113 +0.0123 +0.0810 +0.0146 +0.0195 +0.0148
96 h 90.22% 90.43% 95.00% 89.43% 89.39% 94.11% 85.31% 89.49% 87.31%
+0.0627 +0.0140 +0.0953 +0.0515 +0.0155 +0.0229 +0.0211 +0.0132 +0.0798

ENR: enrofloxacina, OXT: oxitetraciclina, RAC: ractopamina, SMX: sulfametoxazol, PEN: Penicilina, T: typha, P: papiro, C: control,
G: grava, M: mezcla, A: arena, CLAE: cromatografia liquida de alta eficiencia
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En las Figura 16 se muestran las graficas mas representativas comparando el
porcentaje de remocion, y por consiguiente la disminucion de la concentracion inicial, de
cada uno de los farmacos conforme transcurre el tiempo de permanencia en el humedal
de acuerdo con el tipo de planta, y en la Figura 17, de acuerdo con el tipo de soporte.
Como se menciond anteriormente, ocurrid una mayor remocién en las unidades con
plantas sobre los controles sin plantas, esto ya ha sido demostrado en estudios
anteriores con humedales construidos a escala utilizados para el tratamiento de aguas
residuales que contienen contaminantes emergentes, como farmacos de uso humano y
veterinario (Cervantes et al., 2017; Li et al., 2014; Navarro et al., 2014). Las plantas en
los humedales construidos juegan un papel importante en la absorcion directa de muchos
contaminantes organicos en aguas residuales, aunque no se conoce el mecanismo de
fitodegradacion especifico para los farmacos, ya que depende de las caracteristicas
fisicoquimicas de los compuestos, incluidos: coeficiente de reparto, la hidrofobicidad, y
concentracion (Carvalho, 2013). El soporte solido es importante para el crecimiento de
las plantas y los microorganismos, pero también interactia directamente con los
contaminantes a través de los procesos de sorcion, que puede ocurrir a travées de
diferentes mecanismos, aun existe muy poca informacion disponible sobre Ila
comprension integral del rendimiento de sorcidén y los mecanismos asociados para la
eliminacién de farmacos de las aguas residuales utilizando humedales (Li et al., 2014).
Lo que si existe, es un consenso general entre investigadores de que los humedales
construidos tienen un gran potencial de ser utilizados como un sistema de tratamiento de
aguas residuales complementario para la eliminacion de farmacos y para el caso de las
comunidades pequefias o rurales, resulta ventajoso la utilizacion de materiales de
soporte y plantas que se encuentren disponibles en la region, disminuyendo los costos
del transporte, construccién, operacién y mantenimiento, favoreciendo la sustentabilidad
de los humedales construidos como sistema de tratamiento en comparacion con otras

alternativas (Herrera-Cardenas et al., 2015; Garcia-Ocafia et al., 2019).
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A manera de comparacion, en la Tabla 27 se muestran los porcentajes de remocion de
los mismos farmacos veterinarios seleccionados para este estudio, que han sido
reportados por otros autores, utilizando diferentes sistemas de humedales construidos.
Claramente se observa que los porcentajes de remocién reportados en trabajos previos
son muy proximos a los calculados en este estudio, independientemente de los tipos de
plantas y de soportes utilizados. Aunque son pocos los trabajos sobre el uso de
humedales construidos para la remocién de farmacos de uso veterinario, se confirma
una vez mas, su eficiencia como sistema de tratamiento, donde la informacién todavia
es muy limitada como para poder determinar cual sistema es mejor, debido a que hay
una variacion extensa en la seleccion de parametros de disefio y estos dependen en

gran medida del tipo de compuestos y agua residual a tratar.

Tabla 27: Remocion reportada para los farmacos sefialados utilizando diversos tipos de plantas
y soportes solidos

Remocion Remocion . . .
e . Dimensién del humedal, tipos de .
Compuesto maxima maxima lantas v Soportes Referencia
(este estudio) reportada P y sop
Enrofloxacina 89.89% 94% 0.4x0.3x0.3m, Phragmites Carvalho et al.,2013

australis, grava de roca volcanica

1.5x 1.0 x 1.0 m, Miscanthus
Sulfametoxazol 85.39% 95.8% giganteus, Iris pseudacorus, grava
de ceramita y arena de cuarzo

Sochacki et al., 2018

0.4 m de diametro x 0.8 m de
Oxitetraciclina 97.65% 92.7%-99.9%  altura, Phragmites australis, ladrillo
y concha de ostra

Huang et al., 2017

. No se ha reportado su remocion mediante humedales construidos
Ractopamina

Penicilina G No se ha reportado su remocion mediante humedales construidos

45.1 Analisis estadistico de los humedales construidos

Con la prueba de Kolmogorov-Smirnov se verifico que los resultados provienen de una
distribucion normal (Anexo 2), asi que se procedié con el analisis de varianza. De
acuerdo con la Tabla 28, se determind que cada uno de los factores (planta, soporte y
tiempo de permanencia) tiene un efecto estadisticamente significativo (p<0.05) sobre la

remocion para todos los farmacos, sin embargo, no ocurre lo mismo para las
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interacciones, donde sélo la interaccidn entre planta y tiempo de permanencia tiene un
efecto estadisticamente significativo en la remocion enrofloxacina y penicilina G.

Tabla 28: Andlisis de varianza multifactorial para los datos de remocion de cada uno de los
farmacos en los humedales construidos

Variable de respuesta: ENR OXT SMX RAC PEN
% de remocion Razo6n-F Valor-P Razén-F Valor-P Razén-F Valor-P Razén-F Valor-P Razén-F Valor-P

Efectos principales

Planta 121.14 0.0000 21.25 0.0002 22.65 0.0001 44.93 0.0013 56.08 0.0000
Soporte 11491 0.0000 19.35 0.0005 16.39 0.0004 25.32 0.0004 22.30 0.0001
Tiempo 1381.03 0.0000 253.75 0.0000 490.03 0.0000 518.45 0.0000 448.51 0.0000

Interacciones
Planta-Soporte 3.63 0.0527 0.965 0.5679 0.37 0.8247 0.47 0.7592 1.70 0.2136
Planta-Tiempo 10.03 0.0024 2.32 0.1034 1.81 0.1789 2.87 0.0576 15.62 0.0000

Soporte-Tiempo 11.78 0.2654 096 05642 0.71 0.6495 0.63 0.7023 1.37 0.3029
ENR: enrofloxacina, OXT: oxitetraciclina, RAC: ractopamina, SMX: sulfametoxazol, PEN: penicilina

En la Tabla 29 se muestran los resultados de la prueba de rangos multiples empleando
el método de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher, con el que se determino
cuales medias son significativamente diferentes de otras. En la Figuras 18 y 19 se
incluyen las gréaficas de medias y de interacciones para la interpretacion de los efectos
significativos de acuerdo con tipo de planta y soporte, respectivamente. En el Anexo 3,
se encuentran las graficas de residuos para comprobar si los datos han violado los

supuestos subyacentes al analisis de varianza.

Tabla 29: Pruebas de rango multiple por el método LSD de Fisher

Grupos homogéneos| ENR | OXT | SMX | RAC | PEN
Por planta
Control X X X X X
Papiro X X X X X
Typha X x| X X X
Contrastes
Control-Papiro * * * * *
Control-Typha * * * * *
Papiro-Typha * * * *
Por soporte
Grava X X X X X
Mezcla X X X X |X
Arena X| X X X X
Contraste
Grava-Mezcla * * * * *
Grava-Arena * * * * *
Mezcla-Arena * *
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El asterisco (*) que se encuentra al lado de los pares indica que estos pares muestran
diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de confianza. No
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan

una misma columna de X's.
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Figura 18: Graficas de medias y 95% de Fisher LSD para remocidén de cada farmaco de acuerdo
con el tipo de planta
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Figura 19: Graficas de medias y 95% de Fisher LSD para remocidén de cada farmaco de acuerdo
con el tipo de soporte

Finalmente, dado que las variables planta y soporte son categéricas, se escogio el
analisis discriminante para este estudio, el cual permiti6 desarrollar un conjunto de
funciones discriminantes, para ayudar a predecir cudl tipo de planta y tipo de soporte son
los ideales para construir un sistema de humedales capaz de tener una mayor remocion
de todos los farmacos. Se utilizaron 36 casos para desarrollar un modelo que discrimine
entre los 3 niveles de planta y los 3 niveles de soporte, donde 5 variables predictoras
fueron introducidas. En la Tabla 30 y la Tabla 31 se muestra el resumen del andlisis
discriminante para la variable planta y soporte, respectivamente. Entre los coeficientes
estandarizados de las funciones discriminantes canénicas para cada caso, la variable
con el coeficiente mayor es la que tiene mas importancia al momento de tomar una

decision de a cual grupo elegir; por lo que para el caso de planta queda explicado
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mediante el coeficiente de enrofloxacina en la funcién 1 y el coeficiente de ractopamina
en la funcién 2, farmacos cuya remocion mayor se obtuvo utilizando Typha latifolia. Para
las funciones que corresponden a soporte, los coeficientes mayores corresponden a
ractopamina en la funcion 1 y enrofloxacina en la funcién 2, donde en los humedales,

estos farmacos presentaron la mayor remocion, utilizando arena.

Se observa un porcentaje de varianza de 95.4% en la primera funcién discriminante
para planta, lo que explica casi toda la variabilidad del modelo, donde el valor de P de
las funciones derivadas es menor que 0.05, siendo esta funcién estadisticamente
significativa con un nivel de confianza del 95.0%, esto no ocurre con los valores de P
para soporte, donde en ninguna de las funciones derivadas es menor que 0.05, de modo
gue ninguna es estadisticamente significativa con un nivel de confianza del 95.0%.
También se puede interpretar la diferencia entre los valores de la correlacion canonica
(0.817 > 0.296) para planta, la cual es mayor que la diferencia entre los valores para
soporte (0.373=0.377). Se mide una correlacion entre una variable y la otra, mientras
mayor sea la diferencia y mas alto sea el valor, mejor; si los valores de correlacion
canonica decrecen la primera funcion discrimina mas que la segunda. Esto, ademas,
gueda demostrado con el valor menor de Lambda de Wilks, con el que podemos
comprobar que la primera funcion discriminante para planta (0.303) separa
significativamente grupos, es decir, discrimina mas que la segunda funcion discriminante
de planta y las dos funciones discriminantes para soporte, que no consigue una
separacion igualmente significativa. Con esta informacion y las graficas presentadas en
las Figuras 20 y 21, se concluye que una mayor remocion se obtiene seleccionando
preferentemente Typha latifolia, sobre el control sin plantas y Cyperus papyrus (Figura
20) y que no habria tanta diferencia estadisticamente significativa en cuanto al soporte
utilizado, aunque arena y mezcla se agrupan de manera similar para favorecer la
remocion (Figura 21). Lo anterior debe interpretarse como un ayuda para decidir cual es
la configuracion de humedal que mejoraria la remocion de todos los farmacos
presentados en este estudio, sin embargo, se requieren mas parametros de disefio y
variables a considerar en la construccion y operacién del humedal para poder predecir

cudl es el mejor sistema para este propésito.



Tabla 30: Resumen andlisis discriminante para tipo de planta

Coeficientes de las funciones discriminantes candénicas

Funcién 1: 2.544*ENR -0.499*OXT-3.45*SMX + 0.255*RAC + 1.462*PEN
Funcién 2: -0.233*ENR +2.588*OXT-5.255*SMX + 4.091*RAC-0.601*PEN

Resumen de funciones discriminantes candnicas

Funcién discriminante Autovalor % de varianza % acumulado Correlacién candénica
1 2.011 95.4 95.4 0.817
2 0.096 4.6 100.0 0.296
Funciones derivadas Lambda de Wilks Chi-cuadrado GL Valor-P
la2 0.303 37.016 10 0.000
2 0.912 2.845 4 0.584

Tabla 31: Resumen andlisis discriminante para tipo de soporte

Coeficientes de las funciones discriminantes candénicas

Funcién 1: 0.093*ENR+1.399*OXT-1.932*SMX+4.200*RAC-3.571*PEN
Funcién 2: 1.836*ENR+0.452*OXT-2.188*SMX-0.116*RAC+0.667*PEN

Resumen de funciones discriminantes candnicas

Funcién discriminante Autovalor % de varianza % acumulado Correlacién canénica
1 0.237 61.9 61.9 0.438
2 0.146 38.1 100.0 0.357
Funciones derivadas Lambda de Wilks Chi-cuadrado GL Valor-P
la2 0.706 10.808 10 0.373

2 0.873 4.221 4 0.377
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CONCLUSIONES

Para poder evaluar las eficiencias de remocion en los humedales se requirio el
desarrollo de métodos de deteccion, que sirvieron ademas para detectar
concentraciones de los farmacos veterinarios en el agua residual de las granjas, se utilizé
la espectrofotometria de fluorescencia y la voltamperometria ciclica como técnicas de
deteccion rapidas, que generan menos residuos y posteriormente se utilizé la
cromatografia liquida de alta eficiencia que ofrece una mayor selectividad, se sugiere la
realizacion de pruebas adicionales para optimizar y validar los métodos ya

implementados.

Se comprobd que el material seleccionado como soporte solido es uniforme y apto para
usarse como medio granular de los humedales construidos, ya que, los valores de
permeabilidad, porosidad, porcentaje de absorcion, y peso volumétrico se encuentran
dentro del rango de aceptacion. Tiene la ventaja de proporcionar una mayor area
superficial para la actividad microbiana y los fendmenos de adsorcion. En la remocion de
farmacos con los humedales construidos se observa que ocurre una mayor remocion en
las unidades que contienen arena o mezcla. También se observaron remociones
mayores en las unidades que contenian plantas, para el caso de enrofloxacina,
sulfametoxazol, ractopamina y penicilina G ocurre con la typha, mientras que para la
oxitetraciclina resultd mejor el papiro, se sugiere realizar pruebas utilizando ambas
plantas en el mismo humedal. Lo anterior quedé demostrado en el analisis estadistico

de las pruebas con humedales construidos.

Se desconoce cual fue el mecanismo de mayor influencia en la remocion de los
farmacos en el sistema de humedales, aunque se ha reportado a los procesos de sorcion
como la principal via de eliminacion de antibiéticos, sin embargo, para conocer el
mecanismo exacto de remocién para estos compuestos se requiere mas investigacion

utilizando experimentos mas controlados incluyendo mas parametros.
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ANEXO 1

ENCUESTA SOBRE ADMINISTRACION DE FARMACOS Y MANEJO DE AGUAS
RESIDUALES EN LAS GRANJAS PORCICOLAS DE YUCATAN

Municipio: Nombre de la granja:

Responsable: Cabezas de cerdos:

1.-Sistema de produccion

OTecnificado OSemitecnificado privado  OSemitecnificado ejidal  OProduccion familiar

2.-Tipo de granja

OCiclo completo OPie de cria OEngorda

3.-Tipo de alimento que consumen los cerdos

OGranos OMezcla comercial OPremezcla

Marca o nombre del alimento Uso o aplicacién

4.- ;Se utilizan suplementos en la alimentacién de los cerdos? oSi oNo

Aditivos nutritivos Aditivos no nutritivos
oVitaminas oProbidticos y/o prebidticos
oMinerales oEnzimas

oProteinas oAcidificantes

Otros: Otros:

5.-Se realiza acciones para la prevencion y control de enfermedades oSi oNo
¢, Qué enfermedades se buscan prevenir o controlar?

olnfecciones respiratorios

olnfecciones gastrointestinales

olnfecciones parasitarias

Otras:
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6.- ¢, Se administran farmacos para la prevencion o tratamiento de enfermedades? oSi oNo

¢ Cuales?
oAntibidticos

oDesparasitantes

oPromotores de crecimiento

DAnalgésicos

oAntiinflamatorios

oVacunas

oHormonas

gOtros:

7.-Via de administracion de los farmacos

oCon el alimento oEn el agua oDirecta (oral o inyeccion)

8.-Uso mayoritario del agua potable en la granja

olLavado de cerdos olLavado de excretas o©Bebederos

9.-En el lavado de las areas ¢ Se usan detergentes, desinfectantes o sanitizantes?: oSi oNo

¢, Cuales?:

10.- ¢ Cuantos litros o0 m® de agua residual son generados diariamente?

11.- ¢ Se cuentan con rejillas, canaletas o tuberias para el agua residual en la granja?
oSi oNo

12.- ¢ El sistema tiene separador de soélidos y grasas?
oSi oNo

13.- ¢ Cuenta la granja con sistema de tratamiento para excretas y/o aguas residuales?
oSi oNo

14.- ; Cuenta el sistema con un carcamo de recepcion? oSi  oNo

15.- ¢ Qué sistema utilizan para el tratamiento de las anteriores?

oBiodigestor oLaguna de estabilizacion oOtro:

16.-Tiempo que requiere tratar los residuos y/o agua residual:

17.-Volumen de agua tratada por ciclo de tratamiento:

Observaciones:
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ANEXO 2

En la Tabla 32 se muestran los valores de P de la prueba de Kolmogorov-Smirnov, en
donde el valor mas pequefio es mayor o igual a 0.05, por lo que no se puede rechazar la
idea de que los datos de porcentaje de remocion de cada uno de los farmacos provienen

de una distribucién normal con 95% de confianza.

Tabla 32: Valores de la prueba de Kolmogorov-Smirnov para cada farmaco

Farmaco D* D Dn Valor-P
Enrofloxacina 0.0821 0.0566 0.0821 0.9686
Sulfametoxazol 0.0730 0.0908 0.0908 0.9280
Oxitetraciclina 0.1973 0.1317 0.1973 0.1213
Ractopamina 0.0656 0.0948 0.0948 0.9028

Penicilina G 0.0918 0.1147 0.1147 0.7311
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ANEXO 3
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ENR: enrofloxacina, OXT: oxitetraciclina, RAC: ractopamina, SMX: sulfametoxazol, PEN: Penicilina

Figura 22: Graficos de residuos para remocién de cada farmaco



