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Resumen

Tener agua de buena calidad es indispensable para la sostenibilidad de los recursos hidricos, proteger los
ecosistemas acuaticos y la salud en humanos. En este sentido, los ensayos de toxicidad son fundamentales
para poder evaluar su calidad. Los contaminantes quimicos emergentes presentes en agua residuales,
superficiales y subterraneas son de dificil deteccidn y eliminacién. Su presencia ocasiona contaminacién
en los ambientes acuaticos y efectos adversos en organismos vivos. En el presente trabajo mediante una
revisioén de la literatura, se exponen ensayos de toxicidad estandarizados y no estandarizados haciendo
uso de especies bioldgicas o bioindicadoras, realizados con contaminantes emergentes y muestras de agua,
al igual que métodos de deteccién y tratamientos de eliminacion de estos como forma de mitigar el
impacto en los ecosistemas y la salud humana.

Palabras clave: contaminante emergente, toxicidad, bioensayo, especie bioindicadora, mutagenicidad,
métodos estandarizados, tratamientos hibridos.

1. Introduccion

El agua es fundamental para cumplir procesos metabdlicos en todos los organismos vivos, como también
es importante en procesos como la agricultura y la industria, donde inevitablemente se generan residuos
que requieren de tratamientos antes de su disposicién final. Las actividades industriales y agricolas
contaminan el agua muchas veces con metales pesados, colorantes, plaguicidas, farmacos, pesticidas,
aceites, detergentes, entre otros. Gran cantidad de desechos industriales presentan efecto mutagénico y
estos son vertidos a las aguas de quebradas y rios [1]. En el afio 2025 la poblacién mundial sera de 7.200
millones de habitantes aproximadamente, lo que conlleva a una mayor cantidad de vertimientos de
residuos solidos y liquidos, resultando en problemas ambientales graves, como la contaminacién de
recursos hidricos, del aire y el suelo. El agua es un recurso natural limitado y el tratamiento de aguas
residuales es fundamental para el cuidado del medio ambiente y la salud humana, una forma es llevando
a cabo su reutilizacién para riego en la agricultura y suministro para poblaciones de personas en regiones
con escasez de agua, principalmente en paises en desarrollo, donde desafortunadamente también hay falta
de tratamientos adecuados en las aguas residuales domésticas y no domésticas. Las aguas residuales
domésticas se clasifican segin el tipo de constituyente en: Convencionales (sélidos suspendidos y
coloidales, materia organica carbonicea, nutrientes y microorganismos patégenos), No convencionales
(organicos refractarios, organicos volatiles, surfactantes, metales, solidos disueltos) y Emergentes
(medicinas, detergentes sintéticos, antibiéticos veterinarios y humanos, hormonas y esteroides, entre
otros) |2]. Los contaminantes emergentes (CE) no se encuentran estrictamente regulados o estin en
procesos de regulacion y se pueden clasificar en seis grupos: retardantes de llama bromados, parafinas
cloradas, pesticidas polares, compuestos perfluorados, farmacos y productos de higiene personal y drogas
de uso ilicito, todas estas se encuentran en bajas concentraciones en las aguas superficiales, subterraneas
y de consumo humano, en el orden de ng/L a pg/L, esto como consecuencia de que las plantas de
tratamiento de aguas residuales (PTAR) estan disefiadas principalmente para eliminar sustancias en
concentraciones de g/L. Dadas estas caracteristicas, son compuestos persistentes que pueden causar
diversos efectos, tales como bioacumulacion, toxicidad crénica, disrupcién endocrina y mutagenicidad,
siendo nocivos para la salud humana y el medio ambiente [3,4]. La toxicidad de los residuos de
compuestos emergentes y la de sus productos de transformacién, se ven reflejados en el dafio que
ocasionan en diferentes organismos vivos presentes en los ecosistemas. Se considera residuo téxico aquel
que tiene la capacidad de inducir un efecto bioldgico indeseable, causando dafio en organismos vivos y
ecosistemas, con la posibilidad de presentarse toxicidad aguda, crénica o ecotdxica [5]. Los efectos toxicos
agudos se presentan frente a una exposicion a corto plazo, siendo severos o mortales y se determinan
mediante la concentracion letal media (CLso), donde se indica la concentracién capaz de causar mortalidad
en el 50% de los organismos usados para determinada prueba, en un periodo corto de tiempo (96 h a 14
dias) y el efecto crénico se presenta bajo exposiciones constantes en un periodo de tiempo largo. La
toxicidad en los organismos incluye efectos letales, tanto a largo como a corto plazo, algunos de estos
son cambios en el crecimiento, el desatrollo, la reproduccion y el comportamiento [3]. Para llevar a cabo



su estudio, se realizan pruebas de toxicidad, estas pueden ser de tipo cualitativo o cuantitativo, realizadas
en condiciones estandatizadas a nivel de individuos, comunidades o ecosistemas, obteniendo asi los
resultados de los efectos adversos ocasionados por determinada sustancia, como consecuencia de sus
caracteristicas quimicas y tiempo de exposicion [6]. Para estudiar la ecotoxicologia se realizan ensayos o
bioensayos de fitotoxicidad, empleando plantas terrestres y analizando el proceso de germinaciéon que
llevan a cabo especies sensibles al ser expuestas a diferentes sustancias quimicas, permitiendo estimar los
efectos a corto y mediano plazo, mediante el calculo de la concentracién que provoca una reduccién del
50% (CEsq) en la elongacién de la raiz con respecto al control, siendo una forma para determinar la
toxicidad y calidad de aguas compuestas con mezclas de diferentes sustancias, donde el analisis se puede
llevar a cabo con muestras de aguas turbias y sin filtrar, como también con sedimentos y lodos,
obteniendo un método rapido y rentable econdémicamente [7]. Para llevar a cabo la evaluacién de
toxicidad, se utilizan técnicas basadas en respuestas biologicas en organismos que abarcan distintos
niveles tréficos como bacterias, crusticeos, protozoos, ranas, peces, ratones, células de humanos, etc. En
Colombia, segin la legislacién colombiana (Resolucién 0062 de 2007), para evaluar la toxicidad en la
salud humana, se realiza una prueba empleando la bacteria marina luminiscente 7brio fischeri, realizada
mediante un ensayo de bioluminiscencia, donde la deteccion es observable en el microorganismo a través
de la inhibicién de su luz, provocada por la interferencia de sustancias quimicas toxicas con el sistema de
transferencia de electrones en la respiracién de la bacteria; funciona como indicadora de toxicidad, ya que
comparte caracterfsticas en algunas de sus estructuras con las de los mamiferos y peces. Para evaluar la
ecotoxicidad o dafio al medio ambiente, se realiza un ensayo de inhibicién del crecimiento con especies
sensibles a sustancias toxicas, como microalgas, entre ellas Selenastrum capricornutum o Scenedesmus
subspicatus, o el crusticeo planctonico, como Daphnia magna, que es la especie mas usada en el mundo para
las pruebas de toxicidad y presenta la ventaja de su facil manipulacién en el laboratorio, debido a que
posee un ciclo corto de vida y se reproduce por partenogénesis [6]. Mediante la compilacién, andlisis y
exposicién de estudios sobre toxicidad y mutagenicidad llevados a cabo con diferentes CE, se pretende
ampliar el conocimiento de procedimientos o técnicas usadas para evaluar la detoxificacion de las aguas
medida a través de especies bioindicadoras, como también comparar los métodos que han sido utilizados
para llevar a cabo el manejo de estos en el ambiente.

1.1 Planteamiento del problema

Los CE son compuestos de naturaleza quimica heterogénea, de diferente procedencia y con caricter
recalcitrante, algunos de estos son productos farmacéuticos, plaguicidas, drogas de uso ilicito,
compuestos clorados, aditivos industriales, pigmentos y se encuentran diseminados en el ambiente,
estando presentes en aguas residuales, supetficiales, subterrdneas y en suelos de uso agricola [8]. El
principal problema entorno a los CE, radica en su presencia en las aguas residuales, donde las plantas de
tratamiento usadas tradicionalmente o convencionales no cumplen la funcién de llevar a cabo la
eliminacién de estos compuestos. Posteriormente, los procesos secundarios mas empleados, como lodos
activados, filtros de goteo o de coagulaciéon y floculacion, son igualmente insuficientes para lograr su
eliminacién, resultando asi en el vertimiento de aguas parcialmente tratadas en las aguas superficiales
receptoras, las cuales cumplen la funcién de abastecimiento para poblaciones como aguas a potabilizar,
impactan regiones con diversidad de flora y fauna o son usadas para riego en la agricultura, extendiéndose
asi la contaminaciéon por estos compuestos, incluso en suelos y aguas subterraneas|3]. Los CE se
caracterizan por ser productos de transformacion, los cuales son de dificil deteccién mediante métodos
analiticos convencionales como espectroscopia UV-Vis, espectrometria de masas de baja resolucion [9],
seguido de esto los analisis fisico quimicos realizados como demanda quimica de oxigeno (DQO), carbén
organico total (COT), sélidos, metales, sustancias organicas e inorganicas, son deficientes para evaluar el
potencial de riesgo ambiental, ademas son sustancias con propiedades bioacumulativas, efecto toxico y
mutagénico, ya que facilmente pueden penetrar en la membrana celular, lo que puede desencadenar
enfermedades como el cancer [3]. Actualmente a nivel mundial, el analisis de la calidad del agua se lleva
a cabo con ensayos como DQO y COT, los cuales no permiten identificar el nivel de toxicidad que puede
ser ocasionado en diferentes organismos vivos presentes en los ecosistemas, afectados por las aguas
residuales, superficiales y subterraneas [10]. En los dltimos afios han incrementado su importancia, ya que



se conoce poco en cuanto a su presencia, tratamientos de eliminacion e impacto que pueden generar en
diferentes ecosistemas, esto como resultado de limitaciones analiticas, debido al desconocimiento de la
gran variedad de formas quimicas que los componen y sus derivados compuestos de transformacion
presentes en una muestra de agua, ademas la falta de informacién de los efectos téxicos que pueden
ocasionar es otro parametro a discutir, ya que no necesitan estar presentes constantemente en el ambiente
o en altas concentraciones, para provocar alteraciones o daflos en ecosistemas, esto conlleva a que sean
compuestos con poca regulacién ambiental especifica, siendo candidatos a regulacién futura, lo cual
depende de investigaciones sobre sus efectos potenciales en la salud y en el ambiente[3,11].

1.2 Justificacion

Debido a la deficiencia que presentan los tratamientos en las PTAR, para llevar a cabo el control o
eliminacién de diferentes CE, como consecuencia de la variedad en su composicién quimica y el poco
conocimiento del impacto que pueden llegar a ocasionar a nivel de ecosistemas, incluso a la salud humana,
es importante conocer, analizar y revelar los métodos que han sido utilizados para lograr en cierta medida
su control, por otro lado, exponer los riesgos relacionados con su presencia en aguas residuales,
superficiales y subterraneas, mediante la compilacién de ensayos de toxicidad que se han realizado con
especies bioindicadoras ambientales, presentindose como una herramienta de evaluacién en el
desempefio de tratamientos, también como un complemento a los demas ensayos que se utilizan
actualmente como parametros fisicoquimicos y microbiolégicos para evaluar la calidad del agua,
permitiendo medir el impacto ecolégico a través de respuestas bioldgicas en diferentes organismos, al
igual que establecer los vacios de conocimiento que hay actualmente en torno al tema.

2. Referentes conceptuales - Marco teérico

2.1 Aguas residuales: Son aquellas que contienen una gran cantidad de sustancias quimicas organicas e
inorganicas y bioldgicas, son nocivas para la salud humana y ecosistemas acuaticos, provienen del uso
industrial, doméstico urbano, agricola, recreativo o pecuario, son aguas que han sido manipuladas o
usadas y su procedencia determina sus caracteristicas fisicoquimicas, se pueden clasificar en:

2.1.1 Agua Residual Doméstica (ARD): Estas aguas se caracterizan por ser residuos liquidos de
viviendas, zonas residenciales, establecimientos comerciales o institucionales, provienen de las descargas
de inodoros, duchas, tinas, lavamanos, cocinas, lavadero y lavadoras [12]

2.1.2 Aguas Residuales no Domésticas (ARnD): Son las procedentes de las actividades de la industria
farmacéutica, de alimentos, textil, entre otras; son todas aquellas usadas en servicios comerciales,
diferentes a las (ARD), son nocivas para la salud humana y el medio ambiente [13]

2.1.3 Aguas Residuales Agricolas (ARA): Estas aguas se caracterizan por ser provenientes de la
escorrentia superficial de las zonas agricolas, contienen pesticidas, sales y un alto contenido de sélidos en
suspension [12].

2.2 Aguas superficiales: Las aguas superficiales son aquellas que se encuentran quietas o corrientes en
la superficie del suelo, se encuentran en la superficie de la plataforma continental y proceden de diferentes
cuencas, se pueden distinguir dos tipos:

2.2.1 Aguas léticas o corrientes: “‘masas de agua que se mueven siempre en una misma direccién como
rfos, manantiales, riachuelos, arroyos, ramblas”” [14].

2.2.2 Aguas lénticas: ““aguas interiores quietas o estancadas tales como los lagos, lagunas, charcas,
humedales y pantanos”” [14]

2.3 Aguas subterraneas: “"Es agua que se filtra a través de grietas y poros de las rocas y sedimentos que
yacen debajo de la superficie de la tierra, acumulandose en las capas arenosas o rocas porosas del subsuelo.
El agua se almacena y mueve en las formaciones geoldgicas que tienen poros o vacios™” [15]. La



composicion del agua subterranea depende de los tipos de suelo y caracteristicas de las rocas presentes
en estos, del agua lluvia infiltrada y de los procesos microbioldgicos y quimicos llevados a cabo en el
suelo, es indispensable para uso industrial, riego y abastecimiento doméstico [15].

2.4 Contaminantes emergentes

Los CE son compuestos que provienen de diferentes origenes y se caractetizan principalmente por ser
productos de transformacion y recalcitrantes, estin presentes en aguas residuales, superficiales y
subterraneas [8][9]. Son denominados emergentes, ya que no cuentan con regulacién ambiental, esto
como consecuencia de la dificultad para ser detectados, debido a la diversidad de formas quimicas que
los componen, ademas son compuestos con propiedades bioacumulativas, toxicas y mutagénicas, de las
cuales se conoce poco acerca de los impactos que pueden ocasionat en la salud humana y ecosistemas.
Algunos CE presentes en el ambiente son farmacos, detergentes sintéticos, antibidticos veterinarios y
humanos, hormonas y esteroides, pesticidas, drogas de uso ilicito, surfactantes, entre otros [3].

2.4.1 Pesticidas-Plaguicidas: Son sustancias o mezclas de sustancias destinadas a prevenir, destruir,
repeler o mitigar las plagas, son contaminantes emergentes de interés, ya que sus metabolitos son
altamente toxicos, principalmente en aguas subterraneas [16].

A continuacién, en la Tabla 1, se exponen algunos ejemplos de plaguicidas y su respectiva clasificacion
segin la toxicidad que generan, en diferentes clases: Clase IA: extremadamente peligrosos, clase IB:
altamente peligrosos, clase II: moderadamente peligrosos y clase 111: ligeramente peligrosos.

Tabla 1. Clasificacién de los plaguicidas segun su toxicidad

Clase Toxicidad Ejemplos
Clase TA Extremadamente peligrosos Paratién, dieldrin
Clase 1B Altamente peligrosos Eldrin, diclorvos
Clase 11 Moderadamente peligrosos DDT, clordano
Clase 111 Ligeramente peligrosos Malatién

Fuente [10]

En el censo europeo de disruptores endocrinos, se llevé cabo el listado de plaguicidas por volumen de
produccién superior (HPV) a 1.000 Tm/Aflo, evidenciados en la Tabla 2, indicando su persistencia y
produccién: *Si, categoria a, 1: Evidencia de disrupcién endocrina, categoria 2: Sospecha de disrupcién
endocrina, categoria 3: Sin datos. Grupo b, I: Alto nivel de exposicion a animales y humanos, Grupo 11I:
Nivel medio de exposicién, Grupo I1I: Bajo nivel de exposicién o ausencia de datos.

Tabla 2. Compuestos plaguicidas listados en el Censo Europeo de Disruptores Endoctinos

Compuesto Produccion Persistencia Categoria a Grupo B
Carbendazima * 2 11
Aldrin * 2 11
Clotdano * 1 I
Dieldrin * 2 11
Endosulfin * * 2 11
Endrin * 2 11
Kepona * 1 1
Mirex * 1 I
Toxafeno * 1 I
Nonaclor * 3 1I
24D 2 11
Procloraz 2 11
DDT * 1 1
Dicofol * 2 11



Iprodiona * 2 II
Vinclozolina * 1 1
Maneb * 1 1
Metam sodio * 1 I
Tiram * 1 I
Zineb * 1 I
Ziram * 2 11
Lindano * 1 I
Diuron * 2 II
Linurén * 1 1
Diazinon * 2 1I
Dimetoato * 2 II
Fention * 3 111
Malatién * 2 11
Paratién * 2 11
Aminotriazol * 1 1
Atrazina * 1 I
Simazina * 2 11
Triadimefén * 2 II
Alacloro * 1 I
Dibromoetano * 3 111
Heptacloro * 2 11
Bromometano * 2 11
Nitrofeno * 1 1
Paracuat * 3 11T
Propanil * 2 II

Fuente: [17]

2.4.2 Productos farmacéuticos: Varios productos farmacéuticos han sido encontrados en aguas
supetficiales y subterrdneas, lo cual se asocia con la descarga de aguas residuales. Los farmacos
contaminantes ingresan al medio ambiente mediante excrecién humana y animal y por la inadecuada
eliminacién de productos farmacéuticos, ya sea directamente desde las plantas de produccién o por
consumidores. Globalmente los farmacos mas usados son analgésicos, antihipertensivos y
antimicrobianos, los cuales no cuentan con regulacion a través de normas ambientales [16].

2.4.3 Drogas ilicitas: El consumo de drogas ilicitas genera contaminacion en aguas residuales, donde
posteriormente contintan hasta las aguas supetficiales y subterraneas, a través de la excrecién humana,
saliva y sudor como metabolitos activos o por la eliminaciéon de los laboratorios donde son fabricadas,
no es posible su eliminacién mediante métodos convencionales, debido a que son altamente recalcitrantes

[16].

2.4.4 Otros emergentes: Son diferentes los compuestos denominados CE, donde los que han generado
mayor importancia por su persistencia y dificil control son los farmacos, drogas ilicitas y plaguicidas, pero
también estan presentes los retardantes de llama bromados, surfactantes, hormonas esteroides,
compuestos como la nicotina y la cafeina, productos para el cuidado personal (bloqueadores solates,
insecticidas, cremas corporales), entre otros, los cuales requieren de mayor investigacién en cuanto a sus
metabolitos presentes en las aguas y su impacto toxico y ecolégico[16].

2.5 Deteccion de CE en aguas residuales, superficiales, subterraneas y de riego

El consumo de drogas ilicitas y estimulantes licitos (nicotina y cafeina), son eliminados mediante
excreciones humanas o desechados incorrectamente en el ambiente por usuarios o fabricantes de drogas,
ocasionando la presencia de estos en ecosistemas acuaticos. Una investigacion llevada a cabo en el Reino

10



Unido determiné la presencia de algunos CE en aguas residuales y superficiales, evidenciados en la Tabla
3, indicando su respectivo uso o familia a la cual pertenecen.

Tabla 3. Presencia de contaminantes emergentes en aguas residuales y supetficiales en el Reino Unido
(Drogas ilicitas y estimulantes licitos)

Droga Familia / uso Aguas Residual Agua
Superficial

MDMA Alucinégeno Si Si
MDEA Alucinégeno Si Si
MDA Alucinégeno/metabolito Si Si
Anfetamina Estimulante Si Si
Metanfetamina Estimulante Si Si
Cocaina Estimulante Si Si
Benzoilecgonina Metabolito Si Si
Norbenzoilecgonina Metabolito Si Si
Norcocaina Metabolito Si Si
Cocaetileno Metabolito Si Si
Bencilpiperazina Estimulante Si St
Trifluorometilfenilpiperazina Estimulante Si Si
6-acetilmorfina Metabolito Si Si
Cafeina Indicador humano Si Si
Nicotina Indicador humano Si Si

Fuente: Elaboracién propia, mediante el analisis de [9]

Mediante un analisis de la zona del campo de golf de Bandama (Gran Canaria), la cual ha sido regada con
aguas regeneradas desde 1976, se hallaron CE evidenciados en la Tabla 4, los cuales estan divididos en
las clases: farmacos, hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), pesticidas, contaminantes organicos
volatiles (COV) y retardantes de llama, *: detectado al menos una vez en al agua subterrdnea a una
concentracién superior a 0,1 pgl!, x: detectado al menos una vez en agua de riego a una concentracién
superior a 0,1 uglt

Tabla 4. Listado de contaminantes detectados en muestras de agua subterranea y de riego

Farmacos Pesticidas
Acido Flufenamico * Ketoprofeno Oxifluorfen
Acido Mefenamico Lincomicina 4,4-DDE
Antiplrina MDMA 4 4-DDT
Atenolol Mebendazol Alfa-Endosulfan
Benzoilecgonina Metadona Atrazina
Bezafibrato Metformina Clotfenvinfos(A+B)
Cafeina Miconazol Clotfenvinfos A
Cannabidiol Motfina Clorfenvinfos B
Carbamazepina Nicotina® Clorpirifos etil *
Cimetidina Nifuroxazida® Diazinén
Cis-Diltiazem Ofloxacina Diurén
Claritromicina Oxacilina Gamma-HCH
Cloruro de benzalconio™ x Paracetamol Hexaclorobenceno
Codeina Propifenazona Hexaclorobutadieno
Danofloxacin Propranolol Isoproturén
Difenidramina Ranitidina Metoxicloro
EDDP Sulfadimetoxina Pentaclorobenceno
Efedrina Sulfametizol Procimidona
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Eritromicina * Sulfametoxazol Propazina
Estrona Sulfapiridina Simazina
Etilanfetamina Teobromina® s Terbutilazina
Fenilefrina Teofilina Terbutrina
Gemfibrozilo Trimetoprima Trifuralin
Ibuprofeno Verde malaquita
HAP R. de Llama
Acenaftileno Criseno TEP

Benzo(a) antraceno
Benzo(a) pireno
Benzo(b) fluoranteno
Benzo(g, h,i) perileno
Benzo(k) fluoranteno

Dibenzo(a, h) ant raceno
Fenant reno
Fluoreno
Indeno(1,2,3-cd) pireno
Pireno

Tributil fosfato

COov

124 TCB
135'TCB

Fuente: [18]

Se han identificado compuestos de amplio uso en el sector farmacéutico, antibidticos en matrices
ambientales y antihipertensivos presentes en cuerpos de agua, algunos de estos se presentan en la Tabla
5, Tabla 6 y Tabla 7 respectivamente, expresados en concentraciones de (ug/L) y su tespectivo método
de identificacion, llevado a cabo mediante técnicas analiticas avanzadas, como lo es la cromatografia
liquida de alta presiéon (HPLC, por sus siglas en inglés), acoplada a espectrofotometria de masas (MS), y

sistema de ionizacion por electrospray (ESI, por sus siglas en inglés).

Tabla 5. Analgésicos de amplio uso en el sector farmacéutico

Compuesto Concentracion matriz (ug/L) Método de identificaciéon
. o Sedimento: 35.83 HPLC/MS/MS
Agua fresca: 4.3
o
4 Ibuprofeno
Ho. . Agua supertficial: 0.34 HPLC/ESI/MS/MS
. Agua residual: 1.0
O)J\CHE
Acido acetil salicilico
i e Agua supetficial y agua residual HPLC/ESI/MS/MS
OH pH 2: 28, pH 7: 53
(J U
Ketoprofeno
Cl
Agua superficial HPLC/ESI/MS
W <5.1
(o]
Diclofenaco
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CH,

Agua residual

HPLC/ESI/MS/MS
O O 5.42-21.2
o]
H,CO OH
Naproxeno
Agua superficial
N cHy 3.35-15.7 HPLC/ESIMS/MS
/©/ T Efluentes de hospitales
"o © 180.5
Acetaminofem
Fuente: [19]

Tabla 6. Antibi6ticos reportados en matrices ambientales

Compuesto Concentracion en aguas M¢étodos de identificacion
(ng/L)
Agua residual doméstica HPLC/MS/MS
™of oo T i 0.006-0.21
or Agua de tio HPLC/MS
R R R 0.08 2 0.30
Tetraciclinas
O Residuos hospitalarios HPLC/MS/MS
H%“f‘% gentamicina: 0.4 y 7.6
\%ﬁ;
Aminoglucésidos
Plantas de tratamiento HPLC/ESI/MS/MS
Baja eliminacién
Macrélidos
Quinolonas Efluentes 0.002 HPLC/DAD
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Il Il Planta de tratamiento UHPLC/MS/MS
ciprofloxacina ciprofloxacina: 2.3
Norfloxacina
B-lactamicos Efluente planta de tratamiento HPLC/DAD
° COOH
B-lactamicos
/Q . Agua de rio HPLC/MS/MS
|_N Cefapirina: 1.01
Cefalosporinas
H
R N\ CHa
Y Presencia en agua residual Microbiologia
o F——N
| so,H
o
Carbapenemas

Fuente: [19]

Tabla 7. Antihipertensivos de mayor frecuencia de deteccién en cuerpo de agua

Compuesto Concentraciéon en aguas Métodos de identificacion
(rg/L)
CH,
o) N” CH,
m il /EH/\“ Planta de tratamiento: 2.41 HPLC/MS/MS
Propranolol
OH "
/\/©/0\/K/N \I/CHJ Planta de tratamiento: 0.27 HPLC/ESI/MS/MS
H,CO CHe

Metoprolol

OH

H
,U\/Q/\/J\/Y
CH
H,N ?

Lodos activados: 0.54

HPLC-EPI-MS/MS
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Atenolol

CH,
He— coN B
HiCO N OCHs . .
\/\Q Lodos activados solidos HPLC-MS/MS,
H4,CO OCH, Alta absorcién
Verapamilo dilucién isotépica
CH3 Efluentes planta tratamiento: HPLCQ/QTOF-MS
MO Oy N 0.55
H
HO
Enalapril
Fuente: [19]
2.6 Toxicidad

Para llevar a cabo una prueba de toxicidad es necesario elaborarla bajo condiciones estandarizadas,
controladas y disponer de dos agentes: el agente estimulo, del cual se deben conocer totalmente las
caracteristicas fisicas y quimicas (fairmacos, pesticidas, colorantes, drogas ilicitas, etc.) y el agente
“receptor” (bacterias, algas, animales, plantas) en el cual se quiere evaluar una respuesta nociva
preseleccionada al ser expuesto al agente estimulo, donde es muy importante contar con el uso de réplicas.
Para poder determinar la respuesta se debe disefiar una prueba ya sea toxicoldgica o ecotoxicolégica,
utilizando diferentes concentraciones del agente estimulo a evaluar, obteniendo una variable dosis-
respuesta que serd comparada con un control negativo. Las variables pueden ser cualitativas, indicando
mortalidad o supervivencia, ausencia o presencia, cuantitativas discretas, indicando porcentaje o numero
de sobrevivientes o muertos y cuantitativas continuas, indicando, por ejemplo, la reduccién en el peso o
elongacion de una rafz. La evaluacion cualitativa siempre tendrd un cierto ajuste para que su respuesta se
pueda interpretar mediante una variable cuantitativa, por ejemplo, asignando un nimero a cada variable
cualitativa, que puede ser la caracterfstica de muerto o vivo y se disefia la prueba para evaluar en conjunto
las respuestas individuales, obteniendo el andlisis mediante una variable cuantitativa discreta. En las
pruebas de toxicidad el modelo matematico mas usado es el de tipo empirico o descriptivo, mediante el
cual se describen cuantitativamente los patrones de las observaciones, transformando una o las dos
variables estudiadas, sin basarse en los métodos usados durante el proceso, por lo general los ensayos de
toxicidad se basan en la concentracion letal 50 (CLso), capaz de causar mortalidad en el 50% de los
individuos estudiados en una prueba o concentracion efectiva esperada (CEsq). Los métodos usados para
estimar (CLso-CEs0) pueden ser paramétricos, no paramétricos y graficos [20]. En la Figura 1y Figura
2, se presentan los protocolos que se utilizan a nivel mundial para evaluar toxicidad:
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Cultivos de

mantenimiento

AN

Neonatos 24 h

Tomado de: http://dudo-

kemol blogspot.com /2011/08 /daphnia html

Sustancias toxicas
Muestra

/

No. De diluciones (5)
No. De replicas (3)

)

Disefio

experimental

Depuracion de
diluciones

Bioensayo

v

Incubacion 48 h

y

Toma de datos

v

Analisis
estadistico
(Probit)

y

CLlspusn
Limites al 95 %

Fuente: [7]

> No. de muertos
% de mortalidad

Figura 1. Ejemplo Diagrama de flujo de las actividades vinculadas al desarrollo del ensayo de toxicidad
mas usado en el mundo, el cual emplea Daphnia magna
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Condiciones de la prueba
Temperatura Tluminacion Volumen de prueba
20°C indirecta 15-20 mL
Tiempo de prueba Control positivo
72h Cu*?
Control tiv Control positivo )
OOl negativo l Soluciones de prueba
Agua dura o de lallave solucion de L
. - . 5 concentraciones
o medio de crecimiento Cu (II) ..
- . 12 réplicas
12 ]_'ephcas 12 ].'fP]_l.CﬂS
[— 72 horas de incubacion —r
Control negativo Control positivo .
g 1 Soluciones de prueba
Agua dura o de lallave solucion de .
: o 5 concentraciones
o medio de crecimiento Cu (II) .1
.. o 12 réplicas
12 réplicas 12 réplicas

|

Registros de signos de fitotoxicidad

Disminucion de lalongitud de las raices
Medicion de elongacion, descarte valores
extremos

Calculo del % de inhibicion del
Control negativo crecimiento de las raices

Calculo de la CI,,

Figura 2. Ejemplo Ensayo de toxicidad con Alium cepa L.
Fuente: [7]
2.7 Ensayo para deteccion de mutagenicidad/ Test de Ames con Salmonella typhimurium:

La prueba de Ames es utilizada para determinar el potencial mutagénico (cambios en la informacién
genética) de quimicos y compuesto, generalmente se usa para la regulacién de medicamentos y biocidas
[21]. También se puede usar para detectar la mutagenicidad de muestras ambientales como
medicamentos, colorantes, reactivos, cosméticos, aguas residuales, pesticidas y sustancias de facil
solubilizacién en una suspension liquida [22]. Es una prueba 7z vitro que utiliza cepas de Salmonella
typhimurinm (1A 97¢, TA 98, TA 100, TA 102, TA 1535 y T A 1538) auxétrofas para el aminoacido
histidina, las cuales poseen distintas mutaciones en genes del operén histidina, que le confieren la
capacidad de detectar mutagenos o el potencial efecto mutagénico de compuestos quimicos o productos
biolégicos, analizando asi indirectamente su posible efecto al dafio en el ADN a través de diferentes
mecanismos. La cepa de Salmonella typhinurium es sembrada en placas de agar que contienen glucosa e
histidina, utilizindose como medio de control positivo para la prueba, en donde crecen las bacterias que
revirtieron al fenotipo Ais+, por otro lado en otra placa de agar con los mismo componentes pero con
adicién de una sustancia o compuesto a evaluar, el cual podria ser llamado “compuesto con posible efecto
mutageno”, crecen las bacterias que tienen la capacidad de aumentar su revertante dependiente de la
concentraciéon del compuesto o que sufrieron dafios en su ADN, obteniéndose una mutacién, estas
bacterias tuvieron la capacidad de cumplir sus funciones metabolicas en presencia de determinado
compuesto con propiedades mutagénicas. Debido a que las bacterias “'no pueden metabolizar productos
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quimicos mediante citocromos P450, como los mamiferos y otros vertebrados, se adiciona a la prueba
un sistema exégeno de activacion metabdlica de mamifero, utilizando generalmente fraccién microsomal
de higado de rata”” [23]. Para mejor comprension, el diagrama normalmente usado en este protocolo se
visualiza a continuacién en la Figura 3.

Tubo experimental Tubo control

Incubar por 48 horas a 37°C

Created in BioRender.com bio

Figura 3. Protocolo ensayo deteccién de mutagenicidad (Test de Ames)

Fuente: [22]

2.8 Marco legal

Diferentes organizaciones a nivel internacional cuentan con el manejo de politicas de sostenibilidad
ambiental y con protocolos para medicion de toxicidad, entre las cuales se encuentran: la OECD
(Otganization for Economic Cooperation and Development), la ISO (International Organization for
Standardization), la ETAD (The Ecological and Toxicological Association of Dyes and Organic Pigments
Manufacturers), la ASTM (American Society for Testing and Materials), la PNUMA (Programa de las
Naciones Unidas para el Medio Ambiente), la OEA (Organizacion de los Estados Americanos) y la EPA
(United States Environmental Protection Agency)[6].

En Colombia mediante el DECRETO 4741 DE 2005, del Ministerio de Ambiente, se reglamenta
parcialmente la prevencién y el manejo de los residuos o desechos peligrosos. En el CAPITULO 2, se
dicta la Clasificacion, caracterizacion, identificacion y presentacion de los residuos o desechos peligrosos,
donde los CE se encuentran en el Articulo 0, el cual dispone: Caracteristicas que confieren a un residuo o desecho
la calidad de peligroso. La calidad de peligroso es conferida a un residuo o desecho que exhiba caracteristicas
corrosivas, reactivas, explosivas, toxicas, inflamables, infecciosas y radiactivas; definidas en el Anexo 111
del presente decreto [24].
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El Instituto de Hidrologfa, Meteorologia y Estudios Ambientales,
Ministetio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Tetritorial hacen uso de la RESOLUCION No. 0062
DE 2007 (DIARIO OFICIAL 46.703 DE JULIO 28 DE 2007), “Por la cual se adoptan los protocolos
de muestreo y analisis de laboratorio para la caracterizacién fisicoquimica de los residuos o desechos
peligrosos en el pais”, para llevar a cabo el control de pruebas de corrosividad, explosividad,
inflamabilidad, reactividad y toxicidad [25].

3. Objetivos
3.1 Objetivo general

Realizar un estudio monografico sobre los ensayos usados para determinar la toxicidad de los
contaminantes emergentes (firmacos, plaguicidas, drogas ilicitas, compuestos clorados, entre otros) y de
los tratamientos de eliminacién de estos compuestos.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Compilar los diferentes ensayos de toxicidad realizados con contaminantes emergentes presentes
en aguas residuales, superficiales y subterraneas.

3.2.2 Establecer la importancia de los ensayos toxicolégicos con diferentes contaminantes emergentes
presentes en aguas residuales como parametro para evaluar la calidad de las aguas.

3.2.3 Comparar los diferentes tratamientos usados en la deteccién y eliminacién de contaminantes
emergentes presentes en aguas residuales.

4. Metodologia

Para cumplir los objetivos especificos anteriormente mencionados, se llevé cabo una revisiéon de
literatura, empleando las siguientes bases de datos: EBSCOhost, Scopus, ProQuest y utilizando el
concepto de la lectura critica [20]. Para la recoleccién de informacién se utilizaron palabras claves y filtros
en las diferentes bases de datos, como busquedas en inglés, revistas o grupos de investigacion en particular
y optando por referencias actualizadas, como ventana en el tiempo hasta de 15 afios [27]. Posteriormente
haciendo uso del programa Mendeley Desktop, se realizé la citacion bibliografica y respectivos ajustes
manuales, con el fin de adaptar las referencias a las normas para autores de la Revista Universitas Scientiarum.
Finalmente, se clasific la informacién obtenida, exponiendo ejemplos de ensayos de toxicidad con
especies bioldgicas que se han realizado con CE, como ensayos que se encuentran estandarizados o en
estudio y han mostrado eficiencia para utilizar en la evaluacién de la calidad de aguas, seguido de algunos
métodos de deteccién y tratamientos de eliminacién para CE. La monografia fue de tipo investigativo, se
presentd como un trabajo cientifico escrito, la cual tuvo como objetivo aportar un conocimiento nuevo
con base en estudios ya existentes. El cumplimiento de los diferentes objetivos establecidos se realizé
mediante el proceso de indagacién, recoleccioén, organizacion, analisis e interpretaciéon de informacion
[28], siguiendo los pasos de:

1. Planteamiento pregunta de investigacién

¢Cudl es la importancia de los ensayos toxicoldgicos y tratamientos de eliminacion para emergentes
presentes en aguas residuales, superficiales, subterraneas y su impacto sobre los ecosistemas y la salud
humana?

2. Seleccién y delimitacién de los diferentes temas a abordar
Seleccién de las diferentes bases de datos y fuentes de informacion
Busqueda de informacion y su respectivo analisis e interpretacion
Sintesis y redaccién de la informacién

Discusion - presentacién de la informacion

Conclusion de la investigacion

N kW
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8. Recomendaciones que abordan vacios de conocimiento

5. Resultados y discusion

5.1 Ensayos de toxicidad realizados con contaminantes emergentes presentes en aguas
residuales, superficiales y subterraneas

A continuacion, se exponen ejemplos de ensayos de toxicidad realizados con algunos CE, los puntos
finales de evaluacién y las concentraciones que han resultado tener un efecto sobre diferentes especies
biolégicas usadas en bioensayos:

5.1.1 Farmacos

La evaluacion de efectos ecotoxicologicos en las aguas, permite evaluar la calidad del agua suministrando
mas datos cuando se lleva a cabo el analisis de una muestra, ya sea de un rio, agua residual, subterranea,
marftima, de consumo humano, entre otras, por lo cual, los bioensayos son importantes para determinar
los efectos toxicos de los diferentes CE presentes en estas. Hay pocos datos sobre los impactos
ambientales, especialmente para los metabolitos y productos de transformacién provenientes de los CE,
como también escasos y costosos métodos analiticos que permiten su deteccién y cuantificacion,
principalmente cuando estin presentes en bajas concentraciones o se desconoce la formulacién quimica
de estos. Existen diferentes especies indicadoras ambientales con las cuales se puede evaluar la toxicidad
y ecotoxicidad de los CE que han podido ser detectados, donde estos pueden ser analizados de forma
individual o en muestras con mezclas de estos, pero no existen criterios que permitan escoger una especie
en particular para realizar los bioensayos con una determinada muestra, sin embargo se ha podido
determinar el efecto que ocasionan en especies ubicadas en distintos nivel de la cadena tréfica, como por
ejemplo, fitoplancton, algas, peces, larvas, huevos, anfibios, insectos, invertebrados y mamiferos. Por otro
lado, entre los CE, se encuentra el grupo de fairmacos que abarcan antiinflamatorios, antihipertensivos,
antibioéticos, entre otros [29]. A continuacién, en la tabla 8, se exponen los resultados de la concentracién
letal media cincuenta (CLsg), concentracién efectiva media cincuenta (CEsp) y concentracién inhibitoria
media cincuenta (Cls0) con los respectivos tiempos de exposicion para diferentes especies bioindicadoras:
Vibrio fischeri (bacteria), Brachionus calyciflorus (votitero), Thamnocephalus platynrus, Dafunia magna, Ceriodabpnia
dubia, S keletonema costatum (crustaceo), Desmodesmus subspicatus, Scenedesmus subspicatus, Synechococcus leopoliensis
(algas),Onchorhynchus mykiss (pez), como parametro para evaluar la toxicidad de contaminantes emergentes
pertenecientes al grupo de farmacos.

Tabla 8. Datos de ecotoxicidad para algunos farmacos

Farmaco Especie y horas de Dato ecotoxicolégico mg/L
exposicion

Carbamazepina Daphnia magna 48 h CEso 13,8
Microtox VGbrio fisheri 30 min CEso 81

C.dubia 48 h CEs0 77,7
D.subspicatus 3 dias CEso 74

Diclofenaco ToxAlert 100, V7brio fisheri 15 CEs) 13,5

min

Viibrio fisheri 30 min CEs0 11,45

Daphnia magna 48 h CEs0 2243
D.subspicatus 3 dias CEso 72

Ibuprofeno Daphnia magna 48 h CEs0 9,06
S. costatum 96 h CEs0 7,1

Daphnia magna 96 h CLs0 175
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Ketoprofeno ECOSAR Peces CEs0 32
ECOSAR Daphnia magna CEs) 248
ECOSAR Alga CEso 164
Naproxeno Rotoxkit. B. calyciflorns 24 h CLs50 62,5
C.dubia 48 h CEs) 66,4
Thamnotoxkit T. platynrus 24 h CEso 84,09
Paracetamol Daphnia magna 96 h CLs) 62,3
Diazepam Daphnia magna 96 h CLso 17,1
Daphnia magna 24 h CEs0 43214
Oncorhynchus mykiss 96 h CEs 34
Scenedesmus subspicatus CLs0 3,11
Synechococcus leopoloensis CLsp 11,9
Ciprofloxacino Daphnia magna 96 h CLs0 230,6
Trimethoprim Daphnia magna 96 h CLs0 296
Sulfamethoxazole Daphnia magna 96 h CLso 1480
Amoxicilina Daphnia magna 96 h CLs0 6950

Fuente: [29]

El diclofenaco es un analgésico antiinflamatorio, no esteroideo utilizado ampliamente, vertido
principalmente por su uso en centros médicos o descargas domiciliarias, donde el 75 % del diclofenaco
usado ingresa a las aguas y suelos, debido al ineficiente control o eliminacién que pueden llevar a cabo
las plantas de tratamiento de agua residual, generando la presencia del analgésico en aguas supetficiales y
subterraneas, incluso en suelos, lodos, solidos suspendidos, en general en cualquier ambiente con
presencia de agua, donde persiste por sus caracteristicas de hidrofobicidad y estabilidad. Se han detectado
metabolitos del diclofenaco presentes en mamiferos, bacterias, peces, humanos, entre otros, los cuales
estan relacionados con una mayor toxicidad que el compuesto original [30]. En la tabla 9 se observan
algunos metabolitos del diclofenaco, con su respectiva estructura quimica, las especies en las cuales han
sido detectados y el efecto que ocasionan, sin embargo, no hay datos de la toxicidad ocasionada por
algunos metabolitos como lo son 2-indolona, sulfato de 4'-hidroxiclofenaco, 1,3-diclorobenceno, 1- (2,6-
diclorofenil) -5-hidroxi-2-indolinona, sulfato de 4 y 5-dihidroxidiclofenaco en especies biolégicas.

Tabla 9. Metabolitos del diclofenaco, estructura quimica y naturaleza de toxicidad

Metabolito Estructura quimica Fuente informada Naturaleza de
toxicidad
3"-hidroxidiclofenaco Mamiferos: humanos,  Inhibicién de la
i babuinos y monos sintesis de
rhesus prostaglandinas.
Cl OH
HO N

Cl

4"-hidroxiclofenaco Mamiferos: humanos, 1. Inhibicién de

ratas, perros, babuinos
y monos Rhesus
Animales acuaticos:
mejillones (M. trossulusy
M. galloprovincialis) y
peces (G. aculeatus y O.
7yRIss)

la fosforilacién
oxidativa
(sintesis de
ATP) en las
mitocondrias
del higado de

rata.
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al
H
N
HO cl
Tioéster de
diclofenaco glutatién 7
a E/\/ :

H
N
Cl

Diclofenaco
glucurénido /
diclofenaco acil
glucurénido

Cl

Cl
N, 5-
dihidroxidiclofenaco

o}
Cl OH
f N
Cl

N
—_
\

2-indolona

OH

OH

Plantas:

A. thaliana, A. rusticana,
H. vulgare, P. alba 1.
villafranca, y T latifolia
Microorganismos:
bacterias (Actingplanes
5p, v Ravultella sp),
hongos (1. versicolor, E.
nigrum), y levadura (.
cerevisiae)

Mamiferos: humanos y
ratas

Mamiferos: humanos y
ratones

Mamiferos: humanos,
ratas y cerdos

Animales acuaticos:
Mejillon (D. polymorpha)

2. Toxicidad
aguda.

Inhibicién de la
fosforilacién
oxidativa
(sintesis de
ATP) en las
mitocondtrias
del higado de

rata.

1. Citotoxicidad
y
hepatotoxicidad
2. Lesién del
intestino
delgado de rata

1. Inhibicién de
la sintesis de
ATPy
reduccion de la
oxidacion con
gasto inuatil de
NADPH.

2. Se induce la
fragmentacion
del ADN
genémico de
los hepatocitos.
3. Muerte
celular.

No reporta
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Sulfato de 4'- Mamiferos: Rata No reporta

hidroxiclofenaco OH Animales acuiticos:
Mejillén (M.
- galloprovincialis) y pez (O.
" mykIss)

N

HO3S cl
1,3-diclorobenceno Microorganismo: No reporta

Cl bacteria (G.
metallireducens)

Cl

1- (2,6-diclorofenil) - Plantas: No reporta
5-hidroxi-2- A. thaliana
indolinona o
Cl
N
OH
Cl
Sulfato de 4 ', 5- 9 Mamiferos: Humanos No reporta
dihidroxidiclofenaco Animales acuaticos:
al OH Peces (O. mykiss)
N
HO,S cl SOH

Fuente: [30]

Teniendo en cuenta que algunos metabolitos del diclofenaco pueden estar presentes en el ambiente hasta
por 100 dias, la Tabla 10 hace referencia a los efectos tdxicos del diclofenaco 7 vitro/ in vive en tejidos,
o6rganos o etapa de crecimiento de diferentes especies a determinados tiempos de exposicion, las especies
utilizadas para evaluar toxicidad del diclofenaco pueden ser utilizadas para ensayos con otros CE del
grupo de farmacos, tomando como ejemplo el punto final de toxicidad evaluado en estudios previos. El
punto final de toxicidad hace referencia al parametro usado como indicador de toxicidad durate un ensayo
(mortalidad, lesiones dseas, alteraciones, cambios genéticos, entre otros)

Tabla 10. Especies biolégicas y punto final de toxicidad por diclofenaco a diferentes concentraciones

Especie Tejido/6rgano/etapa Concentracion  Tiempo Punto final de toxicidad
de crecimiento exposicion de
exposicion
Trucha marrén Etapas juveniles 10-100 pg/L 25 dias 1. Mayor tasa de mortalidad a 100 pg/L
(Salmo trutta) 2. Mayor proporcion de lesiones dseas en

animales juveniles por encima de 10 ug/L
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Pez (Cirrbinns
mrigala)
Mejillén

mediterraneo
(Mytilus

galloprovincialis)

Cangtrejo de

orilla verde
(Carcinus maenas)
LLangostino
(Palaemon
servatus)
Pez cebra (Danio
rerio)

Estrella de mar
(Asterias rubens)
Mejillén cebra
(Dreissena
polymorpha)
Crustaceo
plancténico
(Dafnia magna)

Mosca atlequin
(Chironomuns
riparins)
Rana toro
americana
(Lethobates
catesbeianus)
Lenteja de agua
(Lemma minor)

Helecho
(Polystichum
setifernni)
Maiz (Zea mays)
Tilapia del Nilo
(Oreochronzis
niloticus)

Pescado de arroz

japonés (Oryzias
latipes)
Carpa europea
(Cyprinus carpio)
Rata

Nivel bioquimico
Células
ADN
Lipidos
Adulto

Larvas

Embriones

Esperma

Adulto

ADN

Adulto

Embriones

Cloroplastos

Células

Maiz
Adulto

Mandibula

Nivel bioquimico

Suero

1.0 pg/L

2.5 ug/L

10 ng/L

900 pg/I.

1250 pg/L

0.1 mg/L

1.0 pg/L

50 pg/L

34.0 ug/g

12.11mg/L
(CL50)

0.12100 pg/L

0.3 ug/L

2.5¢g/L
1.0 pg/L

26.5 ug/L

1.0 pg/L

96 mg/kg

96 h

60 dias

7 dias

50 dias

48 h

20 minutos

96 h

24/48 h

21 dias

96 h

10 dias

48 h

3 dias
80 dias

40 dias

96 h

24 h

Cambios drasticos en la actividad
enzimatica.

1. Parametros inmunolégicos alterados.
2. Efectos genotoxicos.

3. Modulacién del metabolismo lipidico
4. Cambios en la rotacién celular
Deterioro de la capacidad

osmotreguladora

Afectacién de la tasa de crecimiento.

Estrés oxidativo, via apoptética intrinseca,
desregulacion de las actividades quinasas,
gluconeogénesis y metabolismo lipidico,
que conduce a disfuncién mitocondrial y
trastornos metabolicos.

Reduccién significativa de la velocidad de
nado de los espermatozoides.

Reduccion de la viabilidad de los
hemocitos.

Inhibié la expresion de genes (HR 96, P-gp,
CYP360A48, CYP314, GST, ER y 1)
relacionados con el metabolismo de la
desintoxicacién, el crecimiento, el
desarrollo y la reproduccién

Disminucién de la proporcién de
emergencia.

Embriotoxicidad y teratogénesis.

1.Respuesta de crecimiento negativa.

2. Afecta el contenido de pigmentos
fotosintéticos

1. Cambios en la actividad mitocondrial.
2. Efectos cronicos sobre el ADN

Afecta la tasa de crecimiento y desatrollo.

Diferenciacién ~ sexual  afectada y
gametogénesis

Defectos mandibulates

Alteraciones en las actividades

hematolégicas y bioquimicas.
Niveles elevados de enzimas hepaticas en
suero.

Fuente: [30]

24



Se han reportado otros organismos para ensayos de toxicidad con contaminantes emergentes
pertenecientes al grupo de firmacos, como por ejemplo la carbamazepina, los cuales pueden ser una
alternativa para evaluar la toxicidad de diferentes farmacos CE en aguas, estableciendo tiempos de
exposicién, concentracion del farmaco y numero de individuos en cada ensayo, a continuacién, en la
Tabla 11 se presentan los organismos de prueba y parametros indicadores de toxicidad:

Tabla 11. Especies acuaticas y parametros indicadotes en ensayos de toxicidad

Especies

Indicador de toxicidad

Pulga de agua
Chironomus dilutus
Ceriodaphnia dubia

Daphnia magna
Brachionus calyciflorns
Hyalella azteca
Bacterias
Aliivibrio fischeri
Viibrio fischeri
Algas
Chlorella vulgaris
Desmodesnins subspicatus
Raphidocelis subcapitata

Supervivencia
Inhibicién de la reproduccion
Mortalidad, Inmovilizacion
Inhibicién de la reproduccion
Crecimiento

Bioluminiscencia
Bioluminiscencia

Inhibicion del crecimiento
Inhibicién del crecimiento
Inhibicion del crecimiento

Trucha arcoiris

Oncorlynchus myfkiss Respuestas antioxidantes en el musculo,
Cambios en la relacion ARN-ADN
Pez cebra
Danio rerio Efectos de desarrollo, mortalidad de embriones

Hongo micorrizico
Glomus intraradices
Lenteja de agua

Produccion de esporas

Lemna menor Inhibicién tasa de crecimiento promedio
Cnidario
Hydra atennar Cambios morfoldgicos

Fuente: [31]

Los farmacos CE abarcan antibiéticos, betabloqueantes, analgésicos, antisépticos, complementos
alimenticios, antiinflamatorios no esteroideos, estimulantes, diuréticos, bloqueadores solares, fragancias,
cosméticos y varios productos de transformacién, siendo los antibiéticos y antiinflamatorios los mas
abundantes en el medio acudtico con concentraciones en el orden de pg/L en aguas residuales sin tratar
y tratadas en el Reino Unido, Canadd y Japén [32]. Aunque hay reportes de la toxicidad de farmacos en
el orden de mg/L, las concentraciones de pg/L y ng/L suelen ser las mas persistentes en el ambiente
acuatico. Los metabolitos de los farmacos presentan una mayor dificultad para ser detectados, los cuales
se encuentran generalmente presentes en concentraciones de ug/L o ng/L, aun asi se sabe de algunos
efectos que ocasionan en determinadas especies, pero se desconoce la toxicidad que pueden ocasionar a
nivel de ecosistemas, como también la variedad de metabolitos presentes y los diferentes efectos adversos
que se derivan de su presencia en cuerpos de aguas, por lo cual, es necesario llevar a cabo métodos de
deteccién que permitan identificar la presencia de los diferentes metabolitos y su toxicidad, debido a que
estos, generalmente son los que pueden tener efecto bioacumulativo por la naturaleza organica de sus
compuestos, al ser moléculas biolégicamente activas e hidréfilas, persisten facilmente en el ambiente y
tienen alta capacidad de interactuar a nivel metabdlico en un organismo, ya que el objetivo de los
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compuestos originales de los que se derivan, es cumplir un efecto benéfico, mediante procesos de
absorcién, ya sea como tratamiento de una infeccién, enfermedad o patologfa, en humanos y animales
domésticos|[10, 30, 33].

5.1.2 Pesticidas

El uso de agroquimicos ha ido aumentando con el incremento de cultivos agricolas en el mundo, algunos
de los compuestos comunmente utilizados son los herbicidas, los cuales tienen como base la formulacién
de glifosato, usados para inhibir el crecimiento de plantas indeseadas y asi favorecer el crecimiento de
plantas de interés en un cultivo. El glifosato esta etiquetado como un producto que no ocasiona dafio en
los crustaceos, sin embargo, en el estudio llevado a cabo por Ruiz et al., (2018) se reportd el efecto toxico
mediante la CLso, en el langostino M. fenellum, donde se obtuvo la muerte de la mitad de los individuos
usados en el bioensayo con una concentracién de 32 mg/L, bajo una exposicién de 24 horas, con 8
individuos y 5 réplicas del montaje [34]. El glifosato ha sido reportado como el plaguicida menos tdxico
entre extensas listas de plaguicidas, para los cuales han sido determinados la CLso, debido a que grandes
concentraciones (125 mg/L) son necesarias para ocasionar un efecto letal principalmente en peces. A
partir de un analisis de efectos téxicos de diferentes plaguicidas sobre especies biolégicas reportadas en
las ultimas dos décadas, Rodrigues et al., (2019) determiné que el pez cebra de agua dulce Danio rerio tue
el modelo de pez mas utilizado, seguido de la trucha arco iris Oncorhynchus mykiss y la carpa europea
Cyprinus carpi, siendo lambda cialotrina el pesticida mas toxico para especies de peces, con una CLso de
0.96 pug/L, seguida de piridaben, endosulfan, fenvalerato, fenpiroximato, alfa-cipermetrina y cipermetrina,
con CLso entre 1.8 y 7.5 ug/L bajo una exposicion de 96 horas [35]. Por otro lado, es importante tener
en cuenta que los bioensayos también se realizan en tejidos, érganos y células, siendo utilizados como
modelo indicador de toxicidad, donde se ha reportado que las lineas celulares no presentan una alta
sensibilidad para la deteccion de toxicidad con plaguicidas a corto plazo, por lo cual es necesario llevar a
cabo mis estudios del uso de células en ensayos de toxicidad con plaguicidas-pesticidas, optimizando
procesos, como por ejemplo, usando mayores tiempos de exposicioén al CE para determinar la toxicidad
a largo plazo, siendo la mejor opcién el uso de peces, crusticeos y anfibios. En la figura 4 se observan
los resultados de Howe et al., (2004) en un estudio realizado con renacuajos para determinar los efectos
ocasionados por pesticidas a base de glifosato, siendo (c) El control con la cola intacta (d) Daflo leve en
la cola con necrosis () Dafio grave en la cola (f) Dafio severo de la cola y flexién ventral de la punta

[35,36].

¢)

Figura 4. Dafios en renacuajos debido a la presencia de pesticidas a base de glifosato y un surfactante
Fuente: [30]

Los pesticidas pueden inducir respuesta inmunosuprimida en mamiferos y peces. La mayoria de ensayos
de toxicidad para determinar CEsp o CLso de pesticidas y herbicidas se han reportado en especies de
peces, por ejemplo el pez cebra que presenta un genoma con un 70% de homologia con el genoma
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humano [37], por otro lado, las pruebas con embriones son las mas relevantes actualmente, debido a que
los efectos ocasionados se pueden comparar con las etapas juveniles y adultas del individuo realizadas
mas adelante [38], sin embargo, serfa interesante realizar bioensayos con especies que se encuentren en el
suelo, ya que este grupo de CE generan contaminacién en ambientes acuaticos por procesos de
escorrentia, erosion o filtracién de agua con trazas de compuestos persistentes a través de las capas del
suelo y aguas subterranea, que finalmente desembocan en aguas supetficiales, por lo cual, en este proceso
se ven involucradas especies que se encuentran naturalmente en los ecosistemas subterraneos, como lo
son plantas, lombrices, gusanos, escarabajos e invertebrados de tietra, como también microorganismos
que cumplen funciones importantes en el mantenimiento de un ecosistema, por ejemplo,
microorganismos solubilizadores de fésforo, que permiten la adquisicién de este por parte de las plantas,
micortizas y macroorganismos que establecen relaciones de simbiosis con plantas, como otros que
participan en ciclos biogeoquimicos naturales como el de carbono, azufre y nitrégeno, necesarios para
mantener un ecosistema en equilibrio e indispensables en el organismo de diferentes especies bioldgicas.
Por ello, realizar ensayos de toxicidad donde se vean involucradas especies nativas del entorno que se
encuentra afectado por la presencia de CE, permitiria conocer daflos ecotoxicolégicos relevantes o mas
precisos para dicho ambiente [35,30].

5.1.3 Drogas de uso ilicito

Las drogas de uso ilicito son cominmente utilizadas en el mundo, por ejemplo, las drogas sintéticas que
actian como estimulante del sistema nervioso central, produciendo sensacién de euforia y aumentando
la produccién de dopamina, como lo son la cocaina y la metanfetamina. La metanfetamina para el afio
2017 alcanz6 un numero de 28.9 millones de usuarios. En las aguas residuales y superficiales se han
detectado concentraciones en el orden de pug/L y ng/L de metanfetamina, donde su degradacion oscila
entre los 15 a 30 dias, esta presencia se deriva del suministro de dosis al cuerpo humano, las cuales son
metabolizadas y eliminadas mediante la excrecién de heces y orina, liberando asi el compuesto inalterado
o en forma de metabolito, como por ejemplo el 4-hidroximetanfetamina que llega a las aguas residuales
y posteriormente estas desembocan en aguas superficiales. En promedio se han reportado
concentraciones de 50 ng/L en aguas supetficiales y 500ng/L en aguas residuales de metanfetamina en
el mundo, aunque corresponden a concentraciones bajas, pueden tener un efecto téxico en los
ecosistemas acuaticos, de los cuales la informacion es escasa [39]. Se ha determinado como consecuencia
de la metanfetamina presente en las aguas, dafios en organismos a nivel metabdlico, como estrés
oxidativo, diferencias en comportamientos como nadado, desplazamiento y reproduccién en animales
acuaticos (Tabla 12) [35]. Segin lo anterior para evaluar la toxicidad que provoca la metanfetamina en
una especie bioindicadora, Felice et al, (2020) analizaron la toxicidad producida en términos de la
reproduccién, desplazamiento y a nivel bioquimico de D. magna, utilizando biomarcadores para conocer
el estrés oxidativo, especificamente la cantidad de especies reactivas de oxigeno (ROS), la cantidad de
enzimas antioxidantes como lo son la superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa
(GPX), determinadas mediante método fluoro métrico, inhibicién del citocromo ¢, consumo de H2O:2 y
consumo de NADPH respectivamente [39]. Los resultados para el analisis del desplazamiento en el
nadado en milimetros para D .magna, bajo exposicion de las dos diferentes concentraciones que fueron
seleccionadas, segun el promedio de concentraciones de metanfetamina presentes en aguas residuales
(500ng/L) y supetficiales (50ng/L), para los respectivos tiempos (7, 14, 21 dias) de determinacién , no
mostraron diferencias significativas respecto al control, por lo general otros reportes (Tabla 12) han
informado el aumento, como la reduccién en el desplazamiento por dicha especie, sin embatgo, la
variaciéon de los resultados se puede deber a las condiciones de ensayo, como lo son la forma de
administracién de la droga, temperatura, nimero de individuos, tipo de agua, suministro de alimento o
tiempos de fotoperiodo, ademas el método para interpretar dichos resultados provienen generalmente de
analisis de video e imagen, como en este caso se usé el Image] AnimalTraker, para conocer la trayectoria
individual de cada organismo, lo cual determina los resultados obtenidos. En cuanto a la reproduccion,
los resultados si presentaron una diferencia significativa respecto al control, donde ambas
concentraciones de 50ng/L y 500ng/L estimularon la reproduccion con un 28 % y 29 % mayor nimero
de descendientes respecto al control respectivamente, esto debido a que los crusticeos utilizan
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neurohormonas reguladas por diferentes aminas como la dopamina, sin embargo para llevar a cabo la
comparacién con otros estudios es necesario que estén reportados en la misma especie y bajo las mismas
condiciones de ensayo, donde los reportes son escasos, pero es importante resaltar que se han realizado
otros estudios con animales vertebrados, crustaceos, platelmintos e invertebrados como peces, donde se
ha evidenciado, igualmente, el aumento en la reproduccién (Tabla 12)[39].

En cuanto a la toxicidad que causa efectos a nivel bioquimico se puede observar en la Figura 5, las
diferencias significativas respecto a los controles para las dos concentraciones en los dias de evaluacion,
en general el estrés oxidativo se ve reflejado en una produccién mayor de las enzimas antioxidantes a los
21 dias y una reduccién a los 14 dias de exposicién respecto al control, para la concentraciéon de 500
ng/L. Para los 7 dias de exposicién a 500ng/L hubo variaciones en la actividad de todas las enzimas,
finalmente pata la concentracién de 50ng/L se presentaron vatiaciones significativas en la actividad de
CAT a los 14 dias y en GPX a los 7 y 14 dias de exposicién, indicando que el efecto téxico de la
metanfetamina sobre el crusticeo D.magna no solo influye en el incremento normal de reproduccién sino
también en la actividad bioldgica normal de las enzimas antioxidantes en su organismo o efecto a nivel
bioquimico [39].
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Figura 5. cantidad de ROS (a) AU DCF / mg de proteina (Unidades arbitrarias), actividad SOD (b),
actividad CAT (c), actividad GPX (d), en Daphnia magna después de 7, 14 y 21 dias de exposicion a 50
ng/L y 500 ng/L. de metanfetamina. Los asteriscos sobtre los histogramas muestran diferencias
significativas entre los individuos tratados y el control correspondiente

Fuente: [39]

Tabla 12. Efectos de la toxicidad por metanfetamina en diferentes especies bioldgicas
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Droga Concentracién  Organismo indicador Efecto
Metanfetamina 0,004 a 40 uM Oryzias latipes Estrés oxidativo,
alteraciones en el
desarrollo y
comportamiento en
etapas tempranas de vida
Metanfetamina 0,1-100 pM Dugesia dorotocephala Disminucién  actividad
locomotora
Metanfetamina 0,03 uM Dugesia japonica Aumento de los
movimientos
espontaneos
Metanfetamina 1 ug/L Procambarus virginalis Sin efecto significativo en
la distancia de nado
Metanfetamina 0,1,0,5y 1,0 Poecilia latipinna Aumento de la excitacion
mg/L sexual en los machos,
incremento actividad de
apareamiento
Metanfetamina 50 -500 ng/L D.magna Estrés oxidativo,
aumento en la
reproduccion
Metanfetamina 2 mM Murino (Murinae) Aumento en los niveles
de ROS en el tejido
cerebral
Metanfetamina 40 uM Oryzias latipes Sobreproduccion de ROS
Metanfetamina 10 mg/kg Ratas macho Sprague Aumento de actividad
Dawley CAP en el hipotilamo,
higado y rifién
Metanfetamina 5 mg/kg Ratas Wistar macho Aumento de actividad
tratadas CAP en el cerebro
Metanfetamina 4-40 uM Oryzias latipes Aumento de actividad
CAP en embriones
Metanfetamina 100 uM Roedores Disminucién niveles de
proteina GPx1 y GPx4 y
actividad enzimatica en
las células neuronales SH-
SY5Y
Metanfetamina 5 mg/kg Ratas Wistar macho Peroxidacion lipidica en la
retina y el plasma
sanguineo
Metanfetamina 2pg/g Orconectes rusticns Aumento de la movilidad
Metanfetamina 10 ug/g Orconectes rusticus Inmovilidad
Metanfetamina 1 ug/L Procambarus virginalis Si efecto en el

movimiento, velocidad o
actividad

Fuente: Elaboracién propia, mediante el analisis de [39]
5.1.3.1 Cocaina

Los metabolitos de la cocaina han presentado gran relevancia en ambientes acuaticos de todo el mundo
port ser CE y sus efectos toxicos han sido objeto de estudio en los dltimos afios. El principal metabolito
de la cocaina es el benzoilecgonina, por lo cual Pedriali et al,(2013) estudiaron los efectos a
concentraciones de 0.5-1.0 wg/L en Dreissena polymorpha, utilizando biomarcadores que permitieron
determinar estrés oxidativo en las células, las cuales estan directamente relacionadas con la toxicidad
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ocasionada por el metabolito, como también alteraciones en la actividad catalasa (CAT), actividad
superoxido dismutasa (SOD), glutatiéon peroxidasa (GPx) y glutatién S-transferasa (GST), igualmente
Paronilli et al., (2013) hallaron un desequilibrio en la cadena de defensa enzimatica en la misma especie y
bajo exposicién del mismo metabolito, pero a una concentracion de 500 ng/L [40,41]. Otro metabolito
de la cocaina es el éster metilico de ecgonina el cual, tras 14 dias de exposicion en D. polymorpha a una
concentracion de 500 ng/1., causé inactivacion de las enzimas de defensa, aumento en la peroxidacion
de lipidos y fragmentacién del ADN, en general, los dafios a nivel enzimatico ocasionados por estos
metabolitos de la cocaina, se expresan a bajas concentraciones de exposicion y los efectos son similatres
a los obtenidos por Felice et al, (2020) en la especie D. magna al ser expuesta a la también droga sintética
metanfetamina, por lo cual, el analisis de datos hallados con los marcadores enzimaticos, se realiza
mediante graficas como la presentada en la Figura 5 y tomada como ejemplo del estudio realizado por
Felice et al, (2020) [39,41]. Adicionalmente, otro estudio que se llev6 a cabo usando la misma especie D.
polymorpha para evaluar efectos citogenéticos de la cocaina a concentraciones en el orden de ng/L,
presentd luego de una exposicion de 96 horas, estrés oxidativo, apoptosis en células, leve dafio en el ADN
y células micro nucleadas a concentraciones relativamente bajas como 40ng/L [42].

La clasificacién mas usada desde los afios 90 para sustancias o compuestos téxicos, define como nocivos
a los que presentan una CEs entre 10 y 100 mg/L, como téxicos entre 1 a 10 mg/L y muy téxicos los
que tengan una CEs) < 1 mg/L para los organismos acudticos [43], sin embargo se ha demostrado que
los CE son muy téxicos a concentraciones menores, como lo son las drogas ilicitas cocaina,
metanfetamina y principalmente sus metabolitos, de los cuales hay pocos estudios experimentales que
han investigado la toxicidad para los organismos acuaticos, donde los mas estudiados, en términos de
toxicidad y mutagenicidad, han sido algunos metabolitos de la cocaina detectados en aguas residuales,
siendo los metabolitos de la metanfetamina los menos detectados. Otras drogas de uso ilicito como
derivados de la piperazina, alucindgenos, cannabis y opioides como la heroina, entre otras, requieren de
deteccién en aguas tanto supetficiales como residuales, al igual que el conocimiento de los diferentes
metabolitos que pueden presentar efectos perjudiciales en ecosistemas acuaticos y toxicidad en especies
biolégicas, pues debido a que estos son de naturaleza potente, se infiere una alta toxicidad para los
organismos acuaticos expuestos [9, 41, 44].

5.1.4 Contaminante presente en farmacos de uso diario

Las algas y los crusticeos se encuentran en la base de las cadenas tréficas en los ecosistemas acudticos,
seguido de esto, se encuentran los peces como consumidores y por otro lado las bacterias como
descomponedores microbianos. Segun lo anterior, especies que abarcan estos ordenes pueden ser
bioindicadoras ambientales en un ecosistema acuatico; generalmente, para los ensayos de toxicidad se
analiza la capacidad de crecimiento o elongacién de las algas, la inmovilizacién o mortalidad en los
crustaceos, la inhibicién de bioluminiscencia en la bacteria 1. fischeri y mortalidad, capacidad de nado y
crecimiento en peces.

La clorhexidina es un biocida con propiedades antimicrobianas, por lo cual el di gluconato de clorhexidina
es usado comunmente en exfoliantes quirdrgicos, antisépticos y limpiadores de piel, protectores de
heridas, cremas para el acné, jabones, enjuagues bucales y pastas de dientes, donde se encuentra en
ambientes acudticos principalmente por el uso hospitalario y productos de uso personal, siendo
indispensable determinar los efectos toxicos que produce. Hay pocos reportes de evaluacion de toxicidad
donde se analice CEsp en el liquido amnidtico de embriones de peces, por lo cual una investigacion llevada
a cabo por Silva et al, (2013) expone los resultados tras hacer determinaciones enzimaticas, utilizando
biomarcadores de vias metabdlicas en embriones de Darnio reiro (pez cebra), especificamente colinesterasa
(ChE), glutation-S-tranferasa (GST), catalasa (CAT) y lactato deshidrogenasa (LDH), bajo
concentraciones de clorhexidina, usando espectrofotometria y los resultados se expresaron como nano
moles de sustrato hidrolizado por minuto por mg de proteina, donde las proteinas fueron determinadas
por el método de Bradford [45], al igual que Felice et al, (2020) y Pedriali et al.,(2013) usaron
biomarcadores enzimaticos en D. magna y D. polymorpha para evaluar la toxicidad de metanfetamina y
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cocafna respectivamente [39,40]. Al llevar a cabo ensayos de toxicidad, la evaluacién de pardmetros
cualitativos es fundamental, en el caso de usar embriones de peces, es importante analizar la coagulacién
de los huevos fertilizados, latidos cardiacos, desprendimiento de la yema del saco vitelino, pigmentacion,
alteraciones en el liquido amnidtico y mortalidad post eclosién de los huevos, lo cual puede ser
determinado mediante el uso de un estereoscopio [45]. En la Figura 6, se expone un ejemplo de
resultados del analisis de liquido amniético en embriones de D. reiro al ser expuesto a di gluconato de
clothexidina, en concentraciones de 320 y 2040 pg/L.
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Figura 6. Alteraciones en liquido amniotico
Fuente: [45]

Anomalias de los embriones de D. rerio después de la exposicién a di gluconato de clorhexidina: (a)
un organismo de control después de 24 h (b) embridn tras 24 h de exposicion a 320 ug/L con alteraciones
en liquido amnidtico (flechas negras), (c) organismo de control después de 48 h, (d) embrion tras 48 h de
exposicion a 2.040 pg/L con alteraciones en el liquido amnidtico (flechas negras) [45].

En los embriones se pueden observar alteraciones en el liquido amniético, con aspecto opaco y no
homogéneo, con presencia de aglomerados como se sefiala con las flechas en la Figura 6 b, d, por otro
lado, las diferentes concentraciones de clorhexidina provocan variaciones en la actividad de las enzimas,
donde la induccién de CAT, se relaciona con el metabolismo de especies reactivas de oxigeno (ROS),
resultados similares a los obtenidos para el CE metanfetamina en el estudio de Felice et al, (2020), sin
embargo, los resultados difieren en que los analisis se realizaron con diferentes especies de organismos y
CE [39,45]. Finalmente, en la Tabla 13 se exponen algunas especies de bacterias, algas, invertebrados y
peces con el efecto toxico (punto final) que causan determinadas concentraciones de compuestos de
clothexidina en el orden de pg/L y la CEso o CLso con el respectivo tiempo de evaluacién, donde se
puede determinar que las especies mas susceptible son D. magna, seguido del alga P. subcapitata y las
especies de bacterias. Los protocolos y puntos de analisis llevados a cabo en este estudio y en todos los
reportes de ensayos de toxicidad con especies bioindicadoras, permiten conocer alternativas de métodos
de ensayo para ser utilizados con diferentes CE.

Tabla 13. Toxicidad de los compuestos de clorhexidina para bacterias, algas, invertebrados y peces.

Especies Compuesto  Valor pg/L Efecto Hora Punto final
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Klebsiella oxcytoca  Digluconato 1.550 CExso 29,5 min Respiracion
de
clorhexidina
Escherichia coli Digluconato 320 CEso 33,9 min Respiracion
de
clorhexidina
Vibrio fischeri Digluconato 1.694 CEso 15 min Bioluminiscencia
de
clorhexidina
Psendokirchneriella  Digluconato 62 CEso 72h Inhibicién del
subcapitata de crecimiento
clorhexidina
Daphnia magna ~ Diacetato de 63 CEso 48 h Inmovilizacion
clorhexidina
Daphnia magna Digluconato 45 CEso 48 h Inmovilizacién
de
clorhexidina
Danio reiro Digluconato 804 CLso 96 h Mortalidad
(embriones) de
clorhexidina
Danio reiro Clorhexidina 1.400 CLso 96 h Mortalidad
Lepomis Diacetato de 600 CLso 96 h Mortalidad
macrochirus clorhexidina
Oncorlynchus Diacetato de 1.871 CLso 96 h Mortalidad
mykiss clorhexidina

Fuente: [45]
5.1.5 Retardantes de llama bromados

Los retardantes de llama bromados son un grupo de CE, de los cuales se han realizado muy pocos
estudios para conocer los efectos téxicos que ocasionan en especies biologicas y en el ambiente acuatico,
aunque existen normas ambientales que regulan las descargas de algunos retardantes de llama bromados
a cuerpos de agua, se desconocen los productos de transformacién derivados de los compuestos
originales. Un ejemplo de un retardante de llamada bromado que se ha detectado contaminando
ambientes acuaticos es el tetrabromobisfenol, ampliamente utilizado en las industrias para la produccién
de polimeros, como policarbonatos, poliepoxis y placas de circuito impreso, entre otros. Gong et al.,
(2017) utilizaron la especie Pseudodiaptomus inopinus, como indicadora de toxicidad, en la cual se determiné
aumento en la mortalidad y efectos adversos en el desarrollo de dos generaciones de P. inopinus a
concentraciones de 1.8 mg/L, la cual fue seleccionada, debido a que corresponde a una concentracién
ambiental presente en agua superficial de mar, hallada mediante analisis quimico en seis diferentes lugares
de Quingdao-China [46].

5.1.6 Cafeina y Nicotina

La cafeina y nicotina son sustancias psicotrépicas ampliamente consumidas en todo el mundo, de las
cuales se desconocen sus efectos toxicos y persistencia en los ecosistemas acuaticos. Acerca de los
metabolitos presentes en ambientes acuaticos se conoce muy poco, pero se han detectado residuos
metabdlicos humanos en aguas residuales domésticas urbanas como lo son cotinina y trans-3'"-
hidroxicotinina, patra la nicotina y un metabolito urinario de cafeina, el acido 1,7-dimetildrico [47]. Las
grandes cantidades de consumo de estas dos sustancias pueden tener consecuencias para la salud,
teniendo en cuenta que no se encuentra regulada su venta y consecuentemente las cantidades a ingerir,
por lo cual, la presencia de estas en aguas residuales ha tenido relevancia en los ultimos afios,
principalmente para conocer los diferentes efectos que pueden causar en un ecosistema acuatico, sin
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embargo aun se necesitan estudios de toxicidad crénica y aguda, como de genotoxicidad para evaluar el
riesgo real que podrian tener la cafefna y nicotina de forma aislada y combinada con otros CE sobre
especies biologicas y determinar su impacto en los ecosistemas acuaticos [48]. En el estudio de Greenway
et al, (2007) se midieron efectos letales y subletales de la cafeina bajo condiciones estaticas en las especies
Ceriodaphnia dubia, Pimephales promelas y Chironomus dilutus por ser organismos que se utilizan cominmente
en ensayos estandarizados para llevar a cabo el monitoreo de efluentes, sin embargo, concluyeron que la
sustancia no presentaba riesgos significativos para organismos vertebrados e invertebrados, debido a las
altas concentraciones que se necesitan para generar un efecto en las especies. La siguiente tabla representa
la CLsop a 48 horas y 7 dias de exposicion a la cafeina [49)].

Tabla 14. Toxicidad CLso de cafeina en 3 diferentes especies

Organismo CLso horas (mg/L) CLs 7 dias (mg/L)  CEs 7 dias (mg/L)
Ceriodaphnia dubia 50 50 40
Ceriodaphnia dubia 60 50 40
Ceriodaphnia dubia 60 40 40
Pimephales promelas 120 60 30
Pimephales promelas 80 50 30
Pimephales promelas 90 60 90
Chironomus dilutus 1,520 NA NA
Chironomus dilutus 1,210 NA NA
Chironomus dilutus 970 NA NA

NA: No aplica (no se realiz6 ensayo)
Fuente: [49]

La nicotina es un alcaloide altamente téxico, con un consumo global anual de 5.0x10* toneladas, siendo
una de las sustancias mds adictivas junto con el alcohol, los estudios de toxicidad que se han realizado
con este alcaloide son principalmente en mamiferos, con menores investigaciones en especies acuaticas,
por lo tanto, se conoce poco acerca de sus impactos en ecosistemas acudticos. Previo al estudio realizado
por Lourdes et al, (2017), se habia reportado la toxicidad de nicotina en crusticeos y algas,
posteriormente en el presente estudio se expusieron organismos de las especies 1.
[fischeri , Psendokirchneriella  subcapitata , Thamnocephalus  platynrus y Daphnia magna a concentraciones de
nicotina entre 0,5-1000 pg/L, obteniendo cambios en la naturaleza de las especies expuestas, que pueden
comprometer el equilibrio en los ecosistemas acuaticos, donde la especies mas sensibles fueron D.zagna,
viéndose afectada su reproduccién, con la disminucién del nimero de descendientes y longitud corporal
de individuos a concentraciones de 100 ug/L y P.subcapitata inhibiendo su crecimiento a concentraciones
entre 100 y 200 pg/L, sin embargo las exposiciones no fueron altamente toxicas para ninguna de la
especies evaluadas [50].

Las especies bioindicadoras son sensibles a un amplio rango de concentraciones de CE y sustancias
toxicas presentes en aguas residuales, superficiales y subterraneas. Existe una gran variedad de especies
biolégicas que sirven como modelo para ensayos toxicoldgicos, entre las que se encuentran plantas, algas,
crustaceos, anfibios, peces, ratones, metazoarios y microorganismos (bacterias, hongos), al igual que
criterios para determinar la toxicidad en estas, debido a que las concentraciones de CE con la capacidad
de generar un efecto téxico, difieren entre los tipos de especies bioldgicas, ya que la concentracion que
causa un efecto sobre los individuos de una especie durante un ensayo, no sera la misma concentraciéon
que cause el mismo efecto sobre otras especies, obteniendo resultados que brindan una visién subjetiva
de la toxicidad [9]. Por otro lado, las mezclas de CE resultan ser potencialmente mds toxicas que los
compuestos individuales, aun cuando se realizan analisis con concentraciones de compuestos que
individualmente presentan leve o nulo efecto toxico en especies bioindicadoras [51], como lo obtenido
en los resultados por Dietrich et al.,(2010) al evaluar individualmente farmacos y una mezcla de
carbamazepina (500 ng/L), diclofenaco (360 ng/L), etinilestradiol (0.1 ng/L) y metoprolol (1200 ng/L)
en D. magna, presentando una toxicidad mayor para los CE en mezcla, igualmente Galus et al., (2013)
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teniendo una producciéon menor de embriones de D. rero al realizar ensayos con una mezcla de
acetaminofén, carbamazepina, gemfibrozil y venlafaxina [52,53]. Segin lo anterior, es interesante
establecer rangos de concentraciones con la capacidad de inducir un efecto téxico para los CE que han
podido ser detectados, como también en mezclas de estos, ademas realizar una clasificaciéon de la
persistencia de estos en el ambiente, para tener un mayor cuidado hacia los ecosistemas, esto si en
determinado momento los rangos establecidos se tuvieran en cuenta en normativas ambientales para
vertimiento de aguas residuales, como parametro para evaluar la calidad de aguas, en el disefio de PTAR
domésticas y no domésticas, como también en aguas procedentes de suelos de cultivos agricolas, que son
la principal fuente de contaminacién de aguas subterraneas con pesticidas y que posteriormente estan
presentes en aguas superficiales [38].

Al parecer los ensayos de toxicidad con especies que se encuentran en la base de la cadena tréfica, se han
realizado con CE en concentraciones que compren el orden de ng/L, ng/L y mg/L, sin embargo cuando
se utilizan especies de mayor tamaflo, peso y que se encuentran ubicados en una parte superior, se analizan
concentraciones en el orden de mg/L y g/L, esto se puede deber a que dichos organismos como peces
adultos, ranas, ratones, entre otros, no son susceptibles a bajas concentraciones de CE en tiempos cortos
de exposicion, lo cual impide conocer el efecto que causan estas concentraciones por periodos de tiempo
mayores o su efecto cronico, siendo necesario realizar mas ensayos toxicologicos cronicos en estas
especies, utilizando concentraciones que han sido detectadas en ambientes acuaticos, donde el
conocimiento del tiempo de degradacién o persistencia es un parametro relevante para establecer los
tiempos de ensayo, que generalmente pueden ser mayores a 21 dias, usando biomarcadores que permiten
analisis especifico de diferentes 6rganos, tejidos o cualquier componente a nivel bioquimico que
determine anomalfas, causadas por la interaccién de una sustancia toxica.

5.2 Ensayos toxicolégicos con diferentes contaminantes emergentes presentes en aguas
residuales como parametro para evaluar la calidad de las aguas

A continuacion, se exponen algunos métodos para evaluar la toxicidad y mutagenicidad en muestras de
agua, como también los ensayos mas usados y estandarizados que son utilizados como parimetro para
evaluar la calidad de aguas

5.2.1 Saccharomyces cerevisae

Los diferentes bioensayos que se han descrito anteriormente para evaluar la toxicidad de CE presentes
en aguas residuales, supetficiales y subterrdneas, mediante el informe de CLso, CEso, cambios en sus
caracteristicas biolégicas, ya sea mediante andlisis 7z vitro/in vivo, son muy utles para indicar la
concentracion y efecto nocivo en particular que genera un compuesto sobre especies bioldgicas. Cuando
se quiere evaluar la calidad de una muestra de agua en términos de toxicidad, sin conocer los efectos
toxicos que genera cada compuesto o sustancia individualmente presente en una muestra de agua, o en
general cuando se quieren obtener resultados rapidos, una alternativa que se ha propuesto es mediante el
analisis de inhibicion de la capacidad fermentativa de la levadura S. cerevisae, a través de la medicion de la
conductividad especifica en una solucién con sustancias toxicas. Para dicho ensayo es necesario utilizar
el instrumento de medicién conductimetro, levadura de panaderia instantanea deshidratada (5. cerevisae),
un carbohidrato fermentable (sacarosa) y utilizar la misma temperatura en todos los tubos de ensayo
donde se realizara el montaje. Para evaluar la capacidad de S.cerevisae como microorganismo indicador de
toxicidad en una muestra de agua, Devezalova et al., (2014) llevé a cabo un estudio en el cual evalud la
toxicidad de 10 sustancias toxicas, ajustando la conductividad especifica de las soluciones preparadas,
teniendo que si la diferencia entre la conductividad especifica corregida promedio de la suspension
probada y las suspensiones de control era del 10 % o mas, la solucién de prueba contenfa una sustancia
toxica para la levadura, seguido de esto los resultados se compararon con los bioensayos estandarizados
que emplean la bacteria 1. fischeri y el crustaceo D. magna, concluyendo que es un método menos sensible,
sin embargo es un ensayo simple y rapido que toma 60 minutos, donde la principal ventaja es el disefio
para ser usado en analisis de campo que requiere de resultados rapidos, también se determiné que se
obtienen mejores resultados cuando se mide la produccién de COz por las células levaduriformes durante
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los ensayos, lo cual se puede realizar en condiciones de laboratorio [54], asi mismo otros estudios
reportaron una menor sensibilidad para ensayos de toxicidad con pesticidas usando S. cerevisae frente a la
prueba estandarizada con D. magna, pero con mayor sensibilidad que al emplear como indicador la
bacteria 1. fischeri. Finalmente, la sensibilidad de S. cerevisae para ensayos de toxicidad con aguas residuales
de la industria farmacéutica, ha sido tutil al ser comparada con el método estandarizado de inhibicién de
la bioluminiscencia con 1. fischeri [54].

5.2.2 Pseudomonas aeruginosa

La concentracién media inhibitoria 50 (Clso), sobre la especie P. aeruginosa, resulta ser un ensayo viable
para determinar la ecotoxicidad de una sustancia, ya que esta posee la caracteristica de producir pigmentos
difusibles naturales, como lo son piocianina, pioverdina, piorubina, piomelanina, fluoresceina, de los
cuales, la piocianina se puede relacionar con los cambios en la cadena respiratoria del microorganismo,
bajo exposicién a una sustancia toxica. La produccién de piocianina en una cepa silvestre de P.aeruginosa
resulta ser insuficiente para llevar a cabo las mediciones a través de ensayos electroquimicos o espectro
métricos, por lo cual, es util realizar una modificacién genética de una cepa silvestre, con el objetivo de
lograr una sobre produccién de piocianina y posteriormente ser utilizado como indicador de toxicidad
del agua mediante la inhibicién del pigmento, esto mediante la insercién de un plasmido que contenga
genes que codifiquen para dicha actividad. El principio basico de la deteccién de la toxicidad se
fundamenta en los cambios en la actividad de la cadena respiratoria de P. aeruginosa genéticamente
modificada, inducidos por sustancias tdxicas, Yong et al., (2017) utilizaron el pigmento piocianina como
biosensor de toxicidad, siendo el 3,5 -diclorofenol el compuesto a evaluar, ya que es usado en la industria
maderera y de pesticidas, entre otras. La Clso determinada fue de 15.1 mg/L (Figura 8 B) con
espectrometria y la toxicidad se puede observar por la disminucién en el color del pigmento. En la Figura
7 se observa la intensidad del pigmento al ser incubado por un perfiodo de 10 horas con el compuesto 3,5
-diclorofenol, siendo (a) 0.0 mg/L, (b) 2.5 mg/L, (c) 5.0 mg/L, (d ) 10.0 mg/L y ¢) 20,0 mg/L), sin
embargo para obtener mejores resultados en cuanto a la diferenciacion de la intensidad del pigmento, es
necesario tener controlados parimetros fundamentales en el cultivo de P. aeruginosa como pH,
temperatura, nutrientes, oxigeno, entre otros, para lograr una mayor produccién del pigmento y
diferenciacién de la intensidad del mismo en los ensayos [55].

Figura 7. Inhibicién de piocianina bajo diferentes exposiciones de 3,5 -diclorofenol
Fuente: [55]

En la Figura 8, se observan los resultados para la medicién de absorbancia UV-vis, donde el control
presentd un absorbancia mayor a 0.50 UA (unidades de absorbancia) y con concentraciones crecientes la
produccién de piocianina se vio disminuida, ya que la mayor concentracion usada (20 mg/L) presentd
una absorbancia por debajo de 0.25 UA, siendo la mas baja, indicando que a mayores concentraciones de
3,5-diclorofenol, las actividades metabdlicas y respiratorias de la cepa se ven mas afectadas [55] .
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Figura 8. (A) Espectros UV-vis del sobrenadante de P. aeruginosa genéticamente modificada, cultivada
con diferentes concentraciones de 3, 5-diclorofenol (a) 0.0 mg/L, (b) 2.5 mg/L, (c) 5.0 mg/L, (d) 10.0
mg/L y (e) 20.0 mg/L) después de la incubacién durante 10 horas; (B) porcentaje de inhibicién de la
respiracion bacteriana para diferentes concentraciones de 3, 5-diclorofenol.

Fuente: [55]

Igualmente, Kurvet et al., (2011) obtuvieron resultados satisfactorios al realizar ensayos de toxicidad
basados en la inhibicién de bioluminiscencia de Escherichia coli genéticamente modificada con Photorhabdus
luminesces, resultando en la expresion de la luciferasa termoestable, siendo una alternativa a la prueba de
V. fischeri, con una luminiscencia 100 veces mayor, para ser usadas en ensayos con metales pesados y
quimicos organicos como el 3,5- dicloro fenol [56].

5.2.3 Bioindicadores con microorganismos luminiscentes. Células inmovilizadas en
polivinilalcohol y libres

Otro método para evaluar la toxicidad es aprovechando la bioluminisencia natural que poseen algunos
microorganismo o mediante la modificacién genética de bacterias con el gen lux y otros genes que
permiten la expresion de la enzima luciferasa, la cual es utilizada en el proceso de obtenciéon de luz de los
microorganismo bioluminiscentes. Entre los microorganimos utilizados en ensayos de toxicidad
fundamentados en la bioluminiscencia se encuentran comunmente . fischers, 1/ibrio harveyi, Photobacterinm
phosporenm y Photorhabdus luminescens, los cuales se utilizan como biosensor que responde a factores
externos, especificamente la presencia de sustancia toxicas, como lo son plaguicidas-insecticidas,
herbicidas y metales pesados que se encuentran en aguas y suelos, también se ha reportado el uso de
Psendomonas putida y algunas especies de Salmonella sp. genéticamente modificadas para evaluar la toxicidad
de una muestra de agua, con la capacidad de detectar moléculas organicas e inorganicas como indice de
toxicidad [57].
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La inmovilizaciéon de microorganismos con actividad bioluminiscente para llevar a cabo evaluacion de la
toxicidad en una muestra acuosa, presenta la ventaja de una mayor estabilidad de la bioluminiscencia
emitida por las células bacterianas, para lo cual se han estudiado las matrices de alginato de calcio,
poliacrilamida, calboximetil celulosa y polivinil alcohol, donde es fundamental controlar fatores como la
temperatura y pH de almacenamiento una vez han sido inmovilizadas las células, para garantizar una
buena intensidad y estabilidad de la bioluminiscencia. Es importante resalltar que de acuardo al
microorganismo, la cepa, tamafio del poro en la matriz de inmovilizacién, condiciones de produccion y
almacenamiento de las células bacterianas, se determia la mejor matriz de inmovilizacién para un
microorganismo. A continuacién, en la Tabla 15 se observan los resultados de la duracién de
luminisecencia en dfas cuando las céluas se encuentran inmovilizadas en polivinil alcohol y en estado libre
para 3 especies de microorganismos y 4 diferentes cepas, donde se determiné que la inmovilizacion de
células de P. phosphorenm en esta matriz permitié una mayor estabilidad de la luminiscencia [57].

Tabla 15. Luminiscencia células inmovilizadas y libres

Cepa Células inmovilizadas Células libres
Rendimiento de Duracion en Rendimiento de Duracion en
foténes / dias de la foténes / dias de la
cuantificaciéon luminiscencia cuantificacion luminiscencia
células células
P. phosphoreum (1-5) 107 14 100 3-7
11040 (ATCC)
P. phosphorenm 331 (1-5) 109 42 108 14-21
(KM MGU)
V. harveyi 292 (1-5) 10¢ 3 105 1-3
MAYV (ATCC)
V fischeri 6 (KM (1-5) 10¢ 5 105 2-5
MGU)

Fuente: [57]

Actualmente existen ensayos que se comercializan para evaluar la toxicidad de una muestra, como los
bioensayos Microtox y Toxalert, que emplean la bactetia P. phosphorenm, o Mutatox y Vitotox con la
bacteria 1. fisheri, los cuales contienen protocolos para llevar a cabo los ensayos. La tecnologia se basa en
la inhibicién de una actividad metabdlica a nivel celular provocada por una sustancia prueba, siendo un
efecto biolégico, que posteriomente es detectado por un elemento indicador que permite cuantificar
segun la intensidad de luminiscencia emitida. Por lo tanto, un sistema de biomonitoreo consta de dos
convertidores secuenciales de energfa, el primero es un convertidor biolégico, que realiza una
transformacion de energia quimica luminosa, haciendo referencia a la actividad de inhibicién provocada
en el microorganismo indicador, debido a la reaccién con la sustancia quimica y por otro lado, un
convertidor fotoeléctrico, que transforma una entrada de luz en una sefial eléctrica. Los bioensayos de
bioluminiscencia utilizando células inmovilizadas y los productos comerciales han mostrado resultados
acordes con los obtenidos en bioenayos con peces, crusticeos y protozoos, para detectar sustancias
téxicas y mutagencias [57].

5.2.4 Programa gecotoxic

El programa gecotoxic puede ser usado para la prediccién de ecotoxicologia en el agua causada por un
contaminante, donde previamente se deben realizar analisis de toxicidad en una especie bioindicadora, la
caracterizacion de parametros fisico quimicos del agua residual en la cual se encuentra el contaminante
indicando tratamiento utilizado para el agua, ya sea primario, secundario, terciario o si el vertimiento se
llev6 a cabo sin previo tratamiento, debido a que es un programa que analiza diferentes datos reales,
como en la investigacién de Sosa et al., (2017), donde se determiné la CLso, siendo igual a 0,078 mg/L
con la especie Eisenia andrei (lombtiz roja comin) en dicho ensayo se utilizaron concentraciones de
cianuro detectadas en efluentes mineros-auriferos, las cuales estaban por encima del rango recomendado
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de referencia (0.022mg/L.) para estindares de calidad del agua en Pert. Posteriormente, el programa
gecotoxic detectd un 68% de contaminacién para las aguas receptoras de acuiferos mineros, asi mismo
Pérez G (2020), tuvo en cuenta los mismos parametros antes de utilizar el programa para la prediccion
ecotoxicologia de diferentes antibiticos (ciprofloxacina, oxitetraciclina, sulfametoxazol, trimetoprima y
eritromicina), concluyendo que es muy util y resaltando la ventaja que presentan al tener en cuenta los
ensayos de toxicidad de CLso con especies bioindicadoras [58,59]. El programa ha sido compatrado con
modelos bioldgicos en condiciones naturales obteniéndose buenos resultados, ya que este se encuentra
acorde con lo referido en la Environmental Agency Protection (1997), European Communities (2003),
Corporacién Nacional del Cobre de Chile (2006) y la International Organization for Standardization
(ISO, 2009) [60].

5.2.5 Genotoxicidad, citotoxicidad y mutagenicidad

Los ensayos de mutagenicidad y toxicidad son complementarios a los ensayos fisicos, quimicos y
biolégicos para evaluar la calidad de una muestra de agua. El test de Ames es comunmente utilizado para
evaluar el efecto mutigeno de una sustancia, el cual emplea cepas de Salmonella typhimurium para evaluar
el crecimiento en presencia de agentes téxicos, ensayo que fue usado en el estudio de Arboleda et al.,
(2014), para evaluar la mutagenicidad de metales pesados presentes en diferentes lugares del Rio Cauca
en la zona urbana de Cali-Colombia, teniendo resultados positivos en temporada de lluvias, usando la
cepa TA98 sin activador enzimatico (89) [61], ademads Tigini et al., (2011) utilizaron las cepas TA9IS y
TA100 de la bacteria S. #yphimurinm para detectar cambios de marco y mutaciones de sustitucién de pares
de bases ocasionadas por aguas residuales de textiles y curtiembres, como también realizaron ensayos de
toxicidad con bacterias, crusticeos y plantas acudticas, para lo cual el alga P. subcapitata resulté ser
altamente susceptible frente a los ensayos de toxicidad [62]. Los efectos genotéxicos ocasionados por
sustancias, corresponde a dafios en el ADN sin ocasionar precisamente una mutacién, pero pueden
conllevar a mutaciones en una célula, estos pueden ser evaluados mediante un analisis de micronucleos,
los cuales presentan un tamafio menor al ser comparados con los nicleos de una célula de la rafz de una
planta como Allium cepa L o Vicia faba al observar un preparado en una limina a través del microscopio
de luz. El bioensayo con .A. cgpa se conoce como el ensayo de aberracion cromosémica y esta avalado
como un ensayo efectivo por el programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente, usado para
determinar toxicidad en aguas residuales, quimicos y iones metalicos [6], como lo han confirmado
estudios usando aguas residuales con colorantes, resultando en la inhibicién del crecimiento de las rafces,
dafios en cromosomas y anomalias en la divisién celular [63, 64]. Otro estudio que utilizé A. cepa para
evaluar muestras de aguas, fue el realizado por Rodriguez et al., (2010), donde analizaron un efluente
proveniente de la industria de papel, que contenia un contaminante altamente téxico, denominado
“blanqueador” de celulosa, obteniendo resultados de efectos mutagénicos en las células, mediante el
andlisis de micronucleos o indice mitético, haciendo referencia a las anomalias presentes durante la
division celular, teniendo que respecto al control negativo, el aumento indica una divisién anormal de las
células que pueden causar tumores y la disminucion de este, indica que las células estan siendo afectadas
por la sustancia a evaluar, lo cual puede ser usado para determinar sustancias mutagénicas y citotoxicas
presentes en el medio ambiente [10]. Otra especie de planta usada para evaluar sustancias genotoxicas es
V. faba, como lo demostré Beltran et al., (2017) al evaluar la calidad de agua superficial (rfo Moche-Pert)
en raicillas, las cuales presentaron aberraciones cromosémicas clastogénicas, indicando que la muestra
de agua a evaluar ocasioné la ruptura del ADN e inhibi6 la replicacién o reparacion del mismo y
aneugénicas, las cuales determinaron que se modificé la segregacioén de los cromosomas; por otro lado,
los efectos citotoxicos pueden ser evaluados mediante el analisis de las fases en la mitosis y meiosis en
células eucariotas como lo son profase, metafase, anafase y telofase [65]. Ademas del analisis de
microntcleos para evaluar genotoxicidad, el analisis de células apoptéticas e inestabilidad de la membrana
lisosomal resultan ser eficientes, como en el estudio de Pedriali et al, (2013), donde usaron hemocitos de
Dreissena polymorpha (mejillon cebra) para analizar el efecto de la cocaina mediante la observacion de halos
de ADN, como caracteristica alrededor de células apoptoticas y el ensayo basado en la estabilidad de la
membrana lisosomal en células, que resulta ser un método eficaz para evaluar la calidad de aguas, el cual
se fundamenta en la capacidad de absorcién y retencién del colorante rojo neutro para identificar las
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células sanas, debido a que tienen la capacidad de absorber y retener mayores cantidades de colorante que
las células dafiadas [42], en las células de esta especie se ha reportado dafio en el ADN, peroxidacién de
lipidos y carbonilacién de proteinas ocasionado por el A-9-tetrahidrocannabinol (principal compuesto
psicoactivo del cannabis), resultando ser una opcién de especie bioindicadora para evaluar respuestas al
dafio oxidativo y genético de CE del grupo de drogas ilicitas [44]. Finalmente, una especie biolégica como
alternativa a ensayos de mutagenicidad y con la cual se han realizado diversas investigaciones de
mutaciones y toxicologia genética es Drosophila melanogaster (mosca de la fruta), debido a que las células de
la mosca contienen similitudes con el higado de los mamiferos al metabolizar xenobiéticos, ademas se
pueden detectar mutaciones puntuales, recombinaciones mitéticas, pérdida cromosomica, entre otros [6].
A continuacién, se expone una imagen de células de A. cgpa con presencia de micronucleos.

Figura 9. Micronucleo en células de la regiéon meristematica de la raiz de A/ium cepa I expuestas a efluente
de la industria de papel y celulosa

Fuente: [10]
5.2.6 Protocolos estandar internacionales usados en Colombia

En la normativa de Colombia los protocolos vélidos para realizar ensayos de toxicidad en medios
acuaticos emplean principalmente las especies D. magna, V. fischeriy Selenastrum capricornutum, sin embargo,
los paises emplean en su normatividad ambiental protocolos que se encuentran estandarizados en
organismos internacionales, como lo son 1a ISO, EPA, OCDE y ASTM contienen normas y/o protocolos
establecidos que utilizan diferentes especies bioldgicas de prueba para llevar a cabo ensayos de toxicidad.
A continuacién, se presentan algunos protocolos estindar para realizar ensayos de toxicidad aguda y
cronica, usados en las ultimas dos décadas.

Tabla 16. Protocolos estindar de toxicidad aguda y crénica

Toxicidad
Organismo
Toxicidad aguda Toxicidad Ensayo Naturaleza
cronica
ISO 6341:2012 O ISO 10706:2000 Crustaceo planctonico
Largo plazo Determinacion de la
movilidad de Daphnia
magna
OCDE C3. Prueba de inhibicion Algas marinas

del crecimiento de
Skeletonema costatum y
Phacodactylum
tricornutum
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ISO 11348: 2007

ISO 14380:2011

ISO 15088:2007

ASTM E1163-10

I1SO 20079

ASTM E1563-98

ASTM E1440-

91(2012)

ASTM E1192-97

ASTM E1218—-04

EPA 2002.0

EPA 2000.0

EPA 2021.0

EPA 2019.0

ASTM E1619-11

O ISO 20666:2008

48 h

1SO 20665:2008
EPA 1002.0
(Supervivencia y
reproduccion)
EPA 1000.0
(Supervivencia y
crecimiento)
EPA 1001.0
(Supervivencia y
teratogénesis)
Larvas de

Pimephales promelas

EPA 1002.0
(Supervivencia y
reproduccion)
1SO 10229:1994
(Tasa de
crecimiento)
largo plazo

Inhibicién de la
emision de luz en
Viibrio fischeri
Determinacion de la
toxicidad aguda para
Thamnocephalus
platyurus
Determinacion de la
toxicidad aguda de las
aguas residuales para
huevos de Darnio rerio
Método para estimar
toxicidad oral en ratas
Inhibicién de
crecimiento de Lemna
minor
Prueba de toxicidad
aguda con embriones
equinodermos
Prueba de toxicidad
con Brachionus
calyciflorus
Prueba de toxicidad
aguda en muestras de
ambientes acuosos y
efluentes con peces,
macroinvertebrados y
anfibios
Prueba de Toxicidad
estatica con
microalgas
Prueba de toxicidad
con Ceriodaphnia dubia

Prueba de toxicidad

con Fathead Minnow,

Pimephales promelas, y
Bannerfin shiner,

Cyprinella leedsi

Prueba de toxicidad
con Daphnia puplex y
Daphnia magna
Prueba de toxicidad
con Oncorbynchus
mykiss y Salvelinus
Sfontinali

Bacteria

Crustaceo

Pez

Mamiferos-ratas
Planta acuatica pequefia
Lenteja de agua
Equinodermos

Rotifero plancténico

Peces
Macroinvertebrados
(insectos, moluscos, anélidos)
Anfibios (ranas)

Microalgas

Crustaceo planctonico
Pulga de agua

Peces

Crustaceo plancténico

Trucha arcoiris y trucha de
arroyo
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EPA 2007.0 Prueba de toxicidad Pez
aguda con Salvelinus
fontinalis
EPA 2004.0 EPA 1004.0 Prueba de toxicidad Pez
(Supervivencia y con Cyprinodon
crecimiento) variegatus
EPA 1005.0
(supervivencia y
teratogénesis) de
larvas
EPA 2006.0 EPA 1006.0 Prueba de toxicidad Peces
(supervivencia y aguda con Menidia
crecimiento de las beryllina, Menidia
larvas de Menidia menidia y Menidia
beryllina) peninsulae
OCDE Test Estudios combinados
Guideline 453 de toxicidad crénica y
carcinogenicidad
OCDE Test Estudios de toxicidad
Guideline 452 cronica
ASTM E1562-00 Prueba de toxicidad Anélidos
con Polychaetons
Annelids
EPA 1003.0 Prueba de crecimiento Alga
con Selenastrum
capricornutum
EPA 1008.0 Prueba de fertilizacién Erizo de mar
Arbacia punctulata
EPA 1007.0 Prueba de Crustaceo
supetrvivencia,
crecimiento y
fecundidad de
Americamysis bahia
Fuente: [0]

Sin embargo se ha podido establecer que la mejor opcién para realizar ensayos de toxicidad a largo plazo
o croénicos, empleando tiempos mayores a las pruebas que ya se encuentran estandarizadas, es el uso de
embriones de especies acudticas, embriones de nemdtodos, rotiferos, cnidarios y artrépodos, donde su
importancia radica en que los embriones son altamente sensibles en el ciclo de vida de los organismos y
estas etapas tempranas de vida no estan contempladas en experimentacién animal, asi se reduce el uso de
otras especies biolégicas en etapa adulta para ensayos de toxicidad, como también presentan la ventaja
de facilidad y menores costos para mantener en condiciones de laboratorio, en cuanto a los embriones
de especies acudticas, la mayoria se desarrollan fuera del parental, estando expuestos directamente a
contaminantes, lo cual se relaciona directamente con efectos en estos ecosistemas. A continuacién en la
Tabla 17 se exponen los modelos de prueba de embriones mas utilizados que han presentado mayor
eficiencia en evaluacién a corto y mediano plazo [38].

Tabla 17. Modelos de embriones mas destacados hasta el afio 2020

Orden de Categoria Especies Caracteristicas Préximos pasos
importancia parala
implementacién
1 Vertebrados Danio rerio
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6.

Equinodermos

Moluscos

Urochordata
(cordados)

Anélidos

Orzyas latipes
Pimephales promelas

Paracentrotus lividus

Lymanaca stagnalis

Crassostrea gigas
Mytilus sp
Ruditapes decussatus

Ciona intestinalis

Platynereis dumerilii

1.Modelos
completamente
validados con un
amplio uso para la

evaluacion de
peligros

2.Pruebas validadas
por la OCDE
Pruebas  validadas
por la OCDE

1.Alto nivel de
sensibilidad a varios
grupos compuestos
2.Disponible en
algunas temporadas
3. Alto wuso y
algunos protocolos
validados

1. Facilidad extrema
para la crianza y
manipulacién  en
laboratotio

2. Modelo
predominante de la
OCDE

1.Modelos muy
bien establecidos

2.Varias pautas
estandarizadas a
nivel internacional
3.Alta sensibilidad a
una amplia gama de
contaminantes
ambientales
3.Relevancia
ambiental y
econdémica

1.Utilizado a nivel
de investigacion,

con protocolos
validados
2.Posibilidad de
crianza en
laboratotio

1. Posibilidad de
crianza en
laboratotio
2.Modelo de
investigacion

establecido con un
amplio

Ya aplicado a gran
escala

Ya aplicado a gran
escala

Aun son necesarios
varios pasos de
validacion

Ya aplicado a gran
escala

1.Aun son necesarios
varios  pasos  de
validacion: evaluar el
poder predictivo de
las etapas posteriores

de vida

1. Aun son necesatios
varios  pasos  de
validacion:

estandarizar los
protocolos de
prueba; evaluar el
poder predictivo de
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conocimiento las etapas posteriores
disponible de vida

3. Alta sensibilidad

a diversas clases de

compuestos
4 Relevancia
ambiental

7. Nematodos Caenorhabditis 1. Uso extensivo 1.Audn son necesarios

elegans como modelo varios  pasos  de

animal validacion: evaluar el
2. Posibilidad de poder predictivo de
crianza en las etapas posteriores
laboratorio de vida

Fuente: [38]

5.2.7 Resumen de algunos efectos sobre los seres vivos ocasionados por los principales grupos
de CE

A continuacion se exponen grupos de CE organicos, su uso y los efectos en general que ocasionan en
organimos vivos.

Tabla 17. Efectos sobre los seres vivos de los principales grupos de contaminantes organicos emergentes
(COEzs)

COEs Aplicaciones Efectos sobre la salud
Farmacos y drogas ilicitas Esteroides y anticonceptivos Feminizacién en machos

Resistencia microbiana.

Antibiéticos (sulfonamidas, Alteracién de la cadena tréfica
penicilina, tetraciclinas, etc.)
Aditivos industriales Bisfenol-A (fabricacién de Actividad estrogénica en ratas y
plasticos) hormonal en seres humanos.

Aumento del riesgo de cancer
de mama. Agente anti-
andrégeno. Provoca
feminizacién en machos

Ftalatos (fabricacion de Alteraciones en el embarazo y
plasticos, juguetes para bebés y abortos involuntarios
suelos)

Alquilfenoles (fabricaciéon de  Alteraciones en el desarrollo del

detergentes) proceso reproductivo
Productos de higiene y cuidado Fragancias con almizcle Poder cancerigeno en roedores
personal
Parabenos (agentes bactericidas Actividad estrogénica

y antifungicos en coomidas y
cosméticos)

Desinfectantes y antisépticos Resistencia microbiana y

(fabricacion de pastas de biocida

dientes, jab6n de manos y
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cremas para el dcne, ejemplo:
triclosan)
Surfactantes Compuestos perfluorados Cancerigeno
(ejemplo: dcido
perfluorooctanoico)
Fuente: [3]

La importancia de llevar a cabo ensayos de toxicidad en aguas residuales, superficiales y subterraneas se
fundamenta en poder tener datos de prediccién sobre la ecotoxicidad que se puede ocasionar en los
ecosistemas acudticos por la presencia de diferentes contaminantes quimicos toxicos, como también
asegurar la calidad de agua para consumo humano, al igual que la del agua regenerada, la cual es utilizada
en diferentes actividades industtiales, agricolas o escénicas (jardines de agua y/o agua decorativa) y por
ultimo la de aguas residuales, que son la principal fuente de contaminacion de aguas superficiales, esto
debido a que el cambio climatico y el desarrollo econémico limitan el agua dulce disponible en la tierra,
por lo cual, es indispensable la recuperacién y reutilizacién de agua residual para satisfacer la demanda de
agua en el mundo, donde es necesario cumplir con parametros de calidad que son evaluados mediante
analisis fisico quimicos y toxicolégicos, para mitigar el deterioro en la salud humana y medio ambiente.
Los ensayos toxicolégicos permiten conocer dafios ocasionados en especies bioldgicas que se derivan de
la presencia de sustancias téxicas presentes en aguas, sin embargo, como los CE son de dificil deteccién
y se conoce poco acerca de la toxicidad que pueden ocasionar, es necesario implementar ensayos de
toxicidad que permitan su evaluacién, ya que estos al igual que otras sustancias quimicas en el agua,
conllevan a efectos adversos en la salud humana, desequilibrio en ecosistemas acuaticos y en general
alteraciones en cualquier organismo vivo [66]. Los CE ocasionan dafios en los ecosistemas acuaticos,
como resistencia a los microorganismos por la presencia de antibidticos, alteracién en los sistemas
endocrinos de especies biologicas y bioacumulacion en animales y plantas. Los bioensayos son utilizados
actualmente en la legislacién ambiental del agua y permiten predecir el posible impacto en un ecosistema,
a través de ensayos en especies biologicas, como lo son inhibicién de la fotosintesis en algas,
mutagenicidad y alteracion de los sistemas endocrinos, los cuales permiten predecir el dafio que pueden
causar en la salud humana [67].

Es necesario realizar ensayos a muestras de aguas compuestas con diferentes CE y otros contaminantes,
ya que de esta forma se encuentran en el ambiente acuatico, siendo necesario modificar los protocolos
que comunmente se realizan en los laboratorios, los cuales utilizan sustancias individualmente con una
sola especie como modelo indicador de toxicidad, impidiendo obtener una visiéon general de los efectos
téxicos en comunidades acuaticas, debido a esto, se deriva el indispensable uso de baterias de bioensayos,
como lo demostré Weti et al., (2011) al utilizar una baterfa de bioensayos usando 3 diferentes especies
biolégicas para evaluar la calidad de agua regenerada, obteniendo un solo dato de toxicidad, teniendo en
cuenta los resultados en las tres diferentes especies [68], al igual que en el estudio llevado a cabo por Xu
et al., (2014), donde ademas de utilizar una baterfa de bioensayos, se establecieron los principales
parametros para evaluar la toxicidad de una muestra de agua, basandose en los efectos que generalmente
ocasionan los quimicos téxicos en especies biologicas, los cuales corresponden a letalidad, mutagenicidad
y dafios en el sistema disruptor endocrino; estos analisis pueden ser llevados a cabo empleando ensayos
de inhibicién de luminiscencia con bacterias como P. phosphorenm, test de Ames y el uso de una cepa de
S. cerevisae que contenga un receptor estrogénico y un gen reportero respectivamente [60]. Para obtener
un dato de toxicidad usando una baterfa de bioensayos, es necesario compilar datos toxicolégicos de los
diferentes ensayos que se quieran implementar en diferentes especies bioldgicas, para posteriormente
realizar analisis estadisticos y una curva que indique la distribucién de sensibilidad de diferentes especies
frente a una sustancia de referencia, que finalmente serd usada para definir un resultado de toxicidad,
teniendo en cuenta diferentes parametros de evaluacion en un amplio rango de especies bioindicadoras,
logrando obtener datos relevantes para evaluar la calidad de agua con presencia de sustancias toxicas o
de CE, debido a que la evaluacién en multiples taxones respalda el valor predictivo de los efectos toxicos
a escala de ecosistemas [9, 66, 67].
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Los CE estan siendo controlados por autoridades reguladoras como el Programa Internacional de
Seguridad Quimica (IPCS), la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Agencia de Proteccién
Ambiental (EPA). El estudio de los CE ha generado la optimizacién de algunos métodos para ensayos
de toxicidad, como el incremento en tiempos de exposicién (semanas) de las especies bioindicadoras, el
uso de biomarcadores bioquimicos, microorganismos genéticamente modificados o inmovilizados con la
capacidad de una alta bioluminiscencia, el disefio del programa gecotoxic, ensayos rapidos son S.cerevisae,
uso de software y programas de video para andlisis de movimientos, andlisis de la membrana lisosomal
en la retencién del colorante rojo neutro, conteo de microntcleos, como también el estudio de nuevas
especies biolégicas para ser usados en ensayos de toxicidad y mutagenicidad, lo cual ha permitido un
avance en el conocimiento de la toxicidad que generan los CE y relacionatlo con el impacto que pueden
ocasionar en los ecosistemas acudticos, sin embargo el funcionamiento de un ecosistema completo esta
determinado por diversos factores como lo son el clima, la ubicacién geografica, caracteristicas fisicas y
quimicas del suelo, agua, microorganismos, macroorganismos, relaciones simbidticas e incluso la
participacion antropogénica, por lo cual todos estos factores influyen en el equilibrio de un ecosistema y
para lograr conocer el dafio real, son necesarios andlisis complementarios a los toxicoldgicos y
mutagénicos ocasionados por la presencia de CE. Segun lo anterior, es indispensable implementar
métodos en las PTAR que permitan un control de estos, realizar mas estudios que ayuden a la deteccion
de los metabolitos en el agua principalmente de farmacos, drogas ilicitas, cafeina y nicotina, los cuales
son excretados por el humano y pueden ser moléculas bioldégicamente activas; por otro lado, en el area
agricola continuar con investigaciones que permitan detectar las trazas de pesticidas y herbicidas que
ocasionan contaminacién en ecosistemas subterraneos, finalmente para los CE retardantes de llama
bromados, utilizados en la fabricacién de diversos materiales a escala industrial, es fundamental realizar
un monitoreo a las descargas de aguas provenientes de estas industrias para cumplir con las normas que
actualmente regulan algunos compuestos, sin embargo es necesario identificar subproductos derivados
de los compuestos originales para poder implementar sistemas que permitan el manejo de los mismos,
esto teniendo en cuenta que son suficientes concentraciones en el orden de pg/L para producir efectos
apreciables en la estructura y funcionamiento de las comunidades biolégicas [69,61,62].

5.3 Tratamientos usados en la deteccién y eliminacion de contaminantes emergentes presentes
en aguas residuales

5.3.1 Métodos de deteccion para CE

La detecciéon de los CE es un tema ampliamente estudiado, ya que no se conoce la conformacion quimica
de todos los posibles CE presentes en el medio acuatico, por lo cual no hay métodos estandarizados o
que garanticen la deteccién, sin embargo, las técnicas mds usadas son extraccion en fase sélida y
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas [32]. Es importante usar técnicas de extraccion
combinadas con técnicas de determinacién que proporcionen métodos analiticos altamente sensible y
selectivos [70]. La eficiencia de recuperacion de los CE depende de sus propiedades fisicoquimicas, donde
los principales pasos para preparar la muestra incluyen pretratamiento, limpieza y concentracién. Los
compuestos polares pueden perderse durante la extraccién en fase sélida, por lo cual la recuperacion de
estos es menot, a diferencia de los compuestos no polares, por otro lado, los compuestos ionizados
requieren de una reduccién del pH en la muestra, lo cual puede generar simultineamente la extraccion
de materia organica natural, siendo un interferente durante la técnica [32]. La extraccion en fase sélida
permite obtener los analitos en funcién de la retencién relativa por la matriz de la muestra y el sorbente,
esta interaccién del sorbente con el analito puede generar diferentes mecanismos como adsorcién,
particién, intercambio i6nico, exclusion molecular, afinidad o una combinacién de ellos, donde los
sorbentes mas usados en la extracciéon de varios CE han sido materiales poliméricos de modo mixto,
materiales de acceso restringido, polimeros de impresién molecular, sorbentes basados en liquidos
i6nicos, inmunosorbentes, nanomateriales, materiales obtenidos a través de procesos sol-gel, grafeno y
materiales derivados, siendo los sorbentes de base silica o polimérica modificados con diferentes grupos
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funcionales, los mas usados para la extraccién de drogas ilicitas, hipnético-sedantes, edulcorantes y
productos farmacéuticos y de cuidado personal [70]. A continuacién, en la Figura 10 se expone un
diagrama de los principales pasos de preparacion y analisis de muestra de CE. Extraccién en fase solida
(SPE), cromatografia liquida/espectrometria de masas (LC/MS), cromatografia de gases/espectromettia
de masas (GC/MS)

Coleccidn de muestra

L

Pre tratamiento (filtracion,
acidificacion)

L

Extraccion (SPE)

4

Elucién

analisis LC/MS/MS o

analisis LC/MS analisis GC/MS
GC/MS/MS

Figura 10. Diagrama de preparacion y analisis de muestras para CE.
Fuente: [32]

En los dltimos afios se han estudiado las metodologias de andlisis de diferentes compuestos, sin embargo,
no hay reportes de mas de 100 CE organicos. Los métodos de reaccién seleccionados no sirven para
evaluar la calidad de las aguas residuales, ya que solo se cuenta con un nimero limitado de analitos, a
diferencia de los métodos de cromatografia de gases/espectrometria de masas, donde el andlisis se
respalda con busqueda en bibliotecas, como lo es la biblioteca del Instituto Nacional de Estandares y
Pruebas, pero presenta la desventaja para poder intercambiar espectros adquiridos con instrumentos de
diferentes casas comerciales, a diferencia de la universalidad que presenta el uso de mediciones usando
bases de datos de masas precisas, que posee una alta sensibilidad en el modo de “barrido completo”,
detectando micro contaminantes en matrices complejas y en bajas concentraciones (ng/L), debido a que
cuentan con informacién de iones objetivos, tiempos de retencién, iones fragmentos y petfil de is6topos,
lo cual permite la identificaciéon de compuestos desconocidos y/o productos de transformacion-
degradaciéon con estructuras similares a los compuestos organicos que ya se encuentran en la base de
datos. La cromatografia liquida/espectrometria de masas de tiempo de vuelo cuadrupolo, sumado al uso
de una base de datos de masa precisa, fue aplicado en el estudio de Gémez et al., (2010) a muestras reales
de agua residual y superficial (rio), logrando identificar 15 de 300 pesticidas que se encontraban en la base
de datos, ademas de algunos compuestos farmacéuticos activos con concentraciones en el rango de ng/L
y pg/L, como algunos productos de degradacion, siendo una herramienta util en la detecciéon de algunos
CE organicos en las aguas, sin embargo los analisis ambientales de productos de degradaciéon y
transformacion son limitados, pero se puede alimentar la base de datos a medida que se detectan nuevos
compuestos [71].
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A continuacién, en la Tabla 18 se presenta una lista con las principales técnicas de detecciéon que han
sido reportadas para CE como drogas ilicitas, pesticidas y compuestos farmacéuticos y de cuidado
personal o uso diario

Tabla 18. Listas técnicas de deteccion reportadas patra algunos CE

Técnicas de extraccion/ detecciéon

Analizadores
Extraccion en fase soélida Trampa i6nica
Microextraccion por sorbente empaquetado Cuadrupolo
Polimero de impresién molecular Triple cuadrupolo

Extracciéon en fase sélida con impresion Triple cuadrupolo-trampa lineal de iones
molecular

Cromatogtrafia liquida Cuadrupolo tiempo de vuelo

Cromatografia liquida de ultra alta resolucién Cuadrupolo-Orbitrap

Cromatografia de gases Transformacién de fourier trampa idnica lineal-
Orbitrap

Espectrometria de masas / en tindem Trampa lineal-Orbitrap

lonizacién electrospray
Tonizacion electrospray caliente
Detector de ionizacion de llama

Fuente:[70]

Los métodos de cromatografia liquida acoplada a la espectrometria de masas incluyen un paso de
preconcentracion, como lo es la extraccién en fase solida (EFS). La inyeccion directa de volumen de
muestras acuosas es una alternativa para EFS, ya que utiliza una unica columna analitica, sin
enriquecimiento previo, por lo que no requiere cartuchos, reduce el uso de disolventes y es mas precisa
porque implica menos pasos de tratamiento de las muestras y menos manipulacién de esta que en las
técnicas con EFS. La inyeccién directa de muestras acuosas ha demostrado ser una alternativa econémica
y respetuosa con el medio ambiente a la metodologia EES, ya que no implica el tratamiento de la muestra
antes de inyectatla en el sistema cromatografico. Borrul et al., (2020) reporté el uso de este método para
determinar diferentes micro contaminantes organicos en muestras de agua de afluentes y efluentes
especificamente para pesticidas, cafeina y algunos firmacos de una planta de tratamiento de agua potable,

inyectando 500 puL. de muestra de agua filtrada, teniendo una sensibilidad con limites de deteccién entre
0,152 10 ng/L [72].

5.3.2 Tratamientos de eliminacion

Los tratamientos de eliminacién (TE) de CE usados convencionalmente en las plantas de tratamiento no
han sido eficientes para el control de estos, ya que después de tratamientos terciatios se han detectado
compuestos o metabolitos persistentes, principalmente de productos farmacéuticos como los
antibioticos, al igual que drogas de uso ilicito. El tratamiento o eliminacién de CE esta determinado por
las propiedades fisicoquimicas de los compuestos, por lo cual no existe un solo tratamiento que sea eficaz
para la gran variedad de formas quimicas que existen. Los tratamientos se pueden clasificar en fisicos,
quimicos y biolégicos, donde el porcentaje de eficiencia varia segtin el CE que se esta eliminando y el
tratamiento utilizado. Finalmente, los tratamientos hibridos emplean diferentes tratamientos en secuencia
o integrados en un proceso, y han mostrado ser los mas eficientes para eliminar CE en aguas residuales,
ya que se ha determinado su eficiencia en muestras compuestas (CE, matetia organica, otras sustancias)
y no individualmente, tratindose de un agua real y potencialmente mas toxica.
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5.3.2.1 Tratamientos fisicos

Los tratamientos fisicos utilizan membranas, procesos de adsorcién, ésmosis directa e inversa. Las
membranas funcionan como filtros mediante la retencién de moléculas, lo cual estd determinado por el
tamafio del poro de la membrana y el tamafio de la molécula del contaminante que se desea retener,
donde la nanofiltracion (NF) y ultrafiltracién (UF) han sido las mas eficientes en tratamientos de CE, por
ejemplo, la NF ha demostrado ser eficiente para tratamiento de cafeina y algunos antiinflamatorios, y la
UF para el diclofenaco y ketoprofeno [73]. Por otro lado, los procesos de adsorcion utilizan materiales
naturales, sintéticos o reciclados, que actian mediante la porosidad en su superficie, donde el mas usado
frecuentemente es el carbon activado (CA), seguido de gel de silice, minerales de arcilla, zeolitas, alimina
activada y adsorbente de 6xidos metdlicos, de grafeno y algunos polimeros, como también se han
realizado estudios en la formacion de CA a partir de materiales reciclados que han sido desechados, sin
embargo, la energia utilizada para producir algunos adsorbentes es muy alta [73,74]. La procedencia del
carbon activado o el material con el cual se obtuvo determina la eficiencia en la eliminaciéon de CE, por
ejemplo, el CA de la madera elimina en un 90 % el acetaminofén, mientras que el CA de origen vegetal
un 60-80 % [74]. También se han usado nanotubos con carbén activado, los cuales han sido eficientes
para tratamientos de CE en especifico, como lo son norfloxacina, ibuprofeno y triclosan con un 100 %
de eliminacién, tetraciclina y amoxicilina con un 92 % y 90 % de eliminacién respectivamente, sin
embargo, es necesario integrar procesos fisicos y quimicos para obtener mejores resultados con otros CE
[74].

5.3.2.2 Tratamientos quimicos

El objetivo de estos tratamientos es una mineralizacién completa, la formacién de moléculas inorganicas
de facil control o compuestos biodegradables. Estos se clasifican como procesos de oxidacién
convencionales y procesos de oxidacién avanzados (POA), entre los cuales se destacan los procesos de
ozonizacién, coagulacién, fotocatalisis y los que usan fuentes de energia como ultrasonido, radiacién
gamma, solar y ultravioleta. De los POA el foto-fenton y fotolisis UV son mejores para eliminar CE que
el foto-fenton solar y la fotolisis directa e indirecta respectivamente, siendo eficaces en la eliminacién de
compuestos distuptores endocrinos (CDE), pesticidas, analgésicos y antibidticos, por otro lado la
ozonizacién es el tratamiento més usado en las PTAR, debido a que el ozono es un oxidante fuerte que
permite la eliminacién de diferentes contaminantes como acetaminofén, antipirina, cafeina, metoprolol y
testosterona, donde la ozonizacién foto catalitica solar mediada por hierro, es un método eficiente para
tratar CE y mas econémico que el foto-fenton solar [75,73].

La fotocatalisis presenta la desventaja de un costoso proceso en la separacién de fases, altos consumos
de energfa y altos costos en la fuente de luz, por lo cual se sugiere la inmovilizacién del fotocatalizador
sobre un soporte sélido como vidrio, ceramica, zeolitas o carbon activado, para eliminar la separacién de
fases, como el uso de un reactor de lecho fijo empacado, igualmente la inmovilizacién en soportes de
peliculas delgadas, para evitar la generacion de lodos y disminucién en el costo del tratamiento,
eliminando el paso de recuperacion del fotocatalizador [76]. Los materiales fotocataliticos mas estudiados
para la desintoxicacion real de aguas residuales, tanto en forma de polvo como de peliculas delgadas, son
el TiOz2 y el ZnO. En los dltimos 10 afios se han publicado pocos estudios acerca de la desintoxicacién
con peliculas delgadas de inmovilizaciéon, como de recuperacion y reutilizacion de materiales foto
cataliticos con aguas residuales reales, donde la eficiencia de eliminacién de CE y productos de
transformacion se ha evaluado principalmente por separado y no en mezclas con materia organica y otros
contaminantes en aguas residuales con concentraciones reales [77].

5.3.2.3 Tratamientos biolégicos

Los tratamientos biolégicos se basan en el concepto de biodegradacion de moléculas de un mayor peso
molecular a moléculas inorganicas de menor peso, como CO2 y H2O, este proceso es realizado por

48



bacterias, hongos y algas. Existen diferentes tecnologias como especies de organismos para llevar a cabo
estos tratamientos de eliminacién o degradacion, donde su eficiencia esta determinada por la persistencia
de los CE como de sus caracteristicas fisicoquimicas. Entre los tratamientos convencionales se
encuentran los lodos activados (mas usado en el mundo y en PTAR), filtros percoladores, reactores de
biofilm de lecho mévil, nitrificacién, tratamientos con microalgas, bacterias, hongos y carbén activado
biolégico, por otro lado, los no convencionales utilizados para la eliminaciéon de CE incluyen biosorcién,
reactor biolégico de membrana (RBM) y humedales attificiales. Entre los tratamientos no convencionales,
la biosorcién es realizada principalmente con hongos de podredumbre blanca inmovilizados en
adsorbentes y no hay procesos de biodegradacion, algunos ejemplos de estos son los hongos
basidiomicetos Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus, Trametes trogii, Coriolus versicolor, Ganoderma lucidum,
Ganoderma applanatum, Schizophyllum commune, Pycnoporns sanguinens, Grifola frondosa, Anricularia delicata, a
diferencia de los RBM, donde si hay biodegradacion posterior a la retencién fisica de los CE, siendo mas
eficiente este proceso para CDE, seguido de productos de cuidado personal, betabloqueantes, fairmacos
y por ultimo pesticidas. Finalmente, los humedales artificiales (HA) se desarrollan en condiciones
ambientales controladas que utilizan la biodegradacién por parte de microorganismos y plantas, procesos
de sorcidn gracias a la porosidad del suelo y mecanismos de oxidacién, determinados por las interacciones
quimicas de este para llevar a cabo el tratamiento de compuestos presente en las aguas residuales

[78,79,73].

Los tratamientos biolégicos presentan una eficiencia significativa cuando son optimizados mediante el
uso de otros tratamientos complementarios o son mds eficientes cuando se acoplan a un proceso
simultaneo de espectrometria de masas para monitorizar la biodegradacién de los compuestos. Por otro
lado, se ha demostrado la eficiencia en el uso de microorganismos aislados de los tanques de tratamiento
de agua residual para llevar a cabo el tratamiento de esas mismas aguas, debido a que estos
microorganismos tienen la capacidad de cumplir sus funciones metabdlicas en presencia de estos
compuestos, se infiere que también son capaces de mineralizarlos, como lo demostrado en el estudio de
Tezel et al.,(2018), donde se usaron consorcios microbianos aislados de un tanque de tratamiento de
aguas residuales, demostrando la biodegradaciéon simultanea de varios compuestos quimicos de CE a
concentraciones bajas, en procesos con una duraciéon de 18-28 dias, resaltando la biodegradacién de 7
compuestos quimicos, siendo el acetaminofén el mas rapido en dicho proceso y el sulfametaxol el que
requirié mas tiempo, sin embargo el proceso tomé muchos dias, por lo cual es necesario utilizar
previamente proceso fisicos y/o quimicos antes del tratamiento biolégico, como también conocer el
genoma de los microorganismos para llevar a cabo procesos optimizados como el uso de cepas
modificadas genéticamente [69, 80]; segin esto, en el estudio llevado a cabo por Grandclément et al.,
(2020), se aislaron microrganismos de soluciones acuosas que contenfan el contaminante que se deseaba
eliminar, en este caso diclofenaco y el metabolito 4'-hidroxidiclofenaco, ya que los consotcios bacterianos
que se usaban en los procesos convencionales para el tratamiento de aguas residuales no eran eficientes
para su eliminacién, donde se llevé a cabo la secuenciacion del gen 16s para identificar los
microorganismos, a diferencia de lo realizado en el estudio de Tezel et al.,(2018), siendo Bacillus subtilis y
Brevibacillus laterosporus, los que mediante la degradacién bidtica eliminaron en un 100 % el compuesto
original en 17 horas a 20 °C, sin embargo los metabolitos generados por la degradacién del compuesto
original deben ser estudiados en ensayos de toxicidad aguda y crénica, ya que pueden ser més toxicos que
el compuesto original y asi decidir acerca del uso de microorganismos en tratamientos de eliminaciéon de
un determinado compuesto [81].

A continuacion, en la Tabla 19 se exponen las ventajas y limitaciones que presentan los principales
procesos de tratamientos fisicos, quimicos y biologicos usados en el tratamiento de CE.
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Tabla 19. Ventajas y limitaciones de varios procesos de tratamiento disponibles para la eliminacién de

CE

Proceso de tratamiento

Ventajas

Limitaciones

Proceso de tratamiento fisico

Adsorcion

Micro/Ultrafiltracién

Nanofiltracién

Osmosis inversa

1.Amplia gama de materiales
adsorbentes disponibles,
efectivos segun los
contaminantes objetivo.
2.Flimina un amplio nimero de
CE

1.Principalmente adecuado para
la eliminacién de metales
pesados y patogenos

1.Elimina pesticidas y tintes
2.Eficaz para tratamientos de
aguas residuales y salinas

1.Efectivo en la eliminacién de
compuestos disruptores
endocrinos (CDE), productos
farmacéuticos y de cuidado
personal (PPCP)

2.Eficaz para tratamientos de
aguas residuales y salinas

1.Problemas para eliminacién
de la fase concentrada (sélida)
de contaminantes

2.La presencia de materia
organica o particulas en
suspension afecta el desempefio
de los adsorbentes

1.Debido al tamafio grande el
poro es parcialmente eficaz
para la eliminacién de CE
2.Alto costo operativo

1.Alto requerimiento de
energfa, ensuciamiento de la
membrana

2.Menos eficaz en la
eliminacién de productos
farmacéuticos

1.El agua tratada puede ser de
naturaleza corrosiva

2.Menos eficaz en la
eliminacién de productos
farmacéuticos.

3.Alto requerimiento de
energfa, ensuciamiento de la
membrana

Proceso de tratamiento biolégico

Lodo activado

Filtros percoladores (Reactor

de biopelicula)

Carbén activado bioldgico

1.Menor costo de capital y
operativo en comparacién con
los tratamientos quimicos

2. Tratamiento respetuoso con
el medio ambiente

1.Demanda de energfa baja y
rentable

2. Tratamiento respetuoso con
el medio ambiente

1.Efectivo para la eliminacién
de varios CE presentes en
aguas residuales

2.Elimina los subproductos
desechados por procesos de
ozonizaciéon o desinfeccion
3.No genera productos toxicos

1.Menos eficaz para eliminar
betabloqueantes y productos
farmacéuticos.

2.Inadecuado cuando la carga
de DQO es mayor (> 4000
mg/L)

1.Necesita adaptaciones para
eliminar grandes variedades de
CE

2.Tiene menor rendimiento que
el proceso con lodos activados
1.Alto costo operativo y de
mantenimiento

2.Genera un alto nivel de lodo
que causa problemas de
eliminacién

3.El alto costo de
procesamiento de lodos
aumenta el costo total del
proceso
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Humedales construidos

Estanques/reactores de algas

Biorreactor microbiano

1.Muy eficaz para eliminar
patégenos, pesticidas,
productos farmacéuticos y de
cuidado personal, al igual que
estrogenos

2.Demanda de energia baja y
rentable

1.Suministra efluentes de alta
calidad, con un riesgo de
toxicidad aguda insignificante
para los CE

2.La biomasa recuperada se
puede utilizar con fines
fertilizantes

1.Alta eficiencia de eliminacion
de CE y recalcitrantes
2.Menor huella ecologica

1.Una formacién grande de
sedimentos provoca problemas
de obstruccién y atrapamiento
de sélidos

2.Provoca precipitacion
quimica y crecimiento de
biopeliculas

3.Depende de las estaciones y
requiere una gran superficie y
tiempo

1.Menos efectivo en
temporadas frias

2.Menos efectivo pata la
degradacion de CDE

1.Mayores requisitos de energia
y ensuciamiento de la
membrana

2.Rugosidad de la membrana y
necesita un alto costo de
aireacion

3.Menos eficaz en la
eliminacién de productos
farmacéuticos.

Proceso de tratamiento quimico

Coagulacion

Ozonizacion

Procesos de oxidacion
avanzados

Sonoquimico

Fenton y Photo-Fenton

1.Reduce la turbidez por
particulas en suspension
2.Aumenta la velocidad de
sedimentacion

1.La presencia de H2Oz provoca
una alta eliminacién de CE
2.Desinfeccion y esterilizacion
por algunos de los oxidantes.
1.Alta eficiencia de eliminacion
para una amplia gama de CE,
incluidos PPCP y pesticidas
2.Degrada los contaminantes en
poco tiempo

1.Eficaz para la degradacién y
mineralizacién completa de los
CE

2.Degrada los contaminantes en
poco tiempo

1.Eficaz para degradar y
mineralizar los CE

2. La luz ultravioleta se puede
evitar utilizando la luz solar

1.No es cficiente en la
eliminacién de micro
contaminantes

2.Alta produccién de lodos
1.Mayores necesidades
energéticas

2.Formacién de subproductos
oxidativos

1.Elevados requisitos
energéticos, costos operativos y
de mantenimiento

2.Se forman subproductos
toxicos de la desinfeccion

1.El tamafio de las burbujas y
los radicales OH afectan el
proceso

2.Es dificil lograr una
frecuencia ultrasénica 6ptima
para correlacionar todos los
parametros

1.La reduccién de radicales OH
afecta la formacién de
complejos de cloro y sulfato-Fe
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Fotocatalisis (TiO 2 )

1. Degrada los contaminantes
organicos persistentes

2. El uso de catalizador mejora
la velocidad de reaccion

2. El catalizador de TiO» tiene
bajo costo, estabilidad quimica
y facil recuperacion.

(I1I) en presencia de iones
cloruro y sulfato

1. Gran volumen de aguas
residuales es dificil de tratar

2. Las lamparas UV artificiales y
la electricidad aumentan el
costo total del proceso

3. Las particulas fotocataliticas
en suspension de lodo son

dificiles de separar y reutilizar

Fuente: [73]
5.3.2.4 Tratamientos hibridos

Las deficiencias en los tratamientos antetiormente mencionados han llevado al estudio de sistemas
hibridos, los cuales utilizan la eficiencia de eliminacién de los tratamientos fisicos, quimicos y biologicos
para el tratamiento de CE. Los sistemas hibridos que emplean el uso de humedales artificiales son los
menos eficientes para eliminar CE, con un 45 y 69 % de remocién. Los RBM con oxidacién UV han sido
eficiente para la degradacién de pesticidas, al igual que la nano filtracién, osmosis inversa y oxidacion UV
en sistemas hibridos con RBM para la eliminacién de betabloqueantes, CDE, pesticidas, antibiéticos y
algunos productos farmacéuticos. Se ha reportado que los lodos activados mas la radiacién gamma, han
eliminado completamente ketoprofeno, ibuprofeno y carbamazepina, a diferencia de cuando se usan en
un sistema hibrido con ultrafiltracién y ésmosis inversa, con porcentajes de eliminacién entre 90-98%
antibiéticos eritromicina, roxitromicina, sulfametoxazol,

para (claritromicina,

sulfametazina, trimetoprima). El uso de procesos como lodos activados, carbén activado y procesos con

diclofenaco 'y

energfa solar, suelen ser los mas econémicos, sin embargo, otros tratamientos con relevancia en la
eliminacién de CE tienen altos requerimientos econémicos y de consumo energético [73]. En el siguiente
esquema se representa el orden de tratamientos que se pueden implementar para llevar a cabo el control
de algunos CE, donde el orden se fundamenta en tratamientos fisicos, seguidos de tratamientos quimicos
y biologicos. Siendo (CW) humedales artificiales, (F) floculacién, (AS) lodos activados, (UF)
ultrafiltracién, (MBR) reactor biolégico de membrana, oxidacién-luz ultravioleta (UV), (RO) ésmosis
inversa, (NF) nano filtracién, (y) radiacién gamma, ozonizacién-BAC (bio carbédn activado), (CAS) lodos
activados convencionales.
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Procesos fisicos

Contaminantes

disruptores endocrinos

Betabloqueadores

Grupo de
contaminantes Pesticidas

Procesos Quimicos Procesos Biolégicos

CW <F-AS-UF<MBR-UV oxidacién<MBR-
RO/NF

CW <F-AS-UF< Ozonizacién-ultrasonido
<MBR-RO/NF

CW <F-AS-UF <MBR-NF <MBR-UV
oxidacion <MBR-RO

emergentes

MBR-RO/NF <MBR-UV oxidacién <F-AS-UF <AS-y
radiacién <Ozonizacién-BAC <Ozonizacién-ultrasonido

Analgésicos

* Ozonizacién-ultrasonido <Ozonizacién-BAC

tibigticos <MBR-UV oxidacién <CAS-UF-RO <MBR-RO

Orden de eliminacion en sistemas hibridos

Figura 11. Orden de remocién para sistemas hibridos de CE compuestos disruptores endocrinos, beta
bloqueadores, pesticidas, analgésicos y antibiéticos

Fuente: [73]

Finalmente, en el estudio llevado a cabo por Teodosiu et al., (2018) se reporta el porcentaje de eficiencia
en el tratamiento de algunos CE individuales y en mezcla, con su respectivo tratamiento de eliminacién
usado, ya sea individual o integrados, como se observa a continuacién:

Tabla 20. Eficiencia de eliminacién de CE mediante tratamientos individual e integrados

Tratamiento Contaminante  Eficiencia

emergente de
eliminacion

Ozonizacidén Productos > 98%
farmacéuticos

Fotdlisis UV Productos 30-70%
farmacéuticos

Nanofiltracion ~ Productos 15-100%
farmacéuticos

Adsorcion de Mezcla de 30 20-50%

GAC productos
farmacéuticos y
pesticidas

Coagulacion, Productos 99%

ultrafiltraciéon y ~ farmacéuticos,

filtracion GAC  hormonas,
antibioticos y
retardantes de
llama
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Floculacion, Productos > 98%

filtracién de farmacéuticos y
arena, drogas ilicitas
ozonizacion,
filtracién de
carbon y
desinfeccion
final con cloro
Oxidacién Productos > 99%
avanzada farmacéuticos
Fotocatalisisy ~ Productos 66-82%
fotdlisis solar farmacéuticos
Cloro, Drogas ilicitas 88-100%
coagulacién /
floculacion,
filtracion,
ozonizacion,
carbén
activado
granular,
cloracién final
Coagulacién / Drogas ilicitas 0-18%
floculacién,
filtracion,
cloracién final
Filtracion, Productos > 60%
coagulacién / farmacéuticos,
floculacién y retardantes de
cloracion final  llama,
plastificantes,
biocidas,
pesticidas,
herbicidas,
filtros UV
UV / HxO» 10 pesticidas 60-98%
integrado en
una planta
existente a gran
escala

GAC: carbén activado granular
Fuente: [74]

Los procesos biologicos son los mas usados para el tratamiento de CE, debido a los bajos costos y las
implicaciones que representan para el medio ambiente, como lo son lodos activados, filtro percolador,
biorreactores con algas, hongos y bacterias, humedales artificiales, estanques de algas, biosorcién y
tratamientos enzimaticos, sin embargo, no son altamente eficientes para eliminar compuestos
recalcitrantes, incluso integrados con procesos mas costosos como fisicos o quimicos [10,73]. El
tratamiento hibrido con ultrafiltracién, filtracién con carbén activado granulado y biorreactor con
membrana, ha sido eficiente en el tratamiento de micro contaminantes, como compuestos farmacéuticos
y fendlicos, particulas micro plasticas y bacterias, a diferencia de cuando se emplean tratamientos sin
procesos de biodegradacion [82]. Es comun el uso de lodos activados en las plantas de tratamiento de
aguas residuales, sin embargo, para la eliminaciéon de CE del grupo de farmacos, en el estudio de
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Radjenovic et al, (2006), se demostr6é una mayor eficiencia sobre los lodos activados, usando un sistema
hibrido que emplea biorreactores de membrana [83]. Otro estudio que confirma la eficiencia del uso de
RBM en sistemas hibridos, con tratamientos como carbén activado, nanofiltracion y ésmosis inversa, fue
el llevado a cabo por Yang et al., (2018), donde se obtuvo una mayor eficiencia en la eliminacién de
carbamazepina [33]. Es evidente la ineficiencia que presentan los tratamientos convencionales y
avanzados individualmente pata la eliminacién de CE, por lo cual, dependiendo del tipo de CE que se
pretende eliminar, se deben disefar sistemas hibridos que integren diferentes tratamientos fisicos,
quimicos y finalmente biolégicos, los cuales han demostrado una mayor eficiencia para la eliminacién de
los CE. Los tratamientos de eliminacién generalmente tienen altas implicaciones econémicas, ya que se
requiere del uso de varios tratamientos para lograr una eliminacién eficiente de CE, ademas la limpieza
de filtros y membranas en los tratamientos fisicos, el consumo de energfa en tratamientos quimicos y el
mantenimiento en general de reactores, humedales artificiales, entre otros, incrementan los gastos
econémicos, por lo cual, es necesario desarrollar tecnologfas e instrumentos analiticos que permitan la
eliminacién y deteccion de CE con bajos requerimientos econémicos y energéticos, como también que
no generen subproductos toxicos, para asi mitigar impactos en el medio ambiente o diferentes
ecosistemas [32].

6. Hallazgos

Las figuras 12, 13 y 14, exponen en porcentaje los hallazgos de informacién disponible en los ultimos 15
aflos, acerca de ensayos de toxicidad con CE, con especies bioldgicas y tratamientos de eliminacién con
CE.

Ensayos de toxicidad con CE

3%

13%
52%
24%
farmacos pesticidas
drogas ilicitas M cafeina y nicotina

m retardantes de llama bromados

Figura 12. Ensayos de toxicidad con grupos de CE
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Ensayos de toxicidad bioldgicos

1% 3%

7%

M crustaceos M plantas A/T M peces & microorganismos " embriones M células M otros

Figura 13. Ensayos de toxicidad con especies biologicas

Tratamientos de eliminacion CE

M fisicos M quimicos ™ bioldgicos & hibridos

Figura 14. Tratamientos de eliminacién de CE

7. Conclusion

Es importante contar con ensayos toxicolégicos que permitan la evaluacién de la calidad de agua en
diferentes muestras, donde los CE sean incluidos para tener conocimiento acerca de los impactos que se
pueden ocasionar, los cuales pueden ser mitigados mediante la utilizacién de métodos de deteccién y
tratamientos de eliminacién eficientes en aguas residuales, ya que en este tipo de agua se deriva
principalmente la contaminacién en aguas superficiales, como subterrineas y asi garantizar la
sostenibilidad de los recursos hidricos en la tierra, la calidad para uso de agua regenerada, proteccion de
ecosistemas acuaticos y mitigar los diferentes efectos adversos que ocasionan en organismos vivos. Segin
la revision de literatura analizada se pueden concluir 3 aspectos:
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e La mayoria de los ensayos de toxicidad con CE se han realizado con los detectados en aguas
residuales, seguido de aguas superficiales y muy pocos en aguas subterraneas, donde los
principales analisis son llevados a cabo con farmacos y pesticidas-herbicidas, sin embargo, los
demas grupos de CE estan siendo estudiados en cuanto a la toxicidad, métodos de deteccion y
eliminacién en diferentes aguas, centrando los estudios principalmente en aguas residuales. Por
otro lado, los metabolitos CE provenientes de compuestos metabolizados por humanos y
animales son de gran relevancia por ser bioacumulativos, al igual que la de algunos subproductos
o compuestos de transformacién generados en el tratamiento de CE por ser toxicos.

e Los ensayos de toxicidad para evaluar la calidad de aguas con presencia de CE son realizados
principalmente con especies biologicas que se encuentran en ensayos estandarizados por
organismos internacionales, sin embargo, no siempre son eficientes, por lo cual, el uso de bateria
de bioensayos, la sensibilidad de diferentes taxones y tiempos de evaluacién a largo plazo,
aseguran resultados con mejores predicciones acerca del efecto que pueden causar, ademas es
importante realizar la validacion de métodos no estandarizados y que han mostrado ser
eficientes.

e la eficiencia en los métodos de deteccién y tratamientos de eliminacion de CE estan
determinados por las caracteristicas o naturaleza de las moléculas que los conforman, siendo los
sistemas hibridos los mas eficientes para la eliminacién. Es indispensable la investigacion de
tecnologias que permitan el manejo de estos en condiciones ambientales naturales, como
también alimentar bases de datos con informacién de los diferentes CE que son detectados y
que la legislacién del agua pueda avanzar en procesos para la regulacién de estos.
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