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CAPITULO 1

ANTECEDENTES

Como paso previo a los objetivos marcados en la presente memoria, en este capitulo se analiza la
presencia de contaminantes organicos en los sistemas acuaticos, se analizan los origenes y distribucion de
principios activos farmacoldgicos en el medioambiente y se realiza una descripcion, basada en la
bibliografia existente hasta el momento, de su distribucion en los procesos de depuracion de aguas
residuales. De igual modo, se describen los efectos originados por los farmacos objeto de este estudio
sobre diversos organismos acuaticos. Se realiza un recorrido introductorio por las metodologias analiticas
aplicadas a la determinacion de farmacos en muestras medioambientales. Por ultimo, se describen las
propiedades fisicoquimicas, farmacéuticas y ecotoxicoldgicas de los principios activos mas
representativos de la distribucion de tales sustancias en los sistemas convencionales de depuracion de

aguas






CAPITULO 1

1. CONTAMINANTES ORGANICOS EN LOS SISTEMAS ACUATICOS

En el afio 2005 Andalucia contaba con 495 estaciones depuradoras de aguas
residuales urbanas (EDARs) distribuidas entre la zona continental y litoral (IEA, 2006).
Estas trataban a una poblacién aproximada de unos 5 millones de habitantes. No
obstante, aiin hoy dia, existen cientos de hogares que descargan las aguas residuales, sin

que se realice sobre ellas un tratamiento previo de depuracion.

La politica del agua en la Unién Europea esta destinada a promover un uso
sostenible de los recursos hidricos y, a largo plazo, conseguir una reduccion progresiva
del aporte de contaminantes al medio acudtico procedentes de la descarga de las aguas

residuales urbanas.

En las Gltimas décadas, el impacto de los contaminantes quimicos en el medio
ambiente ha sido enfocado casi exclusivamente a una serie de contaminantes llamados
“prioritarios” incluidos en las listas I y II aprobadas por la Decision n°. 2455/2001/CE
del Parlamento Europeo y del Consejo, de 20 de noviembre de 2001 e incluidas en el
anexo III del Reglamento del Dominio Publico Hidraulico (Real Decreto 849/1987,
Real Decreto 606/2003), y normas sucesivas de aplicacién (Orden de 12 de noviembre

de 1987, y Real Decreto 995/2000).

La presencia en el agua de estos ‘“contaminantes prioritarios” (pesticidas,
hidrocarburos aromadticos policiclicos, bifenilos policlorados, etc.) puede ser
considerada como la mayor razéon para la disminucion de la calidad de ésta. Sin
embargo, las principales fuentes de estas sustancias no son su uso y consumo, sino que
se incorporan al medio ambiente a través de la deposicion atmosférica o el arrastre
producido por el agua de lluvia. Un ejemplo lo constituyen los bifenilos policlorados
(PCBs), cuyo uso industrial en Europa se detuvo durante los afios 80 y 90, sin embargo,

el 90 % de las emisiones actuales se producen por volatilizacion desde el suelo.

La Union Europea y la Agencia de Proteccion Medioambiental Americana
(Evironmental Protection Agency, USEPA) introdujeron una lista de 129 contaminantes
prioritarios a fin de establecer criterios para mejorar la calidad del agua, aunque esta

lista no representa la totalidad de sustancias que, estando presentes en las aguas
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residuales, pueden introducirse en el medio ambiente (Ellis, 2006) y causar efectos

perjudiciales sobre los ecosistemas.

En el ambito de la politica del agua, en la directiva 2000/60/EC destinada a la
toma de medidas de control para los préximos 20 afios se incluye una primera lista de
33 contaminantes prioritarios. Sin embargo, debido a la aparicion de estos nuevos
contaminantes, algunos paises miembros han emprendido procesos de revision para
tratar de identificar estos “futuros” contaminantes. De hecho, en el Reino Unido se han
identificado 92 compuestos quimicos que pueden exceder los criterios establecidos

sobre toxicidad, persistencia o bioacumulacion (Ellis, 2006).

Hoy dia la problematica generada por los contaminantes prioritarios en el medio
ambiente queda relegada a un segundo plano, debido en parte a la disminucion en los
niveles de concentracion presentes en muestras medioambientales, motivado por un
riguroso control, y a la adopcidon de las medidas necesarias para reducir los diferentes
focos de contaminacion. Sin embargo, existe una amplia variedad de sustancias no
legisladas, consideradas como “contaminantes emergentes”, cuya presencia en el medio
ambiente esta constituyendo un nuevo problema medio ambiental. Entre estos
contaminantes se encuentran los surfactantes, plasticos, diversos aditivos industriales y

principios activos farmacolégicos, entre otros.

Los farmacos son sustancias con diversa actividad bioldgica cuya aplicacion se
extiende a la industria alimentaria, siendo empleados como promotores de crecimiento
en animales de granja y piscifactorias. Como consecuencia de ello, los farmacos estan
siendo continuamente introducidos en el medio ambiente a través de su excrecion,
procesos de fabricacion y vertido incontrolado de medicamentos caducados. Ademas, la
introduccion en el mercado de nuevos farmacos aumenta de forma exponencial,
apareciendo un enorme espectro de componentes activos cuya actividad biologica es,
hoy dia, en parte desconocida. En la actualidad una disminucion en su uso o la
sustitucion por otros componentes mas biodegradables se plantea como una solucion

complicada.

La posibilidad de que los principios activos farmacologicos se introduzcan en el

medio ambiente es conocida por la comunidad cientifica desde hace décadas, sin
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embargo, no es hasta 1990 cuado se hace posible su determinacion y control en tales
muestras, ya que, a las bajas concentraciones a las que estas sustancias se encuentran
presentes en el medio ambiente, se le suma la complejidad de tales muestras, lo que
hace necesario el uso de técnicas con una elevada capacidad de separacion y alta

sensibilidad.

En Espafia, el consumo de farmacos se ha incrementado en los ultimos afos,
alcanzando volumenes de consumo cercanos al de otras sustancias consideradas
peligrosas, tales como pesticidas (Daughton y Ternes, 1999). A pesar de ello, los
principios activos farmacolédgicos, al contrario que otros contaminantes, no han estado
sujetos a restricciones legales, lo que conlleva que hayan sido, y sigan siendo,
continuamente introducidos en el medioambiente sin ningun tipo de control. A
diferencia de otro tipo de sustancias, cuya contaminacion se produce de modo
esporadico y con gran heterogeneidad espacial, la introduccién de farmacos en el
medioambiente se produce de forma continua como consecuencia de la actividad diaria,
por lo que no necesitan ser persistentes para encontrarse de forma habitual en el medio
ambiente. Por otro lado, pese a que la cantidad de farmacos que se introduce
diariamente en el medio ambiente puede ser baja, la continua introduccion de éstos
puede llevar a una elevada concentracion a largo plazo y causar efectos sobre el
ecosistema que, a priori, podrian pasar desapercibidos ya que tales efectos serian tan

leves, que podrian no detectarse hasta que fueran irreversibles.

Ademas, aunque son disefiados para su aplicacion en personas y animales, los
organismos acuaticos presentan los mismos receptores enzimaticos y modos de accion
que el cuerpo humano, pudiendo experimentar los mismos efectos farmacodindmicos. A
su vez, los efectos secundarios, que a menudo pasan desapercibidos tras su uso en
personas y animales, podrian ser de enorme importancia para los organismos inferiores
(Seiler, 2002), sin olvidar que, aunque un Unico principio activo no sea suficiente como
para causar efectos toxicos sobre el medio, la presencia de numerosos principios activos
farmacologicos que presenten modos de accion similares, podrian ocasionar efectos

significativos debido a fendmenos de sinergismo (Daughton y Ternes, 1999).
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2. FUENTES Y DISTRIBUCION DE PRINCIPIOS ACTIVOS
FARMACOLOGICOS EN EL MEDIO AMBIENTE

Los principios activos farmacologicos llegan al medio ambiente como
consecuencia de su fabricacion, distribucion y consumo. Tras este consumo, los
principios activos farmacologicos pueden ser excretados sin que se produzca sobre ellos
alteracion alguna o ser metabolizados en mayor o menor grado, transformandose en

formas mas hidrosolubles mediante la formaciéon de conjugados.

El metabolismo de numerosas sustancias liposolubles, tales como los farmacos,
en mamiferos y otros vertebrados estd gobernado por reacciones englobadas en dos
fases metabolicas: fase [ y fase II (Figura 1.1). Las reacciones de la fase I, hacen uso de
las oxidasas (citocromo P450), reductasas e hidrolasas (epoxidos) para afiadir grupos
funcionales activos a la molécula. En la Fase II se producen reacciones de conjugacion
covalentes, empleando acido glucurénico, sulfato o aminoacidos, a fin de hacer la
molécula més hidrosoluble, de modo que se facilite su excrecion (Daughton y Ternes,
1999). Esta estrategia metabdlica crea metabolitos sucesivamente mas polares que los
componentes de partida. Con ello, tras desarrollar su actividad sobre el organismo
objetivo, y en funcidon de sus caracteristicas farmacologicas, estos compuestos se
excretan con la orina y heces como una mezcla de metabolitos, como sustancias
inalteradas o como conjugados con un sustituyente inactivo unido a la estructura
(Halling-Serensen y col., 1998). Algunas de estas sustancias pueden ser incluso mas
toxicas que el propio producto de partida. Ademads, algunas de estas sustancias, que
llegan al medio ambiente como conjugados, pueden incluso, romperse, originando de

nuevo el producto de partida.

Las concentraciones de farmacos en el medio ambiente sera funcion de una
combinacion de varios factores tales como cantidades manufacturadas, dosis de efecto,
porcentaje de excrecion en el organismo consumidor, propiedades de
adsorcion/desorcion sobre sélidos y descomposicion metabdlica en EDARs (Diaz-Cruz

y col., 2003).
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Figura 1.1.
Mecanismo de aumento de la polaridad (excretabilidad) de principios activos

farmacologicos en el organismo objetivo

Farmaco > Fase I > Fase II »| Metabolito
(Fase Transformadora) (Fase Conjugadora)
- Oxidacion Conjugacion con:
- Reduccion - Acido Glucurénico
- Hidrolisis - Sulfatos

- Aminoacidos

= POLARIDAD >

Una vez consumidos y metabolizados por el organismo receptor, son
descargados a través de la orina y heces, siendo liberados al medio ambiente, donde se
distribuyen siguiendo diferentes vias. La identificacion de tales vias es crucial para
poder establecer la carga real de este tipo de contaminantes al medio ambiente, ya que,
sobre dicha carga, no solo influyen la dosis aplicada, duracion del tratamiento o
caracteristicas farmacocinéticas, sino ademds, la naturaleza del organismo receptor,
puesto que en muchos casos un mismo principio activo presenta diversas aplicaciones
sobre distintos organismos receptores. La combinacion de la dosis aplicada a cada
organismo y las distintas vias de entrada, que a veces incluyen distintas matrices,
pueden traer como consecuencia una variacion inesperada en las concentraciones
presentes en el medio ambiente. Las Figuras 1.2 y 1.3 muestran las vias a través de las
cuales estos principios activos entran al medio ambiente. Para identificarlas, es
necesario dividir los farmacos entre los empleados en medicina (Figura 1.2) y los
utilizados en veterinaria (Figura 1.3), ya que, aunque en muchos casos los principios
activos empleados sean los mismos, el destino de estos y como consecuencia los efectos

que causan sobre el ecosistema son distintos.

Por su parte, los firmacos disenados para su uso veterinario, pueden ser a su vez
clasificados, en relacion a su aplicacidon, en tres grupos: aquellos empleados como
promotores de crecimiento en animales de granja, los empleados por su uso terapéutico
en el ganado o aves de granja y aquellos empleados como aditivo alimentario en

piscifactorias.
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Por otra parte, aquellos fdrmacos empleados en medicina son descargados a
través de los sistemas colectores hacia las plantas de tratamiento de aguas residuales,
generalmente a través de la excrecion, aunque existe un pequefio porcentaje que se
descarga directamente a los sistemas colectores, una vez que estos han caducado. En
Espafia este ultimo factor se ha minizado gracias al sistema de gestiéon y recogida de
envases (SIGRE), puesto en marcha por la industria farmacéutica, con la colaboracion
de farmacias y distribuidores. Los desechos procedentes de los procesos de fabricacion,
que terminan en vertederos, incineradoras o plantas de tratamiento de aguas residuales,
son minimos, debido al cuidadoso manejo de empaquetado. Se estima que en la
fabricacion y empaquetado de farmacos se produce en torno a un 1 — 5 % de desechos.

El 95 % restante se descarga a través de las EDARs.

El destino de estos principios activos en las EDARs puede resumirse en tres

puntos.

- Las sustancias facilmente biodegradables son eliminadas por los
microorganismos presentes en los procesos de depuracion. Un ejemplo
de estas sustancias lo constituye el 4cido acetilsalicilico (Richardson y

Bowron, 1985).

- Los farmacos que presentan persistencia y que ademas tienen
caracteristicas lipofilicas quedan retenidos en los lodos generados
durante el proceso de depuracion debido, bien a su carécter lipofilico o
bien a la presencia en su estructura de grupos funcionales
(carboxilicos, aminas, aldehidos, etc.) que por su naturaleza presentan
la capacidad de formar enlaces con las particulas del soélido,
dependiendo del pH o de otros constituyentes de la matriz. Tales
sustancias pueden incorporarse a los suelos una vez que estos lodos son
aplicados a los mismos con fines agricolas, regenerativos o bien,
trasladados a vertederos. A su vez, aquellos farmacos que presentan
mayor movilidad en el sélido, pueden incorporarse a las aguas
subterraneas o superficiales a través de procesos de lixiviado. De este

modo, en funcidn de la capacidad de un farmaco a permanecer sobre la
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matriz solida, los efectos se produciran sobre organismos acudticos o

terrestres.

- Por ultimo, algunos farmacos, no solo presentan cierta persistencia en
los procesos de depuracion de aguas residuales, sino que al mismo
tiempo, presentan estructuras polares, por lo que no quedan retenidas
sobre los lodos. Estas sustancias pasan a través de los procesos de
depuracion sin que se produzcan modificaciones importantes en su

concentracion, llegando directamente al medio acuatico.

En cuanto a los firmacos empleados en veterinaria, siguen distintas vias de
entrada al medio ambiente en relacion con su campo de aplicacion (Figura 1.2) siendo,

en la mayoria de los casos, incorporados a los suelos a través del uso de abonos.

Esta contaminacion, procedente del ganado y aves de granja, es generalmente
tratada, previa descarga, en plantas de tratamiento de purines. Posteriormente, se emplea
el residuo solido como fertilizante en campos agricolas. Sin embargo, la gran
concentracion de granjas, y la necesidad de estas de deshacerse del purin hace que esta
contaminacion se produzca en muchos casos de forma extensiva. Estos farmacos, tras su
uso, pueden llegar a contaminar las aguas superficiales o subterraneas a través de

fendomenos de lixiviacion o arrastre durante episodios de lluvia.

Por su parte, los farmacos empleados como aditivo alimentario en granjas
piscicolas pueden ser directamente descargados a los cauces receptores, en cuyo caso se
descarga una gran cantidad de estas sustancias que no son consumidas por los peces, o
bien, son tratados previa descarga en pequefas plantas. El lodo generado en dichas
plantas se emplea, junto con los residuos ganaderos, como fertilizante en campos de

cultivo, mientras que el agua generada puede afectar directamente al medio acuatico.

En cualquier caso, debido a la amplia descarga de residuos, las EDARs

constituyen la principal fuente en el aporte de este tipo de sustancias al medioambiente.
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Figura 1.2.

Principales vias de entrada al medio ambiente de los farmacos empleados en

medicina (Jergensen y Halling-Serensen, 2000).
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2.1. Presencia de principios activos farmacologicos en el medio acuatico

Diversos estudios muestran la presencia de principios activos farmacologicos en
vertidos procedentes de hospitales (Gémez y col., 2006), aguas residuales urbanas
(Carballa y col., 2005; Tauxe-Wuersch y col., 2005; Ternes, 1998; Verenitch y col.,
20006), rios (Comoretto y Chiron, 2005), agua marina (Weigel y col., 2002) o incluso
agua potable (Stackelberg y col., 2004) en paises como Canadé (Lishman y col., 2006),
Estados Unidos (Schwab y col., 2005), Brasil (Stumpf y col., 1999), Reino Unido
(Ashton y col., 2004; Roberts y Thomas, 2006), Francia (Andreozzi y col., 2003d),
Alemania (Heberer y col., 2002), Grecia (Koutsouba y col., 2003), Italia (Castiglioni y
col., 2005), Suiza (Golet y col., 2002; Soulet y col., 2002), Suecia (Andreozzi y col.,
2003c) o Espafia (Carballa y col., 2004; Farré y col., 2001; Gonzalez-Barreiro y col.,
2003; Petrovic y col., 2006), entre otros.

La concentracion a la que estas sustancias estdn presentes en muestras

. . -1 . -1 .
medioambientales es del orden de ng L™ o incluso pug L~. Estas concentraciones
dependeran de variables como distancia a una EDAR, la densidad y proximidad de

actividades agricolas, etc.

Los principios activos farmacoldgicos son un grupo de sustancias constituido
por cientos de especies quimicas con distinta actividad bioldgica. Entre estos, los
principios activos encontrados habitualmente en muestras medioambientales son
analgésicos y antiinflamatorios, antibidticos, antiepilépticos, betabloqueantes,

antilipémicos o reguladores lipidicos, anticancerigenos y hormonas.

2.1.1. Analgésicos y antiinflamatorios

En este epigrafe se incluyen un gran numero de especies quimicas empleadas
para el tratamiento del dolor (antiinflamatorio y analgésico) y la fiebre (antipirético).
Estas sustancias son ampliamente consumidas en todo el mundo bajo prescripcion
médica, aunque también en muchos casos se venden sin tal prescripcion. Los mas
vendidos sin supervision médica son paracetamol y aspirina, aunque otros como
diclofenaco e ibuprofeno también se consumen en cantidades elevadas (Heberer,

2002b).
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Los antiinflamatorios presentan, en ciertos casos, una baja eliminacion en los
procesos de depuracion de aguas residuales, por lo que pueden incorporarse a las aguas
superficiales y subterraneas. Como consecuencia de ello, mas de 80 principios activos
farmacologicos antiinflamatorios han sido detectados en concentraciones de ng L™ o
incluso ug L' en muestras de aguas residuales, lodos de EDARs, aguas superficiales,

aguas subterraneas e incluso agua potable (Weigel y col., 2004).

Cuando un contaminante llega a una EDAR, este se somete a una serie de
procesos fisicoquimicos y biologicos que traen como consecuencia la reduccion de su
concentracion en la fase acuosa. Esta eliminacion se produce por mecanismos de
retencidon sobre materia soélida (lodos) o biodegradacién en el proceso de lodos activos.
Consecuentemente, durante los procesos de depuracion los principios activos
farmacologicos se distribuyen, en funcion de sus propiedades fisicoquimicas, entre las
aguas residuales y los lodos, encontrandose concentraciones apreciables en ambas

matrices.

Entre los antiinflamatorios encontrados habitualmente en muestras de aguas y
lodos procedentes de EDARSs se encuentran acido mefenamico, diclofenaco, ibuprofeno,
ketoprofeno y naproxeno y, en menor medida, 4cido acetilsalicilico, 4cido salicilico y

paracetamol.

Los principios activos acetaminofeno (paracetamol) y acido acetilsalicilico se
degradan facilmente en los procesos de depuracion de aguas residuales, por lo que, pese
a que se detectan a concentraciones relativamente altas en los caudales influentes de
EDARSs, rara vez se detectan en efluentes y a concentraciones cercanas a los limites de
deteccion (Heberer, 2002b). Ternes (1998) detectd una concentracion maxima de 1.50
ug L' de 4cido acetilsalicilico en aguas efluentes de depuradora, que se degrada
facilmente a acido salicilico. Este metabolito se encuentra en influentes y efluentes de
EDAR a concentraciones por debajo de 57 ug L, siendo también facilmente degradado
en los procesos de depuracion, por lo que se encuentra en efluentes a niveles inferiores,
situados en un rango comprendido entre 0.05 ug L' y14.1 ug L' (Farré y col., 2001;
Lishman y col., 2006; Metcalfe y col., 2003b; Verenitch y col., 2006).
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El ibuprofeno es uno de los antiinflamatorios mas consumidos en todo el mundo
y su presencia en aguas residuales ha sido ampliamente estudiada en los ultimos 10
afnos. Se encuentra a concentraciones elevadas en las aguas influentes, detectandose en
concentraciones medias de entre 2.02 pug L' y 38.7 ug L' (Clara y col., 2005b;
Lindqvist y col., 2005; Lishman y col., 2006; Metcalfe y col., 2003a; Quintana y col.,
2005; Roberts y Thomas, 2006; Verenitch y col., 2006). Sin embargo, al igual que los
principios activos paracetamol y acido acetilsalicilico, es facilmente degradado en los
procesos de depuraciéon encontrandose concentraciones inferiores a 4.77 pug L en
efluentes de EDAR. No obstante, Farré¢ y col. (2001) detectaron concentraciones de

ibuprofeno de hasta 85 pg L™ en efluentes de EDAR en Barcelona.

Otros farmacos detectados frecuentemente en muestras de aguas residuales son
diclofenaco, ketoprofeno y naproxeno. De estos, el naproxeno es el que presenta
mayores concentraciones en influentes, alcanzado niveles de concentracion de hasta
40.7 ug L' (Lindqvist y col., 2005; Metcalfe y col., 2003a; Quintana y col., 2005;
Stumpf y col, 1999). Este farmaco no presenta porcentajes de eliminacion
excesivamente altos en los procesos convencionales de depuracion de aguas residuales,
llegando a encontrarse concentraciones de 33.9 g L' en efluentes de EDARs (Carballa
y col., 2004; Farré¢ y col., 2001; Gagné y col., 2006; Lishman y col., 2006; Metcalfe y
col., 2003b; Ollers y col., 2001; Stumpf y col., 1999; Ternes, 1998). Los farmacos
diclofenaco y ketoprofeno, pese a que se encuentran frecuentemente en aguas
residuales, presentan niveles de concentracion mas bajos, alcanzando valores maximos
de 3.4 pg L'y 5.7 ug L™, respectivamente (Farré y col., 2001; Koutsouba y col, 2003;
Lishman y col., 2006; Metcalfe y col., 2003b; Petrovic y col., 2006; Roberts y Thomas,
2006; Ternes, 1998).

En las aguas residuales, ademds de estos, han sido detectados, aunque a bajas
concentraciones, otros farmacos analgésicos y antiinflamatorios como acido
mefenamico, aminofenazona, fenoprofeno, indometacina o propilfenazona (Roberts y

Thomas, 2006; Stumpf'y col., 1999; Ternes, 1998; Zuehlke y col., 2004).

Las EDARs actuan como fuente de contaminacion para los rios, lagos y mares

sobre los que descargan sus efluentes. Como consecuencia de ello diversos farmacos,

39



Antecedentes

entre los que se encuentran antiinflamatorios como ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco
o ketoprofeno se han detectado en distintos rios a lo largo del continente europeo (Farré
y col., 2001; Ternes, 1998; Zuccato y col., 2000) y América (Kolpin y col., 2002;
Schwab y col., 2005; Stumpfy col., 1999) en concentraciones del orden de los ng L.

Estudios realizados en rios europeos (Castiglioni y col., 2005; Weigel y col.,
2004) muestran una distribucion similar de farmacos, encontrando al diclofenaco e
ibuprofeno como los mas representativos del grupo de los analgésicos y
antiinflamatorios (Buser y col., 1998b; Farré y col., 2001; Stumpf y col., 1999; Ternes,
1998).

El paracetamol fue detectado en el 24 % de 139 arroyos de Estados Unidos,
mientras que el ibuprofeno fue detectado en el 10 % de los casos con una concentracion

maxima de 1 pug L' (Kolpin y col., 2002).

Estos y otros antiinflamatorios como acido mefendmico (Ahrer y col., 2001;
Ashton y col., 2004), dextropropoxifeno (Roberts y Thomas, 2006), ketoprofeno (Farré
y col., 2001; Lindqvist y col., 2005), indometacina o fenoprofeno (Metcalfe y col.,
2003b; Ternes, 1998) han sido estudiados en aguas continentales y mar abierto (Weigel
y col., 2002).

Varias investigaciones realizadas sobre aguas subterraneas muestran que los
farmacos detectados en las aguas superficiales pueden sufrir fendmenos de lixiviacion
en el subsuelo y contaminar las aguas subterraneas (Heberer y col., 1997; Kreuzinger y
col., 2004; Sacher y col., 2001), sin embargo, existen en la actualidad pocos estudios
que muestren la presencia de farmacos antiinflamatorios en este tipo de aguas, estando
en la mayoria de los casos relacionadas con vertederos cercanos y concentraciones muy
proximas a los limites de deteccion (Ellis, 2006). Estudios realizados sobre aguas
subterraneas procedentes de diversos pozos de captacion de agua potable muestran la
presencia de diclofenaco e ibuprofeno a niveles inferiores a los pg L™ (Heberer y col.,
1997; Kreuzinger y col., 2004). Stolker y col. (2004) analizaron las aguas procedentes
de 15 pozos, encontrando que el 80 % de las muestras contenian al menos dos farmacos,
entre ellos diclofenaco, en un rango entre 40 ng L™ y 400 ng L™ El diclofenaco aparece

ademas como uno de los principales farmacos encontrados en un amplio estudio
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realizado sobre 105 pozos de Baden-Wurtemberg (Alemania) alcanzando
concentraciones méximas de 590 ng L', ademas se detecta la propilfenazona a

concentraciones por encima de 10 ng L™ (Sacher y col., 2001).

Estas sustancias pueden incluso contaminar las aguas potables, a través de las
aguas que abastecen a las estaciones potabilizadoras. Los factores que mas influencia
ejercen sobre la contaminacién por farmacos que presenta el agua potable son la
situacion geografica de la estacion potabilizadora y el grado de contaminacion de las
aguas de captacion, asi como de las aguas superficiales cercanas que pueden servir
como abastecimiento a la planta potabilizadora (Heberer y col., 1997). Varios estudios
(Heberer y col., 2002; Loraine y Pettigrove, 2006; Webb y col., 2003) describen la
presencia de principios activos farmacologicos en este tipo de muestras. Sin embargo, el
numero de principios activos farmacologicos que presentan concentraciones por encima
de los limites de cuantificacion se sitia entre el 3 % y el 53 % (Webb y col., 2003). Al
igual que en las aguas subterraneas, los farmacos antiinflamatorios que generalmente

presentan mayores concentraciones son diclofenaco e ibuprofeno.

En un estudio realizado sobre cuatro estaciones potabilizadoras de San Diego
(California) se detectaron residuos de ibuprofeno en un rango de 0.51 — 1.35 pg L. Las
concentraciones medidas para este fAirmaco fueron superiores durante los meses de
agosto a noviembre frente a las correspondientes al periodo situados entre enero y junio,
coincidiendo con el periodo de mayor aporte de efluentes de EDAR a la zona de

captacion del agua que abastece a la potabilizadora.

Otros farmacos analgésicos como propilfenazona o la dimetilaminofenazona han
sido detectados en aguas potables en Europa (Heberer y Stan, 1997; Reddersen y
Heberer, 2003).

2.1.2. Antibioticos
Los antibidticos son sustancias destinadas a eliminar ciertos microorganismos

infecciosos (bactericidas) o inhibir su crecimiento (bacteriostaticos). Ademads, se

emplean como promotores de crecimiento en animales de granja. Se trata de sustancias
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de toxicidad selectiva, presentando una toxicidad alta para los organismos inferiores y

no asi para el organismo huésped.

La importancia del estudio del contenido en antibidticos en las muestras

medioambientales estd motivada por tres aspectos:

- Se trata de sustancias de extenso uso, tanto en medicina, como en
veterinaria, empleandose ademéas como promotores de crecimiento en

la produccién de animales y peces para consumo humano.

- Su aportacion al medio ambiente se produce a través de numerosas
vias, entre ellas la descarga de efluentes de EDARs, el uso de abono

animal o las fugas de agua producidas en piscifactorias.

- Su capacidad de alterar la estructura de la comunidad microbiologica,
pudiendo causar resistencia a los mismos por parte de

microorganismos patogenos.

Entre los antibidticos encontrados en muestras medioambientales se encuentran
diversos grupos como macrolidos, entre las que se encuentran claritromicina,
eritromicina y roxitromicina; tetraciclinas, entre las que se encuentran oxitetraciclina,
demeclociclina, clorotetraciclina o doxiciclina; sulfonamidas, tales como sulfatiazol,
sulfametazina, sulfacloropiridazina, sulfametoxazol y sulfadimetoxina;
fluoroquinolonas como ofloxacino, ciprofloxacino, norfloxacino; y otros como el
trimetoprim. La mayoria de estos antibioticos presentan una absorcion en el organismo
receptor muy baja, eliminandose entre el 25 % y el 75 % de forma inalterada. Como
consecuencia de ello, pueden encontrase, al igual que los farmacos antiinflamatorios, en
aguas residuales, superficiales o subterraneas, asi como en matrices sélidas como suelos
o lodos de EDAR (Hirsch y col., 1998; Karthikeyan y Meyer, 2006; Lindberg y col.,
2005).

Diversos estudios realizados en Alemania (Weigel y col.,, 2004), Suecia

(Lindberg y col., 2005), Estados Unidos (Renew y Huang, 2004) o Espana (Carballa y
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col., 2004; Reverté y col., 2003) describieron la presencia de antibidticos a niveles de

concentracién de ng L o incluso ug L.

Los antibidticos se han detectado también a elevadas concentraciones en
efluentes hospitalarios. Lindberg y col. (2004) encontraron elevadas concentraciones de
ciprofloxacino (3.6 — 101.0 pg L"), sulfametoxazol (0.4 — 12.2 ng L, ofloxacino (0.2
—7.6 ug L") y trimetoprim (0.6 — 7.6 pg L") en muestras de efluentes hospitalarios en
Suecia. De igual modo, Hartmann y col. (1998) detectaron concentraciones de entre 3 y

85 ng L del antibidtico ciprofloxacino en este tipo de muestras.

Los antibioticos norfloxacino y ciprofloxacino también han sido detectados, en
efluentes de tratamientos primarios y secundarios de EDAR (Golet y col., 2001), a
concentraciones comprendidas entre 45 y 120 ng L' y 249 y 405 ng L

respectivamente.

Como se ha mencionado anteriormente, debido a la baja eliminaciéon que
experimentan algunos de estos antibioticos en los procesos convencionales de
depuracion de aguas (Bendz y col., 2005; Hirsch y col., 1999), pueden estar presentes

en aguas superficiales y subterraneas.

Sacher y col. (2001) detectaron la presencia de antibidticos como
sulfametoxazol a concentraciones inferiores a los 410 ng L en muestras de aguas
subterraneas de Baden Wurtenberg, Alemania. Ademdas de éste, los antibioticos
eritromicina y claritromicina han sido detectados, aunque a bajas concentraciones, en
muestras de aguas subterraneas procedentes de Alemania (Hirsch y col., 1999) y

Estados Unidos (Lindsey y col., 2001).
2.1.3. Antiepilépticos
Estas sustancias se caracterizan por influir en la hiperexcitabilidad cerebral, es

decir, por su capacidad de disminuir la excitabilidad del tejido nervioso excesivamente

activo.
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El antiepiléptico carbamacepina ha sido detectado frecuentemente en muestras
de aguas residuales y superficiales (Ahrer y col., 2001; Ternes, 1998). Estudios
realizados en Alemania describen elevadas concentraciones de carbamacepina en
EDARs (Ternes, 1998). Este farmaco fue detectado en todas las EDARs estudiadas y en
los cauces receptores a concentraciones maximas de 6.3 g L. Esto podria deberse a la
baja eliminacidon que experimentaba este farmaco en los procesos de depuracion de
aguas residuales (< 10 %). De hecho, es la enorme persistencia mostrada por este
farmacos en efluentes de EDAR y aguas superficiales lo que ha hecho que se proponga
en diversos estudios como marcador de contaminacion antropogénica (Clara y col.,

2004).

Ademés, este farmaco ha sido detectado a niveles de concentracion por debajo

de 1075 ng L' en aguas superficiales de Berlin, Alemania (Heberer y col., 2002).

Otros antiepilépticos, como primidona, se han detectado en influentes y
efluentes de EDAR y en aguas superficiales de Alemania en concentraciones por debajo

de 635 ng L' (Heberer y col., 2002).

Diversos estudios muestran que tanto el farmaco carbamacepina (Heberer y col,
2002; Kuehn y Mueller, 2000) como la primidona (Heberer, 2002b) no se descomponen
durante los procesos de infiltracion, siendo detectados en pozos de aguas subterraneas.
Esto explica que la carbamacepina se haya detectado en aguas subterraneas a
concentraciones de incluso 1.1 pg L™ (Sacher y col., 2001; Seiler y col., 1999), ademas

de en aguas potables a concentraciones de hasta 30 ng L™.

2.1.4. B-Bloqueantes

Los farmacos B-bloqueantes son sustancias empleadas en el tratamiento de
la hipertension arterial o la prevencion de los infartos cardiacos. Son productos que
bloquean la accion de un exceso de secrecion de adrenalina en los receptores beta
adrenérgicos del organismo. El sistema adrenérgico implica varias actividades
fisiologicas tales como regulacion de las necesidades de latidos y oxigeno del
corazén, mecanismos de vasodilatacion de los vasos sanguineos 'y

broncodilatacion.
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Entre los betabloqueantes detectados en muestras de aguas residuales se
encuentran metoprolol, propanolol, betaxolol, bisoprolol o nanodol (Hirsch y col.,
1998; Sedlak y Pinkston, 2001; Ternes, 1998). De estos, solo metoprolol,
propanolol y bisoprolol se han detectado en muestras de aguas superficiales,
aunque a concentraciones cercanas a los limites de deteccion (Hirsch y col., 1998;
Ternes, 1998). Sacher y col. (2001) determinaron sotanolol a concentraciones de
hasta 560 ng L' en muestras de aguas subterrancas de Baden Wurtenberg,

Alemania.

2.1.5. Antilipémicos

Los farmacos antilipémicos o reguladores lipidicos son medicamentos
empleados para reducir el colesterol y ciertas sustancias grasas de la sangre. Entre estos
se encuentran los farmacos gemfibrozilo, fenofibrato, clofibrato o su principal

metabolito, acido clofibrico.

El acido clofibrico fue el primer farmaco detectado en muestras de aguas
residuales (Garrison y col., 1976; Heberer y Stan, 1997), y hoy dia sigue siendo uno de
los principios activos farmacoldgicos que se detectan con mas frecuencia en muestras
medioambientales, encontrandose en aguas residuales, superficiales y marinas (Buser y
Miiller, 1998; Ternes, 1998). Heberer y Stan (1997) determinaron concentraciones de
acido clofibrico por debajo de 4 pug L' en aguas subterraneas tomadas de puntos
cercanos a campos regados con agua residuales y niveles por debajo de 270 ng L' en
aguas potables de Alemania.

En otras experiencias realizadas en paises como Austria, Brasil o Alemania, se
ha detectado la presencia de este farmaco en aguas residuales, superficiales y
subterraneas (Ahrer y col., 2001; Heberer y Stan, 1997; Stumpf y col., 1999; Ternes,
1998; Ollers y col., 2001).

Otros reguladores lipidicos como bezafibrato, gemfibrozilo y 4cido fenofibrico,
metabolito del farmaco fenofibrato, han sido detectados a concentraciones del orden de
los ug L en efluentes de EDARs y aguas superficiales (Ahrer y col., 2001; Farré y col.,
2001; Sedlak y Pinkston, 2001; Stumpf y col., 1999; Ternes, 1998). Los farmacos

bezafibrato y gemfibrozil se han detectado en muestras de aguas subterrdneas a
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concentraciones maximas de 190 ng Lt y 340 ng L'l, respectivamente (Heberer, 2002b;

Ternes, 2001).
2.1.6. Hormonas

Los farmacos estrogénicos, fundamentalmente los xenoestrogenos sintéticos, se
emplean habitualmente en terapias de sustitucion de estrégenos y como anticonceptivos
orales. En veterinaria, estos farmacos se han empleado como promotores de

crecimiento.

La lista de los contaminantes antropogénicos de los que se sospecha que tengan
posibles efectos disruptores en el sistema endocrino es larga, sin embargo, son las
hormonas naturales (estrona, 17B-estradiol, estriol) y sintéticas (mestranol, 170
etinilestradiol) los que causan una mayor contribucion a la actividad estrogénica

observada en los efluentes de EDAR (Aerni y col., 2004).

Varias investigaciones realizadas en paises como Francia, Canadé, Suecia,
Inglaterra, Italia, Espafia o Estados Unidos (Baroni y col., 2000; Cargouét y col., 2004;
Carballa y col., 2004; Fawell y col., 2001; Lishman y col., 2006; Servos y col., 2005;
Svenson y col., 2003) muestran la presencia de estrogenos en las aguas residuales a
concentraciones de ng L. Diversas hormonas han sido detectadas en influentes y
efluentes de EDAR en Paris (Cargouét y col., 2004) en unos rangos de concentracion de
6.2 —17.6 ng L', 45-174 ng L', 5.0-15.2 ng L! y 2.7 — 4.5 ng L' para estrona,

17B-estradiol, estriol y 170-etinilestradiol, respectivamente.

En Alemania se detectaron estrona, 17B-ctinilestradiol y estriol a
concentraciones por debajo de 80 ng L en las aguas influentes a EDAR de Italia
(Baroni y col., 2000; Johnson y col., 2000). Estas hormonas no son completamente
eliminadas en los procesos de depuracion de aguas, por lo que aun estan presentes en
efluentes de EDARs y aguas superficiales, aunque a concentraciones inferiores a 50 ng

L (estrona) y 10 ng L™ (17B-etinilestradiol).
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2.1.7. Anticancerigenos

Debido a que estos principios activos se emplean solo en el ambito hospitalario
para el tratamiento del cancer con quimioterapia, aparecen principalmente en efluentes
hospitalarios, encontrandose a bajas concentraciones en muestras de aguas residuales de

EDARs.

Entre los farmacos anticancerigenos detectados en el medio ambiente se

encuentran los alquilantes ifosfamida y ciclofosfamina o el antiestrogénigo tamoxifeno.

Los farmacos ifosfamida y ciclofosfamida se encuentran en concentraciones por
debajo de 4.5 ug L' en efluentes de hospitales (Stegler-Hartmann y col., 1997) y en
concentraciones inferiores a 43 ng L™ en aguas residuales de EDARs (Kriimmerer y

col., 1997; Stegler-Hartmann y col., 1997).

El antiestrogénico tamoxifeno, empleado en el tratamiento del cancer de pecho
ha sido detectado en aguas residuales en el Reino Unido a concentraciones
comprendidas entre 146 y 369 ng L™ en efluentes de EDARSs (Roberts y Thomas, 2006).
Ademads, la concentraciéon de este farmaco no se ve reducida en los procesos
convencionales de depuracion de aguas residuales, de modo que aparece en aguas
superficiales a concentraciones de entre 27 y 212 ng L™, con una concentraciéon media

de 53 ng L™ (Roberts y Thomas, 2006; Thomas y Hilton, 2004).
2.1.8. Cafeina

La cafeina ha estado sujeta a numerosas investigaciones debido a su amplia
presencia en la naturaleza y a su amplio uso. Se han identificado més de 60 plantas que
contienen cafeina, y de una forma u otra, todas han sido consumidas desde hace miles
de afios. Por ello, la cafeina constituye una de las principales sustancias de caracter
antropogénico que se encuentra presente en el medio acudtico. Su elevada persistencia
se debe a su elevada solubilidad (13.5 g L"), su bajo coeficiente de particion octanol-
agua (log Kow =-0.07), y su inexistente volatilidad. De hecho, estas propiedades junto

con su origen antropogénico, han hecho que la cafeina, al igual que la carbamacepina,
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haya sido propuesta como marcador antropogénico por diversos autores (Ferreira y col.,

2005).

La principal fuente de cafeina a las aguas residuales urbanas la constituye el
vertido de café, té, refrescos o medicamentos sin consumir a través del retrete (Buerge y
col., 2003; Seiler y col.,, 1999; Siegener y Chen, 2002). Ademés, como se ha
mencionado anteriormente, la cafeina no se degrada completamente en los procesos de
depuracion, por lo que ha sido detectada de forma habitual en muestras de aguas
superficiales y subterrdaneas de paises como Alemania, Inglaterra, Escocia, Estados
Unidos y Noruega, entre otros (Batt y col., 2006; Ternes y col., 2001; Weigel y col.,
2004; Weigel y col., 2002)

Verenitch y col. (2006) analizaron muestras de aguas residuales y rios a los que
se vierten efluentes de EDARs. Detectaron concentraciones de cafeina en los efluentes
de EDARs que se situaron en un rango de entre 1.74 ug L'y 8.13 pug L™, mientras que
esta concentracion de descarga se ve reducida en aguas de rio a niveles comprendidos
entre 29 ng L™ y 1.59 pug L™ en relacion con la distancia al punto en el que se produce la
descarga del efluente. La cafeina ha sido detectada en aguas subterrdneas a
concentraciones de hasta 0.5 pg L' (Chen y col., 2002) y en agua marina a

concentraciones cercanas a los 10 ng L™ (Gardinali y Zhao, 2002).

2.2. Distribucion en el medio Terrestre

En contraste con el medio acuatico, la distribuciéon de farmacos en matrices
solidas, tales como suelo, sedimentos o lodos, no esta aun suficientemente estudiada. La
contribucion mas significativa a la presencia de estas sustancias en matrices solidas la
proporcionan aquellos farmacos empleados en veterinaria, entre los que se incluyen los
promotores de crecimiento empleados tanto en animales de granja como en

piscifactorias.

La distribucion de los principios activos farmacologicos en el medio acudtico y
terrestre viene asociada directamente a los coeficientes de particion octanol-agua (Kow)
que se define como la relacion entre las concentraciones de equilibrio de una sustancia

en octanol y en agua a una temperatura especifica y los coeficientes de particion solido-
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liquido (K4), dados como la relacion entre la concentracion de equilibrio del farmaco en

las fases solida (suelo o lodo) y liquida (Tabla 1.1.)

La mayoria de los farmacos son solubles en agua, biodegradables y presentan
tiempos de vida media cortos. Sin embargo, algunos como el gemfibrozilo o ciertos
estrogenos presentan coeficientes de distribucion altos, por lo que se podria esperar
cierta tendencia a quedar en la fase solida, disminuyendo la concentracion en el medio

acuatico.

Debido a ello, algunos farmacos como estradiol, ciprofloxacino, eritromicina,
ibuprofeno, naproxeno, tetraciclina o tilosin, ademas de fluoroquinolonas o
avermectinas presentan cierta afinidad por la materia sélida, por lo que cabria esperar su

presencia en lodos o suelos.

La mayor parte de los datos encontrados en la literatura en cuanto a la presencia
de farmacos en matrices solidas esta referida a la distribucion de estrogenos. Con
respecto a estos, los sedimentos constituyen una reserva potencial de 17B-estradiol,
17B-etinilestradiol y estrona (Petrovic y col., 2001; Williams y col., 1999). Se observa
ademas cierta variacion estacional, con promedios de concentracion superiores durante

el invierno.

Otro grupo de farmacos habitualmente medido en matrices solidas son los
antibiodticos, entre los que se incluyen aquellos empleados como promotores de
crecimiento en veterinaria, los cuales suelen encontrarse en el abono a concentraciones
del orden de pg kg'. Haller y col. (2002) determinaron la concentracion de
sulfonamidas en abono de ganado y cerdo, encontrando sélo dos de estos antibioticos

sulfametazina y sulfatiazol) en un rango de concentracion de entre 0. : .
1f: ina y sulfatiazol go d ion d 0.10 pg kg y 12.4

ngkg.

Ademas, como consecuencia de la aplicacion de estos abonos, los antibioticos
tetraciclina y clortetraciclina, se han detectado en suelos a niveles de concentracion de
171.7 pg kg™ el primero, y en un rango comprendido entre 4.6 y 7.3 pg kg™, el segundo
(Hamscher y col., 2002).
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Tabla 1.1.

Propiedades fisicoquimicas de algunos principios activos farmacologicos (Beausse,

2004)
Principio activo log Kow pK, K4 (suelo-agua) K, (lodo-agua) Referencias
17o-etinilestradiol 4.15 10.4 - - Ying y col., 2002
Hurwitz y Lui, 1977
17B-estradiol 3.94 n.d. Ying y col., 2002
Ac. Acetilsalicilico 1.19 3.5 n.d. 2.2 Stuer-Lauridsen y col., 2000
Meylan, 1993
Amoxicilina 0.87 24 n.d. 1.06 Jones y col., 2002
Khan y Ongerth, 2002
Ampicilina 1.45 2.53
Avermectina 3.19 n.d. 7-134 n.d. Meylan, 1993
Gruber y col., 1990
Bezafibrato 4.25 3.6 Huber y col., 2003
Carbamacepina 2.45;2.25 13.9 n.d. 25.52 Khan y Ongerth, 2002
Jones y col., 2002
Drillia y col., 2003
Acido Clofibrico 2.57 n.d. n.d. n.d. Drillia y col., 2003
Cloranfenicol 1.14 n.d. Meylan, 1993
Clortetraciclina -0.62 6.5 Halling-Serensen y col., 2003
Ciprofloxacino 0.4 6.38;5.9 427.0 416.9 Stuer-Lauridsen y col., 2000
Drakopoulos y Ioannou, 1997
Nowara y col., 1997
Diclofenaco 4.51;0.70 4.15 - 0.72 Jones y col., 2002
Avdeef'y col., 2002
Enrofloxacino 1.1 6.27 260-6310 n.d. Meylan, 1993
Nowara y col., 1997
Eritromicina 3.06 8.9 n.d. 164.76 Jones y col., 2002
Khan y Ongerth 2002
Estradiol n.d. 1468 Stuer-Lauridsen y col., 2000
Estriol 2.8 n.d. Ying y col., 2002
Hurwitz y Lui, 1977
Estrona 343 n.d. Ying y col., 2002
Gemfibrozilo 4.77 n.d. Khan y Ongerth 2002
Ibuprofeno 3.97 4.42;4.51 n.d. 453.79 Jones y col., 2002

Khan y Ongerth 2002
Wan y col., 2002
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Tabla 1.1.
(Continuacion)
Principio activo log Kow pK, K4 (suelo-agua) K, (lodo-agua) Referencias
Ketoprofeno 3.12-3.16 4.45 Avdeef'y col., 2002
Tixier y col., 2003
Naproxeno 3.18 4.2 n.d. 217.20 Jones y col., 2002
Khan y Ongerth 2002
Norfloxaxino -1.0 6.4 Drakopoulos y loannou 1997
Takacs-Novak y col., 1992
Ofloxacino 0.35 5.97 309 n.d. Drakopoulos y loannou 1997
Nowara y col., 1997
Oxitetraciclina -1.22 3.27 420-1030 0.02 Jones y col., 2002
Wollenberger y col., 2000
buser y col., 1999
Rabelle y Spliid, 2000
Paracetamol 0.46 9.5 n.d. 0.4139 Jones y col., 2002
Khan y Ongerth 2002
Penicilina 1.87 2.79
Fenazona 0.38 1.4
Primidona 0.91 n.d.
Propranolol n.d. 9.49 - n.d.
Roxitromicina 2.75 8.8 Huber y col., 2003
Acido Salicilico 2.26; 1.19 3.5 Khan y Ongerth, 2002
Jones y col., 2002
Sulfadiacina -0.09 n.d. Halling-Serensen y col., 2003
Sulfameracina 0.21 7.0
Sulfametacina 0.89 2.65 1-3.1 n.d. Meylan, 1993
Papastephanou y Frantz, 1997
Sulfametoxazol 0.89 5.7 - n.d. Huber y col. 2003
Kolpin col., 2002
Sulfatiazol 0.05 2 4.9 n.d. Tolls, 2001
Tetraciclina -1.19 3.30 1140-1620 n.d. Wollenberger y col., 2000
Buser y col., 1999
Sithole y Guy, 1987
Trimetoprim n.d. 6.6
Tilosin 3.5 1.1 8.3-128 n.d. Wollenberger y col.,2000

Rabolle y Spliid 2000

n.d: no disponible

El farmaco carbamacepina, por su parte, muestra una afinidad moderada por la
materia solida (Loffler y col., 2005). En la actualidad hay pocos estudios acerca de la

distribuciéon de compuestos como carbamacepina o cafeina en matrices sélidas. En un
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estudio realizado sobre suelo irrigado con efluentes de EDAR (Kinney y col., 2006) se
detectd la presencia de ambos compuestos sugiriéndose que estas sustancias pueden ser
lo suficientemente modviles, como para introducirse hacia las capas mas profundas del

suelo.

En cuanto a los farmacos antiinflamatorios, actualmente existen pocos estudios
que muestren la presencia y distribucion de éstos en matrices solidas. La mayor parte de
los datos disponibles en la literatura en relacion a la retencion de farmacos
antiinflamatorios en suelos, sedimentos o lodos estan referidos al farmaco ibuprofeno.
Este presenta una afinidad relativamente baja en sedimentos con unos porcentajes de

retencion de entre el 9 % y el 19 % (Loffler y col., 2005).

Khan y Ongerth (2002) estimaron la concentracion de los farmacos paracetamol,
naproxeno, ibuprofeno, carbamacepina y acido salicilico en lodos primarios y digeridos,
situando el rango de concentraciéon en materia seca entre 1.2 pg kg™ (naproxeno) y 13.7

ug kg (ibuprofeno).

3. EFECTOS SOBRE EL MEDIO AMBIENTE

Actualmente, los principios activos farmacologicos pueden considerarse como
las sustancias sintéticas de consumo humano y veterinario mas estudiadas y
caracterizadas, incluyendo sus posibles efectos toxicos, actividad farmacodindmica y
propiedades farmacocinéticas. Sin embargo, tales sustancias, tras ser excretadas y
vertidas al medio ambiente, pueden causar diversos efectos, no solo sobre personas (o
animales en el caso de aquellos farmacos empleados en veterinaria), sino también sobre

otros organismos acuaticos o terrestres.

Como se menciond anteriormente, los principios activos farmacologicos se
disefian para curar o mitigar los efectos de enfermedades en el organismo siguiendo
diferentes vias metabolicas, sin embargo, a menudo presentan ciertos efectos
secundarios, que aunque en principio puedan pasar desapercibidos en humanos y

animales, pueden ser de enorme importancia para los microorganismos afectados.
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Ademads, pese a que los farmacos son sustancias disefiadas para su uso en
humanos, los organismos presentes en el medio pueden presentar los mismos o6rganos,
tejidos, células, biomoléculas o receptores enzimaticos que los organismos para los que,
en un principio, tales sustancias fueron disefiadas (Fent y col., 2006). Debido a ello, y
para evaluar los posibles efectos toxicos de un farmaco en el medioambiente, es
necesario realizar experiencias con diferentes organismos (vertebrados e invertebrados)
bajo la suposicion de que tales sustancias presentan modos de actuacion similares en

dichos organismos.

A su vez, debido a las bajas concentraciones presentes en el medio ambiente,
junto con la continua introduccion de estas sustancias al medio acuatico y terrestre, es
necesario, no sélo evaluar los posibles efectos letales, sino ademads los efectos cronicos
que se derivan de la continua exposicion a tales sustancias. Por ejemplo, algunos
organismos no presentan receptores beta adrenérgicos, por lo que, en principio, no se
veran afectados por los efectos farmacodinamicos de los farmacos [-bloqueantes,
siendo estos efectos farmacodindmicos exclusivos de los mamiferos. Sin embargo, tales
sustancias podrian presentar efectos secundarios de importancia para los organismos
afectados.

En este epigrafe se describen los modos de actuacion en el organismo objetivo,
las posibles similitudes con el modo de actuacion en los organismos afectados por la
zona contaminada y los distintos efectos descritos en la literatura para cada uno de los

grupos farmacologicos.

3.1. Analgésicos y antiinflamatorios

Los farmacos antiinflamatorios actian inhibiendo de forma reversible o
irreversible una o las dos formas isomorficas de la enzima ciclooxigenasa (COX-1 y
COX-2) implicada en la sintesis de prostaglandinas, las cuales causan sensacion de
dolor al irritar las terminaciones nerviosas. Los antiinflamatorios clasicos inhiben la
accion de ambas enzimas, mientras que los nuevos antiinflamatorios actian de forma

selectiva sobre la enzima ciclooxigenasa-2.

Cada una de las isoformas de la enzima ciclooxigenasa tiene actividades

fisiologicas distintas. La isoforma COX-2 es la responsable de las reacciones
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inflamatorias, mientras que la forma COX-1 se relaciona con la proteccion de la mucosa

intestinal (Seiler, 2002).

Las prostaglandinas estan implicadas en diversas actividades fisioldgicas, como
procesos de inflamacién y dolor, flujo de sangre en los rifiones, procesos de
coagulacion, etc. La mayoria de los efectos secundarios, tales como nauseas, diarrea,
aumento de la presion arterial o inflamacion de rifion, producidos por estos

medicamentos estan relacionados con la accion de las prostaglandinas.

En ciertas especies de peces, algunos estudios han mostrado la implicacion de
macrofagos en respuesta a inflamaciones en las que las prostaglandinas también estan
implicadas, considerdndose estos macrdéfagos como homologos de las enzimas COX-1 y

COX-2.

Por otra parte, las prostaglandinas también se originan en invertebrados, como
los corales, sin embargo, la sintesis de prostaglandinas no estd relacionada con la
enzima COX (Song y Brash, 1991). En artropodos se encuentra actividades similares a
la enzima COX en la produccion de prostaglandinas, aunque estas enzimas no estan

bien caracterizadas.

Con todo ello y a pesar de la relevancia medioambiental adquirida en los tltimos
afios por los principios activos farmacoldgicos, muchos de los efectos adversos de estos
farmacos sobre el medio ambiente son aun desconocidos. Diversas investigaciones
muestran una elevada toxicidad de los antiinflamatorios diclofenaco, ibuprofeno,
ketoprofeno y naproxeno (Daughton y Ternes, 1999, Stuer-Lauridsen y col., 2000) en
invertebrados o algas (Cleuvers, 2003; Ferrari y col., 2003). El firmaco ibuprofeno
inhibe el crecimiento de bacterias Gram-positivas (Halling-Serensen y col., 1998) y el
acido acetilsalicilico afecta a la reproduccion de Daphnia Magna a concentraciones de
1.8 mg L' (Marques y col., 2004). Por su parte, el farmaco diclofenaco, tras dias de
exposicion, causa efectos cronicos sobre ciertas especies de peces como la trucha,
causando lesiones renales, alteraciones en las escamas, o incluso diversos efectos a

nivel celular (Schwaiger y col., 2004).
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3.2. Antibioticos

Los antibidticos, o agentes microbianos, son sustancias que se emplean en el
tratamiento de las infecciones y, como se ha mencionado, actian a través de dos
mecanismos: matando los microorganismos existentes (accion bactericida), e

impidiendo el crecimiento (accidn bacteriostatica).

De entre todos los grupos terapéuticos, son los antibioticos los que han recibido

mayor atencidn en cuanto a la presencia y efectos en el medio ambiente.

Los antibioticos tienen un efecto diferente al de otros farmacos, debido
principalmente a que en su caso, son las bacterias presentes en el organismo, los
principales objetivos de estos farmacos. En los ultimos afos se ha producido un
aumento en el uso de antibidticos que ha producido un seleccion genética a nivel
bacteriano, provocando la supervivencia de bacterias mas perjudiciales (Jorgensen y
Halling-Serensen, 2000). Ademas, la presencia de antibidticos en aguas y suelos tiene
como consecuencia la produccion de una resistencia bacteriana a tales farmacos
(Kiimmerer y Henninger, 2003; Leff y col, 1993), pudiéndose producir dificultades a la
hora de tratar ciertas enfermedades. No obstante, la falta de informacion relativa a este
grupo de farmacos no permite la obtencion de conclusiones en lo referente al impacto

real que supone la presencia de tales sustancias en el medio ambiente.

Estudios realizados por Carlsson y col. (2006) basados en las recomendaciones
de la EMEA, establecen que antibidticos como tetraciclina u oxitetraciclina no deben
suponer un riesgo para el medio ambiente en regiones donde las aguas residuales sufren
una dilucion al llegar a los cauces receptores. Sin embargo, varios organismos podrian
sufrir efectos muy toxicos ante la exposicion a antibioticos como estreptomicina u

oxitetraciclina (Halling-Serensen y col., 1998).

Varias de estas sustancias muestran una fuerte inhibicion en el crecimiento de
ciertas algas, ademas, se pueden producir efectos de sinergismo a través de la
combinacion de farmacos empleados de forma habitual en veterinaria. Ensayos
realizados con sulfadimetoxina u oxitetraciclina muestran sus caracteristicas toxicas

para organismos invertebrados (Halling-Serensen y col., 1998; Wollenberg y col.,
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2000). En consecuencia, concentraciones bajas de estas sustancias, podrian afectar a la
estructura de la comunidad microbiologica, e incluso llegar a afectar a la cadena

alimenticia (Hernando y col., 2006).

3.3. Antiepilépticos

Los farmacos antiepilépticos actian sobre el sistema nervioso central
produciendo una reduccién de la actividad neuronal. Esta actuacion se puede realizar a
través de dos vias: bloqueo de los canales de sodio y la reduccion de la liberacion de
glutamato (carbamacepina) o un aumento en los efectos inhibitorios del acido -
aminobutirico (neurotransmisor GABA) a través de enlaces en los sitios especificos de

las subunidades gamma en los receptores correspondientes (diazepam).

Hay evidencias de la presencia del sistema GABA en peces como la trucha (O.
Mpykiss), sin embargo, no se han observado los canales de sodio en peces o

invertebrados.

Tanto diazepam como carbamacepina han sido clasificados como sustancias
potencialmente peligrosas para el medio acuatico, debido a que la mayoria de las
especies estudiadas muestran unos efectos agudos a concentraciones por debajo de los
100 mg L. Para ambos compuestos es la D. Magna el organismo mas afectado,
situandose los valores de toxicidad aguda a concentraciones de 17.2 mg L™, sin
embargo, se produce una inhibicion del crecimiento a partir de concentraciones de 12.7

mg L (Fent y col., 2006).

El farmaco carbamacepina no es mutagénico en células de mamifero pero se
considera carcinogénico en ratas, ademds, resulta letal para el pez cebra a
concentraciones de 43 pg L™ (Thaker, 2005).

3.4. PB-bloqueantes

Los farmacos B-bloqueantes actiian por inhibicion competitiva de los receptores

B-adrenérgicos. El sistema adrenérgico esta implicado en ciertas actividades fisiologicas
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tales como regulacion de las necesidades de oxigeno y latidos del corazon, mecanismos
de vasodilataciéon de los vasos sanguineos y broncodilatacion. Se emplean en el

tratamiento de la hipertension y en la prevencion de ataques al corazon.

En relacion con las necesidades médicas, los farmacos B-bloqueantes pueden
inhibir de forma selectiva los receptores beta. Estos pueden ser de dos tipos: B-1 y B-2,
que se encuentran en diferentes organos. Los efectos secundarios que pueden causar
este tipo de farmacos pueden ser pulmonares (acortamiento sintomatico de la
respiracion), cardiacos (bradicardia), metabdlicos (aumento de triglicéridos) o renales

(disminucion del flujo sanguineo renal).

En peces, se han encontrados receptores [3- adrenérgicos con un alto grado de
similitud con otros vertebrados. Por ejemplo, en la trucha, el gen adrenoreceptor se
encuentra principalmente en el higado y musculos, y en menor medida en agallas,

corazon, rifion, etc.

Varias investigaciones sefialan la importancia de estudiar los modos de accion
de estos farmacos en los organismos acuaticos, tanto vertebrados como invertebrados
(Daughton y Ternes, 1999). Debido a su modo de actuacion, los farmacos B-bloqueantes
pueden actuar sobre diversas actividades fisiologicas de los organismos acudticos. Asi,
el B-bloqueante propranolol puede afectar a la reproduccion de ciertos organismos
acuaticos (Huggett y col., 2002). Los peces, que contienen receptores beta en el corazon
e higado (Gamprel y col., 1994) y en el tejido reproductor (Haider y Bagri, 2000),
pueden sufrir los efectos de este tipo de farmacos. En ciertas especies de peces, el
farmaco propranolol puede afectar al crecimiento tras 14 dias de exposicion a
concentraciones de 0.5 mg L. Ademas, a concentraciones inferiores, no afecta a la
produccion de huevos, sin embargo, los niveles de esteroides en plasma se ven

seriamente alterados (Huggett y col., 2002).

3.5. Antilipémicos

Existen dos tipos principales de reguladores lipidicos: las estatinas y los fibratos,

siendo estos ultimos los que se detectan de forma mas habitual en el medioambiente.
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Ambas sustancias se emplean para la reduccion de los niveles de colesterol en la sangre,
mientras que los fibratos se emplean también para la reduccion de los triglicéridos en el

plasma sanguineo.

Las estatinas actiian inhibiendo la sintesis de colesterol a través de la inhibicion
de la 3-hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A reductasa (HMG-CoA), enzima limitante en
la sintesis de colesterol en el higado. Ademas, eliminan la acumulacion de colesterol en

las arterias.

Por otro lado, las estatinas producen un gran numero de moléculas en el
organismo, en especial isoprenoles, que pueden participar en multiples vias metabolicas,

produciendo ciertos efectos antiinflamatorios, antioxidantes, etc.

Los fibratos son los farmacos de primera eleccion en el manejo de la
hipertrigliceridemia y son también capaces de aumentar sustancialmente los niveles de
la lipoproteina de alta densidad (HDL). Actian modulando la trascripcion de diferentes

genes involucrados en el metabolismo de lipoproteinas.

El efecto de los fibratos puede deberse a un aumento en la expresion de
lipoproteina lipasa, responsable de la transformaciéon de las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) en HDL, disminuyendo asi la concentracion de triglicéridos en el
plasma. En el mecanismo de accion se ven implicadas un grupo de proteinas
denominado Receptores Activados por Proliferadotes Peroxisomales (Peroxisome
Proliferation Activated Receptor, PPAR), a los que se enlazan los fibratos induciendo la
lipoproteina lipasa en el higado. Estas proteinas son de tres tipos o, B y 7, actuando este

tipo de farmacos sobre el PPAR-0.

Los genes PPAR se han encontrado en peces como salmon (Ruyter y col., 1997),
platija (Leaver y col., 1998) o pez cebra (Ibabe y col., 2002), encontrandose una
similitud de aproximadamente el 50 % con el PPAR-y humano. Ademads, en ciertas
especies de peces, como el salmén, se han encontrado respuestas a los farmacos

clofibrato y bezafibrato por parte del PPAR-y.
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En base a estudios de toxicidad, los compuestos genfibrocilo y &cido clofibrico
pueden resultar muy toxicos para las bacterias, mientras que la mayoria de los
antilipémicos probados con diversos invertebrados no resultan peligrosos, a excepcion

del fenofibrato (Hernando y col., 2006).

El genfibrocilo se introduce en los peces a través de las agallas, pudiendo
producirse fendmenos de bioconcentracion en peces. El tiempo de vida media de este
farmaco en peces es de 19 h, frente a las 1.5 h de residencia en humanos, sin embargo,
se desconoce si este fArmaco interactia con las proteinas del plasma o cémo se produce
su eliminacion. Ademas, este firmaco podria producir una respuesta endocrina en peces,

tal como una reduccion en la circulacion de testosterona (Mimeault y col., 2005).

3.6. Hormonas

Hormonas femeninas como el estradiol, el estriol o la estrona, que se hallan de
forma natural en la mujer y, en menor cantidad, en el hombre, se pueden encontrar
presentes en las aguas residuales de ntcleos urbanos como consecuencia de su
excrecion. Otra fuente de compuestos estrogénicos son las hormonas sintéticas como el
etinilestradiol, un potente estrogeno que se prescribe como anticonceptivo y para el

tratamiento de varios canceres, especialmente de prostata y de mama.

Ademas, el crecimiento humano, el desarrollo de la coordinacién y madurez
implican complejas interacciones de sefnales hormonales cuya cronologia y dosis puede
provocar consecuencias permanentes en la forma y funcionalidad de algunos tejidos.
Por ello, la exposicion a pequefias cantidades de hormonas durante largos periodos de
tiempo pude alterar el desarrollo de tejidos, lo que podria conllevar cambios

permanentes en la naturaleza del organismo (Colborn y col., 1993).

La mayor parte de los datos de toxicidad de hormonas esteroideas estan referidos
al 17a-etinilestradiol, dietilstibestrol. Estas sustancias pueden actuar como disruptores
endocrinos, interfiriendo con el sistema hormonal que regula las funciones
reproductoras. Hasta el momento, el mecanismo de accion de tales sustancias es, en
parte, desconocido. Dicho mecanismo podria transcurrir a través de distintas vias:

efectos antagoénicos, disrupcion de la produccion, transporte, metabolismo o secrecion
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de las hormonas naturales y disrupcion de la produccion o funcidon de los receptores

hormonales (Goksoyr, 2006).

Sustancias como el 17a-etinilestradiol o el dietinilstilbestrol pueden resultar
toxicas para algas, invertebrados y peces (Halling-Serensen y col., 1998). Estudios
realizados sobre peces muestran que una exposicion a 17B-estradiol puede producir una
inversion sexual en el madeka japonés (Oryzias latipes) (Patyna y col., 1999) y Carpa
(Nimrod y Benson, 1998), asi como una reducciéon del sexo masculino y de la
produccion de huevos. En invertebrados se han observado efectos similares, asi como

adelgazamiento de la cascara del huevo en aves (Arcand-Hoy y col., 1998).

3.7.  Anticancerigenos

Los farmacos empleados en el tratamiento contra el cancer actuan inhibiendo la
proliferacion celular. En la actualidad hay comercializados aproximadamente unos 50
tipos de farmacos para el tratamiento del cancer, que se clasifican en distintos tipos en

funcién de su modo de accién (Tjaden y Bruijn, 1990).

Agentes alquilantes (mecloretamida, ciclofosfamida, cisplatino, busulfan, etc.):
son farmacos que funcionan atacando directamente el ADN de una célula, actuando en
cualquier momento del ciclo celular. Su mecanismo de accion consiste en transferir
grupos alquilicos a los componentes principales de la matriz celular, es decir, afiaden
grupos alquilicos a las bases de ADN, con lo que interfieren en la replicacion y
trascripcion del ADN, permitiendo uniones cruzadas de las cadenas de ADN vy
emparejamientos anormales de los pares de bases, o roturas de las cadenas de ADN, lo

que inhibe la multiplicacion de las células cancerosas.

Antibioticos anticancerigenos o citostaticos (doxorubicina, mitomicina-C,
idarubicina, etc.): actlian uniéndose con el ADN para evitar la sintesis de ARN. Estos
farmacos también impiden el crecimiento celular al imposibilitar la replicacion de DNA.
Los antibidticos antitumorales evitan que el ADN se vuelva a fijar a si mismo, lo que

provoca la muerte celular.
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Hormonas esteroideas (flutamida, tamoxifeno): se trata de farmacos que
modifican el crecimiento de los cénceres con dependencia hormonal. Provocan un
cambio en la forma tridimensional de los receptores en las células, hecho que impide
que la célula se fije al requerido elemento de respuesta de estrogeno presente en el

ADN.

Antimetabolitos (6-mercaptopurina, 5-fluorouracilo, etc.): actuan bloqueando el
crecimiento celular al interferir con la sintesis del ADN. Estos medicamentos operan
simulando una sustancia que participa en la sintesis del ADN e inhiben la produccion de

un 4cido necesario para que el DNA sea sintetizado.

Por su actividad metabdlica, los anticancerigenos constituyen un grupo de
farmacos de importancia para el medio ambiente, no solo por su toxicidad aguda, sino
ademas, por su capacidad para provocar alteraciones genéticas (Daughton y Ternes,

1999).

Ademas, debido a su actividad farmacoldgica, actian sobre las células
cancerigenas, pero también sobre células sanas, pudiendo tener propiedades
cancerigenas, mutagénicas o embriotoxicas, sobre diversos organismos acuaticos

(Heberer, 2002b).

3.8. Cafeina

Las acciones farmacoldgicas mas significativas de la cafeina son las ejercidas
sobre el sistema nervioso central y el aparato cardiovascular. La cafeina es el derivado
xantico que ejerce la estimulacion mas potente sobre el sistema nervioso central, con
accion cortical, bulbar y medular. A dosis bajas estimula, ademas de los centros
bulbares (respiratorio y vaso motor), la corteza cerebral, exaltando las funciones
sensoriales y quimicas, y produciendo, entre otros efectos, disminucion de la sensacion
de fatiga y abatimiento. A dosis muy elevadas actia sobre la médula espinal, pudiendo
aparecer cuadro de hiperexcitabilidad muscular y convulsiones. Es un vasodilatador a

nivel periférico y un vasoconstrictor a nivel de las arterias cerebrales.
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La cafeina se enlaza a los receptores de adenosina llamados A1 (implicado en el
control del ritmo cardiaco) y A2 (implicados en la vasodilatacion) e impide la accion de
la misma. Con el aumento de la actividad nerviosa la glandula pituitaria libera grandes
cantidades de adrenalina dando lugar a una serie de efectos como: taquicardia, aumento
de la presion arterial, apertura de los tubos respiratorios aumentando el metabolismo y

dando lugar a la contraccion de los musculos entre otros.

Existen en la literatura muy pocos estudios a cerca de los efectos toxicos de la
cafeina en el medio ambiente. Schmitt y col. (2005) realizaron estudios sobre levadura
de cerveza (Saccharomyces cerevisiae) para determinar la toxicidad y genotoxicidad de
diversos contaminantes presentes en las aguas. En este estudio, la cafeina mostr6 una
escasa toxicidad, con resultados cronicos a concentraciones por encima de 641 mg L.
Ademas, altas dosis de cafeina provocan una sefial genotdxica, dada como una
inhibicion de los mecanismos de reparacion del ADN, causando la acumulacion de

lesiones en el ADN.

3.9. Efectos causados por combinacion de principios activos farmacolégicos

Los residuos farmacologicos que se encuentran en el medio acuatico, se
encuentran presentes como mezcla, y no como componentes individuales. Por ello, la
evaluacion del riesgo para el medio ambiente podria verse desde un enfoque conjunto, y
no como el riesgo asociado a cada una de estas sustancias por separado. Sin embargo, se
encuentran en la literatura pocos estudios a cerca de los efectos toxicos de las mezclas

de farmacos (Brain y col., 2004; Cleuvers, 2004; Cleuvers, 2003).

Bésicamente, se podrian sefialar dos modos de actuacion a la hora de predecir
los efectos sobre el medio ambiente de una mezcla de fairmacos: adicion del total de
concentraciones y efectos de concentraciones individuales. Estudios realizados con
mezcla de varios antiinflamatorios (diclofenaco, ibuprofeno, naproxeno y dacido
acetilsalicilico) muestran que a la concentracion a la que dicha mezcla resulta ser toxica,
para D. Magna o D. Subspicatus, no lo son los componentes de la mezcla de forma
individual. Esto indica que en la mezcla se produce un efecto sinérgico en la

concentracion de cada uno de los farmacos (Cleuvers, 2004).
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Cleuvers (2003) realizd estudios de toxicidad de mezcla de diversos farmacos
sobre D. Magna y L. Minor. Comprobd que la mezcla de carbamacepina y 4acido
clofibrico causaba sobre D. Magna unos efectos toxicos que seguian el concepto de
adicion de concentraciones, mientras que los efectos toxicos observados por dicha
mezcla en las pruebas realizadas sobre L. Minor podrian ser explicados a través de las
concentraciones individuales de cada uno de los firmacos. La mezcla de farmacos
ibuprofeno y diclofenaco se comportan de manera similar en las pruebas con D. Magna
y L. Minor, observandose efectos que podrian explicarse por adicion de las

concentraciones de cada farmaco individual.

Richards y col. (2004) realizaron un estudio en un sistema constituido por agua y
sedimentos durante un periodo de 35 dias. En dicho sistema se incluyd perifiton,
fitoplacton, zooplancton y algas, ademas de peces luna. Se observo que la abundancia
de especies ademas del fitoplacton y zooplancton se vieron afectadas a niveles de
concentracién medio (60 — 100 pg L) y alto (600 — 1000 pug L) para cada

componente. Inesperadamente, se observd ademas una alta mortalidad de los peces.

4. LEGISLACION Y RECOMENDACIONES

Desde hace dos décadas, el destino y efectos de los fArmacos de uso veterinario,
ha sido objeto de estudio en Estados Unidos. En 1985 la FDA (Food and Drugs
Administration) recopil6 una serie de reglas para los farmacos de uso humano dentro de
la politica nacional de proteccion medioambiental (Nacional Environmental Policy Act,
NEPA). En 1987, se publico la guia técnica para la evaluacion del riesgo
medioambiental por parte de los principios activos farmacologicos y en 1995 se publico

la guia para la industria.

En Europa el desarrollo de unas normas especificas para la evaluacion del
impacto medioambiental generado por los fdrmacos de uso humano y veterinario, dio
comienzo en la década de los 90. En el nuevo marco politico de la Union Europea la
politica ambiental cobra una nueva dimension. Con ello, todas las leyes europeas en

cualquier ambito de aplicacion (agricultura, sanidad, pesca, etc.) deben valorar también
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el posible impacto ambiental motivado por cualquier actividad. La Directiva
81/852/EEC (Se transpone, junto con sus sucesivas modificaciones, en el Real Decreto
109/1995) constituye una guia técnica para medicamentos de uso veterinario.
Posteriormente, la aparicion de la Directiva 92/18/CE, y posteriormente el anexo I de la
Directiva 2001/82/EC, modifica el anexo de dicha Directiva y se incluyen estudios
ecotoxicidad de medicamentos de uso veterinario con objeto evaluar los efectos nocivos
para el medio ambiente que puede provocar el uso del producto y definir las medidas
que puedan ser necesarias para reducir tales riesgos. Posteriormente, se modifica la
Directiva 2001/82/EC (Directiva 2004/28/EC) estableciendo que la solicitud de
comercializaciéon de un medicamento debe incluir resultados de las pruebas realizadas
para evaluar el riesgo que el medicamento podria causar en el medio ambiente,

debiendo prever las disposiciones particulares destinadas a limitarlo.

En cuanto a los farmacos de uso humano, la Directiva 2001/83/CE establece que
la solicitud de comercializacion de un medicamento debe ir acompafada de las razones
por las cuales han de tomarse medidas de precaucion o de seguridad al almacenar el
medicamento, al administrarlo a los pacientes y al eliminar los productos residuales,
junto con la indicacion de cualquier riesgo potencial que presente el medicamento para

el medio ambiente.

A tal efecto, se elaboraron documentos para la evaluacion del impacto
medioambiental por parte de los medicamentos de uso humano y veterinario y fueron
publicados posteriormente por el Comité Cientifico CPMP (Committee for Propietary
Medicinal Products) de la EMEA (European Agency for the Evaluation of Medical
Products) en 2003. Posteriormente ambos textos fueron revisados (EMEA, 2006a;

2006b).

5.  PRESENCIA DE PRINCIPIOS ACTIVOS FARMACOLOGICOS EN LAS
ESTACIONES DEPURADORAS DE AGUAS RESIDUALES URBANAS

Como se ha descrito anteriormente, los principios activos farmacologicos, tras

ser consumidos y metabolizados por el organismo receptor, son descargados a las
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EDARs a través de los sistemas colectores, siendo dichas EDARs la principal fuente en
el aporte de estas sustancias al medio ambiente. El analisis del comportamiento de los
principios activos en los procesos de depuracion, indica en que medida estas sustancias
son descargadas al medioambiente. Dicho anélisis requiere, a priori, de un estudio de
los mecanismos de distribuciéon de contaminantes durante el tratamiento de aguas

residuales.

5.1. Distribucion de principios activos farmacolégicos en los procesos de

depuracion de aguas residuales.

La presencia de principios activos farmacoldgicos en los procesos
convencionales de depuracion de aguas residuales urbanas se puede explicar
generalmente a través de mecanismos de degradacion, retencion sobre la materia sélida
y volatilizacion de los mismos. Sin embargo, debido a la solubilidad y a los bajos
coeficientes de particion aire-agua de los farmacos, su presencia en los procesos de

depuracion se explica principalmente por las dos primeras vias.

5.1.1. Retencion sobre los lodos

Como se ha mencionado anteriormente, la capacidad de una sustancia de quedar
retenida sobre la materia solida en los procesos convencionales de depuracién se ha
estimado frecuentemente a través del parametro Kow, sin embargo algunos autores
plantean dudas en el uso dicho parametro en el estudio de la retencion de los principios
activos farmacologicos sobre los lodos de EDAR. Otro pardmetro que se ha empleado
en dicho estudio es el coeficiente de particion agua-lodo (Kq), cuyo valor depende de las
caracteristicas de la sustancia y del propio lodo. Por ello, tales coeficientes deben ser
medidos experimentalmente para cada componente en cada tipo de lodo (primario,

secundario y digerido).

A su vez, los valores de Ky se correlacionan con los correspondientes valores de
log Kow. Urase y Kikuta (2005) estudiaron dichas correlaciones, detectando una fuerte
influencia del pH sobre dicha correlacion para las sustancias de caracter acido. De este
modo, a pH &cido se obtienen buenas correlaciones entre los valores de Ky y log Kow

para sustancias con grupos acidos (ibuprofeno, naproxeno, ketoprofeno, etc.), lo que

65



Antecedentes

indica que estas sustancias se encuentran protonadas a tales niveles de pH,
favoreciéndose las interacciones hidrofobicas con el lodo. Por otra parte, estas
correlaciones se encuentran para sustancias neutras (carbamacepina, 170-etinilestradiol,

estrona, etc.) sin que sobre ellas se produzca influencia de pH.

La retencion de farmacos sobre la materia solida se produce principalmente por

dos mecanismos:

- Absorcion, a través de interacciones hidrofobicas de los grupos alifaticos y
aromaticos con la membrana celular lipofilica de los microorganismos y fraccion

lipidica del lodo.

- Adsorcion, producida a través de interacciones electrostaticas entre los grupos
cargados positivamente en estos compuestos, con los cargados negativamente en

la superficie de los microorganismos presentes en el lodo.

Diversos estudios (Jones y col., 2006; Urase y Kikuta, 2005) muestran que estas
sustancias presentan una rapida retencion sobre los lodos en los primeros 30 min. de
contacto agua-lodo. La concentracion sobre los lodos sufre posteriormente un descenso
hasta permanecer practicamente constante. Dicha capacidad de retencion dependera del
coeficiente Ky. Asi, antibioticos como las tetraciclinas o enrofloxacino presentan
coeficientes de particion agua-lodo superiores 500 L kgss™” (litros por kilogramo de
solidos en suspension), presentando una importante capacidad de retencion. Otros
farmacos como ibuprofeno (453.79 L kgss') presentan una retencidn intermedia,
mientras que por ultimo, algunos como el paracetamol, no quedan retenidos sobre el

lodo.

Ternes y col. (2004) estimaron que la concentracion de un componente i retenido
sobre el lodo es proporcional a la concentraciéon del componente i en la fase acuosa y

viene dada por la siguiente expresion:

Ci,lodu = Kd,i -8§-C,

i,agua
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Donde C;j4, s la concentracion del compuesto i sobre el lodo, K;; es el
coeficiente de particion agua-lodo, C; g, representa la concentracion del compuesto i

en la fase acuosa y SS es la concentracion de s6lidos en suspension.

Ademas, para estimar la retencién de un compuesto sobre el lodo durante el
tratamiento de aguas residuales, el valor de SS, no se debe emplear como la
concentracion de solidos en suspension en el licor mezcla (SSLM), sino como la
cantidad de lodo generado por litro de agua residual tratada. Asumiendo que la cantidad
de lodo recirculado estd en equilibrio con la concentraciéon de sustancia en la fase
acuosa, es el lodo generado el unico implicado en los posteriores procesos de retencion.
Asi, la cantidad retenida durante todo el proceso de depuracion de aguas residuales

vendra dado por la siguiente expresion:

Ci,lodo _ K d,i'SS
Crto + Croga 1+ K, -SS

i,agua

5.1.2. Degradacion bioldgica en la linea de aguas

Varios autores describen una cinética de primer orden para la degradacion de
principios activos farmacologicos en el proceso de lodos activos (Schwarzenbach y col.,

2003), de acuerdo con la siguiente expresion:

ﬁz kibiol 8§ C,
dt ’

1

Donde C; es la concentracion del farmaco en la fase acuosa dentro del reactor
(ug L), t es el tiempo (dias), k; »ios es la constante cinética de biodegradacion de pseudo
primer orden (L gSS™ d) y SS es la concentracion de solidos en suspension. El “primer
orden” se refiere a la relacion de proporcionalidad directa entre la velocidad de
transformacion del farmaco y su concentracion en la fase acuosa, y el término “pseudo”

esta referido a su proporcionalidad con la concentracion del lodo, supuesta constante.

A su vez, pese a que la constante cinética (k;p,;) se expresa en unidades de

concentracion de solidos en suspension, no solo depende de la biodegradabilidad de
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cada principio activo, sino que ademas influirdn ciertos factores como la composicion
del lodo. De estos factores, son el tiempo de retencion celular (TRC) y el tiempo de
retencion hidraulico (TRH) los que se presume que ejercen mayor influencia sobre la

presencia de un farmaco en el proceso de lodos activos.

El TRC o edad del lodo es un parametro empleado habitualmente en el disefio de
reactores de lodos activos. Indica el tiempo medio de residencia de los microorganismos
en el reactor de lodos activos y se relaciona con el crecimiento medio de dichos

microorganismos.

Varios autores reflejan la influencia del TRC en la eliminacién de principios
activos farmacoldgicos en los procesos de depuracion por lodos activos (Clara y col.,
2005a). En lineas generales, un aumento del tiempo de retencion celular va acompafiado
de un mayor rendimiento en la eliminacién de la mayoria de principios activos
farmacologicos, pese a que ciertos farmacos, como la carbamacepina, no se ven

afectados por tal parametro (Clara y col., 2005a).

El TRC ademas, influye en la eliminacion de farmacos en una EDAR a través de

tres vias (Ternes y col., 2004):

- Biodiversidad de la masa activa. De acuerdo con la tasa de crecimiento, cada
especie se encontrard presente en el reactor de lodos activos a partir de una edad
del lodo minima, de modo que TRC altos conllevan una mayor diversidad

bacteriana, permitiendo una mayor capacidad fisiologica de la biomasa.

- Biomasa activa en el total de solidos en suspension. Para TRCs altos, la mayor
parte del lodo es estable y la materia inorganica e inerte aumenta. Por lo tanto se

espera un ligero descenso en la k; »;,; con el aumento en la edad del lodo.

- Descenso en la produccion de lodos debido al aumento de la edad del lodo.

El tiempo de retencion hidraulico (TRH) corresponde al tiempo durante el que el

agua residual se encuentra en contacto con los procesos de depuracion. Varios

autores (Clara y col., 2005a; Metcalfe y col., 2003a) muestran la influencia de los
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rendimientos de eliminacion de principios activos farmacologicos en los procesos de
depuracion. Metcalfe y col. (2003a) mostraron eliminaciones superiores al 90 %
para los farmacos ibuprofeno y naproxeno en EDARs en las que se operaba a TRH

superiores a 12 h.

5.2. Rendimientos de eliminacion de principios activos farmacologicos en los

procesos convencionales de depuracion de aguas residuales urbanas

Como se ha visto en el epigrafe 5.1 la distribucion de los principios activos
farmacologicos en los procesos de depuracion de aguas residuales urbanas estd sujeta a
un amplio grupo de variables entre las que se incluyen caracteristicas del agua influente
(s6lidos en suspension, carga organica biodegradable), variables de operacion (TRC y

TRH) o caracteristicas fisicoquimicas del principio activo (log Kow, Kd, Kpior).

En este epigrafe se hace una breve descripcion de los rendimientos de
eliminacion encontrados por varios autores en EDARs para distintos grupos

terapéuticos.

5.2.1. Analgésicos y antiinflamatorios

Los farmacos antiinflamatorios son relativamente bien eliminados en las
EDARs. El paracetamol presenta una alta degradacion en los procesos de depuracion de
aguas residuales y en el medio ambiente (Heberer, 2002b). De hecho, investigaciones
realizadas en EDARs de Alemania muestran que, pese a ser detectado en aguas
influentes, solo el 10 % de los caudales efluentes de EDARs muestreadas mostraron la
presencia de este farmaco y a concentraciones cercanas a los limites de deteccion
(Ternes, 1998). Diversos autores muestran rendimientos de eliminacidon superiores al 90
% para el farmaco ibuprofeno (Clara y col., 2005a; Joss y col., 2005; Ternes, 1998).
Tauxe-Wuersch y col. (2005) describieron rendimientos de eliminacion para el
ibuprofeno de entre el 66 % y el 93 %, con un valor medio del 79 %. Otros farmacos
antiinflamatorios como ketoprofeno y naproxeno presentan rendimientos de eliminacion
ligeramente inferiores, aunque generalmente por encima del 60 %. Tauxe-Wuersch y
col. (2005) presentaron rendimientos de eliminacion del farmaco ketoprofeno de entre el

15 % y el 72 %, sefialando la importancia del tiempo de residencia de las aguas
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residuales sobre cada una de las operaciones llevadas a cabo durante los procesos de
depuracion. El farmaco naproxeno experimenta una eliminacion comprendida entre el
20 y el 25 % en los tratamientos primarios (Carballa y col., 2005), presentando
eliminaciones a lo largo de todo el proceso de depuracion de entre el 55 % y el 98 %

(Lindqvist y col., 2005).

Uno de los farmacos antiinflamatorios mas estudiados durante los procesos de
depuracion de aguas residuales es el diclofenaco. Suele detectarse en influentes y
efluentes de EDAR, encontrandose unos rendimientos de eliminacion generalmente
bajos. Heberer y col. (2002) encontraron rendimientos de eliminacién de diclofenaco
del 17 %, sin embargo, estudios realizados en EDARs de Alemania encontraron

rendimientos de eliminacion del diclofenaco de hasta el 69 % (Ternes, 1998).

5.2.2. Antibioticos

En los tratamientos de depuracion secundarios pueden sufrir procesos de
degradacion en la linea de aguas o retencion sobre la materia sélida. Antibidticos como
ciprofloxacino y tetraciclinas, con altos coeficientes de particion lodo-agua, se eliminan
principalmente a través de la retencion sobre el lodo, mientras que otros como
sulfametoxazol o trimetoprim se eliminan principalmente por biodegradacion (Batt y

col., 2006).

Los antibitticos de la familia de las sulfonamidas son biodegradables en los
procesos de lodos activos (Carballa y col., 2004; Pérez y col., 2005). Carballa y col.
(2004) estudiaron el comportamiento de ciertos farmacos en los procesos de depuracion.
Encontraron rendimientos de eliminacioén de sulfametoxazol de hasta el 67 % durante el

tratamiento biologico.

Estudios realizados sobre una EDAR situada en Alburquerque (M¢jico)
muestran eliminaciones del 20, 69 y 77 % para los antibidticos sulfametoxazol,
trimetoprim y ofloxacino, respectivamente (Brown y col., 2006). Golet y col. (2002)

publicaron rendimientos de eliminacion de fluoroquinilonas de entre el 79 % y el 87%.
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5.2.3. Antiepilépticos

Como se ha mencionado anteriormente, los fAirmacos antiepilépticos muestran
rendimientos de eliminacion en EDARs muy bajos, por lo que las concentraciones
encontradas en los efluentes de EDARs son generalmente del mismo orden que las
presentes en el caudal influente. La carbamacepina es uno de los firmacos que se

detecta mas frecuentemente.

Paxeus (2004) asocié la eliminacion de carbamacepina, en los procesos de
depuracion primarios, con la presencia inusual de altos contenidos de aceite de silicona
en las aguas residuales. Con respecto a ello, Carballa y col. (2005) estudiaron la
eliminacion de varios farmacos en los tratamientos primarios de depuracion de aguas
residuales. La carbamacepina no se vio afectada durante los procesos de coagulacion-
floculacioén, mientras que se eliminaba en un 35 % durante procesos de flotacion en los
que el agua residual presentaba altos contenidos de materia grasa. A su vez, varios
autores describen rendimientos de eliminacion de carbamacepina, durante los procesos
de depuracion biolégicos, fundamentalmente bajos (Joss y col., 2005; Clara y col.,

2004).

5.2.4. B-bloqueantes

Hay pocos estudios en la literatura acerca de la eliminacion de farmacos [3-
bloqueantes en los procesos de depuracion de aguas convencionales. Ternes (1998) en
un estudio realizado sobre una EDAR situada en Frankfurt (Alemania) encontr6d
eliminaciones del farmaco metoprolol de hasta el 83 %. Sin embargo, Andreozzi y col.
(2003d) encontraron eliminaciones inferiores al 10 % para el mismo fairmaco en EDARs
situadas en Francia, Grecia, Italia y Suecia. Idénticos resultados se encuentran en este

estudio para el farmaco atenolol.
5.2.5. Antilipémicos
Como se ha mencionado anteriormente, en este epigrafe se incluyen farmacos

como bezafibrato, gemfibrozil, clofibrato o su principal metabolito 4cido clofibrico. De

hecho, es el acido clofibrico uno de los metabolitos cuya distribucion en los procesos de
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depuracion ha sido ampliamente estudiada por diversos autores (Robert y Thomas,
2006; Stumpf y col., 1999; Tauxe-Wuersch y col., 2005; Ternes, 1998). Se trata de un
metabolito que habitualmente presenta una eliminacion pobre en los procesos de
depuracion de aguas residuales (Stumpf y col., 1999; Tauxe-Wuersch y col., 2005).
Robert y Thomas (2006), sin embargo, encontraron eliminaciones de clofibrico de hasta

el 91 %.

Los farmacos gemfibrocilo y bezafibrato presentaron rendimientos de
eliminacion de 69 % y 83 %, respectivamente en una EDAR de Alemania (Ternes,
1998). Andreozzi y col. (2003d) encontraron eliminaciones de entre el 10 % y el 75 %
en un estudio realizado sobre EDARSs de varios paises europeos. Lindqvist y col. (2005)
encontraron eliminaciones de entre el 15 % y el 100 % para el farmaco bezafibrato en

EDARs de Finlandia.

5.2.6. Hormonas

La mayor parte de los estudios encontrados en la literatura acerca de la
eliminacion de hormonas en las EDARs estan referidos al 17B-etinilestradiol y estrona.
Ternes y col. (1999) estudiaron la degradacion del 17B-etinilestradiol, 17B-estradiol,
160-hidroxiestrona y estrona en contacto con los procesos de lodos activos empleando
varios experimentos. Observaron que la concentracion de 17B-estradiol era
inmediatamente reducida en contacto con lodos activos tras un periodo inferior a 3
horas, transformdndose en un 95 % en estrona. La concentracion de estrona se redujo en
un 50 % tras un periodo de 24 horas sin que se detectara ninguno de sus metabolitos.
Ademas, el 60 % de 16o-hidroxiestrona era eliminado tras un periodo de 5 horas de

exposicion.

Varios estudios (D*Ascenzo y col., 2003; Johnson y col., 2000; Onda y col.,
2003) mostraron eliminaciones de entre el 59 % y el 96 % para el 17B-estradiol y de
entre el 23 % y el 83 % para la estrona. Los rendimientos de eliminacion observados
para otras hormonas como el estriol o el 17a-etinilestradiol fueron superiores al 80 % y

al 70 %, respectivamente.
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5.2.7. Anticancerigenos

Hay pocos estudios en la literatura acerca de la distribucion y eliminacién de los
farmacos anticancerigenos en los procesos de depuracion de aguas residuales, estando
estos relacionados con los farmacos tamoxifeno, ifosfamida y ciclofosfamida. La
concentracion de tamoxifeno no se ve reducida en los procesos convencionales de
depuracion en aguas residuales. Roberts y Thomas (2003) encontraron eliminaciones de
en torno al 30 %. Steger-Hartmann y col. (1996) estudiaron la degradacion de los
farmacos ifosfamida y coclifosfamida en una EDAR a escala de laboratorio, sin
observar descenso en la concentraciéon para ambos farmacos. Esta distribucion se

confirmo en muestras reales.

5.2.8. Cafeina

La cafeina es generalmente bien eliminada en los procesos de depuracion de
aguas. Los rendimientos de eliminacién encontrados en la literatura van desde el 67 %
hasta niveles superiores al 99 % (Siegener y Chen, 2002; Ternes y col., 2001). Ternes y
col. (2001) encontraron concentraciones de cafeina de hasta 147 ug L, reduciéndose
tras el tratamiento hasta niveles de 0.19 pug L. Diez de las trece depuradoras
estudiadas por Buerge y col. (2003) mostraron rendimientos de eliminacioén de hasta el

99.3 %.

6. METODOLOGIAS ANALITICAS

Una de las razones de la escasez de datos de concentraciones de principios
activos en EDARs, como se menciond con anterioridad, es la falta de metodologias
analiticas fiables, rapidas, validadas y ampliamente aceptadas, que permitan la
monitorizacion de farmacos en aguas residuales y en aguas naturales sobre las que se

vierten aguas residuales.

En la literatura existen una gran variedad de metodologias analiticas aplicadas a

la determinacién de principios activos farmacoldgicos en muestras biologicas tales
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como suero (Damiani y col., 2002), plasma (Martin y col., 1999) u orina (Salem y col.,
2004). Sin embargo, el andlisis de principios activos farmacoldgicos en muestras
medioambientales, requiere, en lineas generales, de herramientas analiticas con una alta
capacidad de separacion y lo suficientemente sensibles como para detectar
concentraciones del orden de unos pocos Ug L' o incluso ng L', La cromatografia
liquida de alta resolucion (Farré y col., 2001; Ternes y col., 2001) y la cromatografia
gaseosa (Rodriguez y col., 2004; Rodriguez y col., 2003), ambas acopladas con detector
de masas han sido frecuentemente utilizadas para la determinacion del contenido de
principios activos en muestras de aguas (Kosjek y col., 2005; Ollers y col., 2001;
Weigel y col., 2004), lodos (Ternes y col., 2005;), sedimentos y suelos (Loffler y
Ternes, 2002; Scheytt y col., 2005).

Por otra parte, debido a la enorme complejidad de las muestras
medioambientales, el analisis de principios activos farmacoldgicos en tales muestras,
requiere ademads, de un tratamiento previo que permita extraer los analitos de interés y
eliminar ciertas interferencias presentes en dichas muestras. Dicho tratamiento resulta a
veces tedioso e implica diversas operaciones como secado, tamizado, filtracion,

purificacion, evaporacion y determinacion cromatografica final.

En lineas generales, con dicho tratamiento de muestras se persigue, no solo la
eliminacion de interferencias de la matriz mediante un proceso de clean-up de muestra,
sino que ademas, es esencial para conseguir la preconcentracion de los analitos de
interés con el fin de satisfacer los requerimientos en cuanto a limites de deteccion y

cuantificacion.

De este modo, las metodologias analiticas aplicadas a la determinacién de
farmacos en muestras medioambientales requieren de dos etapas fundamentales:

extraccion y preconcentracion de los analitos y determinacién cromatografica.
6.1. Preparacion de muestras
El tratamiento al que es sometido la muestra para su posterior determinacién

cromatografica difiere en funcion de la naturaleza de la muestra, aunque frecuentemente

presentan etapas comunes. La Tabla 1.16 muestra un resumen de las metodologias
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analiticas empleadas habitualmente en muestras solidas y en muestras de aguas de

distintos tipos.

6.1.1. Muestras acuosas

De modo previo a la extraccion de los analitos de la muestra, esta es filtrada,
generalmente a 0.45 um para eliminar la materia solida que puede provocar problemas
durante el proceso de extraccion. Ademads, en muestras complejas, como las aguas
residuales, que pueden contener microorganismos, la etapa de filtracion elimina dichos
microorganismos, contribuyendo a la conservacion de la muestra. Posteriormente, se
ajusta el pH de la muestra a pH 4cido, neutro o basico (2, 7 y 9), en funciéon de la
naturaleza 4cida (Ej.: antiinflamatorios no esteroideos), neutra (Ej.: carbamacepina) o

basica de los analitos objeto de estudio (Lopez de Alda y col., 2003).

Con el fin de preservar la muestra, estas son generalmente conservadas a 4 °C

hasta el momento de la extraccion.

El procedimiento de extraccion y preconcentracion de farmacos en muestras
acuosas es, generalmente, extraccion en fase solida empleando cartuchos de extraccion
con diferentes rellenos en funcion de la naturaleza de los analitos de interés. Sin
embargo, existen en la literatura algunas metodologias analiticas que emplean técnicas
como liofilizacion (Hirsch y col., 1998), extraccion liquido-liquido (Soleman y col.,

2004) o microextraccion en fase solida (Moeder y col., 2000).

Extraccion liquido—liquido

La extraccion liquido-liquido (Liquid-liquid extraction, LLE) se ha empleado en
diversos estudios para la determinacion de principios activos farmacoldgicos en
muestras de aguas (Baker y col., 1987; Kolpin y col., 2002; Soleman y col., 2004;
Tauxe-Wuersch y col., 2006), asociado generalmente a la posterior determinacién por
cromatografia gaseosa, aunque en ocasiones se ha empleado en combinacién con la

extraccion en fase sélida y determinacion por electroforesis capilar (Ahrer y col., 2001).
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El procedimiento de extraccion liquido-liquido consiste en situar en un frasco un
volumen determinado de muestra, generalmente entre 1 L y 2 L cuando se trata de aguas
residuales, afadir el disolvente extractante y realizar la extraccion por agitacion.
Generalmente se realiza el proceso varias veces, para después agrupar los extractos

obtenidos y concentrar la muestra por evaporacion.

Kolpin y col. (2002) emplearon cinco métodos analiticos, para la determinacion
de 95 contaminantes orgéanicos en aguas superficiales de los Estados Unidos, empleando
la extraccion liquido-liquido para la determinacion de 12 hormonas esteroideas. El
disolvente empleado en la mayoria de los casos es diclorometano, obteniendo

recuperaciones comprendidas entre el 60 % y el 130 %.

El problema principal del uso de la extraccion liquido-liquido para el analisis de

este tipo de contaminantes es que algunos analitos se encuentran en las muestras a
. . . -1 . .

concentraciones lo suficientemente bajas (ng L"), de modo que no interaccionan con

ambas fases (Soliman y col., 2004).

Una solucion a este problema es aumentar el factor de concentracion de los
analitos empleando volumenes de muestra grandes. Para ello, algunos autores (Baker y
col.,, 1987; Soliman y col., 2004) emplean rollos de teflon con recirculacion del
disolvente extractante, en el que se pasan, a un caudal elevado, volimenes de muestra

de entre 10 y 40 L de muestra.
Extraccion en fase solida

El fundamento de la extraccion en fase solida (Solid phase extraction, SPE) es
similar al de la LLE. En esta se produce la distribucion de solutos entre dos fases, una
liquida (muestra) y otra so6lida (sorbente fijado en un disco o cartucho).

El procedimiento de SPE implica varias etapas sucesivas:

- En la primera etapa, el sorbente empleado en la extraccion se activa

haciendo pasar a través de este el disolvente adecuado, seguido del

disolvente en el que se encuentra la muestra. Esta etapa es esencial
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para asegurar la solvatacion de los grupos funcionales de la fase
estacionaria. Ademas, esta etapa elimina el aire presente en el sorbente

y llena los huecos con disolvente.

- La segunda etapa es la percolacion de la muestra a través de la fase
estacionaria. Durante esta etapa, los analitos son extraidos y

concentrados sobre el sorbente.

- La tercera etapa es el clean-up de la muestra. Este se realiza haciendo
pasar a través del cartucho, cargado con analitos e interferencias de la
muestra, un disolvente o mezcla que elimina de forma selectiva las

interferencias.

- En una cuarta etapa se realiza el secado de la fase estacionaria,
especialmente en el caso de muestras acuosas. En esta etapa se
eliminan las trazas de agua que pueden quedar sobre el sorbente y que

podrian influir en etapas posteriores.

- La ultima etapa consiste en la elucion de los analitos del cartucho,
haciendo pasar a través del sorbente el disolvente apropiado, que

disuelve los analitos, pero no las interferencias retenidas en el cartucho.

Existen diversos rellenos empleados en SPE, dividiéndose en hidrofobicos o
polares (Camel, 2003), siendo los mas comunes los llamados sorbentes de fase reversa,
empaquetados con materiales que son mas hidrofobicos que la muestra. Las fases
estacionarias de silice enlazada con cadenas de C;g son las fases estacionarias mas
utilizadas en la extraccion de compuestos orgdnicos en muestras acuosas (Hirsch y col.,
1998; Putscew y col., 2001; Ternes y col., 2001). Sin embargo, existen otros sorbentes
organicos, divididos en poliméricos y no poliméricos. Entre las fases estacionarias
poliméricas se encuentran fases de poliestireno-divinilbenceno (PS-DVB) o
divinilbenceno-vinilpirrolidona (DVB-VP). En estas, ademds de las interacciones
producidas en las fases C;g, se producen interacciones de tipo 7 - T entre electrones de

grupos aromaticos.
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Tabla 1.2.

Procedimientos de extraccion de farmacos empleados en muestras

medioambientales
Farmaco Matriz Procedimiento de extraccion Referencia
Tetraciclinas Agua de arroyos SPE con Oasis HLB/MCX Kolpin y col., 2002
Acido Salicilico
Trimetoprim
Fluoxetina
Gemfibroxilo SPE Oasis HLB

B-bloqueantes
Antilipémicos
Antiinflamatorios
Estrogenos
Cafeina
Detergentes

Aspirina
Acido Clofibrico
Ibuprofeno
Triclosan

Ciclofosfamida

Antilipémicos
Antiinflamatorios

Antiinflamatorios
Carbamacepina
Diazepam

Antibioticos
Estrogenos

Antibioticos

Antiinflamatorios
Antilipémicos
Antibioticos
Ivermectina

Antibibticos
Antiinflamatorios
Antilipémicos
Carbamacepina

Antiinflamatorios
Antilipémicos
Carbamacepina
Citostaticos

Aguas residuales

Aguas residuales

Aguas residuales
Aguas de rio

Aguas residuales

Aguas subterraneas

Sedimentos de rio

Suelo

Lodos de EDAR

SPME con PA, PDMS-
DVB, Carbowax-DVB

LLE (diclorometano)

SPE Cartuchos C;5 (IST)

SPE Lichromlut C;g

SPE Oasis HLB

Liofilizacion
Liofilizacion
Ultrasonidos (Acetona,

AcOEt, MeOH) +
Clean-up por SPE

ASE (AcN:H,0)

Ultrasonidos (MeOH,

Acetona) + clean-up con SPE

Moeder y col., 2000

Kanda y col., 2003

Stumpf'y col., 1999

Carballa y col., 2004

Hirsch y col., 1999

Loffler y Ternes, 2003

Kinney y col., 2006

Ternes y col., 2005

ASE: Extraccion acelerada con disolventes; SPE: Extraccion en fase sélida; PDMS-DVB: Poli(dimetilsiloxano-

divinilbenceno); LLE: Extraccion liquido-liquido
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La SPE ha sido utilizada en numerosos estudios para la extraccion y
preconcentracion de principios activos farmacoldgicos en muestras acuosas (Gonzélez-
Barreiro y col., 2003; Marchese y col., 2003; Putschew y col., 2001; Weigel y col.,
2004).

Kolpin y col. (2002) emplearon un sistema de extraccién con cartuchos de
extraccion con rellenos Oasis HLB (DVB-VP) y MCX (HLB de intercambio cationico)
situados en serie para la determinacién de 21 farmacos antibidticos en muestras de

aguas superficiales de los Estados Unidos.

Lin y col. (2005) estudiaron los rendimientos de extraccion de los farmacos
carbamacepina, diclofenaco, ibuprofeno, naproxeno y el metabolito acido clofibrico
empleando cartuchos de extraccion con distintos rellenos. La efectividad de los rellenos
hidrofobicos para extraer compuesto acidos fue baja, mientras que en el caso del
farmaco carbamacepina se obtuvieron recuperaciones superiores al 95 %. Esto podria
explicarse debido al caracter hidrofobo del relleno, el cual, tras el acondicionamiento,
permanece muy poco tiempo humedo, lo que causa una pérdida en la eficacia de
extraccion. Los mejores resultados se obtuvieron con el relleno Oasis HLB que presenta

mejores propiedades de humectabilidad.

Para algunos farmacos, tales como tetraciclinas, el uso de SPE con discos o
cartuchos, sin ningln tipo de tratamiento adicional, no resulta adecuado. Ademas, el
material de los cartuchos no debe contener grupos silanoles, ya que pueden producirse
enlaces irreversibles con los analitos. Una silanizaciéon empleando, por ejemplo,
dimetildiclorosilano puede mejorar este proceso de extraccion (Reemtsma, 2001). Asi,
todo el material en contacto con la muestra o el extracto debe ser de PTFE. Esto es
esencial en compuestos como los B-bloqueantes, que tienden a formar quelatos, al igual

que las tetraciclinas (Ternes y col., 2001).

Microextraccion en fase solida

Desde 1990 se ha empleado la microextraccion en fase sélida (Solid phase

micro-extraction, SPME) para la extraccion de compuestos relativamente volatiles de
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matrices gaseosas, liquidas y so6lidas. Ademads, se puede aplicar a la determinacion de

compuestos de diferente volatilidad.

La SPME se basa en la extraccion de los analitos de la muestra mediante una
fibra de silice fundida que estd recubierta de un sorbente, en la mayoria de los casos
polimérico, seguida de la desorcion de los analitos mediante temperatura o disolvente

organico.

En una primera etapa, la fibra se expone a la muestra o a su espacio de cabeza y,
mediante un equilibrio termodinamico, los analitos se reparten entre la muestra y la
fibra, concentrandose en dicha fibra. En la segunda etapa, la fibra, en la que se
encuentran concentrados los analitos, se somete a un procedimiento de desorcion que se
realiza situdndola en el inyector de un cromatografo de gases o en la interfase entre un

cromatografo de liquidos y un detector de masas.

Se pueden diferenciar tres formas de microextraccion en fase solida:

- Extraccion directa, en la que se introduce la fibra directamente en la
muestra, la cual se agita empleando un agitador magnético, ultrasonido,

etc.

- Extraccion en espacio de cabeza, en la que la fibra se introduce en el
espacio de cabeza de una muestra calentada previamente. En este tipo
de SPME, se eliminan las interferencias causadas por moléculas de
elevado peso molecular tales como proteinas o compuestos humicos.

Ademas, permite modificar el pH de la muestra sin perjudicar la fibra.

- SPME con protecciéon de membrana, en este modo de extraccion se
coloca una membrana semipermeable alrededor de la fibra que evita
que compuestos de elevado peso molecular, como 4cidos humicos o
proteinas, que pueden estar presentes en la matriz de la muestra,

lleguen hasta la fibra y puedan danarla.
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Actualmente hay fibras con diferentes recubrimientos, de manera que la SPME
puede usarse para determinar un amplio grupo de compuestos. Los primeros
recubrimientos comercializados fueron los de polidimetilsiloxano (PDMS) vy
poliacrilato (PA) pero los tipos de recubrimientos han ido aumentando progresivamente
y actualmente cubren un amplio conjunto de aplicaciones
(polidimetilsiloxano/divinilbenceno  (PDMS/DVB) o  carbowax/divinilbenceno

(CW/DVB)).

Esta técnica presenta una serie de ventajas frente a las técnicas de
preconcentracion tales como LLE o SPE ya que: es muy simple, presenta un bajo coste,
puede ser automatizada, requiere pequefios volimenes de muestra y generalmente no
precisa del uso de disolventes organicos para llevar a cabo la preconcentracion.
Ademas, debido a su disefio, es facilmente transportable por lo que la hace una técnica
muy adecuada para realizar andlisis de campo. Como inconveniente se puede mencionar
que debido a la limitada capacidad de las fibras (la cantidad de recubrimiento es muy
pequefia) en ocasiones no se obtienen unos limites de deteccidon bajos, sobre todo si la
SPME se utiliza combinada con la cromatografia de liquidos (Alpendurada, 2000). Por
ello, la mayoria de las metodologias que emplean esta técnica de extraccion se acoplan

con cromatografia gaseosa.

Las técnicas de SPME han sido empleadas en el andlisis de diversos principios
activos farmacolédgicos y otros productos en el analisis forense (orina, sangre, plasma,
etc.) o bien durante los procesos de fabricacion. Sin embargo, hay pocos estudios en la
literatura que empleen la SPME para la determinacién de principios activos
farmacologicos en muestras acuosas (Lamas y col., 2004; Huppert y col., 1998; Moeder

y col., 2000).

No obstante, la SPME se ha empleado para el analisis de un amplio grupo de
compuestos, entre los que se encuentran los farmacos antiinflamatorios ibuprofeno,
paracetamol y naproxeno; el antiepiléptico carbamacepina y el antilipémico
gemfibrocilo, ademds de cafeina (Moeder y col. 2000) y los receptores especificos de
serotonina, venlafaxina, fluvoxamina, flouxetina, citalopram y sertralina (Lamas y col.,
2004). En estos casos la membrana que produjo mejores resultados fue la de PDMS-

DVB.
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6.1.2. Muestras solidas

Como se menciond anteriormente la presencia de principios activos
farmacologicos en muestras medioambientales sélidas ha sido poco estudiada en

comparacion con los estudios realizados sobre muestras acuosas.

Un primer aspecto a tener en cuenta en el caso de muestras solidas es que, a
diferencia de las muestras acuosas, las muestras solidas no son homogéneas. Ademas, la
actividad biologica y enzimatica presente en este tipo de muestras puede producir la
biotransformacion de los analitos, por lo que, tras la toma de muestras, es necesaria la
esterilizacion de la muestra mediante autoclave, radiacion o conservantes quimicos

(Diaz-Cruz y Barcel6, 2005).

En la determinaciéon de farmacos en este tipo de muestras, los analitos se
encuentran a bajas concentraciones y con un alto numero de interferencias procedentes
de la matriz. Por ello se hace esencial realizar un tratamiento efectivo para la extraccion

de los analitos y posterior clean-up del extracto.

Dicha extraccion ha sido realizada normalmente por ultrasonido, o simplemente
agitando la muestra en contacto con disolventes polares o mezclas de estos (Loffler y
Ternes, 2003; Lopez de Alda y Barcelo, 2001; Okumura y Nishikawa, 1996; Ternes y
col., 2005).

La etapa posterior de clean-up de muestras se realiza por LLE, SPE o por
cromatografia semipreparativa. Sin embargo, los bajos volimenes de disolventes y la
rapidez del procedimiento hacen de la SPE la técnica de clean-up mas utilizada. Con
muestras polares o relativamente polares, son los rellenos de fase reversa o poliméricos

los mas empelados.

El niimero de métodos descritos en la literatura en los que se emplean métodos
de extraccion mas avanzados, tales como extraccion liquida presurizada (Jacobsen y
col., 2004; Reddersen y col., 2002) o extraccion acelerada de disolventes (Kinney y col.,
2006) ha ido aumentando en los ultimos afios debido a su mejor repetitividad, menor

consumo de disolventes o menores tiempos de extraccion.
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Jacobsen y col. (2004) examinaron recientemente la capacidad de la extraccion
liquida presurizada para la determinacion de antibidticos en muestras solidas,
obteniendo recuperaciones de entre el 50 % y el 70 % para tetraciclinas, de entre el 50

% y el 100 % para antibioticos macrolidos y sobre el 80 % para sulfonamidas.

Kinney y col. (2006) determinaron principios activos de distintos grupos
terapéuticos empleando la extraccion acelerada de disolventes como método de

extraccion. Las recuperaciones obtenidas fueron de entre el 39 % y el 94 %.

6.2. Determinacion cromatografica

Tras la extraccion y clean-up de muestras, se procede generalmente a la
evaporacion del disolvente con corriente de nitrogeno y posterior reconstitucion con un

disolvente apropiado para la determinacién posterior.

La mayoria de los métodos publicados en la literatura para el analisis de residuos
farmacoldgicos en muestras medioambientales estdn basados en la cromatografia
gaseosa (GC) acoplada a la espectrometria de masas (MS). Sin embargo, en los Gltimos
anos los acoplamientos entre la cromatografia liquida (HPLC) y los detectores MS han
experimentado importantes avances en cuanto a tecnologia, desarrollo y aplicacion, lo
que ha aumentado su capacidad para la determinacion de analitos de escasa volatilidad
en muestras medioambientales. Como consecuencia de ello, en los ultimos afos, han
aparecido en la literatura numerosos métodos de andlisis basados en las técnicas HPLC-

MS.

Por otra parte, hay en la literatura pocos estudios que empleen métodos de
separacion cromatograficos acoplados a otros detectores distintos al MS, siendo el
detector de fila de diodos el mas utilizado (Chen y col., 2002; Gonzalez-Barreiro y col.,

2003; Malintan y Mohd, 2006).

6.2.1. Cromatografia liquida de alta resolucion

La deteccion y anélisis de farmacos y sus metabolitos en matrices bioldgicas fue

una de las primeras aplicaciones de la cromatografia liquida acoplada con detectores
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MS en la década de los 80, y a dia de hoy, sigue siendo una de sus mayores

aplicaciones.

Actualmente, la cromatografia liquida de alta resolucidon en fase reversa es la
técnica HPLC mas utilizada para llevar a cabo la separacion y posterior determinacion

de principios activos farmacoldgicos en muestras medioambientales.

Las fases estacionarias mas utilizadas son las de octadecilsilano (Tabla 1.17),
aunque algunos autores emplean fases estacionarias con rellenos de octilsilano o
dodecilsilano (Castiglioni y col., 2005; Vanderford y col., 2003). Se suelen utilizar
columnas con una longitud entre 15 y 25 cm, generalmente, rellenas con particulas de 5

pm de didmetro.

El uso de elucion en gradiente con fases méviles complejas hace que aparezcan
en la literatura numerosas metodologias analiticas para la determinacién de principios
activos farmacolégicos. Las fases méviles empleadas estan constituidas basicamente por
una solucion acuosa de un acido, sal (acido formico, acido acético, acetato amodnico,
etc.) o disolucion tampdn a baja concentracion y un modificador organico, siendo

acetonitrilo y metanol los mas utilizados.

El uso de acido formico (Castiglioni y col., 2005), acético (Reverté y col., 2003)
o0 acetato amonico en la fase movil (Hilton y Thomas, 2003; Ternes y col., 2001), se ha
descrito para mejorar la sensibilidad de la deteccion por MS (Lopez de Alda y col.,
2003). Otros autores alcanzan el mismo efecto por adicion postcolumna de acetato

amonico (Baronti y col., 2004; Gentili y col., 2002).

La mayoria de las metodologias analiticas descritas en la literatura emplean
como sistemas de deteccion la espectrometria de masas (Ahrer y col., 2001; Hirsch y
col., 1998; Hilton y Thomas, 2003; Miao y col., 2002; Putschew y col., 2001) que
ademas permite la seguridad en la asignacion correcta de los picos cromatograficos al

analito.

La técnica de ionizacion mas empleada en los quipos HPLC-MS y HPLC-MS-
MS ha sido el electrospray (Electrospray ionization, ESI). Ahrer y col. (2001)
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analizaron los rendimientos de ionizacion de diversos farmacos (paracetamol,
carbamacepina, penicilina V, etc.) observando que con la ionizacion ESI se obtenian los
mejores limites de cuantificacion en comparacioén con la ionizacidon quimica a presion
atmosférica (Atmospheric pressure chemical ionisation, APCI). La determinacion por
MS y MS-MS se realiza generalmente en modo SIM (Selected ion monitoring) y SRM
(Selected reaction monitoring), ya que permite una mejor sensibilidad en comparacion
con el modo scan. En la mayoria de los casos el i6n precursor empleado es el aducto

formado por la protonacion del i6n molecular, [M+H]".

A su vez varios autores han empleado técnicas HPLC acopladas a detectores
ultravioleta de fila de diodos (DAD) y fluorescencia (FL). Gonzélez-Barreiro y col.
(2003) detectaron diversos antiinflamatorios, carbamacepina y bezafibrato, entre otros,
empleando deteccion por fluorescencia. Debido a la baja intensidad de fluorescencia
presentada por estos compuestos, fue necesario un proceso de derivatizacion post-
columna sometiendo la mezcla a radiacion ultravioleta a 254 nm. Seis de los diez
farmacos analizados en este estudio mostraron reactividad a la radiacion ultravioleta,

transforméandose en especies fluorescentes que permitian su posterior determinacion.

El uso de detectores ultravioleta de fila de diodos acoplados a HPLC ha sido
descrito por varios autores (Chen y col., 2002; Malintan y col., 2006; Weigel y col.,
2004). Malintan y col. (2006) proponen una metodologia analitica basada HPLC
acoplado a detector DAD para el andlisis de diversos antibidticos en muestras de aguas
residuales procedentes de la industria porcina. La deteccion se realizé a 272 nm vy los

limites de cuantificacion obtenidos fueron de entre 5ng L' y 7.5 ng L.

Lopez de Alda y Barcelo, 2001 realizaron la determinacion de estrogenos y
progestrogenos en aguas y sedimentos empleando cuantificacion por DAD. La
determinacion en serie DAD-MS se realizé con el proposito de permitir la identificacion
de los picos cromatograficos con mayor fiabilidad, a través del espectro de masas, a la

vez que se pone de manifiesto efectos eventuales de supresion en la sefial del MS.
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Tabla 1.3.

Condiciones cromatograficas para el analisis de farmacos en muestras medioambientales por cromatografia liquida de alta resolucion

Columna Fase Movil
Fase estacionaria Longitud (cm) D.I. (cm)  Particula (um) Composicion Referencias
Lichrospher 100 RP-18 25 4 5 AcN/H,0 (Gradiente) Lopez de Alda y Barcelo, 2001
Lichrospher 100 RP-18 12.5 3 5 Acido oxélico (20mM)/AcN (gradiente) Hirsch y col., 1998
YMC ODS-AM (Cyg) 25 2 5 H,0-AcNH, (20 mM)/MeOH (gradiente) Ahrer y col., 2001
Genesis Cg 15 2.1 4 H,0-AcNH, (20 mM)/AcN/MeOH (gradiente) Miao y col., 2002
Luna Cg 5 2 3 H,0-Foérmico (0.1 %)/AcN (gradiente) Castiglioni y col., 2005
Kromasil 100 Cig 25 4.6 5 H,0-AcH (1 %)/AcN (gradiente) Reverté y col., 2003
Luna Cyg 25 2 5 H,0-AcNH, (40 mM)/AcN (gradiente) Hilton y Thomas, 2003
Nova-Pak Cg 15 3.9 4 H,0-Formico (0.2 %)/AcN (gradiente) Gonzalez-Barreiro y col., 2003
Synergi Max-RP C, 25 4.6 4 H,0-Férmico (0.1 %)/MeOH (gradiente) Vanderford y col., 2003
Lichrospher 100 RP-18 12.5 3 5 H,0-AcNH, (20 mM)/AcN (gradiente) Ternes y col., 2001

D.I: Diametro interno
Particula: Tamafio de particula
AcN: Acetonitrilo

AcNHy: Acetato aménico
MeOH: Metanol
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6.2.2. Cromatografia gaseosa

La cromatografia gaseosa es otra de las técnicas de separacion empleadas en el
analisis de principios activos farmacologicos en muestras medioambientales. Esta
técnica es muy versatil y presenta la ventaja de una mayor rapidez en la determinacién
respecto a la cromatografia liquida. Presenta el inconveniente de que, debido a la baja
volatilidad de algunos de estos farmacos, requiere de una etapa de derivatizacion previa

al analisis.

En el caso de fArmacos con grupos carboxilicos en su estructura diversos autores
llevan a cabo la derivatizacion por esterificacion del grupo carboxilico, empleando
como reactivo haluros de alquilo tales como metil cloroformiato (Bendz y col., 2005),
metil clorometanoato (Weigel y col., 2004) o bromuro de pentafluorobencilo (Soulet y
col., 2002). Otros autores emplean la silanizacion de los grupos hidroxilo (Rodriguez y
col., 2003; Zihlke y col., 2004) empleando como reactivo N-metil-N-(terc-
butildimetilsilil) trifluoroactamida (MTBSTFA).

En otros grupos terapéuticos, como los B-bloqueantes, la derivatizacion se
realiza por silanizacién de los grupos hidroxilo o trifluoroacetilacion de grupos amina

secundarios (Ternes, 2001).

Los farmacos neutros, tales como carbamacepina, diazepam o clofibrato entre
otros, no necesitan de una derivatizacion previa a la determinacion por cromatografia

gaseosa (Ternes, 2001).

En la mayoria de los casos, la derivatizacion se realiza por adicion del reactivo y
calentamiento, sin embargo, algunos autores muestran procedimientos de derivatizacion

en el propio sorbente empleado en la extraccion (Rodriguez y col., 2004).

En cuanto a la determinacioén cromatografica, la Tabla 1.18 muestra una relacion
de las caracteristicas de las columnas cromatograficas empleadas habitualmente en
cromatografia gaseosa para la determinaciébn de estas sustancias en muestras

medioambientales. En general, se usan fases estacionarias apolares, principalmente
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dimetilpolisiloxano o algin derivado suyo, con las que se pueden trabajar a

temperaturas elevadas.

Se debe aplicar un programa de temperaturas, el cual debera ser optimizado,

para obtener la separacion de los distintos principios activos farmacolédgicos.

En cuanto al sistema de deteccion, es el detector de espectrometria de masas el
que se suele emplear en la determinacién de farmacos en muestras medioambientales,
que, como se ha mencionado anteriormente, permite la seguridad en la asignacion

correcta de los picos cromatograficos al analito.

Tabla 1.4.
Fases estacionarias para la determinacion de farmacos en muestras

medioambientales por cromatografia gaseosa

Tipo Longitud (m) D.I. (mm) Espesor (um) Composicion Referencia
DB-5 MS 30 0.25 0.25 Polimero fenil arileno Weigel y col., 2002
HP-5 MS 30 0.25 0.25 (5%-fenil)-metilpolisiloxano Kosjek y col., 2005
DB-5 MS 60 0.32 0.25 Polimero fenil arileno Kanda y col., 2003

DB-35 30 0.25 0.25 (35%-fenil)-metilpolisiloxano Sacher y col., 2001
RTX-5MS 30 0.25 0.25 Ollers y col., 2001
HP-5MS 30 0.25 0.25 (5%-fenil)-metilpolisiloxano Ziihlke y col., 2004
BP-5 30 0.25 0.25 (5%-fenil)-metilpolisiloxano Rodriguez y col., 2004
CP-SIL 8 CB 30 0.25 0.25 Lamas y col., 2004
HP-5MS 30 0.25 0.25 (5%-fenil)-metilpolisiloxano Moeder y col., 2000
HP-1 12 0.20 0.33 100% dimetilpolisiloxano Soliman y col., 2004
BP-5 30 0.32 0.17 (5%-fenil)-metilpolisiloxano Quintana y col., 2004

7. DETERMINACION Y DISTRIBUCION DE PRINCIPIOS ACTIVOS
FARMACOLOGICOS EN AGUAS RESIDUALES URBANAS

Como se ha descrito en los apartados anteriores, los principios activos
farmacologicos son descargados, tras su consumo, a las EDARs y, desde éstas, a los
cauces receptores. La cantidad de farmacos vertidos a las aguas naturales depende de las
cantidades manufacturadas, dosis de efecto, porcentajes de excrecion y distribucion en

los procesos de depuracion de aguas residuales. Tales procesos no estan especificamente
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disefiados para la eliminacion de este tipo de contaminantes, por lo que, en la mayoria
de los casos, no se produce la eliminacion completa de los mismos. De acuerdo con
esto, los principios activos farmacologicos se distribuyen en el medioambiente,

pudiendo causar efectos perjudiciales sobre los ecosistemas.

Por ello, se hace necesario el desarrollo de metodologias analiticas validadas,
fiables, rapidas y econémicas que permitan la monitorizacioén de estas sustancias en las
EDARs. Sin embargo, debido al amplio espectro de compuestos que se emplean como
principios activos farmacologicos, resulta imposible realizar la monitorizacion de todos

ellos.

Con respecto a ello, de acuerdo con los amplios volimenes de consumo, la
frecuencia de deteccion en muestras medioambientales, la distribucion en los procesos
de depuracion de aguas residuales y propiedades quimicas afines que permitan su
determinacion simultanea, se podrian proponer como principios activos farmacoldgicos
representativos de la distribucion en EDARs los antiinflamatorios diclofenaco,
ibuprofeno, ketoprofeno, naproxeno y paracetamol; el farmaco antiepiléptico

carbamacepina y el estimulante nervioso cafeina.

7.1.  Principios activos farmacologicos representativos de la distribucion en

EDARs

7.1.1. Diclofenaco

7.1.1.1.Propiedades Generales

La Figura 1.4 y la Tabla 1.5 muestran la estructura molecular y propiedades

fisicoquimicas y farmacoldgicas del diclofenaco.

El farmaco diclofenaco es un antiinflamatorio no esteroideo empleado para
aliviar el dolor postraumatico y postoperatorio, inflamacién y tumefaccion. Se emplea
ademas como adyuvante en las infecciones inflamatorias dolorosas del oido, nariz o

garganta asi como en el tratamiento de la inflamacidn y contracciones provocadas por la
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osteoartritis, artritis reumatoide y espondilitis anquilosante. El diclofenaco de liberacion

inmediata (de accion corta) también se usa para tratar las menstruaciones dolorosas.

Figura 1.4.

Estructura molecular del principio activo diclofenaco

COOH
Cl

H
N

Cl

Tabla 1.5.

Propiedades fisicoquimicas del farmaco diclofenaco

Nombre Acido 2-[(2,6-diclorofenil)amino] bencenoacético
Diclofenaco

CAS 15307-86-5

Peso molecular 318.14 (C4H,,CI,NNaO,)

7\'max (absorcién) 221 nm y 280 nm

Amax (€Mision) -

Solubilidad en agua 240mgL"®

Log Kow 4.51

pK. 3.99

Dosis méaxima diaria 50 - 200 mg

Excrecion inalterado 1 %

? Liebig, 2004

Su mecanismo de accion se basa, al igual que otros antiinflamatorios no
esteroideos, en la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas, responsables de la

inflamacion, el dolor y la fiebre.
7.1.1.2.Metabolismo y eliminacion
La biotransformacion del diclofenaco se efectua en parte por glucuronidacion de

la molécula, por hidroxilacion simple y multiple y metoxilacién, que produce varios

metabolitos fendlicos, la mayoria transformados en conjugados glucurénicos. Dos de
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estos metabolitos fendlicos son bioldgicamente activos, aunque en mucho menor

medida que el propio compuesto de partida.

La eliminacion se produce a través de la orina y la excrecion biliar de los
glucurénidos y metabolitos transformados también en su mayor parte en conjugados
glucuréonidos. Aproximadamente el 65 % de la dosis es excretada a través de la orina y
el 35 % a través de la bilis. Una cantidad inferior al 1 % se excreta como sustancia

inalterada.
7.1.1.3.Efectos secundarios

Los efectos secundarios mas frecuentes son vomitos, indigestion, acidez, diarrea
o estrefiimiento, dolor abdominal, dolor de cabeza y mareos, ademdas de efectos como
edema, hipertension, erupcidn cutanea, vision borrosa, malestar general y ansiedad.

7.1.1.4.Ecotoxicidad

La Tabla 1.6 muestra los resultados recogidos en la bibliografia para las pruebas

de ecotoxicidad del farmaco diclofenaco.

Tabla 1.6.

Pruebas de toxicidad del farmaco diclofenaco

Organismo Prueba Referencia

Vibrio Fischeri (bacteria) CEso (30 min) = 11.45mg L™ Ferrari y col., 2003
D. Magna (crustaceo) CEso (48 h)=2243 mgL" Ferrari y col., 2003

D. Subspicatus (alga) CEs (3 dias) =72 mg L™ Cleuvers, 2003

CEs: Concentracion de toxico que produce una respuesta efectiva.

7.1.1.5.Productos comercializados en Espafia

DOLOTREN®™, VOLTAREN®, NORMULEN®, ademas de formas genéricas de

diclofenaco.
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7.1.2. Ibuprofeno

7.1.2.1.Propiedades Generales

La Figura 1.5 y la Tabla 1.7 muestran la estructura molecular y propiedades

fisicoquimicas y farmacologicas del ibuprofeno.

Figura 1.5.

Estructura molecular del principio activo ibuprofeno

CHs

CHs COOH

H4C

Tabla 1.7.

Propiedades fisicoquimicas del farmaco ibuprofeno

Nombre Acido 2-(4-isobutilfenil) propidnico
Ibuprofeno

CAS 15687-27-1
Peso molecular 206.3 (C13H30,)
Amax (absorcion) 223 nm
Amax (€Mision) 290 nm
Solubilidad en agua 21mgL”’
Log Kow 397°%
pK, 49°
Dosis méxima diaria 1200 — 3200 mg
Excrecion inalterado <10 %

? Kahn y Ongerth, 2004.
® Jones y col., 2002.

El ibuprofeno es un derivado del acido propidnico que posee propiedades
analgésicas, antiinflamatorias y antipiréticas. Se trata de un antiinflamatorio no
esteroideo empleado para aliviar el dolor, la sensibilidad, la inflamacion y las
contracciones provocados por la artritis y la gota. También se usa para reducir la fiebre

y aliviar las cefaleas, los dolores musculares, el dolor menstrual, los achaques del
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resfriado comun, el dolor de espalda y el dolor posquirrgico o dental. Su mecanismo

de accidn se basa en la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas.

7.1.2.2.Metabolismo y eliminacion

El farmaco ibuprofeno se metaboliza por oxidacion dando lugar a dos
metabolitos inactivos: El 4acido 2[4-hidroxi-2metilpropionil fenil] propidnico

(metabolito A) y el acido 2[4-(2-carboxipropil) fenil] propidnico (metabolito B).

Entre el 45 y el 75 % de una dosis oral administrada se excreta por via renal en
forma de metabolitos A y B o con glucuronidos conjugados, dentro de las 24 horas
siguientes a la administracion. Menos del 10 % se excreta en forma inalterada por la

misma via.

7.1.2.3.Efectos secundarios

Los efectos secundarios de este medicamento no son muy frecuentes, pero
pueden presentarse sintomas como cefalea, mareos, nerviosismo, malestar estomacal,
dolor de estomago o calambres, vomito con sangre, estrefiimiento, diarrea con sangre,
silbido en los oidos, vision borrosa, inflamacion de manos, pies, tobillos o piernas y

sarpullido.

7.1.2.4.Ecotoxicidad

La Tabla 1.8 muestra los resultados recogidos en la bibliografia para las pruebas

de ecotoxicidad del fArmaco ibuprofeno.
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Tabla 1.8.

Pruebas de toxicidad del farmaco ibuprofeno

Organismo Prueba Referencia
D. Magna (crustaceo) CLso (48h)=9.06 mg L' Stuer-Lauridsen y col., 2000
S. Costatum (alga) CEso (96 h)=7.1 mg L™ Halling-Serensen y col., 1998
L. Macrochirus (pez) CENO (96 h)=10mg L™ Halling-Serensen y col., 1998
Vibrio Fischeri (bacteria) CEs (15 min) = 12.1 mg L™ Farré y col., 2001

CEj5: Concentracion de toxico que produce una respuesta efectiva.
CLs: concentracion que mata al 50 % de los seres expuestos durante un tiempo de exposicion especifico.
CENO: La mayor concentracion a la cual no se observan efectos sobre los organismos expuestos.

7.1.2.5.Productos comercializados en Espaia

DALSY®, GELOFENO®, DOLORAC®, IBUPROFENO NORMON®,
IBUPROFENO LLORENS®, IBUPROX®, NEOBRUFEN®, ademis de formas
genéricas de ibuprofeno.
7.1.3. Ketoprofeno

7.1.3.1.Propiedades Generales

La Figura 1.6 y la Tabla 1.9 muestran la estructura molecular y propiedades

fisicoquimicas y farmacologicas del ketoprofeno.

Figura 1.6.

Estructura molecular del principio activo ketoprofeno

OH
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El fdrmaco ketoprofeno es un antiinflamatorio no esteroideo que actia
impidiendo la formacién de prostaglandinas en el organismo, ya que inhibe a la enzima
ciclooxigenasa. Est4 indicado en el tratamiento de la artritis reumatoide aguda y cronica,
en la osteoartritis, espondilitis anquilosante, ataques agudos de gota, dolor asociado a

inflamacion (dolor dental, traumatismos, etc.), alivio de la fiebre, etc.

Tabla 1.9.

Propiedades fisicoquimicas del farmaco ketoprofeno

Nombre 2-(3-benzoil-fenil)-propionico
Ketoprofeno

CAS 22071-15-4

Peso molecular 254.3 (C1H1405)

Amax (absorcion) 254 nm

Amax (€mision) -

Solubilidad en agua 300 mg L

LOg KOW 3.16%

pK, 4.45°

Dosis méxima diaria 200 — 300 mg

Excrecion inalterado

* Avdeef'y col., 2000.
b Urase y Kikuta, 2005

7.1.3.2.Metabolismo y eliminacion

La vida media de eliminacion del farmaco ketoprofeno es de 1.1 a 4 horas,
aunque en pacientes geriatricos, al igual que en pacientes con dafio renal, la vida media
se incrementa de 3 a 9 horas, posiblemente debido a la disminucién en la velocidad de

glucuronidacion.

No se ha establecido una ruta metabdlica exacta del ketoprofeno, sin embargo, el
farmaco se metaboliza rapidamente en el higado principalmente por hidroxilacion y una
subsiguiente conjugacion con el 4cido glucuronico. Se han detectado al menos tres
conjugados no identificados. El conjugado glucuronico del ketoprofeno y sus
metabolitos hidroxilados son farmacologicamente inactivos. Hasta la fecha no se han

identificado metabolitos activos.
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Entre el 50 y el 90 % de una dosis oral se excreta por la orina y entre el 1 y el 8
% a través de las heces en un periodo de entre 1 y 5 dias. La mayor parte de la excrecion

urinaria se presenta entre las 12 y 24 horas y la excrecion fecal entre las 24 y 48 horas.

7.1.3.3.Efectos secundarios

Los efectos adversos del ketoprofeno son moderados e involucran
principalmente al tracto intestinal. Se suelen presentar durante el primer mes de
tratamiento. Entre los mas frecuentes se encuentran nauseas, diarrea, dolor abdominal,
mareos, hiperacidez géstrica, estrefiimiento y dolor de cabeza, ademds de edema, vision

borrosa, anemia, taquicardia y hemorragia gastrointestinal.

7.1.3.4.Ecotoxicidad

La Tabla 1.10 muestra los resultados recogidos en la bibliografia para las

pruebas de ecotoxicidad del farmaco ketoprofeno.

Tabla 1.10.

Pruebas de toxicidad del farmaco ketoprofeno

Organismo Prueba Referencia
Peces CEso=32mgL" Sanderson y col., 2003
D. Magna (crustaceo) CEsp =248 mg L Sanderson y col., 2003
Alga CEso= 164 mg L™ Sanderson y col., 2003
Vibrio Fischeri (bacteria) CEso=15.6 mgL" Farré y col., 2001

CEsp: Concentracion de toxico que produce una respuesta efectiva.

7.1.3.5.Productos comercializados en Espafia

ARCENTAL®, FASTUM®, KETOSOLAN®, ORUDIS®, KETOPROFENO
RADIOPHARM ®, ademés de formas genéricas del medicamento.

96



CAPITULO 1

7.1.4. Naproxeno

7.1.4.1.Propiedades generales

La Figura 1.7 y la Tabla 1.11 muestran la estructura molecular y propiedades

fisicoquimicas y farmacologicas del naproxeno.

Figura 1.7.

Estructura molecular del principio activo naproxeno

CHs

COOH

H,CO

El farmaco naproxeno, al igual que el resto de antiinflamatorios no esteroideos
estudiados, act@ia por inhibicion de la formacién de prostaglandinas en el organismo. Se
emplea en el tratamiento de artritis reumatoide, artrosis, episodios agudos de gota,
espondilitis anquilosante, sindromes reumatoides, dismenorrea, asi como inflamaciones

musculo-esqueléticas. Inflamaciones del tejido blando cronicas y agudas, leves y

moderadas.
Tabla 1.11.

Propiedades fisicoquimicas del fAirmaco naproxeno

Nombre Acido 2-(6-metoxi-2-naftil) propionico
Naproxeno

CAS 22204-53-1
Peso molecular 230.24 (C4H1405)
Amax (absorcion) 231 nm
Amax (€mision) 350 nm
Solubilidad en agua 1449 mg L™
LOg KOW 3.18%
pK. 42°
Dosis méaxima diaria 600 mg
Excrecion inalterado 70 %

* Jones y col., 2002.
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7.1.4.2.Metabolismo y eliminacion

La adsorcion del naproxeno en el tracto digestivo es rapida y completa. La
ligadura proteica es del 99 % vy la vida media biologica es de 13 horas

aproximadamente.

El naproxeno y sus metabolitos se excretan casi en su totalidad (95 %) a través
de la orina. Aproximadamente el 70 % del naproxeno se excreta por la orina como
naproxeno inalterado, mientras que el 28 % sufre una 6-desmetilacion. El naproxeno
cruza la placenta y aparece en la leche materna de las mujeres que amamantan

aproximadamente con el 1% de la concentracion plasmatica materna.

7.1.4.3.Efectos secundarios

Los efectos adversos mas frecuentes del farmaco naproxeno son molestias
abdominales, malestar epigastrico, nauseas, cefaleas, vértigo y edema periférico. En
raras ocasiones se han producido efectos como meningitis aséptica, colitis, ulceraciones

gastrointestinales, dermatitis, angiodema, alopecia, visién borrosa y ansiedad.

7.1.4.4.Ecotoxicidad

La Tabla 1.12 muestra los resultados recogidos en la bibliografia para las

pruebas de ecotoxicidad del firmaco naproxeno.

Tabla 1.12.

Pruebas de toxicidad del farmaco naproxeno

Organismo Prueba Referencia
B. calyciflorus (rotifero) CLsg(24h)=62.5mgL" Isidori y col., 2005
C. dubia (crustaceo) CEso (48 h)=66.4mg L’ Isidori y col., 2005
T. platyurus(crustaceo) CLso (24 h) = 84.09 mg L™ Isidori y col., 2005
Vibrio Fischeri(bacteria) CEs (15 min) =212 mg L™ Farré y col., 2001

CEs): Concentracion de toxico que produce una respuesta efectiva.

CLs: concentracion que mata al 50 % de los seres expuestos durante un tiempo de exposicion especifico.
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7.1.4.5.Productos comercializados en Espafia

ALEVE®, ALIVIOMAS®, ANTALGIN®, DENAXPREN®, LUNDIRAN®,
NAPROKES®, NAPROSYN®, NAPROVAL®, PROXEN®, TACRON®, ademas de

formas genéricas del fArmaco.
7.1.5. Paracetamol
7.1.5.1.Propiedades generales

La Figura 1.8 y la Tabla 1.13 muestran la estructura molecular y propiedades

fisicoquimicas y farmacoldgicas del paracetamol.

El paracetamol o acetaminofeno es un medicamento con propiedades
analgésicas, sin propiedades antiinflamatorias clinicamente significativas. Actua
inhibiendo la sintesis de prostaglandinas, mediadores celulares responsables de la
aparicion del dolor. Ademas, tiene efectos antipiréticos. En la actualidad es uno de los
analgésicos mas utilizados al ser bastante seguro y no interaccionar con la gran mayoria
de los medicamentos. Se usa para aliviar desde el dolor leve al moderado y para reducir
la fiebre. No alivia la rigidez, el enrojecimiento y la inflamacion provocados por la

artritis.

Figura 1.8.

Estructura molecular del principio activo paracetamol
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Tabla 1.13.

Propiedades fisicoquimicas del farmaco paracetamol

Nombre N-(4-hidroxifenil)etanamida
Paracetamol

CAS 103-90-2

Peso molecular 151.17 (CgHoNO,)

Amax (absorcion) 245 nm

Amax (€mision) -

Solubilidad en agua 1400 mg L™

LOg KOW 0.46°

pK, 9.5°

Dosis méxima diaria 750 mg

Excrecion inalterado <10 %

? Jones y col., 2002

® Khan y Ongerth 2002

7.1.5.2.Metabolismo y eliminacion

El paracetamol es rapida y completamente absorbido en el tracto gastrointestinal
y la vida media plasmatica es de 2 horas después de dosis terapéuticas.
Aproximadamente una cuarta parte de la dosis experimenta en el higado un
metabolismo de primer paso. También es metabolizada en el higado la mayor parte de la
dosis terapéutica, produciéndose conjugados glucuronicos y sulfatos, que son
posteriormente eliminados en la orina. Entre un 10-15% de la dosis experimenta un
metabolismo oxidativo mediante las isoenzimas de citrocromo P450, siendo
posteriormente conjugado con cisteina y acido mercapttrico. Entre el 90 % y el 100 %
de la dosis se excreta por la orina en las primeras 24 horas como metabolitos

conjugados sin accion terapéutica.

7.1.5.3.Efectos secundarios

Entre los efectos adversos que puede ocasionar el paracetamol se encuentran
hipotension, aumento de las transaminasas hepaticas, reacciones de hipersensibilidad y
alteraciones sanguineas. Dosis excesivas de paracetamol pueden provocar diarrea,
sudoracion, falta de apetito, nduseas o vomitos, dolor en el estomago, inflamaciéon o

dolor en el abdomen.
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7.1.5.4.Ecotoxicidad

La Tabla 1.14 muestra los resultados recogidos en la bibliografia para las

pruebas de ecotoxicidad del farmaco paracetamol.

Tabla 1.14.

Pruebas de toxicidad del farmaco paracetamol

Organismo Prueba Referencia
D. Magna (Crustaceo) ECso(48h)=9.2mgL" US EPA, 1999
Peces LCso=258.31 mgL" ECOSAR

CEsp: Concentracion de toxico que produce una respuesta efectiva.
CLs: concentracion que mata al 50 % de los seres expuestos durante un tiempo de exposicion especifico.

7.1.5.5.Productos comercializados en Espafia

ACERTOL®, ACTRON®, ANTIDOL®, APIRETAL®, BANDOL",
CUPANOL®, CALMANTICOLD®, DAFALGAN®, DOLGESIC®, DOLOSTOP®,
DUOROL®, EFFERALGAN®, FEBRECTAL®, GELOCATIL®, MELABON
INFANTIL®, PANADOL®, PEDIAPIRIN®, PERFALGAN®, RESAKAL®, SINMOL®,
TEMPERAL®, TERMALGIN®, TYLENOL®, ademas de formas genéricas del

medicamento.

7.1.6. Carbamacepina

7.1.6.1.Propiedades generales

La Figura 1.9 y la Tabla 1.15 muestran la estructura molecular y propiedades

fisicoquimicas y farmacolégicas de la carbamacepina.

La carbamazepina es un derivado de la dibenzoazepina con propiedades
antiepilépticas y psicotropicas que actia inhibiendo la propagacion del impulso

nervioso desde el foco epiléptico.

101



Antecedentes

Se utiliza en casos de crisis epilépticas parciales con sintomatologia compleja o
simple. También en crisis epilépticas primaria y secundariamente generalizadas con

componente tonico clonico.

Figura 1.9.

Estructura molecular del principio activo carbamacepina
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Tabla 1.15.

Propiedades fisicoquimicas del farmaco carbamacepina

Nombre 5H-Dibenzo (b,f)azepin-5-carboxamida
Carbamacepina

CAS 298-46-4

Peso molecular 236.27 (C;sHpN,0)

Amax (absorcion) 285

Amax (€Mision) -

Solubilidad en agua

Log Kow 245%

pK, 13.9°

Dosis méxima diaria 1200 mg

Excrecion inalterado 3%

? Kahn y Ongerth, 2004.
® Jones y col., 2002.

También se utiliza en mania y tratamiento profilactico de la enfermedad
maniaco-depresiva, neuralgia esencial del trigémino, neuralgia esencial del
glosofaringeo, sindrome de la deshabituacion al alcohol. Es activa frente a las
convulsiones e hiperexcitabilidad que se presentan durante el sindrome de abstinencia al

alcohol.

102



CAPITULO 1

7.1.6.2.Metabolismo y eliminacion

La carbamacepina estd ligada en un 76 % a las proteinas plasmaticas. Los
niveles terapéuticos normales para los adultos son entre 4 mg mL' y 12 mg mL™.

Después de la administracion el pico plasmatico es aproximadamente de 4 a 5 horas.

La carbamacepina se metaboliza en el higado. Aproximadamente el 72 % de la
dosis se excreta a través de la orina, mientras que el 28 % restante se excreta en las
heces. La excrecion en la orina estd constituida principalmente por metabolitos

hidroxilados y conjugados con solo un 3 % del farmaco en forma inalterada.

7.1.6.3.Efectos secundarios

Los efectos adversos de la carbamacepina son frecuentes y reversibles. Entre
ellos se encuentran vértigo, dolor de cabeza, nauseas, vOmitos, vision borrosa y

somnolencia.

Ocasionalmente puede aparecer leucopenia, agranulocitosis, eosinofilia,
leucocitosis, trombocitopenia, pancitopenia, hepatitis, ictericia colestatica, ictericia
hepatocelular, retencion urinaria, impotencia, proteinuria, glucosuria, fatiga,

alucinaciones, disfasia, neuropatia periférica, parestesia, tinnitus, diplopia o nistagmo.

Raramente puede aparecer anemia aplasica, oliguria con hipertension,
insuficiencia renal, temblor, fiebre, alopecia, dermatitis exfoliativa, lupus eritematoso
sistémico, insuficiencia cardiaca congestiva, arritmia cardiaca, edema, tromboflebitis,
reacciones cutdneas alérgicas, descenso de trombocitos, depresion de la médula dsea,
deterioro hepatico, leucopenia progresiva o con manifestaciones clinicas (p. ¢j. fiebre o

dolor de garganta).

7.1.6.4.Ecotoxicidad

La Tabla 1.16 muestra los resultados recogidos en la bibliografia para las

pruebas de ecotoxicidad del farmaco carbamacepina.

103



Antecedentes

Tabla 1.16.

Pruebas de toxicidad del farmaco carbamacepina

Organismo Prueba Referencia
D. Magna (crustaceo) CEso (48h)=13.8 mgL" Ferrari y col., 2003
Vibrio Fischeri (bacteria) CEs (30 min) = 81 mg L™ Ferrari y col., 2003
C. Dubia (crustaceo) CEs) (48 h)= 77.7mg L Ferrari y col., 2003
D. subspicatus (alga) CEso (3d)=74 mgL" Cleuvers, 2003

CEsq: Concentracion de toxico que produce una respuesta efectiva.

7.1.6.5.Productos comercializados en Espaia

TEGRETOL ®, ademés de formas genéricas del medicamento.

7.1.7. Cafeina

7.1.7.1.Propiedades generales

La Figura 1.10 y la Tabla 1.17 muestran la estructura molecular y propiedades

fisicoquimicas y farmacologicas de la cafeina.

La cafeina es un compuesto que se encuentra en la naturaleza en las semillas de
cafeto, de cacao (chocolate), de cola, en las hojas de té, hierba mate y guarana. Es bien
conocido por sus caracteristicas, su intenso sabor amargo y como estimulante del
sistema nervioso central, el corazén y la respiracion. También tiene efectos diuréticos.
Suele afiadirse a algunos refrescos, como los refrescos de cola. En usos terapéuticos
puede administrarse en forma oral o en inyeccion intravenosa. Es un estimulante del
sistema nervioso central que actia después de 5 minutos de su ingestion aumentando la
actividad cerebral y reduciendo la vigilia. Se emplea para contrarrestar la fatiga, para
tratar la migrafia y algunos otros tipos de cefalea. Potencia los efectos de algunos
analgésicos. Por su capacidad para estimular la respiracion también es recomendada en
el tratamiento de la apnea en los recién nacidos y como antidoto para la depresion

respiratoria en sobredosis de heroina y otros psicoactivos opidceos.
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Figura 1.17.

Estructura molecular del principio activo cafeina
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Tabla 1.17.

Propiedades fisicoquimicas del farmaco cafeina

Nombre

CAS

Peso molecular
Amax (absorcion)
Amax (€mision)
Solubilidad en agua
LOg KOW

pKa

3,7-dihidro-1,3,7-trimetil-1H-purina-2,6-diona
Cafeina

58-08-2
194.19 (CgH;(N40O,)
273 nm
21.7mgL"
-0.07
14.0

7.1.7.2.Metabolismo y eliminacion y efectos

La cafeina inhibe la fosfodiesterasis, que es responsable de la desactivacion de la

AMPc. El crecimiento de la tasa de AMPc intra-celular, amplifica sus acciones de

«segundo mensajero», lo que la hace responsable de las principales consecuencias

farmacologicas de la cafeina. La cafeina produce vasoconstriccion; presenta efectos a

nivel de los sistemas cardiovascular, respiratorio y gastrointestinal. Adicionalmente,

actua a nivel de los musculos esqueléticos, del flujo sanguineo renal, la glicogenolisa y

de la lipolisa.
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7.1.7.3.Ecotoxicidad

El consumo en cantidades muy grandes puede provocar intoxicacion. Sus
sintomas son insomnio, nerviosismo, excitacion, cara rojiza, aumento de la diuresis y
problemas gastrointestinales. En algunas personas los sintomas aparecen consumiendo
cantidades muy pequefias, como 250 mg por dia. Més alla de un gramo al dia puede
producir contracciones musculares involuntarias, desvarios, arritmia cardiaca, y
agitaciones psicomotrices. Los sintomas de la intoxicacion con cafeina son similares a

los del panico y de ansiedad generalizada.
En cuanto a los valores de ecotoxicidad, la Tabla 1.18 muestra los resultados

recogidos en la bibliografia para las pruebas del farmaco cafeina.

Tabla 1.18.

Pruebas de toxicidad del farmaco cafeina

Organismo Prueba Referencia
Leuciscus Idus (Pez) ECs0 (96 h)=87 mg L IUCLID, 2003
D. Magna (crustaceo) ECso (48 h)=182mg L’ IUCLID, 2003
D. Subspicatus (alga) ECso (72 h) > 100 mg L™ IUCLID, 2003
Leuciscus Idus (Pez) ECs0 (96 h)=87 mg L IUCLID, 2003

CEs(: Concentracion de toxico que produce una respuesta efectiva.

7.1.7.4.Productos comercializados en Espafia

DURVITAN *.
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CAPITULO 2

1. OBJETIVOS

De acuerdo con los antecedentes recogidos en el capitulo anterior, los

principales objetivos pretendidos en este trabajo fueron los siguientes:

- Proponer una metodologia analitica que permita la monitorizacion de los
principios activos farmacologicos mas representativos, por su amplio

consumo y comportamiento, en muestras de aguas residuales urbanas.

- Establecer la distribucion de dichos principios activos en los procesos
convencionales de depuracion de aguas residuales urbanas. Para la

consecucion de este objetivo fue necesario:

— Determinar las concentraciones de los principios activos
farmacologicos seleccionados en los caudales influentes y
efluentes de las estaciones depuradoras de aguas residuales
(EDARs) de la ciudad de Sevilla durante un periodo de tiempo

representativo.

— Evaluar la eficacia de los procesos convencionales de depuracion
de aguas residuales urbanas en la eliminacion de estos principios

activos.

— Establecer las relaciones existentes entre las concentraciones de
principios activos, los parametros de caracterizacion del agua

residual y las variables de operacion de planta.

— Evaluar el impacto ambiental de las concentraciones de principios

activos que se evacuan a los cauces receptores.
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2. PLAN DE TRABAJO

Para alcanzar los objetivos anteriormente expuestos se siguié un plan de trabajo,

desarrollado basicamente en las siguientes etapas:

Revision bibliografica

Se recopild informacion relativa a la presencia de principios activos
farmacologicos en muestras de aguas residuales, superficiales, subterrdneas y potables,
poniendo un especial énfasis en la busqueda de articulos cientificos sobre distribucion
de estos compuestos en los procesos de depuracion de aguas residuales. En paralelo, se
profundizd en las distintas metodologias analiticas que habian sido empleadas en la

determinacion de principios activos farmacologicos en muestras medioambientales.

Seleccion de principios activos farmacologicos

En base a su amplio consumo, a su persistencia en los procesos de depuracion de
aguas residuales urbanas y a sus propiedades fisico-quimicas, se seleccionaron para el
estudio los principios activos farmacoldgicos cafeina, carbamacepina, diclofenaco,

ibuprofeno, ketoprofeno, naproxeno y paracetamol.

Toma de muestras

Se establecid un programa de muestreo en las cuatro depuradoras de aguas
residuales de la cuidad de Sevilla, consistente en la recoleccion de muestras compuestas
(mediante mezclas de alicuotas horarias durante ciclos de veinticuatro horas) de agua
residual influente y efluente, varios dias a la semana, en cada una de las depuradoras,

durante un periodo de tiempo representativo del ciclo de una depuradora (un afio).

Caracterizacion de las aguas residuales urbanas

Se realizaron determinaciones de los parametros pH, sélidos en suspension,

aceites y grasas, demanda quimica de oxigeno, demanda bioquimica de oxigeno, fosforo
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total y nitrogeno total Kjeldahl con objeto de caracterizar las aguas residuales de las

cuatro estaciones depuradoras muestreadas.

Determinacion de principios activos farmacologicos

Se optimiz6 y valid6 una metodologia analitica para la determinacion simultdnea
de los principios activos farmacoldgicos anteriormente seleccionados en muestras de

aguas residuales.

Interpretacion de resultados

Se evaluaron los pardmetros de validacion de la metodologia analitica propuesta
y la distribucion de los principios activos farmacoldgicos en estaciones depuradoras
atendiendo, en este ultimo caso, a los siguientes aspectos: concentraciones de principios
activos, porcentajes de eliminacion de dichos principios, influencia de las variables de
planta, estacionalidad y propiedades fisico-quimicas de los compuestos estudiados,
evolucion temporal en una depuradora, relaciones con los parametros de caracterizacion

genérica del agua y evaluacion de su impacto ambiental sobre los cauces receptores.
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CAPITULO 3

METODOS EXPERIMENTALES Y
HERRAMIENTAS ESTADISTICAS

En este capitulo se describen: el programa de toma de muestras, las metodologias rutinarias empleadas en
el analisis de caracterizacion de las aguas residuales y las herramientas estadisticas utilizadas en la
interpretacion de resultados. La metodologia aplicada al analisis de fArmacos, objeto principal de este

estudio, se tratard de modo monogréafico en el Capitulo 4.






CAPITULO 3

1. INTRODUCCION

La toma de muestras se realizo en las cuatro estaciones depuradoras de aguas
residuales (EDARSs) de la ciudad de Sevilla entre el mes de junio del afio 2004 y el mes
de junio del ano 2005. Para asegurar la representatividad de los resultados se tomaron
muestras compuestas, obtenidas mediante mezcla de alicuotas tomadas cada hora

durante periodos de 24 horas, en el influente y efluente de cada una de las EDARs.

En cuanto a la metodologia analitica empleada para la determinacion de los
parametros de caracterizacion de las aguas, se usaron los “Métodos Normalizados para
el Analisis de Aguas Potables y Residuales” de APHA-AWWA-WPCF (1999) y
“Analisis de Aguas” de J. Rodier (1990)

Para el analisis de principios farmacologicamente activos se empled una
metodologia analitica basada en el tratamiento de muestras mediante extraccion en fase
solida y posterior separacion y determinacion mediante cromatografia liquida de alta

resolucion con detectores de fila de diodos y de fluorescencia.

Los métodos matematicos empleados para la interpretacion de los resultados
experimentales incluyeron un analisis estadistico elemental y un analisis multivariante

consistente en un analisis de correlacion y un andlisis factorial.

2. TOMA DE MUESTRAS

El programa de toma de muestras se decidi6 en base a los objetivos marcados en
el presente trabajo. En este apartado se describe la situacién de las estaciones
depuradoras de aguas residuales sobre las que se han realizado las tomas de muestras y
las operaciones unitarias que componen los procesos de depuracion llevados a cabo en
las mismas. Ademads, se realiza una descripciéon de la toma de muestras y de las

caracteristicas de los puntos de muestreo.
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2.1. Localizacion de las estaciones depuradoras de aguas residuales

La toma de muestras se realizo sobre las cuatro estaciones depuradoras de aguas
residuales que llevan a cabo el saneamiento de aguas de la ciudad de Sevilla,
dependientes de la Empresa Municipal de Abastecimiento y Saneamiento de Aguas de

Sevilla (EMASESA).

Las estaciones depuradoras muestreadas fueron EDAR Norte, EDAR Oeste,
EDAR Este y EDAR Sur (Figura 3.1). Todas ellas reciben influentes domésticos,
fundamentalmente de los barrios aledafios y de algunas poblaciones colindantes a la
ciudad de Sevilla, e influentes industriales procedentes de pequefias y medianas
empresas. Con el funcionamiento de las cuatro EDARSs, se completa el saneamiento de
la totalidad de las aguas residuales de la ciudad de Sevilla, que por su tamafio constituye
el mayor foco de contaminacion del rio Guadalquivir. Las caracteristicas de cada una de

las depuradoras se encuentran recogidas en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1.
Caracteristicas de las estaciones depuradoras de aguas residuales sobre las que

se ha realizado la toma de muestras.

EDAR Norte EDAR Sur EDAR Este EDAR Oeste
Tipo de tratamiento Lodos activos Lodos activos Lodos activos Lodos activos
Nucleo Zona norte e isla de Zona sur y municipio de Zona este y municipio de  Zona oeste y municipios del

la Cartuja Dos Hermanas Alcali de Guadaira Aljarafe
Caudal de disefio (m3/dia) 90.000 255.000 50.000 50.000
Poblacion equivalente (h-e) 350.000 950.000 200.000 200.000
Caudal influente (m*/dia)® 56.000 186.500 39.000 30.500
Caudal efluente (m*/dia)* 46.500 159.000 36.000 27.500

? Caudal medio medido durante el periodo de muestreo
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Figura 3.1.
Localizacion de las estaciones depuradoras de aguas residuales en la provincia de

Sevilla
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2.2.  Operaciones unitarias de depuracion de aguas residuales

Todas las estaciones depuradoras sobre las que se llevo a cabo el presente
estudio emplean la tecnologia de lodos activos (Figura 3.2), es decir, en la utilizacion de
un reactor bioldgico con una comunidad de microorganismos, agrupados en floculos,
para la depuracion de las aguas. En estas EDARSs se llevan a cabo operaciones unitarias
destinadas a reducir la carga contaminante presente en las aguas residuales, que
constituyen la linea de aguas, y operaciones destinadas a la estabilizacion y reduccion
del volumen de los lodos producidos en el tratamiento del agua y que conforman la

linea de lodos.

2.2.1. Linea de aguas

Como ya se ha mencionado, la linea de aguas estd constituida por varias
operaciones unitarias, que se agrupan a su vez en tres fases de tratamiento:

pretratamiento, tratamiento primario y tratamiento secundario.

2.2.1.1.Pretratamiento

El pretratamiento se realiza mediante un conjunto de elementos estaticos y
dindmicos que permiten eliminar los sélidos gruesos y finos, cuyo paso a los
tratamientos posteriores dificultaria la operabilidad de los mismos. Los elementos

principales que constituyen el pretratamiento son: desbaste, desarenado y desengrasado.

Desbaste

Se trata de la primera operacidn unitaria en las plantas de tratamiento de aguas
residuales. Consiste en la eliminacion de los solidos gruesos (trapos, plasticos u objetos
de gran tamafio) haciendo pasar el agua a través de unas rejas paralelas (varillas o barras
paralelas). Las barras estan colocadas verticalmente con un angulo de 30° con respecto a
la horizontal, y presentan un paso de luz que oscila entre los 3 y 100 mm.
Habitualmente se situan varias rejillas de distinto paso de luz con una disposicion en
serie, permitiendo la separacion de so6lidos por tamafios. Los dispositivos de desbaste

poseen ademas un sistema de limpieza automatica.
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Desarenadores

Los desarenadores se emplean para separar arenas y gravas. Dentro de estos
términos se incluyen junto con la arena y grava fina, desperdicios de alimentos
relativamente inertes como posos de café, cascaras de huevo, semillas y huesos de fruta
y cualquier otra materia organica que tenga una velocidad de sedimentacion, o peso

especifico, superior al de los s6lidos orgéanicos putrescibles del agua residual.

Los desarenadores empleados son del tipo aireado que tienen la ventaja de
recoger las arenas completamente limpias, con lo que se evita su posterior lavado.
Consisten en un tanque de aireacion en el que la velocidad de flujo se controla por la
propia geometria del tanque y la cantidad de aire suministrado al mismo. Con la
aireacion se consigue un movimiento helicoidal de las particulas que ayuda a la
sedimentacion. La arena es extraida mediante bombas situadas en un puente movil o

mediante rasquetas en la parte inferior del tanque de aireacion.

Desengrasadores

Los desengrasadores son dispositivos destinados a la eliminacién de grasas y
aceites insolubles que podrian causar obstrucciones en los sistemas mecanicos de la
planta, aumentar la DBO y la DQO del agua, asi como reducir el coeficiente de

transferencia del aire en los procesos biologicos.

En las EDARs sobre las que se realizoé la toma de muestras la operacion de
desengrasado se realiza durante el desarenado, empleando la aireacion de los
desarenadores para depositar las particulas de grasa sobre la superficie del agua y
separandolas posteriormente mediante rasquetas superficiales mientras que el liquido

sale de manera continua.

2.2.1.2.Tratamiento primario

El tratamiento primario consiste en un proceso que tiene como finalidad la

eliminacion, por métodos fisicos, de los sélidos en suspension que no han sido

eliminados durante las etapas de pretratamiento.
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Decantador primario

El proceso de decantacion primaria se lleva a cabo en un tanque de decantacioén
circular de fondo conico y constituye el paso previo al proceso de depuracion biologica.
En este se consigue eliminar en torno a un 60-65 % de sélidos en suspension y en torno
a un 25-40 % de la DBO presente en el agua. La separacion se consigue mediante una
reduccion del flujo de agua al llegar al decantador. Los sélidos decantados se recogen
por la parte inferior del tanque mediante rasquetas de fondo situadas en un puente

movil. Al conjunto de los solidos decantados se les denomina lodos primarios.

2.2.1.3. Tratamiento secundario

El objetivo fundamental que se persigue con el tratamiento secundario es la
eliminacion de la materia orgdnica biodegradable, disuelta o coloidal, presente en el

agua residual. El proceso se lleva a cabo en dos etapas, una bioldgica y otra fisica.

Reactor bioldgico

Se fundamenta en la produccion de una masa activa de microorganismos capaz
de estabilizar un residuo por via aerobia. La biomasa que se desarrolla durante el
proceso esta constituida principalmente por microorganismos consumidores de materia
organica, fundamentalmente bacterias, hongos, algas y organismos predadores de los
anteriores, como protozoos, rotiferos, crustaceos y nematodos. La degradacion aerobia
se consigue manteniendo el agua residual saturada de oxigeno mediante el uso de
difusores o aireadores mecanicos que, a su vez, sirven para mantener el contenido del

reactor, también llamado licor mezcla, en un régimen de mezcla completa.
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Decantador secundario

Los soélidos procedentes del reactor biologico son separados del agua residual en
un decantador secundario de las mismas caracteristicas que el decantador primario.
Parte de esta materia solida, también llamada biosoélido, se recircula al reactor a fin de
mantener la concentracion deseada de organismos, mientras que otra es purgada del
sistema. Esta materia orgdnica constituida por biomasa (microorganismos vivos o0

muertos) recibe el nombre de lodos secundarios.

Cubas de cloracion

Consiste en una serie de tanques en los que se cloran las aguas procedentes de
los decantadores secundarios. Es el Unico tratamiento quimico que se realiza en las
estaciones depuradoras estudiadas, aunque este no se lleva a cabo usualmente, salvo que
las aguas depuradas vayan a ser reutilizadas para riego, conducciones industriales o

vertidas a zonas de rios donde se realizan tomas de agua para consumo humano.

2.2.2. Linea de lodos

Como consecuencia del proceso de depuracion de aguas residuales, se genera un
subproducto de naturaleza liquida, solida o semisélida que constituye el lodo. Una
gestion y tratamiento adecuado de los mismos es tan importante como el propio proceso

de depuracion de aguas.

Los lodos producidos en la linea de aguas son, en origen, un material liquido con
una concentracion de sélidos mas elevada que el agua residual de partida, y en ellos se
encuentran concentrados los contaminantes de la misma junto con parte de los posibles

reactivos utilizados y la biomasa generada en el reactor biologico.

Los lodos producidos en una estacion depuradora de aguas residuales
convencional con tratamiento bioldgico son: lodos primarios, producidos durante el
proceso de decantacion primaria; lodos secundarios, generados en el tratamiento

biologico y constituidos, fundamentalmente, por la biomasa producida en el proceso; y
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lodos mixtos, que corresponde a una mezcla de lodos primarios y secundarios generada

antes o después de la operacion de espesamiento.

Las operaciones a las que son sometidos los lodos en una estacién depuradora
van destinadas, como se ha comentado con anterioridad, a conseguir una estabilizacion
y reduccion de volumen de los mismos. Con tal objetivo, los lodos son sometidos en
primer lugar a un proceso de espesamiento que se lleva a cabo mediante gravedad, en el
caso de lodos primarios y mixtos, y por flotacion, en el caso de los lodos bioldgicos en
exceso. El proceso de espesamiento se realiza en tanques de decantacién convencionales
en los que el lodo, en el caso de espesamiento por gravedad, sedimenta y es recogido
mediante el uso de rasquetas, o es arrastrado hasta la superficie, en el caso de lodos

secundarios, mediante aire suministrado a presion.

Tras el proceso de espesamiento, los lodos (mezcla de primarios y secundarios)
pasan a un digestor en el que se realiza la digestion anaerobia de los mismos. La materia
organica contenida en el lodo, en un reactor completamente cerrado, en condiciones
anaerobias y por calefaccion, se convierte biologicamente en metano y dioxido de

carbono, consiguiendo asi la mineralizacion del fango.

Los lodos, una vez digeridos, son sometidos a un proceso de secado. Se utiliza
para ello un sistema de centrifugas o los denominados filtros banda, consistentes en dos
telas que se situan entre una serie de tornillos que permiten el tensado progresivo de las
mismas. De esta forma, el agua atraviesa la tela, primero por escurrido y posteriormente
por presion. En esta operacion se le afiade al fango un polielectrolito para aumentar su

consistencia.

El lodo obtenido, sigue teniendo un alto porcentaje de humedad, y por ello se
expone al sol extendiéndolo en grandes superficies de hormigén, y removiéndolo de
forma periodica.

2.3. Procedimiento de toma de muestras

La toma de muestras se llevé a cabo entre los meses de junio de 2004 y junio de

2005, numerandose en los capitulos siguientes del 1 al 63 correspondiendo las muestras
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numeradas del 1 al 21 al periodo comprendido entre el 21 de junio y el 29 de septiembre
de 2004; las muestras numeradas del 22 al 42 al periodo comprendido entre el 15 de
noviembre de 2004 y el 16 de febrero de 2005; y las muestras numeradas del 23 al 63 al

periodo comprendido entre el 14 de marzo y el 22 de junio de 2005.

Las muestras fueron tomadas cada dos semanas. De cada semana de muestreo se
seleccionaron tres dias que fueran representativos de la calidad del agua de entrada en la
depuradora, dos laborables (lunes y martes) y uno festivo (domingo). Cada dia se
tomaron muestras compuestas, obtenidas mediante mezcla de las alicuotas tomadas cada
hora mediante sistemas de muestreo automatico situados en la entrada (tras el desbaste)
y en la salida (tras la linea de cloracidon) de cada una de las depuradoras. Los sistemas de
muestreo automatico fueron programados para la toma de un volumen fijo de muestra a
la entrada de la depuradora y un volumen de muestra proporcional al caudal en la salida

de planta.
De cada muestra compuesta se separé un volumen de 2.5 L en frascos de vidrio

topacio y se transport6 al laboratorio de andlisis, donde se sometieron a las operaciones

de tratamiento.

3. METODOS DE ANALISIS QUIMICO DE LAS AGUAS
El conjunto de pardmetros de caracterizacion medidos en las muestras tomadas
puede clasificarse en base a su naturaleza y especificidad en la determinacion, segun la
siguiente distribucion:
a) Parametros no especificos: pH, solidos totales secados a 103-105 °C.
b) Parametros indicadores de la contaminacién organica: demanda quimica de
oxigeno (DQO) y demanda bioquimica de oxigeno tras cinco dias de

incubacion (DBOs).

¢) Formas nitrogenadas y fosfatadas: fosforo total y nitrogeno total Kjeldahl.
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d) Contaminantes organicos: aceites y grasas.

3.1. Parametros no especificos

Dentro de este grupo se engloban una serie de determinaciones analiticas que

dan una idea de la calidad de un agua.

3.1.1. pH

El pH mide la acidez o alcalinidad de un agua, siendo ttil en las plantas de
tratamiento de aguas residuales para la deteccion de vertidos incontrolados que puedan

afectar su funcionamiento.

El pH se determina potenciométricamente mediante medida del potencial
eléctrico que se crea en la membrana del electrodo de vidrio. Este potencial es funcion

de la actividad de los iones hidrogeno en ambos lados de la membrana.

3.1.2. Solidos totales secados a 103-105 °C

Los solidos son los materiales suspendidos o disueltos en aguas limpias y
residuales y pueden afectar negativamente a la calidad de un agua. El anélisis de solidos
es de gran importancia para el control de los procesos unitarios fisicos, quimicos y

biologicos de las aguas residuales.

Su medida se realiza filtrando la muestra bien homogeneizada a través de un
filtro estandar de fibra de vidrio de 0.45 um de tamafio de poro, y el residuo retenido en
el mismo se seca hasta peso constante a 103-105 °C. El aumento de peso del filtro

representa los solidos totales en suspension.

3.2. Parametros indicadores de la contaminacion organica

Para estimar el contenido en materia organica presente en las aguas residuales

analizadas, se han llevado a cabo determinaciones de la materia organica biodegradable

y no biodegradable presente en las muestras, dada como demanda quimica de oxigeno
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(DQO), y la determinacién de la fraccion de materia orgénica biodegradable, dada como

demanda bioquimica de oxigeno a los cinco dias de incubacion (DBOs).

3.2.1. Demanda quimica de oxigeno (DQO)

La demanda quimica de oxigeno se utiliza como una medida del equivalente de
oxigeno del contenido de materia organica de una muestra susceptible de oxidacién por

dicromato potasico.

Se trata la muestra a reflujo con el oxidante en un recipiente cerrado y medio
fuertemente acido durante un periodo de 2 horas. El exceso de oxidante se valora con
sal de Mohr. La cantidad de dicromato consumida durante la digestién es proporcional
a la materia orgadnica oxidable. Debe afadirse sulfato merclrico para evitar las
interferencias de los cloruros. Ademas, se anade sulfato de plata como catalizador, para

que reaccionen adecuadamente los compuestos organicos muy volatiles.

3.2.2. Demanda bioquimica de oxigeno (DBO)

La demanda bioquimica de oxigeno (DBO) de una muestra de agua representa la
cantidad de oxigeno, expresada en mg L', consumida por los microorganismos aerobios
presentes en el agua, para realizar la oxidacion biologica de las materias orgédnicas
biodegradables de ese agua. Es conveniente su evaluacion a los cinco dias de incubacion
(DBOs). De esta forma, su valor corresponde exclusivamente al consumo de materia
organica carbonada. Un mayor tiempo de incubacion podria dar lugar a un consumo

adicional de oxigeno debido a la oxidacion de la materia nitrogenada.

El método consiste en llenar con la muestra, hasta rebosar, un frasco hermético
de 250 a 300 mL, e incubarlo a 20 °C durante cinco dias. El oxigeno disuelto se mide
electroquimicamente antes y después de la incubacion, y la DBOs se calcula mediante la

diferencia entre el oxigeno disuelto inicial y el final.
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3.3. Formas nitrogenadas y fosfatadas

La presencia de nitrégeno y fosforo, en cantidades elevadas, en un agua residual
puede ocasionar problemas de eutrofizacién en los cauces receptores. El nitrogeno
organico y amoniacal se analizan conjuntamente mediante la determinacion del
parametro nitrogeno total Kjeldahl, termino que hace referencia a la técnica empleada

en su analisis.

El fésforo es esencial para el crecimiento de los microorganismos y puede ser el
nutriente limitador de la productividad primaria de un cuerpo en el agua. La descarga de
aguas residuales brutas o tratadas a un cauce receptor puede estimular el crecimiento de
micro o macroorganismos acuaticos fotosintéticos en cantidades anomalas. El fésforo

total se determina como ortofosfatos después de la mineralizacion de la muestra.

3.3.1. Nitrogeno total Kjeldahl

Como ya se ha indicado, el nitrogeno total Kjeldahl mide la suma del nitrégeno
organico y amoniacal. Entendiendo como nitrégeno organico aquel unido o enlazado en

el estado trinegativo de oxidacion.

Su determinacion se realiza mediante la mineralizacion de la muestra para la
transformacion del nitrégeno organico y amonio en sulfato amonico en presencia de
acido sulftrico, sulfato potdsico y un catalizador como sulfato mercurico.
Posteriormente el amonio formado se destila como amoniaco en medio alcalino, y se
absorbe en 4cido boérico o sulfurico. Finalmente se determina el amonio mediante

electrodo selectivo.

3.3.2. Fésforo total

El andlisis de fésforo incluye dos pasos generales: conversion de la forma

fosforada en ortofosfato disuelto y determinacion colorimétrica del ortofosfato.

La digestion de la muestra se lleva a cabo en medio acido sulfurico en presencia

de persulfato amonico. Posteriormente se lleva a medio alcalino con hidréxido sodico.
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Los ortofosfatos formados durante la  digestion se determinan
colorimétricamente con molibdato amonico. En condiciones &cidas el molibdato
amonico reacciona con el ortofosfato formando un heteropoliacido, el acido
molibdofosforico, que en presencia de vanadio, forma un complejo de color amarillo

cuya intensidad es proporcional a la concentracion de fosfato.

3.4. Contaminantes organicos

3.4.1. Aceites y grasas

Con el término “aceite y grasa” se denomina a cualquier material recuperado
como sustancia soluble en triclorotrifluoroetano. En €l se incluyen otros materiales
extraidos por el disolvente (tales como compuestos de azuftre, tintes organicos, y la
clorofila) y no volatilizados durante la prueba. Su medida es importante para el control
de los procesos biologicos de tratamiento de aguas residuales ya que, si se presentan en
cantidades excesivas, pueden interferir con los procesos aerobios y anaerobios y llegar a

reducir la eficacia del mismo.

Para su determinacion, el aceite o la grasa disuelta o emulsionada es extraida del
agua por contacto con el triclorotrifluoroetano. Posteriormente se destila el disolvente
de extraccion en un bafio de agua a 70 °C con ayuda de vacio. El aumento de peso del

matraz de destilacion representa la cantidad de aceite y grasa de la muestra.

4. METODOS MATEMATICOS EMPLEADOS EN LA INTERPRETACION
DE RESULTADOS

Para la interpretacion de los resultados experimentales se utilizaron algunas
herramientas estadisticas (Miller y col., 2002) muy ttiles en el esclarecimiento de
importantes poblaciones de datos como las generadas en este trabajo.

Los métodos estadisticos que a priori se podrian emplear serian el andlisis
estadistico elemental, y el andlisis estadistico multivariante (Cuadras, 1991). De los dos

tratamientos, el segundo es el que nos puede proporcionar una mayor informacion, ya
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que nos permite estimar modelos de comportamiento y reducir las dimensiones del

sistema de variables en juego.

El programa informatico para el tratamiento estadistico de los datos fue el Statistica

6.0 para Windows.

4.1. Analisis estadistico elemental

La forma maés eficaz de expresar los resultados de una medida analitica, siempre
que sea posible, es basandonos en el valor medio, que mide la tendencia central de la

poblacidn, y la desviacion estandar, tipica o normal, que mide su dispersion.

Entre las distintas formas de calculo del valor medio, la mas extendida es la
media aritmética (x ), o simplemente media, que se obtiene sumando todas las
mediciones y dividiendo por el numero realizado de las mismas (n). Expresado

matematicamente:

n

La dispersion de los datos numéricos es el grado con el que se extienden

alrededor de su valor. Las medidas de dispersion mas empleadas son:

- Amplitud total (A;) o recorrido. Es la diferencia entre el valor maximo y
minimo (Xmax-Xmin) de una serie de mediciones. Es un pardmetro estadistico
muy sencillo que solo depende de los valores extremos, sin utilizar los

valores intermedios.

- Desviacion estandar (s). Es la medida mas utilizada para describir la

dispersion de los datos con respecto al valor medio. Se define por la formula:

129



Meétodos experimentales y herramientas estadisticas

El cuadrado de la desviacion estdndar es una cantidad estadistica muy
importante conocida como varianza. La particularidad de este concepto estadistico
estriba en que la varianza de una suma o diferencia de cantidades independientes es

igual a la suma de varianzas.

Las nuevas variables obtenidas a partir de los datos originales, media y
desviacion estandar, se denominan datos tipificados o normalizados (z) y vienen dados

por la expresion:

=9
S

Resultando ser datos adimensionales y por ello independientes de las variables

empleadas.

El coeficiente de correlacion de Pearson, r, es la forma mdas extendida para
establecer la posible relacion lineal entre dos variables. Dicho coeficiente se calcula de

acuerdo a la expresion:

& (=% (- )
= —X) (5 - F)

r

El valor absoluto de r varia entre 0 y 1, aumentando el nivel de significacion
conforme r se aproxima a 1. El signo depende de que la correlacion sea positiva o

negativa.

4.2. Analisis estadistico multivariante

Con este andlisis se pretende encontrar una estructura interna de los datos

experimentales obtenidos no accesible a simple vista (Kendall, 1975; Mutragh, 1987).
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Para ello se emplearon analisis de correlacion y analisis factorial (Harmon, 1976;

Malinowsky, 1980).

4.2.1. Analisis de correlacion

Mediante este tratamiento, se persigue encontrar la relacion existente entre
variables. Para ello se obtiene la matriz de correlacion. Una matriz de correlacion
consiste en una tabla que representa el coeficiente de correlacion entre parejas de

variables. Sean variables X, X2, X3,...,Xp; 1a matriz de correlacion sera de la forma:

1 M) M3 T
751 1 Iy "
R= 1
1
T 70 T 1

La matriz R es simétrica, puesto que la correlacion entre las variables xi y X; es
la misma que entre x; y Xk (1 = rx). Ademas, los elementos de la diagonal son todos

unidad, puesto que corresponden a los coeficientes de una variable consigo misma.

El valor de los coeficientes de correlacion se sitia entre +1.00 y -1.00, indicando
el signo una relacidén positiva o negativa. Cuanto mas nos acerquemos a t 1.00, mas

fuerte sera la relacion entre las variables. Para muestras medioambientales, como son las

que se tratan en este estudio, coeficientes mayores que |0.6| se toman como

significativos de correlacion entre variables.
4.2.2. Analisis factorial
Una vez construida la matriz de correlacion de datos, para buscar las

asociaciones entre las variables se realiza un analisis factorial. Con este tratamiento se

pretende conseguir una serie de variables latentes, combinaciones lineales de las
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variables puestas en juego, de tal modo que permitan explicar la variabilidad del sistema

en funcidn de las nuevas variables.

Cada una de estas nuevas variables, ahora llamadas factores, tendra una
significancia en funcion del porcentaje de varianza explicada por cada uno de ellos y de
la participacion de las variables originales en los mismos. Esto se calcula mediante un
procedimiento iterativo que nos define los autovalores de la matriz, los autovectores
asociados, las varianzas interpretadas por cada uno de ellos, sus factores de carga y las
coordenadas de cada una de las observaciones, todos estos datos en funcion de los

factores seleccionados.

Con ello, cada una de las M variables (x;) queda interpretada en funcion de los

componentes principales obtenidos (F, F,, F3, ...) en la forma:

x;=aF  +bF, +¢;F3 + ...

Siendo a;, b;, ci, ... los factores de carga de los factores F; para la variable 1.

Por tltimo, se realiza la rotacion de los ejes, por el método normal Varimax, con
el objeto de proporcionar una nueva situacion de los mismos que permita una
representacion mas sencilla. Asi, se obtienen los varivalores o varivectores, en los que

las variables originales participan de forma mas evidente.

Este tipo de andlisis nos permite la representacion de mapas de posicion de las
variables (determinaciones analiticas) y mapas de posicion de casos (EDARs
muestreadas y puntos de muestreo), donde se representan cada uno de los pardmetros y

muestras, respectivamente, en funcion de los factores seleccionados.
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OPTIMIZACION Y VALIDACION DE LA
METODOLOGIA APLICADA AL ANALISIS DE
PRINCIPIOS ACTIVOS FARMACOLOGICOS

En este capitulo se describen detalladamente los ensayos realizados para la optimizacion de la

metodologia aplicada al analisis de los principios activos farmacoldgicos, y para la validacion del método

optimizado.









CAPITULO 4

1. INTRODUCCION

La optimizacion de la metodologia aplicada al analisis de principios activos
farmacologicos se realizo sobre las dos etapas fundamentales en las que se divide el

procedimiento analitico: extraccion en fase solida y determinacion cromatografica.

La optimizacion del tratamiento de muestras se realizd, siguiendo las
recomendaciones bibliograficas (Rodriguez y col., 2003; Ahrer y col., 2001), mediante
estudios de recuperacion llevados a cabo con distintos eluyentes y a distintos valores de
pH de muestra. Ademas, se realizo una optimizacion del volumen de muestra empleado

en la etapa de extraccion.

La optimizaciéon de las condiciones cromatograficas se realizo, tras la eleccion
de la columna cromatografica, atendiendo a la composicion de la fase movil y a las

condiciones de deteccion ultravioleta por fila de diodos (DAD) y fluorescente (FL).

2. OPTIMIZACION DEL PROCESO DE EXTRACCION

La optimizacion del procedimiento de extraccion y preconcentracion de los
analitos se realizd modificando tres factores en la etapa de extraccion: disolvente

empleado en el proceso de elucion, volumen de muestra y pH de la muestra.

Se siguid un procedimiento de optimizacion en el que se fijaron dos parametros
de extraccion variandose el restante, eligiendo asi las condiciones Optimas para cada

uno de ellos.

La optimizacion se realizd sobre muestras de agua residual tratada, previamente
filtrada a 0.45 pm y dopadas a 5 pug L' con una disolucion patron de los principios
activos seleccionados. No se realizd clean-up de la muestra y la determinacion de los

mismos se llevo a cabo por HPLC-DAD-FL.
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2.1. Seleccion de los cartuchos de extraccion

Son varios los rellenos que se emplean para la extraccion de principios activos
farmacologicos en muestras medioambientales (Tabla 4.1). De todos ellos, son los
rellenos poliméricos los que presentan una mayor capacidad de retencion simultanea de
compuestos acidos, basicos y neutros, incluso a pH neutro (Weigel y col., 2004). De
estos, los rellenos Oasis HLB son los que presentan una mayor facilidad de manejo, no
siendo necesario un ajuste del pH de la muestra para llevar a cabo la extraccion de los
farmacos seleccionados. Varios autores los emplean para la extraccion de este tipo de
analitos, previa a la determinacién cromatografica (Carballa y col., 2004; Rodriguez y

col., 2003; Weigel y col., 2004).

Siguiendo las recomendaciones bibliograficas, se seleccionaron los cartuchos de
extraccion empaquetados con fase sélida polimérica Oasis HLB. Esta consiste en un
copolimero con balance hidrofilico-lipofilico, de fase reversa, constituido por N-
vinilpirrolidona (hidrofilica) y divinilbenceno (lipofilico). El grupo hidrofilico aporta
una buena capacidad humectable a la resina, mientras que el grupo lipofilico produce la
retencion en fase reversa de los analitos. Ademas, es estable para todo el rango de pH

(Camel, 2003).

El formato mas empleado para la determinacion de este tipo de contaminantes
traza en muestras medioambientales es el cartucho de extraccion de 3 mL de capacidad
con 60 mg de relleno Oasis HLB, obteniéndose buenas recuperaciones para los analitos
de interés (Gonzalez-Barreiro y col., 2003; Carballa y col., 2004; Rodriguez y col.,
2003), por lo que se selecciono este formato para llevar a cabo la extraccion simultanea

de los analitos.

2.2. Optimizacion del disolvente empleado en la etapa de elucion

Para la optimizacion de proceso de elucion se probaron cuatro disolventes:

acetato de etilo, acetona, metanol y hexano.
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Se tomaron doce porciones de 1000 mL de agua residual tratada y se filtraron a
0.45 wm. Posteriormente las muestras fueron dopadas con los principios activos

farmacologicos estudiados a una concentracion de 5 ug L

No se realizé un ajuste de pH, manteniendo la muestra al pH habitual en las

aguas residuales (6.5-8.0).

Las doce muestras dopadas se dividieron en cuatro grupos de tres muestras cada
uno, realizando los ensayos de eluyente por triplicado. Las muestras se sometieron al
proceso de extraccion que se describira en el apartado 4.3 del presente capitulo,
obviando la etapa de clean-up. Como disolventes para el acondicionamiento se
emplearon 3 mL de metanol y 3 mL de agua. De modo previo, los cartuchos fueron
lavados con 3 mL de eluyente empleado en cada caso con el fin de eliminar las
impurezas y el aire presentes de los intersticios de la fase sélida. A continuacion se
pasaron las muestras a través del cartucho. La elucion se realizo tras la carga de la

muestra con tres porciones de 1 mL del disolvente empleado en cada caso.

Las recuperaciones obtenidas empleando n-hexano como eluyente fueron
inferiores al 2 %. No obstante, se observo la elucion de ciertos componentes, de cardcter
hidrofobico, habitualmente presentes en las aguas residuales y que actian como
interferentes en la determinacion cromatografica. Por ello, se decidi6 el uso de n-hexano

durante la etapa de clean-up de la muestra.

La Figura 4.1 muestra las recuperaciones obtenidas empleando acetato de etilo,
acetona y metanol como eluyentes en el proceso de extraccion en fase solida. Las
recuperaciones obtenidas en el caso del paracetamol fueron inferiores al 10 % en todos
los casos, por lo que no se incluyd en esta grafica. Esto puede ser debido a su
solubilidad en agua, lo que limita su capacidad de retencién en los rellenos en fase

reversa (Weigel y col., 2004).

Los disolventes acetona y acetato de etilo mostraron recuperaciones similares
para los compuestos cafeina, ibuprofeno y ketoprofeno, mientras que el resto de
componentes farmacéuticos presentaron recuperaciones ligeramente superiores cuando

se emplea acetato de etilo como eluyente (Figura 4.1). Las recuperaciones obtenidas con
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el uso de metanol en la etapa de elucion fueron ligeramente inferiores a aquellas

obtenidas con otros disolventes.

Figura 4.1.
Optimizacion de la naturaleza del disolvente empleado en la elucion durante el

proceso de extraccion en fase solida (n =3)
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2.3. Optimizacion del volumen de muestra

El volumen de muestra a tratar se selecciond, teniendo en cuenta las
recomendaciones bibliograficas (Tabla 4.1), de modo tal que satisficiera los
requerimientos de preconcentracion exigidos para llevar a cabo la determinacion con la
sensibilidad adecuada, sin que por ello repercutiera negativamente en la velocidad de
extraccion debido a efectos de colmatacion del cartucho. La optimizacion del volumen
de muestra se realizd empleando muestras de influente y efluente de una estacion
depuradora de aguas residuales.

Se tomaron volimenes de muestra de 200, 500 y 1000 mL previamente filtradas
a 0.45 um y dopadas a 5 ug L™ con los principios activos farmacolégicos seleccionados.

Los ensayos se realizaron por triplicado.
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Se procedi6 al tratamiento de las muestras empleando acetato de etilo en la etapa

de elucion y no se modifico el pH de la muestra.

En todos los casos, los compuestos seleccionados presentaron recuperaciones
similares. Sin embargo, el uso de 200 mL de muestra influente y efluente y 500 mL de
muestra efluente proporciond factores de enriquecimiento bajos, no permitiendo la

correcta determinacion de los analitos.

Se opto6 por realizar la extraccion de un volumen de 500 mL en el caso del agua

residual influente y 1000 mL en el caso de muestras de agua residual efluente.

2.4. Optimizacion del pH de 1a muestra

La influencia del pH de la muestra durante el proceso de extraccion se estudio a

tres niveles de pH: 2, 7.5 y 12.

Los ensayos se realizaron por triplicado sobre porciones de 1000 mL de agua
residual tratada, previamente filtrada a 0.45 um y dopadas a 5 ug L™ con los principios

activos estudiados. El disolvente empleado en la etapa de elucion fue acetato de etilo.

El ajuste a pH 2 y pH 12 se realizd con 4cido clorhidrico concentrado e
hidréxido sodico, respectivamente. No se llevo a cabo ajuste de pH en el caso de las

muestras tratadas a pH 7.5.

La Figura 4.2 muestra las recuperaciones obtenidas para valores de pH 2y 7.5.
Las muestras ajustadas a pH basico (pH 12) presentaron problemas de colmatacion de
los cartuchos durante el proceso de carga, presumiblemente debido a la precipitacion de
hidroxidos metélicos formados a elevados valores de pH, motivo por el que dichos

resultados no estan incluidos en esta grafica.
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Figura 4.2.

Influencia del pH de la muestra en el proceso de extraccion en fase solida (n=3)
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A excepcion de la cafeina, se observd que el trabajo a pH acido produce una
disminucién en las recuperaciones obtenidas para todos los principios activos,

acentuandose dicho efecto en el caso del ibuprofeno.

3. OPTIMIZACION DE LA SEPARACION Y DETECCION
CROMATOGRAFICA

La optimizacion de las condiciones cromatograficas se realizd6 empleando
mezclas patron de los fdrmacos seleccionados. Se tuvieron en cuenta dos aspectos:
optimizacion de la separacion de los picos cromatograficos, operando sobre la
composicion de la fase movil; y la optimizaciéon de los parametros sensibilidad y

selectividad, operando sobre las condiciones de deteccion.
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3.1.  Eleccion de la columna cromatografica

En los datos recogidos en la bibliografia para la determinacion de principios
activos farmacolégicos en muestras medioambientales, presentados en la Tabla 4.1, se
observa que en la mayoria de los casos se emplean columnas de octadecilsilano. Se optd
por una columna de estas caracteristicas para llevar a cabo la separacion cromatografica.
Ademéds, a fin de evitar tiempos cromatograficos altos y pese a la complejidad de la
muestra, se prefirio una longitud de columna de 12.5 cm frente a la columna de 25 cm.
La columna seleccionada fue la LichroCART con relleno LiChrospher” 100 RP-18 de
12.5 cm de longitud, 4 mm de didmetro interno y 5 um de tamano de particula. Los
cromatogramas de una disolucion de patrones obtenidos al utilizar esta columna tanto
con deteccion UV-DAD como FL se presentan en las Figuras 4.3 y 4.4. En las Tablas
4.2,4.3 y 4.4 se recogen las condiciones cromatograficas empleadas en la obtencion de

ambos cromatogramas.

3.2.  Optimizacion de la composicion de la fase mévil

En la mayoria de los casos (Tabla 4.1) la determinacion de principios activos
farmacolodgicos en muestras medioambientales se realiza empleando fases moviles
constituidas por una soluciéon acuosa de una sal o tampdn y distintas proporciones de un

modificador organico, generalmente acetonitrilo o metanol.

Durante la primera parte del gradiente, en la que hay un porcentaje elevado de
agua, la polaridad de la fase movil es alta. De esta manera se consigue eluir, sin que

solapen con los analitos, posibles interferentes que tengan una elevada polaridad.

En primer lugar se eluye el paracetamol y en ultimo el ibuprofeno. El resto de
los compuestos estudiados se eluye en orden decreciente de polaridad, esto se consigue
empleando una fase moévil polar, con un alto contenido acuoso, para ir posteriormente
disminuyendo esta polaridad introduciendo en el sistema distintas proporciones de

modificador orgénico.
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Las disoluciones acuosas que se emplean generalmente en cromatografia liquida
son tampones de fosfato y acetato, empleando fosfato para rangos de pH de 2.0-3.5 o
6.0-8.0 y disoluciones de acetato para rangos de pH de 3.5-6.0. El pH seleccionado
para la fase moévil fue 4.5. Sin embargo, se empled una disolucion de fosfato potésico
monobadsico ya que, pese a que no estd recomendado para dicho valor de pH, el acetato
presenta absorcion en torno a 220 nm, con lo que interferiria en la determinaciéon de

ibuprofeno, que presenta su maximo de absorcion en dicho valor de longitud de onda.

Para la seleccion del modificador organico empleado en la fase movil se
probaron varias mezclas de metanol:agua y acetonitrilo:agua en distintas proporciones,

con una concentraciéon 50 mM en dihidrogenofosfato potasico en la fase acuosa.

Se observo que el elevado poder eluyente que presenta el acetonitrilo hace que
los componentes mas polares (paracetamol y cafeina) se eluyan muy cerca del tiempo
muerto. Sin embargo, el uso de metanol como modificador orgénico estd limitado a la
determinacion de analitos con absorcion en el ultravioleta por encima de 250 nm debido

a que el metanol presenta absorcion a longitudes de onda inferiores a 240 nm.

Se optd por emplear una composicion de fase movil consistente en una mezcla
de disolucion acuosa 50 mM de dihidrogenofosfato potdsico con una pequefia
proporciéon de metanol, para posteriormente cambiar el modificador a acetonitrilo y
completar el proceso de elucion. Las mejores resoluciones se obtienen con el gradiente
que se presenta en la Tabla 4.2. El flujo fue, durante toda la elucion cromatografica, de

1 mL min™".

Los cromatogramas obtenidos para una mezcla patron de los farmacos
seleccionados en las condiciones de gradiente 6ptimas se muestran en las Figuras 4.3 y
4.4. En la Tabla 4.3 se muestran el orden de elucion, los tiempos de retencion y la

identificacion de los picos cromatograficos de las Figuras 4.3 y 4.4.
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Tabla 4.1.

Metodologias analiticas empleadas en la determinacion de farmacos en muestras medioambientales

Tratamiento de la muestra

Determinacion cromatografica

Matriz (HPLC) Referencia
Pretratamiento Método de extraccion Vinuestra Eluyente Columna Fase movil
Aguas residuales Filtracion a 0.45 um y acidificacion a SPE con 60 mg de OASIS HLB 250 mL AcOEt Crs MeOH—AgN / ac. Gonzalez-Barreiro y col.,
pH2 Formico 2003
Sedimentos de rio No publicado Ultrasonido seguido de limpieza por SPE con - Acetona Cis AcN / AcONH; Loffler y Ternes, 2003
OASIS MCX
Aguas residuales y Filtracion a 0.45 um y ajuste de pH a 7- SPE con Isolute Cjg 1000 mL MeOH Cis AcN / AcONH; Ternes y col., 2001
superficiales 7.5
Aguas residuales y Filtracién a 0.7 um y acidificacién a pH SPE con LiChrolut® EN 1000 mL Acetona y Cis AcOH / ac. Férmico Farré y col., 2001
superficiales 2 MeOH
Aguas residuales y Filtracién a 0.45 pum y acidificacion a SPE con StrataX 1000 mL MeOH Cis MeOH / AcONH; Hilton y Thomas, 2003
superficiales pH3
Aguas residuales Filtracion a 0.45 um y acidificacion a SPE con LiChrolut® 100 RP-18 500 mL MeOH Cis AcN-MeOH / AcNH; Miao y col., 2002
pH2
Agua superficiales Acidificacion a pH 2 SPE con 500 mg de Bondesil ODS 500 mL MeOH Cis MeOH / AcNH; Abhrer y col., 2001
Aguas residuales Filtracion a 0.45 um SPE con 60 mg de Oasis HLB 500 mL AcOEt Cromatografia gaseosa Carballa y col., 2004
Aguas residuales Filtracion a 0.45 um y acidificacion a SPE con 60 mg de Oasis HLB 500 mL AcOEt Cromatografia gaseosa Rodriguez y col., 2003

pH 2-2.5

SPE: Extraccion en fase solida

AcOEt: Acetato de etilo

MeOH: Metanol
AcN: Acetonitrilo

Vinuestra: Volumen de muestra
AcONH;: Acetato de amonio

AcNH;: Acetilamina
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Figura 4.3.

Cromatograma UV-DAD de una mezcla patron de 2 pug mL" en paracetamol y

naproxeno, S Ug mL™" en cafeina, carbamacepina y ketoprofeno y 15 pg mL™" en

ibuprofeno y diclofenaco (1, paracetamol; 2, cafeina; 3, carbamacepina; 4,

Absorbancia

-0,05

ketoprofeno; 5, naproxeno; 6, diclofenaco; 7, ibuprofeno)

0,55
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Figura 4.4.

Cromatograma FL de una mezcla patron de 2 pug mL" en naproxeno y 15 ug mL™"

1 FI (mV)

en ibuprofeno (5, naproxeno; 7, ibuprofeno)
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Tabla 4.2.
Condiciones cromatograficas optimas para la determinacion de los farmacos

seleccionados en muestras de aguas residuales

Columna 125x4 mm LiChrospher” 100 RP-18

Eluyentes A: Metanol
B: Acetonitrilo
C: Disolucion acuosa 50 mM en dihidrogenofosfato potasico

Gradiente Tiempo (min) A (%) B (%) C (%)

0 15 0 85
4.5 15 0 85
12.5 0 20 80
18.0 0 25 75
27.0 0 45 55
45.0 0 45 55

Tabla 4.3.

Orden de elucion, tiempos de retencion e identificacion de picos para los

cromatogramas de las Figuras 4.3y 4.4

Cromatograma UV-DAD (Figura 4.3)

n° de pico Tiempo de retencion (min)  Farmaco

1 4.45 Paracetamol

2 12.24 Cafeina

3 25.04 Carbamacepina
4 26.24 Ketoprofeno

5 27.47 Naproxeno

6 30.72 Diclofenaco

7 33.70 Ibuprofeno

Cromatograma FL (Figura 4.4)

5 28.09 Naproxeno
7 34.33 Ibuprofeno

3.3. Optimizacion de las condiciones de deteccion

La determinacion de los farmacos estudiados se llevd a cabo empleando
detectores UV-DAD y FL programable situados en linea. El detector ultravioleta de fila

de diodos permitio la obtencion del espectro de cada uno de los picos (Figuras 4.5 a

145



Optimizacion y validacion de la metodologia aplicada al andlisis de farmacos

4.11) y la determinacion de cada uno de los analitos a la longitud de onda de méxima
absorcion, a excepcion de diclofenaco que se determind a 220 nm. En el caso de los
farmacos ibuprofeno y naproxeno, con propiedades fluorescentes, su presencia en las
aguas residuales fue confirmada comparando los niveles de concentracion encontrados
con el detector de diodos en fila, con los medidos en el detector de fluorescencia

programable.

Los analitos fueron identificados comparando los tiempos de retencion en los
cromatogramas de patrén y muestra. Para confirmar la identificacion, se comparé el
espectro ultravioleta de los picos en el cromatograma de muestra, con el espectro del
pico correspondiente en el cromatograma obtenido para una disolucion estdndar de

patrones.

Las longitudes de onda de absorcion (UV-DAD) y de excitacion y emision (FL)

empleadas para cada farmaco se muestran en la Tabla 4.4.

Figura 4.5.

Espectro de absorcion ultravioleta de la cafeina

Cafeina
1 -
0,8 -
©
e 0,6 1
c
©
2
2
e} 0’4 T
<
0,2
0 T T T T T 1

200 250 300 350 400 450 500
Longitud de onda (nm)
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Absorbancia

Absorbancia

Figura 4.6.

Espectro de absorcion UV de la carbamacepina

0,8 A

0,6

0,4

0,2 -

Carbamacepina

200

250 300 350 400 450 500
Longitud de onda (nm)

Figura 4.7.

Espectro de absorcion ultravioleta del diclofenaco

Diclofenaco
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0,8 -

Absorbancia

Absorbancia

Figura 4.8.

Espectro de absorcion ultravioleta del ibuprofeno
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Figura 4.9.

Espectro de absorcion ultravioleta del ketoprofeno
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Absorbancia

Absorbancia

Figura 4.10.

Espectro de absorcion ultravioleta del naproxeno

Naproxeno
1 -
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Figura 4.11.
Espectro de absorcion ultravioleta del paracetamol
Paracetamol
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Tabla 4.4.
Longitudes de onda de absorcion (UV-DAD) y excitacion y emision (FL) empleadas

en la deteccion de principios activos farmacolégicos

UV-DAD
A absorcion
Cafeina 273
Carbamacepina 285
Diclofenaco 220
Ibuprofeno 220
Ketoprofeno 258
Naproxeno 231
Paracetamol 245
FL

A excitacion A emision
Ibuprofeno 254 290
Naproxeno 231 420

3.4. Comparacion de los resultados obtenidos por los detectores DAD y FL.

Para asegurar la calidad de los resultados obtenidos en este trabajo, se realizo la
comparacion entre los resultados obtenidos por el detector UV-DAD vy por el detector
FL. Esta comparacién se realiz6 mediante una prueba de comparacion de medias

experimentales.

La comparacion de medias se basa en aceptar la hipotesis nula de que ambos
detectores proporcionan el mismo resultado o, lo que es lo mismo, que la diferencia
entre ambas medidas analiticas (x;-X;) no difiere significativamente de cero. Si las dos
muestras tienen desviaciones estandar que no son significativamente diferentes, se
puede realizar una estimacion conjunta de la desviacion estandar, s, a partir de las dos

desviaciones estandar individuales s; y s, (Miller y Miller, 2002).

Para probar si es significativa la diferencia entre dos varianzas muéstrales, se

emplea el estadistico F, calculandolo mediante la expresion:
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Donde s; y s; se disponen de modo que F sea siempre >1. El numero de grados

de libertad son en este caso nj-1 y np-2, respectivamente. Si el valor calculado de F

supera el valor critico (obtenido mediante tablas) entonces se rechaza la hipotesis nula.

Para la verificacion de la hipotesis nula se tomaron cinco muestras de agua

influente y cinco de agua efluente y se analiz6 por triplicado el contenido en ibuprofeno

y naproxeno empleando el método optimizado. La Tabla 4.5 recoge los resultados

obtenidos para ambos farmacos, mediante los detectores de UV-DAD y FL.

De modo previo, se comprobd que las dos medidas no presentan desviaciones

estandar significativamente diferentes, calculando el valor del estadistico F (Tabla 4.6).

Tabla 4.5

Concentraciones obtenidas mediante detectores UV-DAD y FL para diez muestras

de aguas residuales influentes y efluentes de EDARSs de la ciudad de Sevilla

Concentracion de naproxeno(ug L™)

Muestra Influente Efluente
UV-DAD FL UV-DAD FL
1 4,16 = 0.06 3.95+£0.12 2,46 +0.03 2.42£0.06
2 4,36 +£0.07 420=+0.11 1,65+0.03 1.71 £0.05
3 2,66 +0.07 2.63 £0.05 4,65+0.03 4.59 £0.05
4 5,59 +£0.07 5.65+0.12 1,38 £0.03 1.30 £ 0.06
5 5,60 £ 0.07 545+0.11 1,50 £ 0.03 1.48 £0.06
Concentracion de ibuprofeno (ug L™)
Influente Efluente
UV-DAD FL UV-DAD FL
1 25,20+ 0.20 25.53+0.11 <1.60 <0.41
2 16,74 £ 0.20 17.00 £0.14 4,34+ 0.09 4.19+0.07
3 36,05+ 0.24 36.12 £0.21 19,13+ 0.12 19.32+0.13
4 74,74 £ 0.42 75.02 +£0.26 <1.60 <0.41
5 5,34 £0.10 5.19+0.11 <1.60 <0.41

151



Optimizacion y validacion de la metodologia aplicada al andlisis de farmacos

Tabla 4.6

Resultados obtenidos para el estadistico F

Muestra F catcutada (Influnte) F catculada (Efluente)
Naproxeno Ibuprofeno Naproxeno Ibuprofeno
1 4,00 3,31 4,00 -
2 2,47 2,04 2,78 1,65
3 1,96 1,31 2,78 1,17
4 2,94 2,61 4,00 -
5 2,47 1,21 4,00 -2

? resultado no calculado

Los grados de libertad en ambos casos son 2, por lo que en una prueba de
Fischer de dos colas, el valor del estadistico F tabulado es 38.51. Ello indica que no hay
una diferencia significativa en los valores de desviacioén estandar, por lo que se puede
realizar la prueba de comparacion de medias empleando una desviacidon estandar

combinada.

La expresion para calcular el valor del estadistico t tiene la forma

donde s se calcula a partir de la expresion

(n, _1)'S12 +(n, —1)-s22

(n, +n, =2)

2
S =

y t tiene n; + ny — 2 grados de libertad.

Los resultados para el estadistico t se muestran en la Tabla 4.7.
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Tabla 4.7

Resultados obtenidos para el estadistico t

Muestra t calculada (Influente) t calculada (Efluente)
Naproxeno Ibuprofeno Naproxeno Ibuprofeno
1 2,71 2,50 1,03 -
2 2,13 -1,84 -1,78 -2,28
3 0,60 -0,38 1,78 -1,86
4 -0,75 -0,98 2,07 -
5 2,04 1,75 0,52 -

? resultado no calculado

El niimero de grados de libertad es 4. Para un nivel de confianza del 95 % el

valor tabulado del parametro t es 2.78, por lo que se comprueba que el valor de

tcalculado

es en todos los casos inferior al valor de tupuado ¥ 1a hipotesis nula se toma como cierta.

4. METODOLOGIA ANALITICA EN LA DETERMINACION DE
FARMACOS EN MUESTRAS DE AGUAS RESIDUALES

Para llevar a cabo la determinacién de farmacos en muestras de aguas residuales
se siguio, previa seleccion de los principios activos, un procedimiento basado en la
extraccion y preconcentracion de las muestras mediante extraccion en fase solida y
posterior determinaciéon mediante cromatografia liquida de alta resoluciébn con

detectores ultravioleta de fila de diodos y fluorescente.
4.1. Principios activos farmacologicos
Los principios activos farmacologicos estudiados fueron los farmacos

antiinflamatorios diclofenaco, ibuprofeno, ketoprofeno, naproxeno y paracetamol, el

antiepiléptico carbamacepina y el estimulante nervioso cafeina.
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4.2. Materiales y reactivos

A continuacion se presentan los reactivos y disolventes empleados asi como los
instrumentos y equipos necesarios para la determinacion de farmacos por el método
propuesto.

4.2.1. Material e instrumentacion

Kitasato 1000 mL.

- Embudo aleman de 12 cm de diametro.

- Embudo biichner.

- Papel de filtro Albet (nimero 305).

- Papel de filtro Albet (20 — 25 um de tamaiio de poro).

- Papel de filtro Albet (7 — 11 um de tamafio de poro).

- Filtros Whatman de fibra de vidrio de 47 mm de diametro y 0.45 um de

tamafio de poro.

- Equipo de filtracion (Supelco).

- Equipo de extraccion en fase solida consistente en un distribuidor de vacio
de 20 puertos equipado con tubos de teflon para la carga de elevados
volumenes de muestra (Waters) y soporte de teflon para viales de recogida

de muestra.

- Cartuchos de extraccion de 3 ml empaquetados con 60 mg de relleno Oasis

HLB (Waters).
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Bomba de vacio (Millopore).

Tubos de centrifuga de 10 mL.

Sistema de evaporacion por corriente de nitrogeno.

Equipo de ultrasonido

Balanza analitica de 0,1 mg de precision (Sartorius).

Filtros de Nylon de 47 mm de diametro y 0.45 um de tamafio de poro
(Teknokroma).

Jeringas estériles de polipropileno de 1mL (Acofarma).

Viales de vidrio con tapon roscado de 5 mL.

Discos de microfiltracion de 10 mm de diametro y 0,45 pum de poro

(Teknokroma).

Equipo de agua Milli-Q compuesto por un sistema de resinas

intercambiadoras (Millipore Milli Q).

Micropipetas graduables de 2-20 puL, 10-100 pL y 100-1000 pL.

Pipetas graduadas de 1 y 5 mL.

Cromatoégrafo liquido de alta resolucion (Merck Hitachi) modelo D-7000,
compuesto por una bomba (Merck Hitachi) modelo L-7100, un detector UV-
DAD (Merck Hitachi) modelo L-7455 y un detector de fluorescencia
programable (Merck Hitachi) modelo L-7485 en disposicion en linea. El
inyector fue de tipo Rheodyne (Coati) modelo 77251 con un bucle de muestra
de 20 pL. La columna cromatografica fue una LichroCART con relleno

LiChrospher” 100 RP-18 (125 x 4 mm de diametro interno) con particulas de
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relleno de 5 um de tamafio (Merck). Para salvaguardar la columna se instala
una precolumna LiChroCART 4-4 LiChrospher 100 RP-18, con particulas de

relleno de 5 um de tamafio.
Todo el material volumétrico empleado en las operaciones metodologicas para
este tipo de determinaciones se lavod repetidas veces con agua desionizada de calidad

Milli-Q y se trato con los disolventes empleados en la extraccion.

4.2.2. Reactivos

Metanol HPLC gradient quality (Romil Ltd.).

- Acetonitrilo HPLC gradient quality (Romil Ltd.).

- n-Hexano de calidad HPLC preparativa (Panreac).

- Acetato de etilo de calidad HPLC preparativa (Panreac).

- Acetona de calidad para analisis (Panreac).

- Dihidrégeno fosfato potasico de calidad para andlisis (Panreac).

- Nitrogeno N-50 (Alpha gaz).

- Helio N-50 (Alpha gaz).

- Agua desionizada.

4.2.3. Disoluciones patron y blanco de reactivos

Los principios activos carbamacepina, diclofenaco, ibuprofeno, ketoprofeno,

naproxeno y paracetamol (entre el 97 y 100 % de pureza) fueron suministrados por

Sigma-Aldrich. La cafeina fue suministrada por Merck.
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Las disoluciones madre de 500 pug mL"' de los siete farmacos seleccionados
fueron preparadas en metanol y conservadas en frigorifico a 4 °C. Las disoluciones de
trabajo de 50 ug mL™" fueron preparadas diariamente por dilucion de las disoluciones
madre con metanol. Las disoluciones patron fueron preparadas por mezcla de las

disoluciones de trabajo en metanol.

El blanco de reactivos se prepard siguiendo el procedimiento de extraccion

descrito en el apartado 5.3 sin llevar a cabo la carga de muestra.

4.3. Descripcion de la metodologia propuesta

En base a la revision bibliogréfica realizada y los farmacos seleccionados, se
propuso una metodologia para la determinacion de los farmacos de interés en muestras
de aguas residuales. El método se basé en una separacion y concentracion de los
analitos mediante extraccion en fase soélida, seguido de su determinacion por
cromatografia liquida de alta resolucion con detectores ultravioleta de fila de diodos

(UV-DAD) y de fluorescencia programable (FL).
El procedimiento seguido se detalla a continuacion:
Tratamiento previo de las muestras
- Filtrar por gravedad un volumen superior a 500 mL de agua bruta (1000 mL
de agua tratada) a través de un papel de filtro Albet nimero 305 previamente

lavado con agua desionizada.

- Recoger el filtrado en un kitasato y filtrar a vacio a través de un filtro de 20

—25 um de tamafo de poro previamente lavado con agua desionizada.

- Recoger el filtrado y pasar a través de un filtro de 7 — 11 um de tamafio de

poro previamente lavado con agua desionizada.
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Recoger el filtrado en un kitasato y volver a filtrar a través de un filtro de
fibra de vidrio de 0.45 um de tamaio de poro, previamente lavado con agua

desionizada.

Trasvasar el filtrado a un matraz de 500 mL (1000 mL en el caso del agua
tratada) llegando hasta el enrase y conectar los tubos de teflon para la carga

de altos volumenes de muestra.

Extraccion en fase solida

Acondicionar los cartuchos, situados en el distribuidor de vacio, haciendo
pasar por gravedad alicuotas de 3 mL de acetato de etilo, metanol y agua

desionizada de modo consecutivo.

Conectar los tubos de teflon para la carga de altos volimenes de muestra a

los cartuchos y conectar la bomba.

Hacer pasar la muestra a un flujo aproximado de 15 mL min.

Desconectar los tubos de teflon de los cartuchos.

Lavar el absorbente cargado con la muestra con 3 mL de una mezcla
metanol:agua (95:5) y 3 mL de n-hexano a un flujo aproximado de 3 mL

.1 ;
min~ con ayuda de vacio.

Colocar los tubos de centrifuga en el soporte de teflon para viales del

distribuidor de vacio. Situar el soporte dentro del distribuidor de vacio.

FEluir el contenido de los cartuchos con 3 alicuotas de 1 mL de acetato de

etilo a un flujo aproximado de 1 mL min™'. Emplear vacio si es necesario.

Recoger el extracto en los tubos de centrifuga y evaporar a sequedad

aplicando corriente de nitrogeno.
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- Disolver el extracto seco en 500 uL de metanol empleando ultrasonido.

Determinacion cromatogrdfica de farmacos en aguas residuales

- Microfiltar el extracto obtenido en la etapa de extraccidon, y recoger en un
vial de 5 mL, empleando discos de microfiltraciéon de 10 mm de diametro y

de 0.45 um de tamafio de poro.

- Inyectar la muestra microfiltrada en el cromatografo. Previamente a este
paso, la fase movil ha debido ser microfiltrada a 0.45 um con filtros de nylon
y burbujeada con helio durante 15 minutos para eliminar el posible gas
disuelto. Asi mismo, se ha debido esperar el tiempo necesario para obtener

una buena linea base.

Cdlculo y expresion de resultados

La cuantificacion de las concentraciones de farmacos en las muestras de
influentes y efluentes de EDARs se realizd por calibracion externa, expresandose los

resultados en pg L' de muestra.

5. VALIDACION DE LA METODOLOGIA PROPUESTA

La definicion ISO de validacion aplicada a los métodos analiticos podria
interpretarse como el proceso mediante el cual queda establecido, por estudios
experimentales, que la capacidad del método satisface los requisitos para la aplicacion

analitica requerida.

Existe una gran variedad de documentacion acerca de la validacion de los
métodos analiticos (Ramis y Alvarez-Coque, 2001; CDER, 1994; ICH, 1996),
especialmente para métodos concretos (Zanella y col., 2000; Berger y Haukas, 2005), y

numerosas organizaciones promueven su difusidbn e importancia, como la AOAC
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(4ssociation of Official American Chemists), EPA (Environmental Protection Agency),
FDA (Food and Drug Administration), ICH (International Conference on
Harmonization), USP (United States Pharmacopeia), EURACHEM (EURopean
Analytical CHEMistry), etc.

La validacion de la propuesta de metodologia se realiz6 siguiendo las
recomendaciones de la ICH, CDER y EURACHEM publicados en guias para la
validacion de métodos y procedimientos analiticos (EURACHEM, 1998; ICH, 1996;
CDER, 1994).

Se estudiaron, la eficacia del sistema cromatografico, la precision de las
determinaciones cromatograficas y del método propuesto, intervalos dinamicos y
linealidad, recuperaciones y exactitud y los limites de deteccion y cuantificacion de la

propuesta de metodologia.

5.1.  Eficacia del sistema cromatografico

De modo previo a la realizacion de las experiencias de validacion, se procedio a
comprobar que el sistema cromatografico, operando en las condiciones Optimas de
composicion de fase movil y deteccion, estaba capacitado para producir resultados de la

calidad exigida.

Los parametros evaluados fueron anchura de pico en la semialtura (W),
numero de platos tedricos (N), factor de asimetria (T), factor de capacidad (k"), tiempo

de retencion (tr) y repetitividad del mismo (% RSD-tg). A continuacidn se describen:

- La semianchura de pico (Wj;) es el ancho del pico cromatogréfico,

medido a la mitad de la altura de este.

- El numero de platos teéricos es el numero de equilibrios de distribucion
tedricos que establece el soluto entre la fase estacionaria y la fase movil.

Se calcul6 mediante la siguiente expresion:
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2
N:5.54-£ r ]
VVI/2

- El factor de asimetria (T) mide el grado de similitud del pico a una curva

gaussiana. Se calculd mediante la expresion:

_A+B
24

T

Donde A y B representan la distancia entre los dos extremos inferiores

del pico y la vertical que pasa por el maximo.

- El factor de capacidad (k") es un pardmetro termodindmico que expresa
el tiempo que el analito permanece en le fase estacionaria, en relacion al
tiempo de permanencia en la fase movil. El célculo de los factores de

capacidad se realiz6 mediante la expresion:

Donde tg es el tiempo de retencion del analito y t,, es el tiempo muerto,
que representa el tiempo que tarda en salir del sistema cromatografico

una especie que no es retenida en la columna.

Para la evaluacion de la eficacia cromatografica se inyectd una muestra de agua
influente por sextuplicado. Los parametros correspondientes a los farmacos no
detectados en dicha muestra (paracetamol y diclofenaco) fueron determinados mediante

inyeccion de una muestra patron por sextuplicado.

La Tabla 4.8 muestra los tiempos de retencion, los parametros cromatograficos
estudiados y sus valores limite recomendados. Las Figura 4.12 y 4.13 muestran los
cromatogramas tipicos obtenidos mediante deteccion UV-DAD y FL para la muestra de

agua bruta.
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Figura 4.12.

Cromatograma ejemplo (UV-DAD) de una muestra de 500 mL de agua residual

influente (2, cafeina; 3, carbamacepina; 4, ketoprofeno; 5,naproxeno; 7,
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Figura 4.13.

Cromatograma ejemplo (FL) de una muestra de 500 mL de agua residual influente
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Tabla 4.8.

Parametros de eficacia en la separacion cromatografica

Detector UV-DAD Detector FL

paracetamol  Cafeina Carbamacepina  Ketoprofeno Naproxeno Diclofenaco Ibuprofeno Naproxeno Ibuprofeno Valor limite
n° de pico 1 2 3 4 5 6 7 5 7 -
tr (min) 4.45 12.35 25.06 26.50 27.97 30.72 33.76 28.17 34.23 -
RSD-tr (%) 0.37 0.40 0.14 0.70 0.14 0.03 0.07 0.20 0.11 RSD<1%
W, (min) 0.649 0.228 0.190 0.196 0.190 0.208 0.372 0.407 0.872 -
T 0.73 0.93 1.09 1.15 1.36 1.45 1.44 1.39 1.32 T<1.5
Platos tedricos 260 16165 96379 101268 119972 120842 45626 26538 8536 N> 2000
k’ 2.97 9.93 21.36 22.45 25.36 26.43 27.47 15.42 19.04 k">2

tr: Tiempo de retencion

RSD-tg: Repetitividad del tiempo de retencion, medida como RSD.

Wi2: Semianchura de pico
T: Factor de asimetria

k’: Factor de capacidad
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Ninguno de los farmacos seleccionados supera los valores limite para los
pardmetros cromatograficos evaluados en este trabajo (CDER, 1994), a excepcion del
paracetamol en el caso del nimero de platos tedricos. La RSD del tiempo de retencion
fue inferior al 1 % en todos los casos, encontrandose los valores entre el 0.03 %
(diclofenaco) y el 0.70 % (ketoprofeno). Los factores de asimetria fueron inferiores a
1.5, siendo diclofenaco e ibuprofeno los que presentan un valor de factor de asimetria
mas proximo al valor limite. El valor limite para el nimero de platos teoricos solo fue
superado por el paracetamol, con 260 platos tedricos. El resto de farmacos presentaron
valores de nimero de platos superiores a 8000. En cuanto a los factores de capacidad, su

valor oscil6 entre 2.97 (paracetamol) y 27.47 (ibuprofeno).

5.2. Precision

La precision es una medida del grado de separacion entre las medidas realizadas
empleando un método analitico y trabajando en condiciones normales de operacion. Se
expresa normalmente como porcentaje de desviacion estandar relativa (RSD). De
acuerdo con la ICH, la precision debe evaluarse a tres niveles: repetitividad, precision

intermedia y reproducibilidad.

La repetitividad es una medida del grado de separacion de una serie de medidas
realizadas en un espacio corto de tiempo (en un mismo dia). La precision intermedia es
una medida de la dispersion de los resultados obtenidos por un método analitico en un
espacio de tiempo mdas amplio que la repetitividad, modificando ciertas condiciones de
operacion: diferentes dias, analistas, equipos, etc. Por ultimo, la reproducibilidad

expresa la precision entre laboratorios, formando parte de los estudios interlaboratorio.

Para cumplir los objetivos marcados en el presente trabajo, la precision fue
evaluada a dos niveles: repetitividad y precision intermedia. Se determind tanto para la

medida cromatografica, como para el método completo.

La medida de precision, expresada como desviacion estandar relativa (RSD), se

determind mediante la expresion:

%RSD =—-100

=l |«
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Donde s y X representan los valores de desviacion estandar y valor medio de una
serie de medidas repetidas. Ambos valores se calculan empleando las expresiones

mostradas en el apartado 4.1 del capitulo 3.
5.3. Repetitividad y precision intermedia de la medida cromatografica

La precision de las medidas cromatograficas fue evaluada, segun las
recomendaciones de la ICH, mediante la medida por triplicado de disoluciones estandar
preparadas a tres niveles de concentracion: 20, 100 y 180 % de la concentracion

habitualmente encontrada en muestras de aguas residuales.

Los valores de repetitividad obtenida en la medida cromatografica, dadas como
RSD de las concentraciones medidas, variaron entre 1.06 % para el ketoprofeno y 6.01
% para carbamacepina (Tabla 4.9). Estos valores estan de acuerdo con los obtenidos por

otros autores (Gonzalez-Barreiro y col., 2003).

La medida de precision intermedia se realizd6 durante un periodo de cuatro
semanas mediante la medida de dos disoluciones estdndar de los fArmacos estudiados a
los niveles de concentracién habitualmente presentes en las aguas residuales influentes
y efluentes. Se realizaron 10 medidas independientes y se compard la RSD obtenida

experimentalmente con el dado por la formula de Horwitz:

2 (1-0.510gc)

%RSD = —

c: concentracion del analito expresada como fraccion decimal.

Con esta expresion W. Horwitz establecié una relacion empirica entre la
concentracion del analito presente en una muestra y su % RSD méximo tolerable a
partir de datos acumulados de estudios de reproducibilidad. Los valores de % RSD
obtenidos experimentalmente deben ser menores o iguales que los indicados por la

formula de Horwitz.
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Tabla 4.9.

Repetitividad del proceso cromatografico (n=3)

Repetitividad (UV-DAD)

Farmaco 20 % 100 % 180 %
Cafeina 3.42 1.43 2.14
Carbamacepina 6.01 2.23 4.60
Diclofenaco 3.25 1.74 2.19
Ibuprofeno 4.40 9.18 1.65
Ketoprofeno 3.26 0.16 1.06
Naproxeno 2.78 1.01 2.25

Repetitividad (FL)

20 % 100 % 180 %
Ibuprofeno 2.29 1.47 1.45
Naproxeno 9.51 1.34 4.21

En la Tabla 4.10 se muestran los valores de precision intermedia expresados
como desviacion estandar relativa asi como los correspondientes valores obtenidos a
través de la formula de Horwitz. Estos valores variaron en un rango de entre 2.37
(diclofenaco) y 9.18 (ibuprofeno) en el caso de la disolucion estandar preparada a los
niveles de concentracion correspondientes al agua efluente, y entre 1.29 (ketoprofeno) y
7.99 (diclofenaco) para la disolucioén estandar preparada a niveles de concentracion de

agua influente.

Los valores de RSD calculados por la expresion de Horwitz solo se vieron
superados en el caso del ibuprofeno para concentraciones correspondientes al agua
efluente y en el caso del diclofenaco e ibuprofeno en la disolucion estandar preparada a

niveles de concentracion de agua influente.
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Tabla 4.10.

Precision intermedia del proceso cromatografico

Precision intermedia (UV-DAD)

Agua residual tratada Agua residual bruta

Féarmaco % RSD % RSD(Horwitz) % RSD % RSD(Horwitz)
Cafeina 3.40 5.37 2.78 4.20
Carbamacepina 4.81 5.42 4.62 5.59
Diclofenaco 2.37 3.49 7.99 2.89
Ibuprofeno 9.18 4.66 6.80 2.85
Ketoprofeno 2.62 5.46 1.29 4.30
Naproxeno 342 4.79 2.08 4.13

Precision Intermedia (FL)

Ibuprofeno 8.95 4.66 6.05 2.85
Naproxeno 2.01 4.79 2.1 4.13

5.4. Repetitividad de la metodologia propuesta

Para llevar a cabo los estudios de repetitividad de la metodologia propuesta en el
apartado 5 del presente capitulo, se analizaron porciones de 1000 mL de muestra de
agua residual efluente, previamente dopadas con los farmacos seleccionados a tres
niveles de concentracion: 20, 100 y 180 % de la concentracion habitualmente
encontrada, de acuerdo con la bibliografia, en este tipo de muestras. Cada nivel de
concentracion se prepard por triplicado. Se separaron 9 porciones de muestra en
matraces de 1000 mL, se adicionaron los farmacos de interés y se homogeneizaron y
almacenaron durante 24 horas a 4 °C. Una décima muestra se sometio al mismo
tratamiento, sin adicion de farmacos, para su uso como blanco de muestra.
Posteriormente se realiz6 el proceso de extraccidon descrito en el capitulo anterior y se
procedio a la determinacién cromatografica. Los resultados obtenidos, expresados como

RSD, se muestran en la Tabla 4.11.
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Tabla 4.11.
Repetitividad de la metodologia propuesta (%RSD, n=3)

Detector UV-DAD

Farmaco 20 % 100 % 180 %
Cafeina 11.51 9.24 7.23
Carbamacepina 6.10 10.52 10.85
Diclofenaco 7.87 6.51 2.30
Ibuprofeno 15.06 12.59 2.67
Ketoprofeno 16.20 14.50 6.79
Naproxeno 13.90 12.58 541

Detector FL

Ibuprofeno 11.93 8.8 3.12
Naproxeno 12.63 10.2 5.67

La repetitividad de la metodologia propuesta varid, en unidades de RSD (%),
entre 2.30 (diclofenaco) y 16.20 (ketoprofeno). La mayor precision se obtuvo para
niveles de concentracion superiores a los encontrados habitualmente en aguas
residuales. A niveles de concentracion del 100 % de la concentracion de los farmacos
seleccionados en aguas residuales, la repetitividad oscilé entre 6.51 en el caso del
diclofenaco y 14.50 en el caso del ketoprofeno. Estos valores estan de acuerdo con los
encontrados por otros autores (Ternes y col., 2001; Miao y col., 2002; Gonzalez-

Barreiro y col., 2003).

5.5. Intervalo dinamico y linealidad

El intervalo dinamico es el intervalo de valores de la concentracion de analito
correspondientes a los puntos de linealidad comprobada, siempre que presenten un nivel
aceptable de precision y exactitud. Es decir, el valor minimo del intervalo no puede ser

inferior al limite de cuantificacidn establecido.

La linealidad de un procedimiento analitico se define como su capacidad
(dentro de un rango) para obtener resultados que sean directamente proporcionales a la
concentracion (cantidad) de analito en la muestra. La linealidad se evalu6, en primera
instancia, mediante la inspeccion visual de las rectas obtenidas y, posteriormente, se
evaluaron los resultados mediante tratamientos estadisticos. Para evaluar

estadisticamente la linealidad se siguieron dos criterios:
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- Coeficiente de correlacion lineal, considerando lineal el calibrado si r >

0.999.

- Desviacion estandar relativa de la pendiente inferior al 5 %.

Las rectas de calibrado fueron elaboradas periddicamente mediante disoluciones
en metanol de los farmacos seleccionados, a los niveles de concentracion adecuados (no
menos de 7 puntos de calibracion a concentraciones entre el 20 y el 180 % de los

niveles habituales en muestras de aguas residuales).
Los parametros de calibracion obtenidos se muestran en la Tabla 4.12.
Tabla 4.12.

Rectas de calibrado, rango lineal, coeficiente de correlacion lineal y desviacion

estandar relativa de la pendiente para los datos de calibracion de los farmacos

seleccionados
UV-DAD
Farmaco Recta de calibrado Intervalo dinamico (ug L™) r % RSDjendiente
Cafeina y=(1.240.3)10° + (3.2 £ 0.02)10* x 0.25-18.0 0.9998 0.51
Carbamacepina y=(1.2%0.8)10° + (3.09 £ 0.02)10* x 0.13-9.5 0.9996 0.72
Diclofenaco y =-(0.240.3)10* + (4.18 £ 0.03)10* x 0.50 - 18.0 0.9993 0.97
Ibuprofeno y = (0.7 +£0.3)10° + (2.39 £ 0.03)10* x 1.50 —220.0 0.9990 231
Ketoprofeno y=(0.5%+0.1)10" + (2.94 £ 0.03)10" x 0.13-9.5 0.9995 0.95
Naproxeno y=(1.0+0.7)10" + (1.99 £ 0.01)10° x 0.25-18.0 0.9998 0.49
FL
Ibuprofeno y=-(0.5+0.2)10° + (1.50 + 0.03)10* x 1.0 —220.0 0.9990 242
Naproxeno y=-(0.3£0.1)10° + (2.27 £ 0.04)10° x 0.25-95 0.9992 1.75

r: coeficiente de correlacion
% RSDpengiente: desviacion estandar relativa de la pendiente de la recta de calibrado.
y: Area de pico.

x: Concentracion de analito.
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Se aprecia una buena linealidad para todos los casos con coeficientes de
regresion (r) que varian entre 0.9990 para el ibuprofeno y 0.9998 para cafeina y
naproxeno cuando se emplea deteccion UV-DAD. En el caso de deteccion por FL, los
coeficientes de correlacion lineal fueron de 0.9990 y 0.9992 para ibuprofeno y
naproxeno respectivamente. Las desviaciones estdndar relativas de las pendientes son,

en todos los casos, inferiores al 5 %.

5.6. Estudios de recuperacion y exactitud

La exactitud de un método analitico es un parametro que indica la proximidad de

los resultados obtenidos por este método a un valor considerado como real.

Existen varios procedimientos para determinar la exactitud de una metodologia

analitica:

- Aplicacion del procedimiento analitico a materiales de referencia
certificados (CRM), cuya concentracion de analito es conocida y

comparacion del valor medido con el valor considerado como real.

- Comparacion de los resultados obtenidos por la metodologia propuesta
con aquellos obtenidos mediante un método normalizado cuya

trazabilidad es conocida.

- Recuperacion de cantidades conocidas de analito, obtenidos mediante
dopaje de muestras. La media de las réplicas indica cuanto de exacto es

el método (CDER, 1994).

Para validar la exactitud de la propuesta metodoldgica, se opto, ante la ausencia
de un CRM para este tipo de analitos en muestras de aguas residuales, por el dopaje de

muestras.

El dopaje de las muestras se realizo, segin recomendaciones del Center for

drugs Evaluation and Research (CDER), a tres niveles de concentracion: 80, 100 y 120
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% de la concentracion encontrada habitualmente en muestras de aguas residuales. Cada

nivel de concentracion se evalud por triplicado.

Se tomaron diez porciones de 1000 mL de muestra, nueve de las cuales se
doparon por triplicado a los tres niveles de concentracion indicados. La muestra restante
se empled como blanco de muestra. Posteriormente, se sometieron las muestras al
proceso de extraccion y se inyectaron los extractos obtenidos en el cromatografo. La
recuperacion para cada farmaco se obtuvo a partir de los resultados generados mediante

la expresion:

%R — Cmedida B Cblanca . 100

dopaje

Donde R representa la recuperacion expresada como %; Chedida, €S la
concentracion medida en la muestra dopada; Cpanco, €S 1a concentracion de farmacos en

el blanco de muestra y Cyopaje, €S 1a concentracion adicionada a la muestra.

Los resultados obtenidos para la recuperacion, junto con la RSD obtenida en

cada caso se muestran en la Tabla 4.13.

La recuperacion de los farmacos seleccionados, aplicando la propuesta
metodoldgica, se situaron entre el 71 % (cafeina) y el 103 % (naproxeno) cuando se
emplea el detector UV-DAD. En el caso del detector FL, las recuperaciones se situaron
entre el 72 % para el ibuprofeno y el 90 % para el naproxeno. Estos valores obtenidos
en el método estan de acuerdo con los obtenidos por otros autores en muestras de aguas
residuales (Marchese y col., 2003; Miao y col., 2002; Ternes y col., 2001; Ollers y col.,
2001).

Los valores de RSD de los fairmacos estudiados oscilaron entre 1.0 y 15.1 %,
siendo la media 7.34 % cuando se emplea deteccion por UV-DAD, y 2.2 y 15.1 % ,

siendo 9.39 % el valor medio, cuando se emplea deteccion por FL.
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Tabla 4.13
Promedio de recuperacion de los principios activos farmacoldgicos seleccionados a

diferentes niveles de dopaje (n=3)

Detector UV-DAD

Farmaco Nivel de dopaje
80 % 100 % 120 % Valores medios
Recuperacion RSD Recuperacion RSD Recuperacion RSD Recuperacion RSD
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Cafeina 78 52 71 11.7 85 5.7 78 7.5
Carbamacepina 93 4.4 94 2.5 99 6.1 95 43
Diclofenaco 83 13.8 73 8.4 79 1.0 78 7.7
Ibuprofeno 86 13.7 81 5.7 101 4.2 89 7.9
Ketoprofeno 78 15.1 81 3.9 81 4.4 80 7.8
Naproxeno 103 8.6 93 10.2 97 7.5 98 8.8
Detector FL
Ibuprofeno 87 11.2 72 8.8 93 2.2 84 3.7
Naproxeno 90 8.7 79 10.2 85 15.1 85 11.3

5.7. Limites de deteccion y de cuantificacion

El limite de deteccion se define como la menor concentracion o cantidad de
analito que proporciona en el instrumento una sefial significativamente diferente a la
sefial del “blanco” o “ruido de fondo”, esta concentracion de analito puede ser
detectada, pero no cuantificada. Los limites de deteccion instrumentales para cada uno
de los farmacos se estimaron a través de la relacion sefial/ruido (S/R), empleando la
relacion entre la intensidad del pico correspondiente y la intensidad del ruido. El limite
de deteccion instrumental se establecid como aquella concentracion que origina en el

instrumento una sefial igual a tres veces la relacion S/R:

S
Yiop :3'E

Expresion en la que y,,, representa la sefial originada por una concentracion de

analito igual al limite de deteccion; S es la intensidad de pico y R es el ruido del

instrumento.

172



CAPITULO 4

El limite de cuantificacion o determinacion es la menor concentracion de analito
que puede ser determinada con un nivel aceptable de precision. Los limites de
cuantificacion instrumentales fueron evaluados como la concentracion de analito que

originaba en el detector un sefal igual a diez veces la relacion S/R.

S
Yoo ZIO'E

Expresion en la que y,,, representa la sefial originada por una concentracion de

analito igual al limite de cuantificacion; S es la intensidad de pico y R es el ruido del

instrumento.

Los limites de deteccion y cuantificacion de la propuesta metodoldgica (Tabla
4.11) fueron estimados a partir de los limites de deteccion y cuantificacion
instrumentales y los factores de preconcentracion conseguidos durante la fase de
tratamiento de la muestra. Esos valores fueron multiplicados por un factor para
compensar el ruido de la linea base en los cromatogramas de aguas residuales en
comparacion con el ruido en la linea base de los cromatogramas de disoluciones
estandar (Ternes y col., 2001; Rodriguez y col.,2003). Los factores empleados para
compensar el ruido de la linea base, en los cromatogramas UV-DAD y FL de aguas

residuales, fueron de 5 y 10 respectivamente.

Como se muestra en la Tabla 4.14, los limites de detecciéon UV-DAD se situaron
entre 0.02 (ketoprofeno y naproxeno) y 0.96 pug L™ (ibuprofeno) en el caso de las aguas
residuales influentes, y entre 0.01 (ketoprofeno y naproxeno) y 0.50 pg L™ para las
aguas residuales efluentes. Los limites de deteccion FL fueron de 0.06 y 0.25 ug L™
para naproxeno e ibuprofeno, respectivamente, en las aguas residuales influentes y de
0.03 y 0.12 pug L' para naproxeno e ibuprofeno, respectivamente, en las aguas

residuales efluentes.

Los limites de cuantificacion por deteccion mediante UV-DAD se encontraron
en rangos entre 0.06 (naproxeno) y 3.20 ug L (ibuprofeno) y 0.03 (naproxeno) y 1.60

ug L (ibuprofeno) para aguas residuales influentes y efluentes, respectivamente. En el
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caso de deteccion por FL, los limites de cuantificacion fueron de 0.20 y 0.10 ug L' para

naproxeno en aguas residuales influentes y efluentes, respectivamente, y de 0.82 y 0.41

ug L™ para ibuprofeno en aguas residuales influentes y efluentes, respectivamente.

Tabla 4.14.

Limites de deteccion y cuantificacion de los principios activos seleccionados en

influentes y efluentes de EDAR

Farmaco Detector Influente Efluente
LOD (ug L") LOQ (ug L") LOD (ug L") LOQ (ug L")

Cafeina DAD 0.07 0.22 0.03 0.11
Carbamacepina DAD 0.04 0.12 0.02 0.06
Diclofenaco DAD 0.28 0.93 0.14 0.47
Ibuprofeno DAD 0.96 3.20 0.50 1.60
Ketoprofeno DAD 0.02 0.07 0.01 0.04
Naproxeno DAD 0.02 0.06 0.01 0.03
Ibuprofeno FL 0.25 0.82 0.12 0.41
Naproxeno FL 0.06 0.20 0.03 0.10

LOD: Limite de deteccion

LOQ: Limite de cuantificacion
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CAPITULO 5

RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan e interpretan los resultados analiticos obtenidos en la determinacion de
principios activos farmacologicos en las muestras de aguas residuales urbana tomadas. Se describen los
parametros de caracterizacion de las aguas residuales de cada estacion depuradora de aguas residuales y
sus relaciones interparamétricas; los porcentajes de eliminacion de los principios activos y la influencia

que sobre ellos ejercen las variables de operacion de planta y sus propias caracteristicas fisicoquimicas; la
evolucion temporal de dichos principios activos; y la relacion entre los mismo y los pardmetros de
caracterizacion de las aguas residuales urbanas; y el impacto ambiental previsible sobre los sistemas

acuaticos.






CAPITULO 5

1. INTRODUCCION

En este capitulo se recogen y discuten los resultados obtenidos en los analisis de
las aguas residuales procedentes de las cuatro estaciones depuradoras de aguas
residuales (EDARs) que realizan el saneamiento de aguas de la ciudad de Sevilla. Los

contenidos se han estructurado en los siguientes bloques:

- Presentacion y discusion de los resultados obtenidos en los analisis de
caracterizacion de las aguas residuales, diferenciando entre las distintas
EDARs a fin de establecer la carga contaminante que recibe cada una
de las plantas de tratamiento estudiadas. Ademas, se realiza un estudio
estadistico de correlacion interparamétrica con los datos generados, a
fin de establecer las relaciones existentes entre los distintos parametros

de caracterizacion medidos en las aguas residuales.

- Presentacion y discusion de los resultados obtenidos en el anélisis de
principios activos farmacologicos en el agua influente y efluente de

cada una de las EDARSs muestreadas.

- Presentacion e interpretacion de los porcentajes de eliminacion de los
principios activos farmacoldgicos en las EDARs de la ciudad de

Sevilla.

- Estudio de la influencia que, sobre esta eliminacion, tienen los
parametros de operacion de las EDARs y las caracteristicas
fisicoquimicas de los farmacos, empleando para ello el tratamiento

grafico y estadistico de los datos obtenidos.

- Descripcion de la evolucion temporal de los principios activos
farmacologicos en las EDARs de la ciudad de Sevilla mediante el
tratamiento grafico de los datos. Ademads, se realiza un estudio de
correlacion interparamétrica a fin de establecer las posibles
correlaciones entre los principios activos y el resto de parametros

medidos en las muestras de aguas residuales.
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- Tratamiento estadistico de los datos generados mediante anélisis

factorial.

- Y, estudio del impacto ecotoxicoldgico de este tipo de contaminantes a
partir de los efectos causados por los farmacos en distintos organismos
acuaticos segun las guias de la European Agency for the Evaluation of
Medicinal Products (EMEA, 2006a; 2006b) y la European Commission
(EC, 2003).

Tabla 5.1.
Abreviaturas y unidades empleadas en la denominacion de los parametros

analiticos determinados en las muestras de aguas residuales

Parametro Abreviatura Unidades
pH pH

Sélidos en suspension SS mg L’

Demanda quimica de oxigeno DQO mg L’

Demanda bioquimica de oxigeno DBO mg L

Aceites y grasas Grasas mg L

Nitrogeno total Kjeldahl NTK mg L

Fosforo total P-Total mg L

Cafeina CF ug L!

Carbamacepina CRB ug L

Diclofenaco DCL ug L

Ibuprofeno IBU ug L'

Ketoprofeno KTP ug L

Naproxeno NPX ug L'
Eliminacion de cafeina en las EDARs R-CF %
Eliminacién de carbamacepina en las EDARs R-CRB %
Eliminacion de diclofenaco en las EDARs R-DCL %
Eliminacion de ibuprofeno en las EDARs R-IBU %
Eliminacion de ketoprofeno en las EDARs R-KTP %
Eliminacion de naproxeno en las EDARs R-NPX %

Para la consecucion de los objetivos marcados en el presente trabajo, se

analizaron parametros de caracterizacion fisicoquimica y contenido en farmacos, se
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calcul6 la eficacia en la eliminacion de este tipo de contaminantes a lo largo de los
procesos convencionales de depuracion de aguas residuales y se calcularon los
coeficientes de riesgo ecotoxicologico de los compuestos estudiados en relacion con los
efectos causados sobre distintos organismos acuaticos. En la Tabla 5.1 se recogen las
abreviaturas empleadas en algunas tablas y figuras para los pardmetros analiticos asi

como sus unidades.

2. PARAMETROS DE CARACTERIZACION DE LAS AGUAS
RESIDUALES

Con el nombre de parametros de caracterizacion, se designan a todos aquellos
parametros, a excepcion de los farmacos, determinados en las muestras de aguas
residuales. Estos son: parametros no especificos (SS y pH), pardmetros indicadores de
la contaminacion organica (DBO y DQO), aceites y grasas y nutrientes (NTK y P-
Total).

Los resultados medios obtenidos durante el periodo de toma de muestras en las
cuatro EDARs, junto con su desviacion estandar (SD, %), se muestran en las Tablas 5.2

as.5.

No se observaron grandes desviaciones en la medida de pH (< 0.30 unidades) en
cada una de las estaciones depuradoras. Ello garantiza la homogeneidad de la calidad
del agua desde su entrada a planta, y la ausencia de vertidos incontrolados que puedan

influir sobre ella.

Los valores mas bajos de solidos en suspension fueron encontrados en la EDAR
Norte, presentando una concentracion débil segun la clasificacion de las aguas
residuales propuesta por Metcalf-Eddy en relacién con la composicion (Metcalf-Eddy,

2000). El resto de las EDARSs presentaron una concentracion media.
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Tabla 5.2.
Descripcion estadistica elemental de los parametros de caracterizacion de las aguas

residuales influentes y efluentes de la EDAR Norte

Influente Efluente
Media Minimo  Maximo DS Media Minimo  Maximo DS
(mgLh (mgLh) (mgLh) (%)  (mgL') (mgL") (@mgLh) (%)
SS 150 82 280 43 17 6 27 6
DQO 357 162 664 88 56 21 83 15
DBO 219 118 393 58 18 11 71 8
pH 7.66 7.08 7.90 0.14 7.65 7.24 7.85 0.13
Grasas 38 29 48 10 6 4 8 2
NTK 35 26 40 8 19 14 22 4
P-Total 7.4 5.9 10.3 25 4.2 3.8 5.0 0.7
Tabla 5.3.

Descripcion estadistica elemental de los parametros de caracterizacion de las aguas

residuales influentes y efluentes de la EDAR Este

Influente Efluente

Media Minimo  Maximo DS Media Minimo  Maximo DS
(mgL") (mgL") (mgL") (%) (mgL") (mgL") (mgL") (%)

SS 253 86 472 71 15 8 34 6
DQO 614 224 987 167 49 5 85 17
DBO 303 97 884 137 17 5 89 16
pH 7.62 7.27 8.10 0.16 7.92 7.70 8.20 0.11
Grasas 43 28 57 12 4.9 3 7 2.3
NTK 39 25 50 11 18 15 21 3.4
P-Total 7.0 6.2 10.5 2.3 34 2.8 6.7 3.1
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Tabla 5.4.
Descripcion estadistica elemental de los parametros de caracterizacion de las aguas

residuales influentes y efluentes de la EDAR Sur

Influente Efluente

Media Minimo  Maximo DS Media Minimo  Maximo DS
(mgL") (mgLh) (mgLh (%)  (mgl") (mgL") (mgL") (%)

SS 234 20 328 40 24 11 35 5

DQO 648 53 895 105 75 53 95 9

DBO 336 17 495 73 20 11 25 4
pH 7.60 7.10 8.00 0.13 7.85 7.51 8.30 0.17
Grasas 130 82 230 16 7 0.31 21 2.9
NTK 44.9 33.0 53.8 2.8 39.7 29 58 5.6
P-Total 10.21 7 11.4 0.99 4.56 1.4 10.3 1.35

Tabla S.5.

Descripcion estadistica elemental de los parametros de caracterizacion de las aguas

residuales influentes y efluentes de la EDAR Qeste

Influente Efluente

Media Minimo  Maximo DS Media Minimo  Maximo DS
(mgL") (mgL") (mgL") (%) (mgL") (mgL") (mgL") (%)

SS 214 108 630 77 11 6 22 3

DQO 605 324 2135 283 14 34 85 2
DBO 244 144 497 66 58 7 18 12
pH 7.73 7.1 9.4 0.27 7.63 7.4 8.0 0.09
Grasas 49 41 57 11 4.5 0.39 7 3.6
NTK 41.7 31 52 7.4 343 29 40 2.9
P-Total 11.4 7.3 15.7 4.2 4.0 1.2 133 2.7
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En cuanto a los valores de los parametros indicadores de la contaminacion
organica, para las aguas de entrada a cada EDAR, los mayores valores de DBO se
obtuvieron en la EDAR Sur, seguida de las EDARs Este, Oeste y Norte, en orden
decreciente. La misma secuencia se observa para los datos de DQO, encontrandose
valores medios muy proximos en las EDARs Este, Sur y Oeste. Las relaciones
DQO/DBO para las cuatro EDARs fueron 1.63, 2.02, 1.93 y 2.49 para las EDARs
Norte, Este, Sur y Oeste, lo que indica el origen, principalmente urbano, de las aguas
residuales analizadas. Los resultados correspondientes a estas determinaciones muestran
ciertas correlaciones entre ellos y entre estos y los valores de solidos en suspension para
las muestras de agua influente. Esto se pone de manifiesto en las Figuras 5.1 a 5.4 en las
que se recoge la evolucion de los pardmetros DBO. DQO y SS durante el periodo de

toma de muestras.

En cuanto a los resultados obtenidos para los parametros Grasas, NTK y P-Total,
las mayores concentraciones se observaron en la EDAR Sur, seguida de las EDARs
Oeste y Norte en orden decreciente, a excepcion del P-Total, para el que se obtuvieron
resultados ligeramente superiores en la EDAR Oeste frente a los obtenidos en la EDAR
Sur. No se encontraron grandes variaciones en las medidas de estos parametros a lo
largo del periodo de muestreo. La EDAR Norte se puede considerar de concentracion
débil-media en cuanto al contenido en estos parametros, mientras que las EDARs Sur y

Oeste son de concentracion media, segun la clasificacion de Metcalf-Eddy.

Las posibles correlaciones entre los parametros de caracterizacion medidos en
las muestras de aguas residuales, puestas de manifiesto graficamente en las Figuras 5.1
a 5.4, fueron corroboradas mediante un estudio estadistico de correlacion
interparamétrica. La matriz de correlacion se defini6 empleando como variables los
valores medios (para todo el periodo de toma de muestras) de los pardmetros de
caracterizacion medidos sobre las aguas residuales influentes y efluentes en todas las
EDARs muestreadas y, empleando como casos cada uno de los puntos muestreados. La

matriz de correlacion obtenida se muestra en la Tabla 5.6.
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Figura 5.1.
Evolucion temporal de los parametros DBO, DQO y SS en el agua residual

influente de la EDAR Norte
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Figura 5.2.

Evolucion temporal de los parametros DBO, DQO y SS en el agua residual
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Figura 5.3.
Evolucion temporal de los parametros DBO, DQO y SS en el agua residual

influente de la EDAR Sur
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Figura 5.4.
Evolucion temporal de los parametros DBO, DQO y SS en el agua residual

influente de la EDAR QOeste
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Tabla 5.6.
Matriz de correlacion para los parametros de caracterizacion fisicoquimica de las

aguas residuales en las cuatro EDARs muestreadas

SS DBO DQO pH P-Total NTK Grasas

SS 1.00 0.99 0.99 -0.35 0.98 0.65 0.86
DBO 1.00 0.97 -0.41 0.93 0.63 0.91
DQO 1.00 -0.35 0.99 0.67 0.87
pH 1.00 -0.28 0.20 -0.40
P-Total 1.00 0.65 0.78
NTK 1.00 0.62
Grasas 1.00

Se encontraron correlaciones significativas (por encima de 0.78) para los
parametros SS, DBO, DQO, P-Total y Grasas. Esto se podria explicar atendiendo a la
composicion organica de los solidos en suspension que contribuyen a los parametros
indicadores de la contaminacioén organica. Del mismo modo ocurre con las Grasas, con
una correlacion superior a 0.86 con los pardmetros indicadores de la contaminacion
organica y los solidos en suspension. La correlacion existente entre estas
determinaciones y el fosforo total, igualmente podria deberse a que el contenido en
fosforo de las muestras se encuentra asociado principalmente a la materia orgénica y

particulada.

Haciendo referencia a lo expuesto, se puede considerar que la EDAR Sur fue la
que presentd un agua influente con mayor carga contaminante, seguida de la EDAR
Este y Oeste, en este orden, y quedando la EDAR Norte como la depuradora que recibid

una menor carga contaminante.

En cuanto a la eficacia en la eliminacién de la carga contaminante de entrada a
cada una de las EDARs estudiadas, los rendimientos de eliminacién se presentan en la
Tabla 5.7. En general, se observaron eliminaciones relativamente elevadas (> 80 %)
para los parametros SS, DBO, DQO y Grasas, no asi para los nutrientes P-Total y NTK,
que presentaron rendimientos de eliminacién muy dispares, oscilando entre el 73 % en
la EDAR Oeste y el 41 % en la EDAR Norte, para el caso del P-Total y entre el 45 % en
la EDAR Norte y el 9 % en la EDAR Oeste para el caso del NTK.
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Tabla 5.7.

Rendimientos de eliminacion de los parametros SS, DBO, DQO, NTK, P-Total y

Grasas
SS (%) DBO (%)  DQO (%) P-Total (%) NTK (%)  Grasas (%)
EDAR Norte 88 91 84 41 45 84
EDAR Este 93 95 92 48 44 87
EDAR Sur 88 93 87 55 16 94
EDAR Oeste 94 94 89 73 9 85
3. CONCENTRACIONES DE PRINCIPIOS ACTIVOS

FARMACOLOGICOS

3.1. Presentacion de resultados

En las Figuras 5.5 a 5.8 se muestran algunos cromatogramas representativos,

obtenidos tanto por deteccion por ultravioleta con fila de diodos (UV-DAD) como por

fluorescencia (FL) para muestras de agua influente y efluente (bruta y tratada) de

algunas de las EDARSs sobre las que se realizo la toma de muestras.

En las Tablas 5.8 a 5.12 se muestran los resultados obtenidos para los firmacos

cafeina, carbamacepina, ibuprofeno, ketoprofeno y naproxeno, respectivamente, para

cada una de las EDARs (en la EDAR Sur no se pudo realizar todas las tomas por

problemas con el muestreador automatico). No se detectd diclofenaco en ninguna de las

muestras analizadas.

Las Tabla 5.13 a 5.16 muestran un resumen estadistico de los resultados

obtenidos para los principios activos farmacoldgicos en cada una de las EDARs durante

el periodo comprendido entre junio de 2004 y junio de 2005
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Figura 5.5.
Cromatograma ejemplo (UV-DAD) de una muestra de 500 mL de agua residual

bruta (2, cafeina; 3, carbamacepina; 4, ketoprofeno; 5, naproxeno; 7, ibuprofeno)
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Figura 5.6.
Cromatograma ejemplo (UV-DAD) de una muestra de 1000 mL de agua residual

tratada (2, cafeina; 3, carbamacepina; 4, ketoprofeno; 5, naproxeno; 7,
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Figura 5.7.
Cromatograma ejemplo (FL) de una muestra de 500 mL de agua residual bruta (5,

naproxeno; 7, ibuprofeno)
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Figura 5.8.
Cromatograma ejemplo (FL) de una muestra de 1000 mL de agua residual tratada

(5, naproxeno; 7, ibuprofeno)
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Tabla 5.8.

Concentracion de cafeina en las aguas residuales influentes y efluentes de las EDARs de la ciudad de Sevilla (ug LY

Muestra EDAR Norte EDAR Este EDAR Sur EDAR Oeste
Influente Efluente Influente Efluente Influente Efluente Influente Efluente
1 2.68 0.55 2.02 0.22 1.60 0.98 2.26 0.42
2 3.29 0.40 1.98 0.37 1.33 1.00 0.22 0.38
3 3.30 0.30 3.16 0.37 0.83 0.90 0.87 0.42
4 2.52 0.51 3.95 0.37 0.68 0.53 0.83 0.40
5 2.51 0.39 1.14 0.41 0.83 0.59 0.73 0.52
6 3.10 0.38 1.51 0.76 0.74 0.92 0.72 0.56
7 4.27 0.31 3.96 0.54 3.15 1.78 2.02 0.15
8 3.78 0.47 1.16 0.55 1.38 1.29 2.15 0.15
9 5.14 0.46 0.75 0.93 1.61 0.54 1.60 0.29
10 3.53 0.32 0.89 0.34 2.93 0.87 1.19 0.29
11 3.80 0.17 2.57 0.28 2.35 1.09 1.40 0.29
12 5.28 0.29 3.00 1.15 2.54 1.41 2.56 0.27
13 3.70 0.34 1.84 0.28 3.40 0.51 24 1.36
14 3.90 0.35 2.14 0.46 2.10 1.05 1.9 2.43
15 2.88 0.55 1.84 0.62 1.90 3.20 2.62 0.98
16 6.10 0.50 5.60 0.75 6.00 1.93 3.83 3.01
17 3.70 0.28 11.44 0.18 1.74 1.86 2.2 2.75
18 4.80 0.58 1.30 0.65 3.90 1.93 2.8 2.53
19 3.90 1.42 3.70 2.25 --- - 4.3 2.77
20 5.70 1.48 3.00 2.84 - - 9.26 2.20
21 2.71 2.06 3.30 1.99 --- - 33 2.44
22 24.27 0.99 3.40 1.19 - - 3.9 4.77
23 27.90 0.92 9.95 1.82 4.62 2.90 4.52 3.73
24 3.02 1.13 5.93 2.69 16.30 3.12 9.53 2.09
25 21.03 4.35 17.48 2.57 14.06 2.40 11.35 5.11
26 6.60 1.84 7.44 2.35 6.68 3.61 7.50 3.97
27 5.00 1.57 8.70 2.28 2.36 2.27 4.6 1.97
28 22.40 2.79 2.06 1.69 - - 7.0 4.19
29 22.10 3.07 22.90 1.97 26.10 3.30 9.0 3.04
30 3.30 2.26 28.70 1.85 3.10 3.00 4.9 1.81
31 20.60 5.45 43.90 2.54 12.90 3.27 22.0 2.12
32 4.36 2.33 4.60 3.73 3.80 3.31 13.3 2.29
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Tabla 5.8.

(Continuacion)
Muestra EDAR Norte EDAR Este EDAR Sur EDAR Oeste
influente Efluente influente Efluente influente Efluente influente Efluente
33 12.10 5.17 34.30 3.71 12.00 3.30 20.4 1.46
34 5.94 2.59 30.02 3.13 4.32 291 7.82 2.94
35 5.94 2.92 493 2.65 4.49 3.31 2.19 2.74
36 8.80 2.95 5.36 2.60 3.83 4.30 4.77 2.87
37 8.62 3.06 8.53 3.87 9.23 4.75 14.64 5.12
38 10.86 2.92 7.66 2.85 8.73 5.65 9.21 3.35
39 10.58 3.34 5.58 2.77 8.10 4.17 10.46 2.29
40 10.35 1,71 12.47 2.77 7.65 2.54 13.14 3.65
41 10.14 1.18 9.28 1.79 6.39 2.80 5.64 4.29
42 11.49 1.76 5.16 2.62 5.69 3.28 8.73 3.30
43 10.27 1.61 9.51 1.97 8.13 2.78 5.93 3.36
44 18.86 1.99 9.57 1.61 6.21 3.11 9.70 4.44
45 11.39 1.46 17.94 1.68 8.70 4.12 7.89 2.92
46 3.99 0.85 3.53 1.95 4.11 1.28 6.78 0.16
47 4.03 1.07 4.05 2.36 3.56 2.47 441 3.55
48 4.18 1.96 5.17 1.91 5.46 4.02 4.56 2.78
49 5.49 2.16 4.16 1.93 5.46 3.03 7.84 2.92
50 3.76 1.67 3.57 3.00 5.84 3.55 3.52 2.46
51 6.25 2.02 7.51 3.11 7.46 3.64 6.82 1.64
52 4.57 1.39 3.09 1.36 2.19 2.52 432 3.29
53 5.30 1.27 4.95 2.29 2.76 2.27 5.94 3.35
54 3.52 1.40 5.41 1.99 1.38 2.37 1.99 2.23
55 9.82 1.71 6.72 2.17 5.18 3.27 6.77 3.94
56 5.46 2.73 4.76 0.21 6.72 2.98 2.20 4.37
57 7.62 2.21 393 1.70 1.59 1.94 4.12 1.85
58 3.46 4.39 2.14 0.89 1.97 1.79 1.82 1.23
59 5.35 0.82 1.75 1.55 0.70 1.57 2.09 1.95
60 6.35 0.92 2.78 1.61 1.27 2.17 2.14 1.82
61 3.21 0.77 2.80 0,95 2.16 1,68 2.98 1.03
62 3.32 0.78 2.44 1.03 1.51 1.85 2.44 1.71
63 4.24 0.52 2.49 0.90 1.62 1.71 2.35 1.69
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Tabla 5.9.

Concentracion de carbamacepina en las aguas residuales influentes y efluentes de las EDARs de la ciudad de Sevilla (ug LY

muestra EDAR Norte EDAR Este EDAR Sur EDAR Oeste
Influente Efluente Influente Efluente Influente Efluente Influente Efluente
1 <0.12 <0.06 <0.12 0.16 <0.12 0.15 <0.12 0.29
2 0.20 <0.06 <0.12 <0.06 <0.12 0.18 <0.12 0.30
3 <0.12 0.16 <0.12 0.14 <0.12 0.18 <0.12 0.41
4 0.38 0.15 <0.12 <0.06 <0.12 0.18 <0.12 0.28
5 <0.12 0.16 <0.12 0.26 <0.12 0.41 <0.12 0.34
6 0.20 <0.06 <0.12 <0.06 <0.12 0.54 <0.12 0.25
7 0.31 0.37 0.36 0.37 0.53 0.44 0.42 0.43
8 3.78 0.47 1.16 0.55 1.38 1.29 2.15 0.15
9 0.94 0.32 0.21 0.36 0.44 0.50 0.58 0.38
10 0.40 0.31 0.14 0.27 <0.12 0.46 0.53 0.42
11 <0.12 0.26 <0.12 0.45 0.38 0.55 0.50 0.46
12 0.50 0.30 <0.12 0.37 0.70 0.43 <0.12 0.45
13 0.40 0.23 0.60 0.40 <0.12 0.48 0.40 0.47
14 <0.12 0.42 <0.12 0.44 <0.12 0.45 0.60 0.37
15 <0.12 0.36 0.30 0.57 <0.12 1.05 0.30 0.45
16 <0.12 0.55 <0.12 0.46 0.60 0.53 <0.12 0.39
17 0.50 0.45 1.31 0.35 <0.12 0.87 <0.12 0.32
18 <0.12 <0.06 <0.12 <0.06 <0.12 0.53 <0.12 0.45
19 0.50 0.46 <0.12 0.70 --- - 0.24 0.39
20 <0.12 0.44 0.44 0.31 --- - <0.12 0.38
21 0.26 0.41 0.43 0.30 - - 0.43 0.39
22 <0.12 0.54 <0.12 0.25 --- - <0.12 0.32
23 0.64 0.53 0.41 0.39 <0.12 0.51 0.67 0.44
24 0.44 0.72 0.67 0.39 2.10 0.75 0.70 0.49
25 1.11 1.06 1.16 0.77 1.35 0.76 0.35 0.55
26 0.48 0.76 0.29 0.51 <0.12 0.54 0.91 0.54
27 0.73 0.77 <0.12 <0.06 <0.12 0.51 1.20 0.39
28 <0.12 0.83 <0.12 0.81 --- - <0.12 0.45
29 0.87 0.88 0.68 0.68 1.15 0.73 0.52 0.70
30 0.78 0.76 <0.12 0.47 <0.12 0.49 <0.12 0.55
31 0.41 0.56 <0.12 0.37 <0.12 0.50 <0.12 0.56
32 0.49 0.46 <0.12 0.47 0.46 0.50 0.39 0.37
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Tabla 5.9.

(Continuacion)
Muestra EDAR Norte EDAR Este EDAR Sur EDAR Oeste
Influente Efluente Influente Efluente Influente Efluente Influente Efluente
33 <0.12 0.48 <0.12 0.28 <0.12 0.43 <0.12 0.31
34 0.57 0.91 0.63 0.82 0.79 0.57 1.20 1.12
35 0.49 0.65 0.44 0.48 0.61 0.50 0.81 0.69
36 0.63 0.75 0.39 0.60 0.48 0.58 0.73 0.62
37 0.48 0.54 0.30 0.47 0.37 0.68 0.66 0.73
38 0.44 0.63 0.37 0.42 0.50 0.51 <0.12 0.47
39 0.46 0.72 0.54 0.55 <0.12 0.66 0.59 0.52
40 0.54 0.51 0.51 0.42 0.61 0.54 0.62 0.59
41 0.71 0.54 0.50 0.49 0.44 0.73 0.57 0.57
42 0.51 0.80 0.67 0.53 043 0.88 0.46 0.85
43 0.79 0.66 1.25 0.59 0.87 0.75 0.98 0.46
44 0.58 0.93 0.34 0.50 0.33 0.72 0.40 0.58
45 0.80 1.18 0.36 0.34 0.31 0.51 0.45 0.41
46 0.96 0.79 0.14 0.36 0.39 0.43 0.58 0.52
47 0.48 0.87 <0.12 0.37 <0.12 0.74 0.13 0.69
48 0.53 0.62 0.49 0.60 0.81 0.64 0.86 0.84
49 <0.12 1.07 0.82 0.76 0.75 0.92 0.36 0.55
50 0.86 0.56 0.67 0.84 1.15 0.64 0.80 0.91
51 2.21 0.83 <0.12 0.70 0.19 1.20 <0.12 0.89
52 0.27 0.48 0.33 0.64 0.26 0.58 0.24 0.63
53 0.68 0.87 <0.12 0.64 0.45 0.80 0.35 0.55
54 0.43 0.57 0.24 0.53 0.59 0.77 0.41 0.68
55 0.24 0.73 0.56 0.71 0.41 0.68 0.86 0.72
56 0.21 0.68 0.46 0.76 0.59 0.76 1.19 0.86
57 0.23 0.69 <0.12 0.26 <0.12 0.62 0.42 0.52
58 0.35 0.42 0.51 0.31 0.46 0.48 0.74 0.47
59 0.38 0.52 0.50 0.70 0.70 0.50 0.47 0.49
60 0.34 0.53 0.87 0.72 0.48 0.62 0.63 0.52
61 0.44 0.49 0.36 0,53 0.99 0,99 1.06 1.45
62 0.31 0.52 0.63 0.73 0.86 0.77 0.47 1.08
63 0.21 0.40 0.65 0.69 0.54 0.90 0.61 1.55
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Tabla 5.10.

Concentracion de ibuprofeno en las aguas residuales influentes y efluentes de las EDARSs de la ciudad de Sevilla (ug LY

muestra EDAR Norte EDAR Este EDAR Sur EDAR Oeste
Influente Efluente Influente Efluente Influente Efluente Influente Efluente

1 43.13 1.02 54.89 26.51 29.05 14.23 53.48 22.04
2 32.84 26.53 58.49 37.84 30.32 25.97 123.34 31.23
3 86.34 14.58 221.09 40.78 41.48 40.17 117.78 48.24
4 37.23 8.56 165.09 32.56 16.16 498 62.85 3.76
5 47.52 12.64 69.34 8.43 50.75 0.41 94.23 5.79
6 61.87 3.98 54.03 498 90.46 20.17 43.98 10.05
7 54.09 5.29 128.83 16.73 184.4 8.46 175 3.78
8 86.9 17.08 188.13 14.62 153.03 31.84 174.33 4.69
9 14.69 6.04 319.12 5.93 24.59 4.18 56.47 2.36
10 12.13 0.41 138.83 1.7 29.58 0.96 373.11 7.36
11 76.89 4.62 135.55 5.73 143.6 0.78 412.8 7.87
12 60.92 1.15 314.83 3.87 231.83 8.81 70.95 2.84
13 36.05 0.88 265.2 7.04 99.23 0.41 272.11 6.15
14 30 1.84 44.01 6.52 103.11 9.3 297.12 4.67
15 167.23 0.85 53.07 0.41 16.16 3.21 603.25 20.01
16 68.95 5.67 126 8.16 120.74 6.67 116.43 5.87
17 82.29 1.26 86.13 24.75 138.49 2.72 195.84 8.5

18 56.87 6.03 145.2 5.54 67.89 2.4 102.45 5.35
19 92.64 7.32 244.24 3.53 - - 148.16 6.75
20 36.42 3.88 3143 8.4 - - 62.85 9.12
21 26.47 4.01 63.54 5.53 - - 73.04 10.57
22 86.12 4.05 276.34 55.02 - - 181.96 0.41
23 94.71 11.19 47.36 3.73 32.25 <041 326.12 5.87
24 3.73 0.41 71.12 3.73 91.00 <041 76.36 0.41
25 273.44 0.41 187.48 12.5 204.09 <041 61.61 4.01
26 353.21 0.41 54.29 13.11 67.8 <041 67.65 0.41
27 192 16.76 157.41 16.87 294.27 <041 105.24 0.41
28 73.56 7.36 15.02 13.13 - - 94.15 5.22
29 43.24 7.52 59 19.6 51.74 <041 0.82 0.41
30 35.85 0.41 30.81 9.83 24.69 2.82 34.71 4.61
31 31.91 4.17 79.63 6.89 55.45 3.54 28.24 4

32 36 431 40.11 5.58 41.02 <041 4414 4.18
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Tabla 5.10.

(Continuacion)
Muestra EDAR Norte EDAR Este EDAR Sur EDAR Oeste
Influente Efluente Influente Efluente Influente Efluente Influente Efluente
33 28.52 6.34 10.24 5.26 21.74 4.04 15.14 4.19
34 65.46 6.54 68.15 23.57 91.4 7.85 98.72 9.02
35 37.75 5.11 72.73 21.03 56.3 3.95 4345 5.34
36 110.83 <0.41 40.77 15.57 37.04 7.01 35.48 4.27
37 39.21 5.86 40.56 15.04 17.37 12.94 33.23 21.90
38 31.42 3.56 45.14 18.51 37.06 15.15 112.13 17.00
39 4437 7.25 48.14 6.42 65.6 17.04 49.81 18.56
40 33.09 <0.41 37.61 23.07 89.09 12 40.78 8.08
41 48.02 3.68 52.58 40.39 56.49 8.26 78.23 6.10
42 51.74 5.28 53.47 30.09 56.71 21.36 40.97 <0.41
43 132.44 <041 295.12 <0.41 183.62 1.83 32.45 1.73
44 71.23 <0.41 158.85 <0.41 88.49 9.36 130.00 <0.41
45 168.36 <0.41 310.00 <0.41 226.33 36.25 296.50 <0.41
46 170.81 <0.41 257.43 <0.41 174.18 <0.41 91.89 <0.41
47 299.54 4.57 200.49 3.42 137.74 <0.41 48.34 5.63
48 27.47 3.13 5.49 <0.41 111.79 12.17 134.72 <0.41
49 36.53 <0.41 54.76 <0.41 45.44 <0.41 39.18 <0.41
50 34.59 <041 42.28 <0.41 46.87 1.3 67.10 <0.41
51 29.52 <041 31.42 <0.41 61.4 9.84 65.94 <0.41
52 5.61 <0.41 233.40 <0.41 27.8 3.08 58.77 4.78
53 107.90 <0.41 13.71 <0.41 11.64 0.41 63.97 2.38
54 44.39 <0.41 <0.82 <0.41 63.13 0.41 45.52 19.83
55 38.97 <0.41 16.17 <0.41 50.96 2.22 65.04 2.51
56 25.20 <0.41 18.67 <0.41 17.34 0.41 36.59 2.56
57 16.74 4.34 14.14 <0.41 <0.82 1.01 21.29 1.27
58 36.05 19.13 47.89 <0.41 90.46 7.68 229.21 <0.41
59 74.74 <0.41 99.48 <0.41 125.12 <0.41 83.71 <0.41
60 53.49 <0.41 157.01 <0.41 125.52 <0.41 148.85 5.73
61 36.66 <0.41 177.87 <0.41 181.42 <0.41 110.53 12.36
62 20.66 <041 39.51 <0.41 65.82 <0.41 97.79 27.22
63 35.40 <041 42.99 <0.41 96.22 <0.41 193.62 35.00
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Tabla 5.11.

Concentracion de ketoprofeno en las aguas residuales influentes y efluentes de las EDARSs de la ciudad de Sevilla (ug LY

muestra EDAR Norte EDAR Este EDAR Sur EDAR Oeste
Influente Efluente Influente Efluente Influente Efluente Influente Efluente
1 <0.07 <0.04 <0.07 <0.04 <0.07 <0.04 2,57 <0.04
2 <0.07 <0.04 0,99 <0.04 <0.07 <0.04 3,32 0,27
3 <0.07 <0.04 <0.07 <0.04 <0.07 <0.04 3,55 <0.04
4 <0.07 <0.04 <0.07 <0.04 <0.07 <0.04 3,50 <0.04
5 <0.07 <0.04 1,31 0,35 1,29 0,55 3,29 <0.04
6 1,83 <0.04 <0.07 <0.04 <0.07 <0.04 3,59 <0.04
7 <0.07 0,29 <0.07 0,46 <0.07 0,37 <0.07 1,50
8 0,60 0,43 <0.07 0,27 <0.07 0,52 0,94 0,81
9 <0.07 0,50 <0.07 0,70 <0.07 <0.04 0,20 <0.04
10 0,75 <0.04 0,20 0,70 0,47 0,20 <0.07 0,72
11 0,58 0,30 <0.07 0,57 <0.07 0,49 <0.07 1,20
12 0,20 0,41 <0.07 0,45 <0.07 0,44 1,22 0,70
13 <0.07 0,44 <0.07 0,31 <0.07 <0.04 0,40 0,30
14 <0.07 0,16 7,6 <0.04 <0.07 <0.04 0,30 0,20
15 2,20 0,50 1,6 0,60 2,50 <0.04 <0.07 0,20
16 0,70 0,59 <0.07 0,70 <0.07 0,53 0,59 0,42
17 0,49 0,31 0,34 0,22 <0.07 0,30 0,20 0,51
18 1,19 0,62 <0.07 <0.04 <0.07 0,16 <0.07 <0.04
19 <0.07 1,07 2,40 1,29 --- - 1,87 1,03
20 1,55 0,57 0,80 0,25 - - 2,35 0,53
21 0,50 0,75 0,44 0,49 - - 0,48 0,33
22 1,95 0,65 1,48 0,73 - - 0,96 0,41
23 2,05 0,94 0,78 0,31 1,76 1,17 3,62 0,91
24 0,28 1,51 0,85 0,74 0,38 1,06 1,76 0,82
25 3,97 1,86 2,70 1,25 3,52 1,95 <0.07 2,03
26 3,48 1,71 0,95 0,30 2,57 1,74 1,18 1,34
27 0,52 1,11 <0.07 1,42 2,82 0,89 0,80 0,42
28 0,62 1,09 <0.07 0,82 --- - 1,91 0,56
29 1,95 2,10 <0.07 1,12 1,30 1,50 2,54 1,69
30 1,90 1,07 <0.07 1,54 1,57 1,07 2,36 1,82
31 0,94 1,23 1,60 0,62 1,30 1,10 1,61 1,13
32 1,90 1,06 2,25 0,97 1,25 0,67 0,67 1,03
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Tabla 5.11.

(Continuacion)
Muestra EDAR Norte EDAR Este EDAR Sur EDAR Oeste
Influente Efluente Influente Efluente Influente Efluente Influente Efluente
33 1,20 0,90 0,44 0,46 0,91 0,97 1,06 0,84
34 0,85 0,26 0,86 0,85 0,74 0,57 0,72 0,96
35 0,59 1,25 <0.07 0,96 <0.07 1,44 1,64 1,62
36 2,61 1,27 <0.07 0,75 2,94 1,19 1,42 1,78
37 1,10 1,08 2,01 0,88 3,17 1,25 1,39 1,21
38 1,03 1,00 <0.07 1,37 1,73 1,32 1,39 1,57
39 1,67 1,41 4,00 1,05 3,66 1,10 1,06 1,18
40 1,87 1,05 0,76 0,52 2,38 1,31 3,67 1,22
41 2,31 0,60 2,33 0,78 <0.07 1,18 1,89 1,62
42 0,75 0,56 2,71 0,67 <0.07 0,87 1,14 1,27
43 2.87 1.16 0.83 0.69 0.64 0.83 0.44 0.75
44 0.22 0.72 0.40 0.87 0.22 0.63 3.49 0.93
45 1.38 2.11 1.07 1.58 0.98 0.83 1.47 1.39
46 1.49 1.00 0.39 0.67 0.45 0.78 0.85 1.23
47 0.86 1.54 3.79 0.36 <0.07 0.72 2.00 1.19
48 1.32 1.15 1.05 0.69 3.04 1.21 0.60 1.12
49 3.44 1.69 6.94 1.92 3.87 1.52 5.00 1.13
50 4.02 0.90 4.76 2.61 2.94 1.51 3.89 091
51 4.62 2.27 8.56 <0.04 4.36 1.84 2.55 0.35
52 3.11 1.06 5.73 0.92 425 1.08 425 0.92
53 3.61 1.48 3.52 1.13 4.50 0.77 5.02 1.19
54 5.52 0.83 3.70 3.92 4.64 1.21 5.57 1.26
55 4.38 1.30 4.85 1.63 4.66 0.38 5.15 1.97
56 3.12 2.09 5.13 1.58 6.47 0.85 4.47 <0.04
57 2.86 0.48 3.52 1.57 2.81 0.94 4.39 1.68
58 2.93 0.56 5.15 0.84 4.04 0.80 4.00 <0.04
59 1.03 1.13 5.59 <0.04 1.20 <0.04 5.70 1.28
60 1.62 0.48 0.68 0.79 4.30 0.76 0.37 0.79
61 1.13 0.51 5.60 <0.04 1.83 0,71 1.21 <0.04
62 2.30 <0.04 3.68 1.02 4.03 1.56 4.38 1.06
63 2.76 0.84 4.89 3.23 3.97 0.97 4.11 1.69
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Tabla 5.12.

Concentracion de naproxeno en las aguas residuales influentes y efluentes de las EDARs de la ciudad de Sevilla (ug LY

muestra EDAR Norte EDAR Este EDAR Sur EDAR Oeste
Influente Efluente Influente Efluente Influente Efluente Influente Efluente
1 3.38 2.08 2.18 1.03 18.70 0.73 3.47 0.30
2 2.02 2.70 2.08 1.40 16.60 0.95 2.30 0.30
3 2.28 2.99 4.12 1.55 7.33 0.85 1.30 0.29
4 4.29 2.62 2.25 2.17 19.54 1.69 1.39 0.63
5 2.80 2.22 2.64 1.91 19.58 0.82 2.95 1.36
6 5.10 1.27 1.83 1.65 6.84 0.75 3.80 1.39
7 3.55 2.57 4.88 2.47 8.86 1.16 8.90 3.19
8 3.70 2.03 10.33 2.56 8.52 1.41 6.10 2.89
9 2.84 2.32 3.04 1.35 8.26 1.75 9.10 2.70
10 4.35 2.64 4.72 2.71 2.03 1.61 8.35 2.43
11 4.17 2.28 7.65 1.61 11.44 1.04 7.90 2.16
12 4.70 1.18 27.40 3.12 4.81 1.51 5.90 2.50
13 3.27 2.6 3.21 0.83 16.33 0.22 5.84 0.92
14 3.75 2.26 2.32 1.25 5.42 0.75 1.14 1.11
15 3.04 2.86 1.63 1.00 3.02 0.51 6.40 1.83
16 2.70 2.43 3.02 1.34 4.07 1.09 4.01 2.80
17 6.72 3.15 5.18 2.13 26,64 1.53 6.71 2.25
18 7.23 3.69 3.24 2.02 13.04 2.89 3.88 1.37
19 3.26 4.04 7.60 2.49 - - 4.41 2.90
20 4.92 341 5.53 1.82 --- - 4.85 3.53
21 7.21 3.74 4.26 2.16 - - 7.83 4.28
22 8.20 0.54 3.32 2.36 - - 1.78 1.28
23 6.92 1.22 4.42 2.34 52.87 1.46 1.48 0.59
24 2.42 1.64 6.15 2.44 8.68 1.60 3.90 0.94
25 8.16 1.50 6.43 2.02 6.04 1.29 4.34 1.11
26 4.96 2.05 4.86 2.92 4.51 1.53 3.35 1.00
27 6.23 2.91 6.71 2.98 5.39 2.16 3.65 1.08
28 6.81 291 3.15 1.85 - - 2.80 2.26
29 6.66 3.6 6.75 2.90 6.66 2.47 2.54 1.71
30 6.28 2.49 7.12 2.80 7.22 1.74 4.86 1.23
31 5.94 3.91 6.01 3.43 5.63 1.23 3.48 0.82
32 6.13 3.54 4.5 3.49 2.64 1.71 3.37 1.44
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Tabla 5.12.

(Continuacion)
Muestra EDAR Norte EDAR Este EDAR Sur EDAR Oeste
Influente Efluente Influente Efluente Influente Efluente Influente Efluente
33 73 4.00 3.10 3.03 6.31 1.50 2.40 0.86
34 5.32 3.66 5.96 3.30 6.75 1.73 5.83 2.44
35 5.02 3.53 2.81 2.40 5.39 1.71 4.54 2.57
36 6.2 3.42 6.84 2.39 6.03 2.10 4.01 2.69
37 4.06 3.61 3.07 2.77 3.19 2.54 4.14 2.53
38 4.13 3.27 3.25 2.27 5.89 2.57 4.74 2.00
39 6.36 3.63 5.36 2.94 5.57 1.89 4.24 1.69
40 3.21 2.55 4.33 2.26 5.00 1.45 4.15 1.09
41 6.12 2.26 4.85 291 5.13 1.47 1.83 1.23
42 6.16 3.03 2.65 3.64 6.11 1.73 5.18 1.06
43 5.39 4.24 4.13 2.36 5.04 3.05 4.92 2.20
44 5.51 4.39 4.42 3.14 4.10 3.29 4.32 1.78
45 8.50 4.61 4.00 2.24 6.16 3.07 5.11 1.38
46 3.51 3.09 3.26 1.62 5.29 0.44 4.40 1.03
47 4.39 2.88 493 1.81 3.55 1.19 3.78 1.18
48 5.42 3.61 5.41 3.57 4.57 1.65 4.26 0.86
49 5.55 5.09 3.97 1.47 5.47 1.04 5.58 1.75
50 5.18 3.29 3.36 2.53 4.84 1.86 4.75 0.93
51 4.85 3.28 3.90 2.13 6.75 1.65 3.64 0.62
52 3.79 0.95 2.73 0.95 4.12 1.96 3.39 1.16
53 3.66 1.01 3.29 1.07 3.64 1.29 2.39 1.16
54 3.95 1.17 4.63 3.16 4.61 1.77 3.23 1.31
55 3.86 1.89 343 1.26 4.02 2.88 3.63 1.55
56 4.16 2.46 1.91 1.19 4.36 1.17 1.97 1.19
57 4.36 1.65 2.42 1.29 3.59 1.01 3.53 1.32
58 2.66 4.65 4.90 2.16 7.08 2.40 3.08 1.45
59 5.59 1.38 3.84 1.59 8.68 2.44 2.95 2.23
60 5.60 1.50 5.57 1.92 7.47 1.74 5.57 2.30
61 4.08 2.20 5.00 1,33 5.30 1,35 6.14 1.90
62 3.88 2.77 5.16 2.25 4.37 1.17 4.80 2.51
63 2.80 2.13 4.77 2.27 9.28 3.52 5.20 2.89
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Tabla 5.13.
Rango, concentracion media y desviacion estandar relativa (RSD) de los principios

activos farmacoldgicos en las aguas residuales de la EDAR Norte

Influente Efluente

Rango Media RSD Rango Media RSD

(ngL) (ng L) (%) (ngL) (ng L) (%)
CF 2.33-27.90 7.37 81.80 0.17-5.45 1.62 78.70
CRB <0.12-3.78 0.53 103.60 <0.06-1.18 0.58 40.62
IBU 3.73 -353.21 69.70 97.7 <0.41 -26.53 4.13 122.81
KTP <0.07-5.52 1.58 84.40 <0.04 -2.27 0.86 67.30
NPX 2.02-8.50 4.83 32.80 0.54 -5.09 2.74 37.00

Tabla 5.14.

Rango, concentracion media y desviacion estandar relativa (RSD) de los principios

activos farmacoldgicos en las aguas residuales de la EDAR Este

Influente Efluente

Rango Media RSD Rango Media RSD

(ngL) (ngL) (%) (ngL) (ng L) (%)
CF 0.75-43.90 7.09 118.50 0.18-3.87 1.68 59.70
CRB <0.12-1.31 0.41 75.90 <0.06-0.84 0.49 39.10
IBU <0.82-319.12 104.96 85.81 <0.41 -55.02 10.16 123.10
KTP <0.07 - 8.56 1.91 115.5 <0.04-3.92 0.82 89.00
NPX 1.63-27.4 4.69 71.5 0.83 —-3.64 2.18 33.40

Tabla 5.15.

Rango, concentracion media y desviacion estandar relativa (RSD) de los principios

activos farmacologicos en las aguas residuales de la EDAR Sur

Influente Efluente

Rango Media RSD Rango Media RSD

(ngL) (ngL) (%) (ng L) (ngL) (%)
CF 0.54-26.10 4.87 92.90 0.51-5.65 2.44 46.70
CRB <0.12-2.10 0.47 85.60 0.15-1.29 0.61 36.60
IBU <0.82-294.27 84.38 75.9 <0.41-40.17 6.69 138.02
KTP <0.07 -6.47 1.74 99.15 <0.04-1.95 0.80 65.40
NPX 2.03 -52.87 8.07 94.90 0.22-3.52 1.64 44.00
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Tabla 5.16.

Rango, concentracion media y desviacion estandar relativa (RSD) de los principios

activos farmacoldgicos en las aguas residuales de la EDAR Oeste

Influente Efluente

Rango Media RSD Rango Media RSD

(ngL) (ngL) (%) (ng L) (ngL) (%)
CF 0.22-22.00 5.34 84.9 0.15-5.12 232 58.80
CRB <0.12-2.15 0.49 76.7 0.15-1.55 0.56 46.50
IBU <0.82-603.25 115.23 93.8 <0.41-48.24 7.62 125.90
KTP <0.07-5.70 2.07 79.5 <0.04-2.03 0.88 65.30
NPX 1.14-9.10 4.28 42.0 0.29-4.28 1.67 50.40

A la vista de los resultados mostrados con anterioridad, se pueden realizar las

siguientes consideraciones generales:

Los principios activos farmacoldgicos detectados en las aguas residuales
influentes fueron cafeina, carbamacepina, ibuprofeno, ketoprofeno y naproxeno.
El farmaco que presentd mayores concentraciones fue el ibuprofeno (Figura
5.9), seguido de cafeina y naproxeno. Los farmacos ketoprofeno y
carbamacepina aparecen a niveles inferiores de concentracion, siendo la
concentracion media medida, para este Gltimo farmaco, inferior a 1 ug L' en
todas las depuradoras. El farmaco diclofenaco no fue detectado en ninguna de

las muestras analizadas.

Se observé una gran variabilidad en las concentraciones de los farmacos
estudiados, tanto entre las depuradoras muestreadas como entre el tipo de
muestras analizadas. Esto se pone de manifiesto en las elevadas RSD (%)
encontradas. Estas variaciones de concentracion se explican a partir del consumo
de dichos farmacos y de las variables que afectan al funcionamiento de una
EDAR a lo largo de un afio (ciclo de muestreo): meteorologia, vertidos

industriales, variaciones en ¢l caudal, etc.
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- Para todos los farmacos, a excepcion de la carbamacepina, la concentracion
media medida en efluentes de EDARs fue sustancialmente inferior a las

encontradas en las aguas influentes.

- La EDAR Oeste fue la que presentd una mayor concentracion en los principios

activos, seguida de la EDAR Sur, Este y por tltimo Norte.

A continuacién se tratardn por separado cada uno de los fairmacos estudiados en

este trabajo.

Figura 5.9.
Distribucion de principios activos farmacologicos en las EDARs de la ciudad de
Sevilla
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3.1.1. Cafeina

La cafeina fue el segundo farmaco predominante en las aguas residuales. Se
encontro presente en las aguas influentes en un rango de concentracion de 0.72 pug L'a
43.90 ng L, con concentraciones medias mensuales situadas entre 4.87 ug L'y 737
ug L. Tales concentraciones son similares a las encontradas por otros autores en las

aguas influentes de EDARs de Suecia (Bendz y col., 2005) o China (Chen y col., 2002)
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e inferiores a las encontradas en depuradoras de Noruega o Alemania, en las que se
detectan concentraciones de hasta 54.7 ug L' y 147 ug L' respectivamente (Weigel y
col., 2004; Ternes y col., 2001).

No se observaron grandes desviaciones en las concentraciones medidas en las
muestras correspondientes a cada semana de toma de muestras, lo que es indicativo de

una homogeneidad en la fuente de cafeina al medio.

Las EDARs a las que llegaron mayores cantidades de cafeina fueron la Norte y la
Este (7.37 y 7.09 ug L' respectivamente) frente a las EDARs Sur y Oeste en las que el
contenido en cafeina fue ligeramente inferior (4.87 y 5.34 pug L™"). No se observo una
relacion apreciable con el factor de dilucion que pueden presentar estas aguas residuales
debido a aportes industriales, mayores en las EDARs Este y Sur, ya que, como se
menciond anteriormente, la carga que reciben estas EDARs es fundamentalmente de

caracter urbano.

Con respecto a los caudales efluentes, los niveles de concentracion de cafeina
detectados en las estas muestras estuvieron en un rango entre 0.15 y 5.65 ug L' con

concentraciones medias mensuales inferiores a 3.93 ug L™

Con ello y pese a que se produce cierta disminucion en el contenido de cafeina a
lo largo de los procesos de depuracion, esta sigue apareciendo en los caudales efluentes,
llegando a los cauces receptores en cantidades comprendidas entre los 8.42 y 984 g dia™

para cada una de las EDARSs estudiadas.

3.1.2. Carbamacepina

La carbamacepina fue el firmaco que presenté menores concentraciones durante
la realizacion de este estudio. Se detectd en el 70 % de los caudales influentes y en el 96
% de los efluentes. Su concentracion medida en las aguas influentes fue inferior a 3.78
ug L', con concentraciones medias mensuales que se situaron entre 0.20y 1.73 ug L™.

No se observaron variaciones en la concentracion entre las cuatro EDARSs estudiadas.
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Las concentraciones en las aguas efluentes fueron inferiores a 1.55 ug L para
todas las EDARs estudiadas, siendo similares a las encontradas en otros estudios
(Ferrari y col., 2003; Clara y col., 2005b). Ternes (1998) encontrd concentraciones
ligeramente superiores en depuradoras de Alemania, donde se detectaron niveles

medios de 2.1 ug L™, alcanzando un méaximo de 6.3 ug L.

Los niveles presentes en los efluentes de las EDARs estudiadas suponen una

descarga de entre 5.74 y 257 g dia™".

3.1.3. Diclofenaco

La concentracion de este principio activo se encontrd por debajo del limite de
deteccion (0.14 ug L") en todas las EDARs estudiadas durante el periodo de toma de

muestras.

3.1.4. Ibuprofeno

El ibuprofeno fue el farmaco que presentd mayores concentraciones respecto al
resto de principios activos. Se detectd en el 83 % de las muestras de agua influente
analizadas a concentraciones comprendidas entre 3.73 y 603.25 ug L. Las mayores
concentraciones de ibuprofeno aparecen para las EDARs Oeste y Este (Tablas 5.14 y
5.16), seguidas de la EDAR Sur y Norte. La concentraciéon media mensual fue inferior a
285.7 ug L. Estos niveles de ibuprofeno son superiores a los encontrados por otros
autores en paises como Finlandia (Lindqvist y col., 2005), Suiza (Tauxe-Wuersch y col.,
2005) o Canada (Hing-Biu y col., 2005). En Espaia, se han realizado estudios sobre la
presencia de este principio activo en EDARs de Galicia (Carballa y col., 2004;
Gonzalez-Barreiro y col., 2003) y Catalufia (Farré y col.,, 2002), detectandose

concentraciones de hasta 85 g L™ en el agua efluente (Farré y col., 2002).

Se observo ademas cierta variabilidad en las concentraciones medidas cada tres
muestras consecutivas, correspondientes a los dias domingo, lunes y martes de cada
semana muestreada (Ej.: Entre 276.34 y 71.12 ug L' en EDAR Este para las muestras
22 a 24 o entre 65.46 y 110.83 ug L' en la EDAR Norte para las muestras 34 a 36).
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Tales desviaciones de concentracion, suponen una diferencia en la carga de ibuprofeno
(mg h-¢™") entre domingo y martes que varia en un factor aproximado de 3.5 (entre 0.18
y 0.64 mg h-¢”' dia” en EDAR Este y entre 0.13 y 0.54 mg h-¢”' dia™' en EDAR Norte).
La variacién de carga, sin embargo, no fue paralela a la evolucién del caudal
(practicamente constante entre 42150 y 50310 m’ dia” en EDAR Este para las muestras
22 a 24 y entre 46600 y 49270 m’ dia™' en EDAR norte para las muestras 34 a 36). Por

tanto, dicha variacion se asocia directamente con el nivel de consumo de ibuprofeno.

Pese a la elevada eliminacion que experimento el ibuprofeno al pasar a través de
los procesos convencionales de depuracion, como se describe en la literatura (Ternes,
1998; Stumpf y col., 1999; Metcalfe y col., 2003a; Tauxe-Wuersch y col., 2005), se
detectd ibuprofeno en el 65 % de los efluentes analizados, a una concentracion media
entre 4.13 ug L'y 10.16 ug L, siendo el aporte medio de ibuprofeno a los cauces
receptores de entre 40.2 y 2236 g dia”, en el conjunto de las EDARs.

Los altos niveles de concentracion de ibuprofeno encontrados en el agua de
entrada a cada una de las EDARs se deben principalmente al elevado consumo de este
farmaco. Ademas, pese a que la EDAR Sur recibe los efluentes hospitalarios, la
concentracion presente en las aguas de origen urbano de entrada a la EDAR no se vio
incrementada por esta contribucion, lo que sitia a las aguas de origen urbano, como

principal fuente en el aporte de este principio activo a medioambiente.

3.1.5. Ketoprofeno

El ketoprofeno es, junto con carbamacepina, el firmaco que aparecié6 a menores
concentraciones, presentando niveles inferiores al limite de deteccion en el 22 % de los
caudales influentes analizados. El resto de las muestras presentaron unas cantidades de
ketoprofeno que oscilaron entre 0.16 ug L'y 8.56 ug L' con concentraciones medias
mensuales de 0.20 ug L' (EDARs Norte y Sur) y 6.75 ug L' (EDAR Este). Ademés, no
se observaron diferencias apreciables en la concentracion medida entre las distintas

EDARs.
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Los niveles de ketoprofeno que presentaron las muestras analizadas fueron
similares a los publicados por Lindqvist y col. (2005) en aguas residuales de Finlandia y
superiores a las presentes en aguas de paises como Suiza (Tauxe-wuersch y col., 2005;
Soulet y col., 2002), Alemania (Heberer, 2002b) o Brasil (Stumpf y col., 1999). En
otros estudios realizados sobre aguas residuales influentes de depuradoras espafiolas no
se detectod la presencia de ketoprofeno (Gonzéalez-Barreiro y col., 2003; Rodriguez y
col., 2003).

La carga de ketoprofeno que recibieron las distintas EDARs estudiadas vario
durante el periodo de toma de muestras entre 23.4 (EDAR Oeste) y 850 mg dia™
(EDAR Sur), lo que supone un aporte de entre 0.19 a 0.77 mg h-¢”' dia™.

Con respecto a los caudales efluentes de las EDARs, se observo que, pese a que se
produce una cierta eliminaciéon durante el proceso de depuracion, el farmaco
ketoprofeno siguié detectandose en el 88 % de las muestras a concentraciones medias
mensuales de 0.20 ug L' (EDAR Norte) y 3.92 ug L' (EDAR Sur), lo que supone un
aporte a los cauces receptores de 9.2 g dia™ a 309.7 g dia™ en el conjunto de las EDARs

estudiadas.
3.1.6. Naproxeno

Al igual que la cafeina, el naproxeno fue detectado en todas las muestras
analizadas encontrandose en el agua influente a unas concentraciones comprendidas
entre 1.14 y 52.87 ug L' (0.29 mg h-e"' dia” y 8.64 mg h-¢”' dia™). La concentracién
media mensual se situd entre 4.27 y 7.83 ug L', presentandose a niveles similares a las
publicadas en diversos estudios realizados en aguas residuales procedentes de otras
depuradoras espafiolas (Carballa y col., 2004; Rodriguez y col., 2004; Gonzalez-
Barreiro y col., 2003).

La EDAR Sur fue la que presentdé mayores concentraciones de naproxeno (7.83

ug L™"); en el resto de EDARS se encontraron concentraciones en torno a 4 ug L.

Al igual que en el caso de la cafeina, no se observaron variaciones significativas

en la concentracion de naproxeno medida cada tres muestras consecutivas, por lo que no
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se aprecia un variacion importante en la concentracion de entrada a las depuradoras en

los distintos dias de la semana.

Ademas, el farmaco naproxeno fue detectado en todas las muestras de agua
efluente, a concentraciones de entre 0.22 ug L'y 5.09 ug L' a lo largo de todo el
periodo de muestreo, con concentraciones medias mensuales comprendidas entre 1.49
ug L'y 2.56 ug L. Estas concentraciones son similares a las encontradas en otras
ciudades europeas situadas en Suiza (Ollers y col., 2001;) y Finlandia (Lindqvist y col.,
2005), pero ligeramente superiores a las detectadas en otros paises europeos como Italia,
Grecia o Francia (Andreozzi y col., 2003d). En Espaia, estudios realizados en Galicia
(Carballa y col., 2004; Rodriguez y col., 2003) y Barcelona (Farré y col., 2001)

muestran concentraciones similares de naproxeno en las aguas efluentes de EDARs.

Se observd que pese a la disminucion que experimentd la concentracion de
naproxeno durante el proceso de depuracion, sigue llegando a los cauces receptores en

unas cantidades comprendidas entre 23.9 y 559 g dia™.

4. RENDIMIENTO DE LOS TRATAMIENTOS CONVENCIONALES DE
DEPURACION DE AGUAS RESIDUALES EN LA ELIMINACION DE
PRINCIPIOS ACTIVOS FARMACOLOGICOS

Como se menciond en el Capitulo 1 del presente estudio, la eliminaciéon que un
contaminante experimenta durante el proceso de depuracion de aguas residuales, se
produce a través de diferentes rutas. Los procesos mas importantes por los que
transcurre dicha eliminacion son la volatilizacion, la retencion sobre la materia sélida
(lodos) y la degradacion bioldgica. Sin embargo, debido a la solubilidad y a los bajos
coeficientes de particion aire-agua de los farmacos estudiados, su eliminacion durante

los procesos de depuracion se produce principalmente por las dos tltimas vias.

En la Tabla 5.17 se muestran los rendimientos de eliminacién obtenidos, a lo
largo del proceso de depuracion, para los farmacos y EDARs estudiados. Los resultados

se muestran como valor medio de las eliminaciones calculadas durante todo el periodo
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de toma de muestras, y se comparan con los valores medios o rangos de eliminacion

obtenidos por otros autores.

A la vista de los resultados recogidos en la Tabla 5.17, se pueden extraer los

siguientes comentarios generales:

Todos los principios activos farmacologicos estudiados mostraron, a lo largo de
los procesos convencionales de depuracion de aguas residuales, una disminucion

en su concentracion.

El farmaco para el que se observo una mayor eliminacion durante los procesos
de tratamiento fue el ibuprofeno, seguido de cafeina, naproxeno, ketoprofeno y

carbamacepina, en este orden.

Los resultados obtenidos para la eficacia en la eliminacion de los principios
activos estudiados durante el proceso de depuracion de aguas residuales,
presentaron una importante variabilidad, tanto entre los distintos fArmacos, como
las encontradas para un mismo fdrmaco en las distintas EDARs sobre las que se

realiz6 la toma de muestras.
Los resultados de eliminacion, obtenidos durante todo el periodo de muestreo,
pueden considerarse del mismo orden que los publicados anteriormente por

otros autores (Tabla 5.17).

La importante variacion que se observo en los resultados medios obtenidos en la

eliminacion de cada uno de los principios activos farmacologicos estudiados en las

distintas EDARs es consecuencia de las distintas variables que influyen en los

mecanismos de eliminacion. Por ello, es necesario un estudio por separado de las

variables que interfieren en la eficacia de la eliminacion mediante procesos de lodos

activos, estableciendo dos grupos: de una parte la influencia de los distintas variables de

operacion que se aplican en los procesos de lodos activos y de la calidad del agua

influente y, por otra, las caracteristicas fisicoquimicas de los componentes estudiados.
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Tabla 5.17.
Eliminacion media (%) de principios activos farmacologicos durante el proceso de

depuracion en las EDARs de la ciudad de Sevilla.

Principio activo EDAR EDAR EDAR EDAR  Bibliografia Referencias
Norte Este Sur Oeste
Cafeina 71.7 71.03 36.51 47.73 94 Bendz y col., 2005
>80 Buerge y col., 2003
Carbamacepina 11.56 7.96 6.22 8.36 30 Bendz y col., 2005
7 Ternes, 1998
Diclofenaco - -— -— -— 17 -69 Heberer, 2002b
Ibuprofeno 90.27 83.14 84.96 89.21 66 —93 Tauxe-Wuersch y col., 2005
90 Ternes, 1998
Ketoprofeno 37.40 47.30 38.12 42.70 12-72  Tauxe-Wuersch y col., 2005
51-100 Lindqvisty col., 2005
62 Quintana y col., 2005
Naproxeno 40.30 50.90 70.70 64.40 55-98 Lindqvist y col., 2005

4.1. Eliminacion de cafeina en los procesos convencionales de depuracion de

aguas residuales

Actualmente existen pocos trabajos acerca del comportamiento de la cafeina en
las plantas depuradoras de aguas residuales. Estudios recientes (Bendz y col., 2005;
Buerge y col., 2003; Weigel y col., 2004) realizados sobre depuradoras de diversos
paises europeos muestran una buena eficacia en la eliminacion de cafeina a lo largo de
los procesos convencionales de depuracion. En Suecia, Buerge y col. (2003) muestran la
eliminacion que experimenta la cafeina en trece estaciones depuradoras. De estas, diez
presentaron una eliminacion inferior al 99.3 %, mientras que el resto de EDARs
mostraron rendimientos de eliminacion ligeramente inferiores (80.9-97.3 %). Otros
estudios sobre EDARs suecas (Bendz y col., 2005) muestran eliminaciones de cafeina

en los procesos de depuracion de hasta el 94 %.

Los promedios de eliminacion obtenidos para las EDARs de Sevilla muestreadas

variaron entre el 36.5 % y el 77.7 % (Tabla 5.17). La carga que recibieron estas EDARs
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se situé entre 0.03 mg persona” dia” y 13.40 mg persona™ dia™'. Esta fue reducida hasta
niveles de entre 0.02 mg persona™ dia™ y 2.04 mg persona” dia”' cuando el caudal es
descargado a los cauces receptores. Ello supone una eliminacion de cafeina en los
procesos de depuracion de hasta el 98.4 %. Los rendimientos de eliminacion mas bajos

se produjeron en las EDARs Sur y Oeste (Tabla 5.17).

Las Figuras 5.10 a 5.13 muestran los rendimientos de eliminacion de cafeina, a

lo largo de todo el periodo de toma de muestras, en las cuatro EDARSs estudiadas.

A la vista de los resultados expuestos en las Figuras 5.10 a 5.13, se pueden

extraer las siguientes consideraciones.
EDAR Norte

La EDAR Norte fue la depuradora en la que se obtuvieron mayores rendimientos
de eliminacion de cafeina. Como se menciond anteriormente, las concentraciones de
cafeina presentes en el agua efluente se situaron en un rango de entre 0.17 pg L'a5.45
ng L', coincidiendo con una eficacia de eliminacién inferior al 96.7 % (Figura 5.10).
Los resultados obtenidos para la eliminacion de este compuesto en la EDAR Norte
fueron similares a lo largo de todo el periodo de toma de muestras. Los mayores
rendimientos se obtuvieron en la primera parte del muestreo (muestras de la 1 a la 18),
con un valor medio de 89.7 % (RSD inferior al 5.4 %). Posteriormente (muestras 19 a
57) se produjo un descenso en los resultados de eliminaciéon y un aumento en su
variabilidad (RSD 23.4 %), que se situd entre los meses de septiembre y mayo
coincidiendo con el periodo de mayor inestabilidad climatolégica y mayor variabilidad
en el caudal influente. Estas variaciones produjeron un promedio de carga en el caudal

efluente de la EDAR que se situd entre 0.03 y 1.03 mg persona™ dia™.
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Figura 5.10.

Porcentaje de eliminacion de cafeina en la EDAR Norte
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Figura 5.12.

Porcentaje de eliminacion de cafeina en la EDAR Sur
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Figura 5.13.

Porcentaje de eliminacion de cafeina en la EDAR Oeste
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EDAR Este

La carga de cafeina que recibi6 la EDAR Este en el caudal efluente de situd
entre 0.75 ug L'y 43.90 pg L™, produciéndose un descenso en esta concentracion en el
influente de hasta el 98.6 %. Esto se refleja en un contenido de cafeina en el caudal
efluente que se situd entre 0.02 mg persona” dia™ y 0.48 mg persona” dia”'. La Figura
5.11 muestra los resultados obtenidos para la eficacia en la eliminacion en la EDAR
Este. Se observaron fuertes fluctuaciones en la eliminacion durante todo el periodo de
toma de muestras, variando entre el 5 % y el 98 % (media 71.03), con una RSD de 37.3
%. Solo el 11 % de los dias muestreados mostraron eliminaciones inferiores al 20 %, y
en el 38 % de las muestras influentes analizadas se produjo un descenso en la

concentracion de cafeina superior al 70 %.

EDAR Sur

La eficacia en la eliminacion de la cafeina en la EDAR Sur fue de hasta el 89.4 %.
En la Figura 5.12 se muestran los resultados obtenidos para dicha eliminacion durante
todo el periodo de toma de muestras. Se aprecié una amplia variabilidad en los
resultados obtenidos (RSD 73.3 %), alcanzando valores de hasta 87.36 %, con un
promedio durante todo el periodo de toma de muestras del 36.51 %. El 37 % de los dias
muestreados presentaron rendimientos de eliminacion inferiores al 40 %, y solo en el 12

% de los casos esta eliminacion supero el 60 %.

EDAR Oeste

La EDAR Oeste recibi¢ una carga de cafeina en el caudal influente de entre 0.22
ng L'a22.0 pg L, reduciéndose hasta niveles de entre 0.15 a 5.12 pg L™ a la salida de
la planta, lo que supone una eliminacion media del 47.73 %. EI rango de eliminacion
medido para esta EDAR fue de hasta el 97.8 % durante el periodo de toma de muestras.
En la Figura 5.13 se observa, al igual que en la EDAR Este (Figura 5.11), la elevada
variabilidad de los resultados obtenidos, puesta de manifiesto por una RSD del 60 %.
Pese al bajo promedio de eliminacion obtenido para esta EDAR, solo en el 35 % de los

casos se produjo un descenso en la concentracion inferior al 40 % y en el 41 % de los
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casos esta fue superior al 60 %. Con ello, la EDAR Oeste contribuye a una carga de

cafeina en el cauce receptor inferior a 2.04 mg persona'1 dia™.

4.2. Eliminacion de carbamacepina en los procesos convencionales de

depuracion de aguas residuales

Estudios recientes realizados en aguas influentes y efluentes de depuradoras
(Ternes, 1998; Joss y col., 2005; Clara y col., 2004; Clara y col., 2005a; Clara y col.,
2005b) demuestran que la carbamacepina es, como se ha mencionado anteriormente, un
farmaco de enorme persistencia debido a su pobre eliminacion en las plantas de
tratamiento de aguas residuales (inferiores al 20 %), por lo que ha sido detectado con

frecuencia en los efluentes de depuradoras y aguas superficiales (Heberer, 2002b).

Como se menciond en el epigrafe anterior, los niveles de concentracion
encontrados para este farmaco en los caudales efluentes de EDARs son frecuentemente
del mismo orden, o incluso superiores a los presentes en las aguas influentes a planta.
Esto podria estar motivado por dos factores, de una parte la pobre eliminaciéon que
experimenta este fArmaco en el proceso de depuracidn y, por otra, a la presencia en el
agua residual influente del 10, 11-epoxi carbamacepina, principal metabolito de la
carbamacepina, que puede transformarse en esta Ultima durante los procesos de
depuracion de aguas residuales (Ternes, 1998). Carballa y col. (2005) estudiaron el
comportamiento del farmaco carbamacepina durante los tratamientos de depuracion
primarios, observando que éste no se ve afectado por las distintas condiciones de
temperatura o naturaleza del producto floculante empleado. Joss y col. (2005)
describieron una pobre eliminacion del fairmaco durante el tratamiento bioldgico en
EDARs mediante tecnologias convencionales, eliminaciones que generalmente son

independientes del tiempo de retencion hidraulico (Metcalfe y col., 2003a).

La carga de carbamacepina a las EDARs de la ciudad de Sevilla se situ6 entre
0.006 mg persona™’ dia” y 0.760 mg persona™ dia”'. Estos niveles se ven escasamente
reducidos tras el tratamiento de depuracion, llegando a verterse a los cauces receptores
entre 0.007 y 0.735 mg persona™ dia” lo que supuso una rendimiento en la eliminacion

de carbamacepina inferior al 11.56 %.
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Las Figuras 5.14 a 5.17 muestran la eficacia mostrada por las cuatro EDARs
estudiadas en la eliminacion de carbamacepina durante el proceso de tratamiento de
lodos activos. En algunos casos no se detecté carbamacepina en las muestras de agua
influente y efluente de las EDARSs, por lo que no se calcularon los promedios de

eliminacion.

A la vista de los resultados mostrados en las Figuras 5.14 a 5.17, se pueden

extraer las siguientes consideraciones:

EDAR Norte

La eliminacion de carbamacepina en la EDAR Norte se muestra en la Figura 5.14.
Se observa una pobre eliminacion a lo largo de todo el periodo de toma de muestras,
pese a que en algunos casos esta llegd a ser de hasta el 87 %. El promedio de
eliminacion durante todo el periodo de toma de muestras en la EDAR Norte fue del
11.56 %, produciéndose un amplia variabilidad en los resultados obtenidos (RSD, 27
%). Por otra parte, el 67 % de las muestras de agua influente analizadas no sufrieron
una reduccion de la concentracion de carbamacepina tras los procesos de tratamiento,
encontrandose en el caudal efluente unos niveles de carbamacepina del mismo orden o

incluso superiores a los presentes en el caudal influente a planta.

EDAR Este

La EDAR Este recibi6 una carga de carbamacepina en el caudal influente inferior
a 1.31 pg L', mientras que la concentracion maxima medida en el agua de salida fue de
0.84 pg L. Pese a ello, las concentraciones de carbamacepina encontradas en el caudal
efluente fueron superiores a las presentes en el caudal influente en el 75 % de las
muestras analizadas. El resto de las dias muestreados presentaron una eliminacion
media de un 7.96 %, variando en un rango de entre un 2 % y un 73 %. La eliminacion
del farmaco producida en la EDAR Este implica un vertido de carbamacepina al cauce

receptor de entre 0.007 mg persona” dia "'y 0.095 mg persona™ dia ™',
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% Eliminacion

% Eliminacion

Figura 5.14.

Porcentaje de eliminacion de carbamacepina en la EDAR Norte
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Figura 5.15.

Porcentaje de eliminacion de carbamacepina en la EDAR Este
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Figura 5.16.

Porcentaje de eliminacion de carbamacepina en la EDAR Sur
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Figura 5.17.

Porcentaje de eliminacion de carbamacepina en la EDAR Qeste
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La EDAR Sur recibi6 niveles de concentracion de carbamacepina inferiores a 2.10
ug L. Estas concentraciones se ven reducidas tras el tratamiento hasta niveles de entre
0.15 a 1.29 pg L' en el 21 % de los casos (Figura 5.16). La eliminaciéon de
carbamacepina en la EDAR Sur presentdé un comportamiento similar al resto de
depuradoras, obteniéndose una eliminacion media del 6.22 %, con un rango de
eliminacion de entre el 6 % y el 64 %. Para el resto de los dias en los que se realiz6 la
toma de muestras no se obtuvieron niveles de eliminacion apreciables, encontrandose en
el agua efluente niveles de concentracion similares a los obtenidos para el influente en

la EDAR.

EDAR Oeste

Pese a la baja eliminacién observada para la carbamacepina a lo largo del
proceso de depuracion de aguas residuales, se podria decir que la EDAR Oeste fue,
junto con la EDAR Norte, la que presentd un mayor porcentaje de eliminacién a lo largo
del periodo de toma de muestras, consiguiendo reducir la concentracion de
carbamacepina en un rango de entre el 2 % y el 93 %, en el 34 % de las muestras de
agua influente analizadas. La eliminacion media en estas muestras fue del 8.36 %, lo
que supuso una descarga del farmaco al cauce receptor comprendida entre 0.032 y 0.735

A e -1
mg persona dia.

4.3. Eliminacion de ibuprofeno en los procesos convencionales de depuracion de

aguas residuales

El farmaco ibuprofeno presenta generalmente altos rendimientos de eliminacién
durante los tratamientos convencionales de depuracion de aguas residuales, con valores
que van desde el 66 % al 93 % (Tauxe-Wuersch y col., 2005). Varios autores (Lindqvist
y col., 2005; Bendz y col., 2005; Joss y col., 2005) han publicado recientemente
estudios que muestran rendimientos de eliminacién de ibuprofeno superiores al 90 %.
Durante los tratamientos primarios de depuracion el ibuprofeno presenta unos
rendimientos de eliminacion de entre el 10 % y el 32 % (Clara y col., 2005; Tauxe-
Wuersch y col., 2005). En lo que al proceso biologico se refiere, diversos autores

muestran la posible dependencia de la eliminacion de ibuprofeno con el tiempo de
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retencion celular (TRC) y el tiempo de retencion hidraulico (TRH) (Clara y col., 2005a;
Tauxe-Wuersch y col., 2005; Metcalfe y col., 2003a) a los que operan las EDARSs.

El ibuprofeno fue la sustancia que present6 un mayor volumen de descarga a los
sistemas colectores durante la realizacion de este estudio, situdndose este aporte entre
0.274 mg persona’ dia” y 199.49 mg persona’ dia™'. Esta carga de ibuprofeno se ve
reducida tras el tratamiento en las distintas EDARs en un promedio de entre el 76.1 %y
el 89.21 % durante todo el periodo de toma de muestras, alcanzandose eliminaciones de
hasta el 99.88 %. Esto genera un aporte de ibuprofeno a los cauces receptores de entre

0.024 mg persona'1 dia™y 26.60 mg persona'1 dia™.

Las Figuras 5.18 a 5.21 muestran la eficacia en la eliminacion de ibuprofeno en

las EDARSs estudiadas durante el periodo de toma de muestras.

A la vista de los resultados expuestos en las Figuras 5.18 a 5.21, se pueden

sefalar los siguientes comentarios.

EDAR Norte

La eliminacién de ibuprofeno en la EDAR Norte durante el periodo de toma de
muestras estuvo comprendida entre el 19 % y el 100 %, con un valor medio del 90.27 %
(RSD, 17 %). Solo en el caso de las muestras 2 y 58 se obtuvieron eliminaciones
inferiores al 50 %. Para el resto de muestras, la variabilidad de los resultados obtenidos
fue inferior al 9 % en unidades de RSD, siendo el valor medio para estas del 92.15 %.
Esto supone un aporte de ibuprofeno a los cauces receptores que oscilo entre 0.07 y 5.07

A e -1
mg persona dia.

EDAR Este

El rango de eliminacion de ibuprofeno durante los tratamientos realizados en la
EDAR Este oscil6 entre el 13 % y el 99 %, con un promedio del 83.14 %. Solo el 11 %
de las muestras analizadas presentaron rendimientos de eliminacion inferiores al 60 %.
Por otra parte, la EDAR Este es la que mostrd una mayor variabilidad de los resultados

obtenidos para la eliminacion de ibuprofeno durante el periodo muestreado (RSD del
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25.49 %). Este grado de variabilidad de los resultados, podrian ser debidos a que la

EDAR Este es la depuradora que recibe una mayor carga industrial, por lo que estd mas

sujeta a una mayor variabilidad en las caracteristicas del caudal influente.
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Figura 5.18.

Porcentaje de eliminacion de ibuprofeno en la EDAR Norte
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EDAR Sur

El ibuprofeno fue relativamente bien eliminado en la EDAR Sur, con un promedio
de eliminacion del 84.96 %. Pese al amplio rango de eliminacidon que mostro en esta
EDAR (del 3 % al 99.5 %), solo el 9 % de las muestras de agua influente, presentaron
eliminaciones inferiores al 60 %. El resto de muestras presentaron un promedio de

eliminacion de 90.68 % con una RSD del 16 %.
EDAR Oeste

La EDAR Oeste fue la que recibi6 una mayor cantidad de ibuprofeno, siendo la
concentracion media presente en el caudal influente a planta de 115.23 ug L. Presento
los mayores rendimientos de eliminacion medios del farmaco (89.21 %) durante todo el
periodo de toma de muestras. El rango de eliminacion encontrado fue del 34 % al 99.86
%. En 5 de los dias muestreados las eliminaciones fueron inferiores al 60 %. La
desviacion estandar relativa durante todo el periodo de toma de muestras fue inferior al
16 %, siendo esta EDAR la que mostr6 menores variaciones en la eliminacion de este

farmaco.

4.4. Eliminacion de ketoprofeno en los procesos convencionales de depuracion

de aguas residuales

En varios estudios realizados durante los ultimos afos (Tauxe-Wuersch y col.,
2005; Lindgvist y col., 2005; Quintana y col., 2005; Stumpf y col., 1999), se muestra
una amplia variacién en la eliminacion de ketoprofeno en relacion con el tipo de
tratamiento y el area geografica estudiada. Estos rendimientos de eliminacion van desde
el 5 % (Tauxe-Wuersch y col., 2005) hasta incluso el 100 % (Lindqvist y col., 2005).
Stumpf y col. (1999) encontraron promedios de eliminacion del 48 % en estaciones
depuradoras de Brasil que siguen tratamientos convencionales. Tauxe-Wuersch y col.
(2005) encontraron rendimientos de eliminacion ligeramente inferiores (5-36 %)
durante los tratamientos primarios, mientras que el tratamiento bioldgico estaba

seriamente afectado por los episodios de lluvia.
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La carga de ketoprofeno que recibieron las EDARs estudiadas en la ciudad de
Sevilla va desde 0.004 mg persona™ dia™ a 2.963 mg persona™ dia™. Esta carga se vio
reducida, tras el tratamiento en las EDARs, hasta unos niveles medios inferiores a 0.822
mg persona’ dia” detectados en el caudal efluente de las EDARs. Esto implica que
aproximadamente la mitad de ketoprofeno que entra en las EDARs estudiadas se
elimina durante el tratamiento. La eliminacion media a lo largo de todo el periodo de
toma de muestras (Tabla 5.17) fue del 37.4 % (EDAR Norte) y el 42.7 % (EDAR Este)
para todas las EDAR estudiadas. Se produjeron eliminaciones superiores al 40 % en el

84 % de los dias muestreados.

Las Figuras 5.22 a 5.25 muestran el promedio de eliminacion de ketoprofeno en
las EDARs Norte, Este, Sur y Oeste, respectivamente, durante todo el periodo de toma

de muestras.

Figura 5.22.

Porcentaje de eliminacion de ketoprofeno en la EDAR Norte
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Porcentaje de eliminacion de ketoprofeno en la EDAR Este
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Porcentaje de eliminacion de ketoprofeno en la EDAR Sur
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Figura 5.25.

Porcentaje de eliminacion de ketoprofeno en la EDAR Oeste
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A tenor de lo expuesto en las Figuras 5.22 a 5.25, se pueden realizar las

siguientes consideraciones:
EDAR Norte

La EDAR Norte recibié una concentraciéon de ketoprofeno inferior a 5.52 pg L™.
Dicha concentracion se vio reducida hasta unos niveles maximos en efluentes de 2.27
ug L', En la Figura 5.22 se observan los rendimientos de eliminacién obtenidos para el
ketoprofeno, durante el periodo de toma de muestras, en la EDAR Norte. La
eliminacion obtenida se situ6 entre el 13 % y el 91.3 %, excepto en el caso de las
muestras 37 y 38, para las que las concentraciones medidas en el caudal influente son
similares a las correspondientes al efluente de la planta. La eliminacion media fue del
37.4 %, apreciandose una fuerte variabilidad de los resultados (RSD del 82 %), que se

ve disminuida en el ultimo periodo de toma de muestras (muestras 48 a 63, RSD 43 %)).
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EDAR Este

En la Figura 5.23 se presenta la eliminacién que experiment6 el ketoprofeno en la
EDAR Este durante el periodo de toma de muestras. En el 58 % de las muestras
analizadas, se observo una reduccion en la concentracion de ketoprofeno tras el
tratamiento, con una eliminacion media del 47.3 %. Ademas, se produjo una amplia
variabilidad en los resultados, puesta de manifiesto por una RSD del 73 %,
posiblemente motivada por la influencia que ejercen los factores externos
(climatologicos, aportes industriales, etc.) sobre la eliminacion de ketoprofeno en los

procesos de depuracion (Tauxe-Wuersch y col., 2005).

EDAR Sur

La EDAR Sur recibe una carga media de ketoprofeno de 1.74 pg L™ (Tabla 5.15).
Esto supone un aporte diario comprendido entre 0.004 y 1.582 mg persona’ dia™'. Estos
niveles se vieron reducidos, tras el tratamiento al que son sometidas las aguas
residuales, en un 38.12 % (Figura 5.24), resultando un aporte a los cauces receptores

inferior a 0.419 mg persona™ dia™.

Los bajos niveles de ketoprofeno encontrados en la EDAR Sur causaron que en
el 30 % de los dias muestreados, la concentracion presente en las muestras de agua
efluente fuese del mismo orden o incluso superior a las encontradas en el agua influente
a planta. Para el resto de muestras, la eficacia en la eliminacion vario entre el 15 % y el

92 %. La variabilidad encontrada para estos dias, medida como RSD fue del 39.8 %.

EDAR Oeste

La EDAR Oeste recibi6 una concentracion de ketoprofeno de hasta 5.7 pg L. Lo
que supone una carga media de 0.878 mg persona’ dia™. Se trata de la depuradora que
presentd un mayor promedio en la eliminacion de ketoprofeno (Figura 5.25). Este
farmaco fue eliminado en esta EDAR en el 70 % de las muestras de agua influente
analizadas, alcanzandose un promedio de eliminacion para todo el periodo de toma de
muestras del 42.7 %, encontrandose ademas, eliminaciones de incluso el 95.5 %. En

cuanto a la variabilidad de estos resultados, se aprecia un periodo central (muestras de la
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7 al a 47) de una enorme variabilidad en los resultados obtenidos (RSD > 100%),
posiblemente debida a las bajas concentraciones encontradas en el caudal de entrada
durante este periodo. Para el resto de muestras analizadas, se obtuvo un RSD del 35 %,

situandose el promedio de eliminacion en el 74.6 %.

4.5. Eliminacion de naproxeno en los procesos convencionales de depuracion de

aguas residuales

Varios autores han estudiado la presencia y eliminacion de naproxeno en los
procesos convencionales de depuracion de aguas residuales (Metcalfe y col., 2003a;
Lindqvist y col., 2005; Bendz y col., 2005; Carballa y col., 2004; Joss y col., 2005;
Carballa y col., 2005). Lindqvist y col. (2005) encontraron una amplia variabilidad en
los rendimientos de eliminacion (del 55 al 98 %) en distintas EDARs de Finlandia.
Carballa y col. (2005) describen porcentajes de eliminacion de naproxeno entre el 20 y
el 25 %en tratamientos fisicoquimicos (coagulacion-floculacion) de aguas residuales.
Otros autores han recogido como el naproxeno podria eliminarse por biodegradacion
(Hua y col., 2003), ozonizacién (Ternes y col., 2003) o fotodegradacion (Tixier y col.,
2003). Boyd y col. (2005) sefialan la completa transformaciéon de naproxeno en sus

productos de degradacion en presencia de cloro libre.

Las aguas residuales influentes de las EDARs de Sevilla, presentaron una carga
de naproxeno de entre 0.17 mg persona” dia” y 13.79 mg persona” dia”. Esta carga se
reduce en las EDARs estudiadas entre el 40.3 % (EDAR Norte) y el 70.7 % (EDAR
Sur).

Las Figuras 5.26 a 5.29 muestran los rendimientos de eliminacién de naproxeno

en las distintas EDARs estudiadas durante el periodo de toma de muestras.

A la vista de los resultados mostrados en las Figuras 2.26 a 5.29, se pueden

extraer las siguientes consideraciones.
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EDAR Norte

La EDAR Norte recibi6 una cantidad diaria de naproxeno que oscila entre los 0.40
mg persona”’ dia” y los 1.82 mg persona™ dia”'. La eliminacion del fArmaco naproxeno
a lo largo del proceso de depuracion en la EDAR Norte vari6 entre el 0 y el 93.4 %, con
una eliminacién media del 40.3 %. Solo en las muestras 2, 3, 19 y 58, no se produjo
eliminacion de este farmaco durante el tratamiento de depuracion. Se produjo ademas
una gran variacion en los rendimientos de eliminacion encontrados en los diferentes dias
de toma de muestras, con una RSD del 56.8 %, lo que podria deberse a la influencia de
los parametros operacionales de la EDAR vy a las caracteristicas del caudal de entrada a

planta.

EDAR Este

La EDAR Este recibio una carga de naproxeno que oscila entre 0.245 mg
persona’ dia’ y 3.407 mg persona’ dia’. Estos niveles de naproxeno se vieron
reducidos hasta una concentracion de entre 0.83 pg L'y 3.64 pg L. La eliminacion
oscilo entre el 2.26 % y el 88.61 %, aunque sélo el 25 % de las muestras de agua
influente analizadas presentaron eliminaciones inferiores al 40 %. La eliminacion media
que experimentd el naproxeno en dicha EDAR se situ6 en el 50.9 %, con una RSD del
38 %, lo que indica una menor variabilidad de los resultados obtenidos con respecto a la

EDAR Norte.

EDAR Sur

La EDAR Sur fue la depuradora en la que se obtuvieron mayores rendimientos en
la eliminacion de naproxeno durante el periodo de toma de muestras, reduciéndose la
concentracién presente en aguas efluentes a un rango comprendido entre 0.22 ug L'y
3.52 ng L' Esto supone una descarga de naproxeno inferior a 0.771 mg persona™ dia™.
Los rendimientos de eliminacién encontrados en esta EDAR se situaron entre el 19.5 %
y el 98.6 %. Solo el 11 % de los dias muestreados presentaron eliminaciones inferiores

al 40 %. La eliminacion media se situd en el 70.7 % con una RSD del 26 %.
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Porcentaje de eliminacion de naproxeno en la EDAR Norte
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Porcentaje de eliminacion de naproxeno en la EDAR Sur
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Figura 5.29.

Porcentaje de eliminacion de naproxeno en la EDAR Oeste
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EDAR Oeste

El naproxeno fue eliminado relativamente bien en la EDAR Oeste: del 19.2 al
91.3 %. La eliminacion media fue del 64.4 % durante el periodo de toma de muestras,
con una RSD del 31 %, y solo el 17 % de las muestras analizadas presentaron
eliminaciones inferiores al 40 %. El rendimiento de eliminacién de naproxeno mostrd
ademas una importante variacion en relacion con la semana muestreada, produciéndose
unas mayores variaciones en el periodo comprendido entre las muestras 21 y 42,

coincidiendo con el periodo de otofo-invierno.

A continuacion se analizaran en detalle los factores mas significativos que han
podido influir en los porcentajes de eliminacion anteriormente comentados: variables de
operacion de las EDARs, estacionalidad y caracteristicas fisicoquimicas de los

principios activos farmacologicos.

4.6. Influencia de las variables de operacion y de la estacionalidad del influente

de las EDARSs en la eliminacion de principios activos farmacologicos

En el tratamiento secundario (lodos activos) de una EDAR convencional se
produce la asimilacién de materia organica a partir de procesos de biofloculacion y
metabolizacion selectiva de nutrientes. En ¢l interviene un cultivo microbioldgico
constituido principalmente por bacterias que han sido seleccionadas en el agua residual
gracias a la modificacion de pardmetros operacionales que permiten mantener una
“tension climatica” o nutricional debido a la elevada concentracion de materia organica.
Se crea asi, un ecosistema en el proceso de lodos activos que se caracteriza por
mantenerse con una microfauna de baja diversidad y alta densidad para esas pocas
especies. Una modificacion en los parametros asociados a los procesos de lodos activos
permite realizar una seleccion de las especies presentes en el cultivo bacteriano,

favoreciendo o no la eliminacién de ciertos contaminantes (Clara y col., 2005a).

El tratamiento de aguas residuales constituye un complejo proceso cuya eficacia
varia estacionalmente en una misma planta depuradora y en funcion de la calidad del

caudal influente, el tiempo de retencion celular (TRC) e hidraulico (TRH) aplicados y la
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tecnologia de tratamiento y método de desinfeccion (Daughton y Ternes, 1999; Halling-

Serensen y col., 1998) entre EDARSs.

4.6.1. Influencia del tiempo de retencion celular (TRC) e hidraulico (TRH) en la
eliminacion de principios activos farmacologicos en los procesos

convencionales de depuracion de aguas residuales

El tiempo de retencion celular (TRC) o edad del lodo, dado como el tiempo
promedio de residencia de los lodos en el reactor biologico, estd relacionado con la tasa
de crecimiento de los microorganismos presentes en el proceso de lodos activos. Los
TRCs bajos evitan el crecimiento de depredadores a favor del enriquecimiento del licor
mezcla en microorganismos de crecimiento rapido (Lee y Welander, 1996). Los altos
TRCs favorecen la aparicion de una mayor diversidad en la flora microbiana del reactor
con una mayor capacidad fisiologica para la eliminacion de ciertos contaminantes
(Clara y col., 2005a). La correlacion entre el TRC y la eficacia en la eliminacién de
contaminantes en una EDAR esta basada en este principio. Ademas, la edad del lodo
influye también en la cantidad de materia inerte presente en el reactor, afectando con
ello a la cantidad de materia activa presente en el lodo y a la eficacia en la eliminacion

de contaminantes.

El tiempo de retencion hidraulico (TRH) se define como el tiempo que se
retardan las particulas de agua en su salida del proceso de tratamiento de aguas
residuales. Se calcula a partir de la relacion entre el caudal y el volumen tutil de la
planta. Se trata de una medida del tiempo durante el cual se produce el tratamiento de
las aguas residuales, y en el que las aguas se encuentran en contacto con la materia

solida generada durante el tratamiento.

Clara y col. (2005a) encontraron cierta relacion entre la eliminacion de algunos
farmacos y el TRC. Concluyeron que, mientras que la eliminacion de algunos farmacos
(ej. carbamacepina) en los procesos bioldgicos de tratamiento de aguas residuales
urbanas no presentaba dependencia alguna con el TRC, en otros, tales como el
ibuprofeno, se encontrd cierta correlacion entre el porcentaje de eliminacion y el TRC

con el que opera la EDAR.
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En cuanto al TRH, diversos autores han estudiado su influencia en los
rendimientos de eliminacién de principios activos farmacologicos en los procesos de
depuracion de aguas residuales (Clara y col., 2005a; Metcalfe y col., 2003a). Metcalfe y
col. (2003a) mostraron eliminaciones superiores al 90 % para los farmacos ibuprofeno y
naproxeno en EDARSs en las que se operaba con TRH superiores a 12 h. Igual que con
el TRC, el porcentaje de eliminacion de carbamacepina fue en todos los casos inferior al

50 %, independientemente del TRH aplicado.

En la Tabla 5.18 se muestran el tiempo de retencion celular (TRC) y el tiempo

de retencion hidraulico (TRH) para cada una de las EDARSs estudiadas.

Tabla 5.18.
Tiempo de retencion celular (TRC) y Tiempo de retencion hidraulico (TRH) para

cada una de las EDARSs estudiadas

TRC (dias) TRH (h)
EDAR Norte 1.5 12
EDAR Este 1.9 12
EDAR Sur 2.7 17
EDAR Oeste 5.1 16

Las Figuras 5.30 a 5.31 muestran graficamente la relacion entre los rendimientos
de eliminacién de farmacos y los TRCs y TRHs aplicados en el proceso de lodos

activos en cada una de las EDARs estudiadas.
A la vista de las graficas se podria sefialar:
- No se observo una relacion apreciable entre el TRC al que operan las distintas

EDARs de la ciudad de Sevilla con el rendimiento de eliminacion de principios

activos farmacologicos estudiados en los procesos de depuracion de aguas.
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Figura 5.30.
Influencia del TRC en la eliminacion de principios activos farmacologicos en las
EDARs de Sevilla
100
X X
X
80 - o X
3 ¢ A
§ 60 =
i 6
g 40 | 5 g 8
3]
L 20
* [ ] ) [ J
o T T T T T 1
o 1 2 3 4 5 6
TRC (dias)

¢ CF e CRB o KTP xIBU aNPX

Figura 5.31.
Influencia del TRH en la eliminacion de principios activos farmacologicos en las
EDARs de Sevilla
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- En cuanto al TRH, no se observo su influencia sobre la eliminacion de los
farmacos carbamacepina y ketoprofeno, mientras que en el caso de los fA&rmacos
ibuprofeno y naproxeno se produjo un ligero incremento de los rendimientos de
eliminacion asociado a un incremento en el TRH. Se aprecia, al igual que en
otras investigaciones (Metcalfe y col., 2003a), un aumento en la eliminacién de
naproxeno ¢ ibuprofeno en las EDARs en las que se opera con tiempos de
retencion hidraulicos (TRH) superiores a 12 h. En el caso de la cafeina ocurre el
efecto contrario, se observa un descenso de la eliminacidon asociado al aumento

del TRH.

Para establecer la magnitud de estas posibles relaciones entre los promedios de
eliminacion de principios activos farmacolédgicos y los TRC y TRH, se construy6 una
matriz de correlacion empleando cada una de las depuradoras estudiadas como casos y
los porcentajes de eliminacion medios, calculados para todo el periodo de toma de
muestras, junto con los valores de TRC y TRH, como variables. La matriz de

correlaciéon obtenida se muestra en la Tabla 5.19. En negrita se representaron las

correlaciones mas significativas (coeficientes de correlacion superiores a |O.70| ).

Se obtuvieron bajos coeficientes de correlacion entre el TRC y los
porcentajes de eliminacion de los principios activos farmacoldgicos en las cuatro
EDARs estudiadas. Esto podria deberse al pequefio rango de TRC a los que operan las
EDARs en las ciudad de Sevilla (1.5 - 5.1 d) lo que impide predecir el comportamiento
de este tipo de contaminantes en procesos de tratamiento que presenten un mayor

tiempo de retencion celular.

Por otra parte, se observa una fuerte correlacion positiva entre el TRH y el
farmaco naproxeno (0.95). Esto podria deberse a que un aumento del tiempo de
retencion hidraulico conlleva un incremento de los sdlidos en suspension en el licor
mezcla del reactor bioldgico (Ren y col., 2005) y por consiguiente una mayor capacidad
para la eliminacion de ciertos contaminantes mediante fendémenos de retencion sobre las
particulas so6lidas o coprecipitacion junto con el lodo generado. Se observa ademas una
importante correlacion negativa entre el TRH y el porcentaje de eliminacion de la

cafeina.
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Tabla 5.19.
Matriz de correlacion entre los parametros TRC y TRH y los porcentajes de

eliminacion medios de cada uno de los farmacos en las EDARSs estudiadas

TRC TRH E-CF E-CRB E-IBU E-KTP  E-NPX
TRC 1.00 0.68 -0.63 -0.33 0.52 0.13 0.65
TRH 1.00 -0.99 -0.69 0.38 -0.32 0.95
E-CF 1.00 0.80 -0.23 0.22 -0.98
E-CRB 1.00 0.40 -0.25 -0.88
E-IBU 1.00 -0.65 0.09
E-KTP 1.00 -0.04
E-NPX 1.00

4.6.2. Influencia estacional en los rendimientos de eliminacion de principios
activos farmacologicos en los procesos convencionales de depuracion de

aguas residuales

Existen en la literatura cientifica muy pocos trabajos que establezcan una
relacion apreciable entre el promedio de eliminacion de principios activos
farmacologicos y el factor estacional en una EDAR. Tauxe-Wuersch y col. (2005)
estudiaron la presencia y eliminacion de algunos principios activos farmacologicos,
entre los que se encontraban ibuprofeno y ketoprofeno, en los procesos convencionales
de depuracion de aguas. Observaron cierta influencia estacional en los promedios de
eliminacion de estas sustancias en las EDARs concluyendo que, generalmente, se
produce un descenso en el rendimiento de eliminacion de estos contaminantes en el
periodo de invierno, principalmente por episodios de lluvia que influyen en el TRH del

reactor.

En este trabajo se estudi6 la posible influencia estacional en la eliminacion de
farmacos en las EDARs estudiadas. El periodo de toma de muestras realizado se dividi6
en dos etapas, de una parte la correspondiente a verano, en la que se incluyeron los
resultados obtenidos durante los meses de abril, mayo, junio, julio, agosto y septiembre,

y por otra parte, la etapa correspondiente a invierno, en la que se incluyeron los meses
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de octubre, noviembre, diciembre, enero, febrero y marzo. Los rendimientos de

eliminacion medios obtenidos para cada uno de los fArmacos durante ambos periodos se

muestran en las Figuras 5.32 a 5.36.

A la vista de los resultados expuestos en las Figuras 5.32 a 5.36 se observa que,

en lineas generales, el promedio de eliminacion de los farmacos estudiados esta

relacionado con la época del afio estudiada.

Excepto en el caso de los farmacos carbamacepina e ibuprofeno, se observa

cierta influencia estacional en el rendimiento de eliminacion de una EDAR. En relacion

a ello, se podrian dividir los fArmacos estudiados en tres grupos:

Un primer grupo de compuestos que presentan eliminaciones superiores durante
los meses de verano, constituido por ketoprofeno y naproxeno. Los mayores
rendimientos de eliminacion encontrados en el caso del naproxeno fueron, a
excepcion de la EDAR Norte, los encontrados durante los meses de verano,
mostrando diferencias de hasta un 20 % en el caso del naproxeno y un 30 % en

el caso del ketoprofeno.

Un segundo grupo de compuestos sobre los cuales no se observa una influencia
estacional. En este se incluyen carbamacepina e ibuprofeno, para los cuales, el
rendimiento de eliminacién observado en cada una de las EDARs no presento

ninguna tendencia apreciable entre ambos periodos.

Por tultimo, un tercer grupo, constituido por la cafeina, cuyo promedio de
eliminacion fue superior durante los meses de invierno, salvo en el caso de la
EDAR Norte, para el que se obtuvieron promedios de eliminacion similares en

ambos periodos.
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Figura 5.32.
Rendimiento de eliminacion de cafeina durante los meses de invierno y verano en

las EDARSs de la ciudad de Sevilla
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Figura 5.33.
Rendimiento de eliminacion de carbamacepina durante los meses de invierno y

verano en las EDARs de la ciudad de Sevilla
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Figura 5.34.
Rendimiento de eliminacion de ibuprofeno durante los meses de invierno y verano

en las EDARSs de la ciudad de Sevilla
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Figura 5.35.
Rendimiento de eliminacion de ketoprofeno durante los meses de invierno y verano

en las EDARSs de la ciudad de Sevilla
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Figura 5.36.
Rendimiento de eliminacion de naproxeno durante los meses de invierno y verano

en las EDARSs de la ciudad de Sevilla
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Al contrario de Tauxe-Wuersch y col. (2005), que encontraron rendimientos de
eliminacion de ibuprofeno muy superiores durante los meses de verano, el promedio de
eliminacion de este farmaco encontrado en este trabajo fue similar en ambas épocas del
ano. Esto podria ser debido a la escasa lluvia recogida durante las fechas en las que se
realiz6 la toma de muestras. Este hecho, sin embargo, si se observa en el caso de los

farmacos ketoprofeno y naproxeno.

4.7. Influencia de las caracteristicas fisicoquimicas de los principios activos
farmacologicos en el rendimiento de su eliminacion en los procesos

convencionales de depuracion de aguas residuales

En la Tabla 5.20 se muestran los parametros relacionados con los mecanismos
implicados en la retencidén de principios activos farmacoldgicos en los lodos durante los
procesos de depuracion mediante lodos activos, asi como los coeficientes de

degradacion de los farmacos estudiados durante este proceso.
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Como se ha mencionado anteriormente, la eliminacion de los principios activos
farmacologicos en los procesos de depuracion de aguas residuales se produce

principalmente a través de la retencion sobre los lodos y la biodegradacion.

La retencion de microcontaminantes sobre la materia suspendida en los procesos
de depuracion de aguas transcurre mediante mecanismos fisicos que dependen de las

propiedades de estos microcontaminantes.

Para definir la afinidad de los farmacos a la materia suspendida se emplean dos
parametros: de una parte el coeficiente de particion octanol-agua (Kow) que se define
como la relacion entre las concentraciones de equilibrio de una sustancia en octanol y en
agua a una temperatura especifica y que indica la afinidad de una sustancia sobre una
fase hidrofobica y, la constante de acidez (K,), que esté relacionada con la capacidad de
una sustancia de ionizarse en la fase acuosa, quedando disuelta en esta o generando
interacciones de tipo electrostatico. Un tercer parametro a tener en cuenta es el
coeficiente de distribucion solido-agua (K4) que engloba los pardmetros anteriores y
tiene en cuenta los dos tipos de interacciones. En el caso de interacciones

electroestaticas, este ultimo se determina experimentalmente (Larsen y col., 2004).

Las Figuras 5.37 a 5.40 muestran el efecto de los pardmetros pK,, log Kow, log K4y t12
(Tiempo de vida media de los farmacos estudiados en 2 g L™ de materia suspendida en
el reactor bioldgico) en la eficacia en la eliminaciéon de los principios activos
farmacologicos en las distintas EDARs estudiadas. Los valores del coeficiente de
distribucion agua-lodo (K4) para los casos del ketoprofeno y la cafeina no estan

incluidos al no estar disponibles en referencias bibliograficas.

Para todas las EDARs estudiadas se produjo un efecto similar de los pardmetros
log Kow, pka, log K4 y ti» sobre la eficacia en la eliminacion de los principios activos

farmacologicos estudiados.

Se observo una relacion lineal (de proporcionalidad) entre los valores de log Ky
y log Kow y los resultados experimentales de la eficacia en la eliminacidon de estos
compuestos. En cuanto a los valores de pK, (Figuras 5.37 a 5.40) se produjo un

aumento en la eficacia en la eliminacion de los farmacos asociados a una disminucion

240



CAPITULO 5

de los valores del pK,. En lo que a la relacion entre la eficacia en la eliminacién y el
tiempo de vida media de los fairmacos en el proceso de lodos activos se refiere, se
observa una relacion logaritmica. La eficacia en la eliminacién crece al disminuir el

tiempo de vida media de los fArmacos estudiados.

Tabla 5.20.

Caracteristicas fisicoquimicas de los principios activos estudiados

log Kow pK, Ky ti2 (h)
Cafeina -0.07 14.0 - -
Carbamacepina 2.45° 13.9° 25.52° 31°
Diclofenaco 451°¢ 3.99¢ 0.72° 50°
Ibuprofeno 3.97° 49° 453.8"° 16*
Ketoprofeno 3.16° 4.451¢ - 17°
Naproxeno 3.18° 42" 217.2° 12°

* Kahn y Ongerth, 2004.
® Jones y col., 2002.
¢ Avdeef'y col., 2000.

d Urase y Kikuta, 2005

- No disponible.

Estas correlaciones, entre los parametros indicadores de la afinidad por la
materia soélida y la eficacia en la eliminacion para cada una de las EDARs, fueron
corroboradas empleando un estudio estadistico de correlacion interparamétrica. La
matriz de correlacion se establecié empleando cada uno de los fArmacos como casos y
empleando como variables los valores de los pardmetros de retencion (Tabla 5.20),
junto con los resultados de eficacia en la eliminacion de los distintos farmacos para cada
una de las EDARs, dados como valores medios obtenidos durante todo el periodo de

muestreo. La matriz de correlacion obtenida en este estudio se muestra en la Tabla 5.21.
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Figura 5.37.

Efecto del log Kow, log Ky, pK, y ti2 en la eliminacion de principios activos

farmacologicos en la EDAR Norte
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Figura 5.38.
Efecto del log kow, log Kg4, pK, y t1/2 en la eliminacion de principios activos

farmacologicos en la EDAR Este
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Figura 5.39.

Efecto del log kow, log Ky, pK, y ti,2 en la eliminacion de principios activos

farmacologicos en la EDAR Sur
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Figura 5.40.
Efecto del log kow, log Kg4, pK, y ti1/2 en la eliminacion de principios activos

farmacologicos en la EDAR Oeste
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Tabla 5.21.

Matriz de correlacion para la eficacia en la eliminacion de farmacos en las EDARs

(% R) en relacion con las caracteristicas fisicoquimicas de los compuestos

estudiados.
log Kow Ky pKa tin % Ryorte % Regee % Rsur % Roeste
log Kow 1.00 1,00 -0.06 -0.73 0.99 0,99 0.93 0.97
K4 1.00 -0.10 -0.71 1,00 0,98 0.91 0.96
pK. 1.00 -0.63 -0.18 0.10 0.32 0.19
tin 1.00 -0.65 -0.83 -0.94 -0.88
% Ryorte 1.00 0.96 0.88 0.93
% ReEgte 1.00 0.97 1,00
% Ry 1.00 0.99
% Roeste 1.00

A la vista de los coeficientes obtenidos en la matriz de correlacidon se pueden

realizar las siguientes consideraciones.

Para todas las depuradoras se encontraron correlaciones significativas (por

encima de |0.80|) entre los parametros indicadores de la retencion en solidos y el

tiempo de vida media y rendimientos de eliminacion de los farmacos estudiados.

Se observd una buena asociacion (coeficientes de correlacion por encima de
0.88), entre los parametros log Kow y K4y los rendimientos de eliminacion de
farmacos en las cuatro EDARs, mientras que no se observaron buenas
correlaciones entre los valores de la constante de acidez (pK,) y los resultados de
eliminacion. Esto podria explicarse asumiendo que la biodegradacién que se
produce en un contaminante durante el tratamiento bioldgico en una EDAR
transcurre sobre la materia solida presente en el licor mezcla (Beausse y col.,
2004), después de la transferencia que se produce de la fase acuosa al sélido
(Urase y Kikuta, 2005). Esto se ve favorecido por una mayor afinidad por la

materia solida por parte del farmaco (< Kow y < Ky).
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- En cuanto al tiempo de vida medio que representa la persistencia del farmaco en
el reactor de lodos activos (t;»), se observa, como es logico, una asociacion

negativa de este parametro con los valores de eliminacion en las cuatro EDARs.

- Por tltimo, las correlaciones entre los parametros log Kow y pK, con los valores
recogidos en la bibliografia para el coeficiente de reparto lodo-agua (K4) son
contrarias, estableciéndose una correlacion muy significativa (1.00) entre el los
parametros K4 y log Kow, mientras que para la asociacion de los valores de Ky
con pK, se obtiene un valor de -0.10. Esto podria explicarse debido a que, en el
caso de los farmacos estudiados en el presente trabajo, los valores de K4 estarian
mas influidos por la constante de reparto octanol-agua que por la constante de

acidez de las sustancias estudiadas.

La eliminacion de estos contaminantes en los procesos de depuracion de lodos
activos se lleva a cabo a través de los dos mecanismos mencionados anteriormente,
retencion en la materia sélida y biodegradacion microbioldgica, teniendo lugar esta
ultima sobre la materia activa formada en el licor mezcla. Esto explicaria la mayor
eliminacidon que experimenta el ibuprofeno, en relacion a los farmacos ketoprofeno y
naproxeno que, pese a que presenta una menor degradacion en los procesos
microbiologicos (t;, de 16 h), es retenido en mayor medida sobre los lodos (Kumagani

y col., 2006), facilitando dicha retencion su degradacion en la materia activa.

En el caso del farmaco carbamacepina, este presenta bajos valores de K4 y un
tiempo de vida media relativamente alto (31 h), lo que podria explicar la persistencia
mostrada en los procesos de depuracion (Joss y col., 2005; Ternes, 1998; Heberer,

2002a).

La cafeina por su parte, presenta una alta degradabilidad en los procesos de
depuracion, mientras que por el contrario, su valor de log Kow es bajo (-0.07), por lo
que se espera bajas concentraciones en lodos (Buerge y col., 2003). Debido a esto, la
eliminacidon que experimenta la cafeina durante el proceso de depuracion podria estar
asociada a su biodegradacion en el medio acuoso relacionandose con los parametros de
operacion en las distintas EDARs, lo que podria explicar los diferentes resultados

obtenidos para la eliminacion de este compuesto de una EDAR a otra.
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5. EVOLUCION TEMPORAL DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS
FARMACOLOGICOS EN LAS EDARS ESTUDIADAS

En este epigrafe se estudia la evolucion temporal de la cafeina y de los principios
activos carbamacepina, ibuprofeno, ketoprofeno y naproxeno durante todo el periodo de
toma de muestras. No se realizd este estudio para el farmaco diclofenaco por

encontrarse en todas las muestras analizadas a niveles inferiores al limite de deteccion.

5.1. Evolucion de la concentracion de cafeina en las aguas residuales de la

ciudad de Sevilla

Las Figuras 5.41 a la 5.44 muestran la evolucidon temporal encontrada para la

cafeina, tanto en los caudales influentes como efluentes de las depuradoras estudiadas.

Se observéd un incremento en la concentracion de cafeina presente en las
muestras de aguas influentes a depuradora que comenzd en los meses de septiembre y
noviembre (muestras 19 a 25) y que se mantuvo durante el periodo comprendido entre
noviembre y marzo (muestras 19 a 45). Las concentraciones maximas se produjeron en
las muestras 23, 24, 31 y 31 para las EDARs Norte, Sur, Este y Oeste, respectivamente,
coincidiendo con los dias finales del mes de septiembre, mediados del mes de

noviembre y finales de diciembre, respectivamente.

Las concentraciones medias medidas durante este periodo comprendieron entre
8.91 +4.93 ug L', medidos en la EDAR Oeste, y 14.10 + 11.46 pug L', medidos en la
EDAR Sur, mientras que en los meses de verano las concentraciones medidas
estuvieron comprendidas 2.82 + 1.76 (g L' (EDAR Sur) y 3.84 + 1.04 (g L' (EDAR
Norte) observandose una mayor carga de cafeina durante los meses de invierno. La
concentracion media, medida en las aguas influentes de las EDARs de Sevilla durante
los meses de verano (desde abril hasta septiembre) fue de 3.37 pg L™ durante los meses
de verano (desde abril hasta septiembre), mientras que en los meses restantes fue de

9.92 ug L.

La evolucion observada se podria asociar al consumo de alimentos que contienen

este producto, tales como café, te, chocolate o pasteles. Sin embargo, debido a su
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contenido en cafeina, el café podria considerarse como la principal fuente de este

compuesto al medio ambiente (Barone y Roberts, 1996).

La evolucion observada estd de acuerdo con el descenso que se produce en el
consumo de café durante los meses de verano y el aumento de dicho consumo durante
los meses de invierno, en los que se produce una mayor demanda de productos calientes
como té o café. Sin embargo, esto puede verse afectado por diversas fluctuaciones
motivadas por la descarga de cafeina al medio ambiente a través del resto de sustancias

mencionadas anteriormente.

Con respecto a las concentraciones presentes en el caudal efluente, en lineas
generales, se encontrd una evolucion similar a la descrita para las concentraciones en el
caudal influente, observandose un ligero aumento en la concentracion durante el periodo
de invierno. Los niveles de cafeina, medidos en estas muestras estuvieron en todos los

casos por debajo de 6 pg L.

Figura 5.41.

Evolucion temporal de cafeina en la EDAR Norte
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Figura 5.42.

Evolucion temporal de cafeina en la EDAR Este
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Figura 5.43.

Evolucion temporal de cafeina en la EDAR Sur
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Figura 5.44.

Evolucion temporal de cafeina en la EDAR Oeste
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5.2.  Evolucion de la concentracion de carbamacepina en las aguas residuales de

la ciudad de Sevilla

Las Figuras 5.45 a 5.48 muestran la evolucidbn que experimenta la

carbamacepina en los caudales de entrada a las EDARSs estudiadas.

La concentracion de carbamacepina en los influentes de las EDARs estudiadas
permanecid practicamente constante durante el periodo en el que se realizé la toma de
muestras, encontrdndose a niveles medios de entre 041 y 049 pug L.
Aproximadamente el 95 % de las muestras analizadas presentaron concentraciones de

carbamacepina por debajo de 1 ug L

La evolucion de las concentraciones de carbamacepina observadas podria
explicarse atendiendo al consumo de este farmaco por parte de la poblacion. La
carbamacepina se emplea solo o en combinacion con otros medicamentos para el
tratamiento de ciertos tipos de crisis convulsivas en enfermos con epilepsia y
esquizofrenia, ademas de en el tratamiento del alcoholismo (Miao y Metcalfe, 2003).

La aparicion de tales enfermedades no estd sujeta a un componente estacional, por lo
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que no cabria esperar ningun tipo de tendencia en la evolucidon de este farmaco en el

tiempo.

Figura 5.45.

Evolucion temporal de carbamacepina en la EDAR Norte
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Figura 5.46.

Evolucion temporal de carbamacepina en la EDAR Este
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Concentracién (pg L)

Concentracién (pgL™)

Figura 5.47.

Evolucion temporal de carbamacepina en la EDAR Sur
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Figura 5.48.

Evolucion temporal de carbamacepina en la EDAR Oeste
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Por otra parte, debido a la pobre eliminacion que experimentd este faArmaco en
los procesos de depuracion de aguas, los niveles encontrados en los caudales efluentes
de las EDARs estudiadas fueron, en muchos casos, iguales o incluso superiores a los
presentes en las aguas de entrada a planta, sin presentar, en ninguno de los casos, una

evolucién marcada por algln factor de caracter estacional.

5.3. Evolucion de la concentracion de ibuprofeno en las aguas residuales de la

ciudad de Sevilla

El ibuprofeno se encuentra en concentraciones relativamente altas en las aguas
residuales de la ciudad de Sevilla. Los niveles medios encontrados en las aguas
residuales se situaron entre 69 y 115 pg L', en las EDARs Norte y Oeste,

respectivamente.

Las Figuras 5.49 a 5.52 muestran la evolucidon temporal de la concentracion de
ibuprofeno presente en los caudales influentes de EDARs durante el periodo de toma de

muestras.

En todas las EDARSs estudiadas se registré un aumento en la concentracion de
ibuprofeno en dos periodos de la toma de muestras. El primer incremento en la
concentracion de ibuprofeno se produjo entre las muestras 21 y 30 (19 y 25 en el caso
de la EDAR Sur), situadas entre los meses de noviembre y diciembre. Este incremento
podia deberse a un mayor uso de ibuprofeno por parte de la poblacion, habitual en esta
época del afo. El segundo aumento de concentracion se produjo entre las muestras 43 y
51 (muestras 38 y 46 en el caso de la EDAR Sur), correspondientes a los meses de
marzo y abril. Esto podria estar motivado por dos factores, de una parte un aumento en
la poblacion tratada por las EDARs como consecuencia de la actividad turistica en la
ciudad de Sevilla durante dicho periodo, y por otra, un cambio estacional, que motiva

un mayor consumo de este principio activo.

En cuanto a las concentraciones de ibuprofeno encontradas en los caudales
efluentes de las depuradoras estudiadas, en general se observan bajas concentraciones

en relacion a las presentes en el caudal influente, debido principalmente a la eficacia en
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la eliminacién de este firmaco en los procesos de tratamiento de aguas, sefialados en el

epigrafe 4.3.
Figura 5.49.
Evolucion temporal de ibuprofeno en la EDAR Norte
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Figura 5.51.

Evolucion temporal de ibuprofeno en la EDAR Sur
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Evolucion temporal de ibuprofeno en la EDAR Oeste
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5.4. Evolucion de la concentracion de ketoprofeno en las aguas residuales de la

ciudad de Sevilla

Las Figuras 5.53 a 5.56 muestran la evolucion de las concentraciones medidas de
ketoprofeno en las cuatro EDARs estudiadas durante todo el periodo de toma de

muestras.

El farmaco ketoprofeno mostrd una evolucion muy similar entre las distintas
EDARSs. Se encontraron mayores concentraciones entre las muestras 49 y 63 (44 a 59 en
el caso de la EDAR Sur), correspondientes a los meses de abril, mayo y junio. En la
EDAR Oeste (Figura 5.56) estos niveles de concentracion se mantuvieron durante el

mes de julio (muestras 1 a 6).

Los niveles de concentracion medios durante los meses de abril, mayo y junio
estuvieron comprendidos entre 3.25 + 1.12 pg L™ (EDAR Norte) y 5.14 + 1.40 ug L™
(EDAR Este). En los meses restantes estas concentraciones se vieron sustancialmente
reducidas, situandose entre 1.17 + 0.63 ug L' (EDAR Norte) y 1.73 + 0.65 ug L™
(EDAR Oeste).

El ketoprofeno, pese a pertenecer al mismo grupo farmacéutico que otros
antiinflamatorios como el ibuprofeno, presenta un uso mas restringido, empleandose en
el alivio de la fiebre, dolor muscular o enfermedades como la artritis reumatoide, sin
embargo, podria ser debido a este uso restringido por lo que aparece en el medio
ambiente a concentraciones sustancialmente mas bajas que fArmacos como ibuprofeno o

naproxeno.

La evolucion que se observé a lo largo del afo en el que se realiz6 la toma de
muestras podria explicarse atendiendo al menor caudal que reciben las EDARs durante
el periodo de verano, lo que produce un efecto de concentracion en los contaminantes

presentes en las aguas residuales.
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Figura 5.53.

Evolucion temporal de ketoprofeno en la EDAR Norte
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Concentracién (pgL™)

Concentracién (pg L)

Figura 5.55.

Evolucion temporal de ketoprofeno en la EDAR Sur
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Evolucion temporal de ketoprofeno en la EDAR Oeste
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En relacién a las concentraciones de ketoprofeno presentes en los caudales
efluentes de las cuatro EDARSs estudiadas, se observa que sigue una evolucion en el
tiempo muy similar a las encontradas para este farmaco en las aguas influentes de las
depuradoras. Los niveles de ketoprofeno medidos durante los meses de abril, mayo y
junio fueron de entre 1.16 + 0.40 pg L'y 1.64+0.12 ug L' en las EDARs Sur y Este
respectivamente, mientras que estas concentraciones se ven reducidas hasta niveles
comprendidos entre 0.65 + 0.26 ug L' y0.93+0.35 ug L en las EDARs Este y Oeste,

respectivamente, durante el periodo restante.

5.5. Evolucion de la concentracion de naproxeno en las aguas residuales de la

ciudad de Sevilla

Las Figuras 5.57 a 5.60 muestran la evolucién que experimenta la concentracion
del farmaco naproxeno en las aguas influentes y efluentes de las depuradoras estudiadas

durante el periodo de toma de muestras.

Las mayores concentraciones del farmaco naproxeno se encontraron entre junio y
septiembre (muestras de la 1 a la 21). Este efecto se observa de manera mas acusada en
la EDAR Sur. Esto podria estar motivado por un uso menos estacional de naproxeno, lo
que implica, al igual que en el caso del farmaco ketoprofeno, que la concentracion de
naproxeno presente en las muestras de aguas residuales se veria reducida durante

periodos de lluvia.
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Evolucion temporal de naproxeno en la EDAR Norte
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Figura 5.59.

Evolucion temporal de naproxeno en la EDAR Sur
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Evolucion temporal de naproxeno en la EDAR Oeste
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6. RELACIONES INTERPARAMETRICAS ENTRE LOS PARAMETROS
DE CARACTERIZACION DE LAS AGUAS RESIDUALES Y LAS
CONCENTRACIONES DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS
FARMACOLOGICOS ESTUDIADOS

Si consideramos los caudales influentes y efluentes de cada una de las
depuradoras estudiadas como casos y todos los parametros determinados en cada una de
las muestras como variables, podemos estudiar el conjunto mediante un método
estadistico multivariante, con objeto de encontrar una posible estructura interna de

nuestra base de datos no accesible a simple vista (Hopke, 1983).

En primer lugar, se construyd una matriz de correlacion constituida por la media
aritmética de las concentraciones de las aguas de entrada y de salida de cada depuradora
para cada uno de los parametros medidos en cada muestra. Asi se obtuvieron los
coeficientes de correlacion entre todas las variables medidas, que se muestran en la

Tabla 5.22.

En negrita se presentan las correlaciones mas significativas (coeficiente de

correlacién mayor que |0.80| ).

A la vista de los coeficientes obtenidos en la matriz de correlacion, se pueden

realizar las siguientes consideraciones.

- Se observaron correlaciones significativas entre los parametros SS, DBO, DQO,
P-Total, NTK y Grasas. Estas correlaciones se pueden explicar a partir de la

composicion organica mayoritaria de los sélidos en suspension.

- Se obtuvieron correlaciones positivas entre los parametros de contaminacion
organica, SS, P-Total, Grasas y los farmacos ibuprofeno, ketoprofeno y
naproxeno. Esto podria explicarse a través de la asociacion de los principios
activos farmacolégicos, de naturaleza organica, con la materia organica disuelta

que, a su vez, esta intimamente relaciona con la materia en suspension (Beausse,
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2004; Khan y Ongerth, 2002) y a través del comportamiento anilogo de estos
farmacos, solidos y materia organica durante los procesos de depuracion de

aguas residuales.

Se observaron correlaciones, todas ellas negativas, entre el farmaco
carbamacepina y los parametros DBO, DQO, SS, P-Total y Grasas. Esto podria
ser indicativo de un comportamiento contrario, en los procesos convencionales
de depuracion de aguas, al observado para el resto de parametros de
caracterizacion medidos en las aguas residuales, lo que podria estar relacionado

con la pobre eliminacion experimentada por este farmaco en las EDARs.

La cafeina mostrd una correlacion positiva con la DBO, mientras que no se
encontraron correlaciones significativas con los parametros SS, DQO, NTK, P-
Total y Grasas. Esto podria explicarse a través de la pobre asociacion de este
farmaco con los so6lidos en suspension, motivado por su bajo valor del log Kow,
lo que se relaciona con una pobre eliminacion de este farmaco a través de los
lodos de depuradora, mientras que si se produce dicha eliminacion a través de

los fenémenos de biodegradacion producidos en la fase acuosa.

Se observaron correlaciones, todas ellas negativas, entre el farmaco
carbamacepina y los farmacos ketoprofeno, ibuprofeno y naproxeno, mientras
que estos ultimos presentaron correlaciones positivas entre ellos. Esto podria
explicarse a través del distinto comportamiento de la carbamacepina con
respecto al resto de farmacos estudiados en los procesos convencionales de

depuracion de aguas.
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Tabla 5.22.

Matriz de correlacion de los parametros medidos en muestras

Caudal SS DBO DQO pH P-Total NTK Grasas CF CRB KTP IBU NPX
Caudal 1.00 024 030 025 0.38 0.15 0.52 0.57 -0.01 -0.13 0.01 0.01 0.44
SS 1.00 0.99 0.99 -0.35 0.98 0.65 0.86 0.79 -090 097 096 0.89
DBO 1.00  0.97 -041 0.93 0.63 0.91 0.80 -093 092 091 0.94
DQO 1.00 -0.35 0.99 0.67 0.87 0.73 -090 096 096 0.87
pH 1.00 -0.28 0.20 -040 -0.27 0.70 -0.37 -0.31 -0.51
P-Total 1.00 0.65 0.78 0.71 -0.84 098 098 0.78
NTK 1.00 0.62 0.49 -043 058 0.61 0.48
Grasas 1.00 0.51 -0.89 0.71 0.69 0.96
CF 1.00 -0.64 081 0.80 0.64
CRB 1.00 -0.85 -0.82 -0.93
KTP 1.00 1.00 0.76
IBU 1.00 0.73
NPX 1.00
6.1.  Analisis Factorial

Una vez establecidas las principales asociaciones entre las variables mediante la

construccion de la matriz de correlacion antes comentada, se realizo un analisis factorial
con objeto de definir unas nuevas variables (factores) combinaciones lineales de todas
las variables experimentales que permiten simplificar la interpretacion del conjunto de

todos los datos.

El analisis factorial se aplico a los valores medios de caudal, parametros DBO,
DQO, SS, P-Total, NTK y los farmacos cafeina, carbamacepina, ibuprofeno,
ketoprofeno, naproxeno, ademds de parametros relacionados con la eliminacion
experimentada por estos principios activos en los procesos de depuracion TRC, TRH y

las eliminaciones medias de cada uno de los principios activos farmacologicos.

El analisis factorial ha permitido la extraccion de tres factores significativos, los
cuales permiten la explicacion de los porcentajes de varianza recogidos en la Tabla
5.23. Se han desechado aquellos factores que explican un porcentaje de varianza inferior

al 10 %.
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Tabla 5.23.

Explicacion de la varianza por parte de cada factor

Factor Explicacion de la varianza (%)
Factor 1 49.84
Factor 2 30.48
Factor 3 12.87
Total: 93.20

En la Tabla 5.24 se recoge el peso (en varianza) de cada una de las variables en

cada factor, sefialando en negrita aquellos que mas contribuyen al factor (varianza

mayor que |0.8| ). Ademas y con objeto de facilitar la interpretacion de los factores

principales, se han representado los mapas de posicidon de las variables respecto a todos

los pares posibles de factores (Figuras 5.61 a 5.63).

Las consideraciones que se pueden extraer del tratamiento estadistico mediante

analisis factorial son las siguientes:

El factor 1 explica en torno al 50 % de la varianza, y estd compuesto por los
parametros DBO, DQO, SS, Grasas, P-Total, NTK, carbamacepina,
ketoprofeno, ibuprofeno, naproxeno y cafeina (aunque este ultimo en menor
medida). Este factor podria considerarse como indicativo del origen
fundamentalmente urbano de las aguas residuales analizadas y del
comportamiento similar de estas variables en los procesos convencionales de
depuracion de aguas residuales. El factor de carga del farmaco carbamacepina
presenta un valor negativo. Esto podria estar motivado por un descenso en la
concentracion del farmaco en el sistema cuando aumenta el contenido en solidos

en suspension y materia organica.

Los factores 2 y 3 explican en torno al 30 y 13 % de la varianza,
respectivamente. El primero estd constituido por los rendimientos de
eliminacion de los farmacos cafeina, carbamacepina y naproxeno y el pardmetro
TRH, mientras que el segundo presenta una mayor peso del parametro TRC vy,

de forma mas débil, los farmacos ibuprofeno y ketoprofeno, ademas del caudal
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(este ultimo con signo negativo). Ambos factores podrian ser indicativos de la
influencia que ejercen las variables de operacion de las EDARs y la calidad de
las aguas residuales sobre los porcentajes de eliminacidon de principios activos

farmacologicos en los procesos convencionales de depuracion de aguas.

Tabla 5.24.

Peso de cada una de las variables en los factores extraidos en el analisis factorial

Factor 1 Factor 2 Factor 3

Caudal 0,411510 -0,515928 -0,750172
SS 0,951785 0,287664 -0,003083
DBO 0,940177 0,319860 -0,110331
DQO 0,966137 0,225300 0,040816
pH -0,244208 -0,647321 -0,227121
P-Total 0,932536 0,223872 0,143296
NTK 0,819070 -0,449831 0,057935
Grasas 0,905431 0,077057 -0,302148
TRC 0,241292 -0,428423 0,865339
TRH 0,475259 -0,864671 0,146455
CF 0,652017 0,527299 -0,005927
CRB -0,846778 -0,423437 -0,015392
KTP 0,882387 0,370600 0,210021
IBU 0,880391 0,330252 0,223819
NPX 0,850569 0,334891 -0,332796
R-CF -0,479805 0,875170 0,018750
R-CRB -0,474878 0,863904 -0,151937
R-KTP 0,379758 -0,684257 0,615319
R-IBU -0,353314 0,653216 0,669380
R-NPX 0,478467 -0,873437 -0,071557

- Los mapas de distribucion de wvariables (Figuras 5.61 a 5.63) explican
graficamente las agrupaciones mencionadas anteriormente. En todas las
representaciones de los factores aparece un grupo bien diferenciado, constituido
por los parametros indicadores del origen, fundamentalmente urbano, de las
aguas analizadas. Este estd constituido por los pardmetros de caracterizacion de

las aguas residuales junto con los farmacos cafeina, ibuprofeno, ketoprofeno y
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Factor 2

naproxeno. El farmaco carbamacepina y el parametro NTK aparecen en una
situacion mas alejada, hecho posiblemente motivado por el distinto
comportamiento que experimentan estos componentes durante los procesos de
lodos activos. En la representacion del factor 1 frente al factor 2 aparece ademas
un segundo grupo de parametros, caracteristicos de los procesos de eliminacion
en las EDARs, entre los que se incluyen los rendimientos de eliminacion de los
farmacos ketoprofeno y naproxeno junto con las variables operacionales TRH,
TRC vy caudal, quedando en posicion mas alejada los rendimientos de
eliminacion del resto de los farmacos. Por tltimo, en la representacion del factor
1 frente al factor 3 (Figura 5.62) aparece un Unico grupo constituido por todas
las variables mas significativas de las muestras analizadas y de los procesos

convencionales de depuracion.

Figura 5.61.

Representacion del Factor 1 frente al Factor 2
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Factor 3

Factor 3

Figura 5.62.
Representacion del Factor 1 frente al Factor 3
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7. EVALUACION DE IMPACTO AMBIENTAL

Los estudios de impacto ambiental expuestos en este epigrafe estan destinados al
conocimiento de los posibles riesgos que entrafia la exposicion al medioambiente de
ciertas sustancias que podrian causar cambios tanto en la estructura como en las

funciones de los ecosistemas.

Pese a que los farmacos son sustancias empleadas por su actividad terapéutica en
personas y animales, diversos organismos acuaticos presentan los mismos receptores
enzimaticos, pudiendo verse afectados por los mismos efectos farmacodinamicos.
Ademads, los efectos secundarios que generalmente pasan desapercibidos en las
personas, pueden entrafar un grave riesgo para este tipo de organismos. De hecho, en el
caso de ciertos grupos farmacologicos, como antibidticos, hormonas u otros farmacos
de caracter esteroideo, tales efectos pueden llegar a ser incluso similares a los

producidos por los denominados contaminantes prioritarios (Hernando y col., 2005).

La Evaluacion de Impacto Ambiental (EIA) asociada a la exposicion de diversos
organismos a este tipo de contaminantes ha sido estudiada por varios autores (EMEA,
2006a; Jones y col., 2002; Tauxe-Wuersch y col., 2005; Hernando y col., 2006; Isidori y
col. 2005; Ferrari y col., 2003) mediante el calculo de los Coeficientes de Riesgo (CR).
Estos coeficientes se determinan como la relacion entre la concentracion a la que un
contaminante se encuentra en el medioambiente y la concentracion para la que no se
esperan efectos sobre diversas especies que actian como referencia (Predicted Non-
Effects Concentration, PNEC). La determinacion de tales coeficientes se puede realizar

a partir de dos modelos:

- De una parte, la Agencia Europea para la Evaluacion de los Medicamentos
(European Medicines Evaluation Agency, EMEA) establece un procedimiento
para el calculo de estos coeficientes empleando los niveles de concentracion
esperados en el medioambiente (Predicted Environmental Concentration, PEC).
Estas PEC se calculan teniendo en cuenta diversos factores, entre los que se
encuentran: el nivel de penetracion del farmaco en el mercado, el consumo de
agua por parte de la poblacion tratada por la EDAR en estudio, el nivel de

dilucién que experimenta el efluente de la EDAR cuando se incorpora al agua
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superficial, etc. Varios autores (Tauxe-Wuersch y col., 2005; Jones y col., 2002;
Ashton y col., 2004) calculan los valores del parametro PEC mediante la

siguiente expresion:

PEC = Ax(100-R)X E
365X PXV xDx10000

Donde A representa el volumen de consumo anual de la sustancia estudiada, R
es el promedio de eliminaciéon en EDARs, P el numero de habitantes en el area
estudiada, E es el porcentaje de farmaco excretado tras su metabolizacion en el
organismos receptor, V es el volumen de agua por habitante y dia y D es el

factor de dilucion del agua efluente en las aguas superficiales receptoras.

- Los CR también se podrian calcular a través del uso de los niveles de
concentracion del farmaco previamente medidos en el medioambiente

(Measured Environmental Concentraction, MEC).

En cualquier caso (para ambos modelos), para la determinacion de los CR es
necesario conocer la PNEC, que se determina siguiendo los procedimientos descritos
en la guia técnica publicada por la Comisiéon Europea (EC, 2003). Este documento
establece la determinacién de la PNEC en base a los datos disponibles en cuanto a
Concentracion Letal (CL), Concentracion Efectiva (CE) y Concentracion de Efectos No
Observados (CENO) obtenidas en estudios de toxicidad realizados sobre distintas
especies pertenecientes a varios niveles de la cadena trofica: peces (Leuciscus idus, L.
Macrochirus), algas (D. Subspicatus, S. Costatum), bacterias (Vibrio Fischeri),
crustaceos (Daphnia magna, C. Dubia, T. Platyurus) o rotiferos (B. Calyciflorus)
(Tablas 5.25). Sobre estos valores de toxicidad se aplica un factor (Tabla 5.26) que tiene

en cuenta:

- Variaciones en la sensibilidad entre las distintas especies.

- Variabilidad dentro de la misma especie.
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- Influencia de efectos de adicidon, sinergismo o antagonismo que surgen al

extrapolar los resultados de laboratorio a situaciones reales.

Posteriormente se calcula un coeficiente de riesgo dado como la relacién

PEC/PNEC, estableciéndose dos modos de actuacion:

- Si la relacion PEC/PNEC es inferior a 1, la valoracion puede concluirse al

asumir que no se esperan riesgos para el medioambiente.

- Si la relacion PEC/PNEC es superior a 1, se podrian esperar efectos adversos

sobre el ecosistema acuatico.

En este trabajo, los estudios de EIA se realizaron empleando la concentracion

medida en las aguas influentes y efluentes de EDARs, seleccionando el valor del

parametro MEC (segundo modelo), como la mayor concentraciéon medida para cada

farmaco en las muestras de agua influente y efluente de cada una de las EDARs

estudiadas.

Tabla 5.25.

Parametros indicadores de la toxicidad de una sustancia empleados para el calculo

de la PNEC

Parametro

Concentracion Letal (CL)

Concentracion Efectiva (CE)

Concentracion de Efectos
No Observados (CENO)

Concentracion de toxico que puede producir la muerte del organismo. Se
define como la concentracion que mata al 50 % de los seres expuestos
durante un tiempo de exposicion especifico, generalmente 96 horas
(CLso).

Concentracion de toxico que produce una respuesta efectiva, ya sea en
frecuencia respiratoria, pérdida de equilibrio, en un tiempo dado,
generalmente 96 horas (CEs).

La mayor concentracion a la cual, en un ciclo vital parcial o completo,
los valores de los parametros medidos no tienen diferencias
estadisticamente significativas respecto a los controles.
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Tabla 5.26.

Factores aplicados sobre los valores de LCsy, ECs9 y CENO para la estimacion de

la PNEC (EC, 2003)

Factor aplicado para el calculo de la PNEC

Datos disponibles

Factor aplicado

Al menos un dato de toxicidad en prueba a
corto plazo para uno de los tres niveles
troficos (peces, algas o Daphnia)

Un dato de CENO obtenido en una prueba
de toxicidad de larga duracién (para peces o
Daphnia)

Datos de CENO obtenidos en pruebas de
toxicidad de larga duracion para al menos
dos niveles troficos (peces y/o Daphnia y/o
algas)

Datos de CENO obtenidos en pruebas de
toxicidad de larga duracién para los tres
niveles troficos (peces, Daphnia y algas)

1000

100

50

10

Se establecieron cuatro posibles escenarios para la EIA:

1. En el que se tiene en cuenta la méxima concentracién medida para cada

uno de los farmacos en el caudal influente a EDAR. En este escenario se
evalua el riesgo que entrafia la presencia de este tipo de sustancias en el
influente de la EDAR para la microfauna de los procesos de lodos

activos.

En el que se tiene en cuenta la maxima concentracion de fArmaco medida
en el caudal influente a EDAR y un factor de dilucion del caudal
influente en las aguas superficiales receptoras. Este factor se toma como
10 (EMEA, 2006a). En este escenario se evalia el impacto
medioambiental que supone la incorporaciéon de un agua sin un

tratamiento de depuracion previo a un agua superficial.
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Tabla 5.27.

Datos de ecotoxicidad recogidos en la bibliografia para los principios farmacologicos seleccionados

Toxicidad
Farmaco Especie Prueba Dato Factor PNEC Referencia
ecotoxicologico aplicado
Cafeina Leuciscus Idus (Pez) ECsp, 96 h 87 mg L! 1000 87 ug L! IUCLID, 2003
Daphnia Magna (crustaceo)  ECs, 48 h 182 mg L IUCLID, 2003
D. Subspicatus (alga) ECso, 72 h > 100 mg L! IUCLID, 2003
Carbamacepina Daphnia Magna (crustaceo)  CEsp, 48 h 13.8mg L™ 1000 13.8 ugL"  Ferrariy col., 2003
Vibrio Fischeri (bacteria) CEsg, Microtox, 30 min. 81 mg L' Ferrari y col., 2003
C. Dubia (crustaceo) CEsp, 48 h 77.7 mg L™ Ferrari y col., 2003
D. Subspicatus (alga) CEsp, 3 d 74 mg L! Cleuvers, 2003
Diclofenaco Vibrio Fischeri (bacteria) CEsy, ToxAlert 100, 15 min. 13.5mgL"’ 1000 13.5ugL"  Farréy col., 2001
Vibrio Fischeri (bacteria) CEsp, 30 min. 11.45 mg L! Ferrari y col., 2003
Daphnia Magna (crustaceo)  CEsp, 48 h 2243 mg L' Ferrari y col., 2003
D. Subspicatus (alga) CEs, 3d 72 mg L™ Cleuvers, 2003
Ibuprofeno Daphnia Magna (crustaceo)  CLsp, 48 h 9.06 mg L™ 1000 7.1ugL"  Stuer-Lauridsen y col., 2000
S. Costatum (alga) CEsp, 96 h 71mgL’ Halling-Sorensen y col., 1998
L. Macrochirus (pez) CENO, 96 h 10 mg L' Halling-Sorensen y col., 1998
Vibrio Fischeri (bacteria) CEsg, ToxAlert 100, 15 min. 12.1 mg L! Farré y col., 2001
Ketoprofeno Peces CE5y, ECOSAR 32 mg L! 1000 15.6 ug L' Sandersony col., 2003
Daphnia Magna (crustaceo)  CEsy, ECOSAR 248 mg L Sanderson y col., 2003
Alga CEsy, ECOSAR 164 mg L Sanderson y col., 2003
Vibrio Fischeri (bacteria) CEsg, ToxAlert 100, 15 min. 15.6 mg L! Farré y col., 2001
Naproxeno B. Calyciflorus (rotifero) CLs, Rotoxkit, 24 h 62.5mgL" 1000 212ugL"  Isidoriy col., 2005
C. Dubia (crustaceo) CEjs, Ceriodaphnids, 48 h 66.4mg L Isidori y col., 2005
T. Platyurus(crustaceo) CLsp, Thamnotoxkit, 24 h 84.09 mg L! Isidori y col., 2005
Vibrio Fischeri(bacteria) CEsg, ToxAlert 100, 15 min 21.2 mg L! Farré y col., 2001
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3. En el que se tiene en cuenta la concentracion maxima medida para cada
farmaco en el caudal efluente a EDAR. Se trata de valorar el impacto
ambiental generado por la presencia de un farmaco sobre la microfauna

de las aguas residuales.

4. Y por ultimo, aquel en el que se tiene en cuenta la maxima concentracion
medida para cada farmaco junto con el factor de dilucion en las aguas
superficiales. Este es el escenario mas realista, en el que se tiene en
cuenta el posible riesgo que entrafia la presencia de este tipo de

compuestos en los cauces receptores de la distintas EDARs estudiadas.

Los coeficientes de riesgo calculados para las cuatro EDARs estudiadas en los
distintos escenarios propuestos en este trabajo se muestran en la Tabla 5.28. En negrita
aparecen los CR cuyo valor es superior al valor umbral. No se realiz6 este estudio para
el farmaco diclofenaco, ya que este no fue detectado en ninguna de las muestras

analizadas.

A la vista de los resultados expuestos en la Tabla 5.28 se pueden extraer las

siguientes consideraciones.

- Los CR calculados para los farmacos cafeina, carbamacepina y ketoprofeno
indican que las concentraciones a las que estos fairmacos se encuentran en el
medio acudtico, no supone un riesgo en ninguno de los cuatro escenarios

propuestos en este trabajo.

- Los CR calculados para los fArmacos ibuprofeno y naproxeno fueron superiores
al valor umbral en el escenario 1. De este modo, se podrian sospechar posibles
riesgos para la microfauna de los procesos de lodos activos. En cualquiera de los
casos seria necesario tener en cuenta otros factores, tales como procesos de
adsorcion sobre lodos, volatilizacion o distintos procesos de degradacion que

pueden producir una reduccion en las concentraciones de estos fArmacos.

273



Resultados y discusion

Tabla 5.28.

Coeficientes de riesgo (CR) para cada uno de los fAarmacos estudiados en las

distintas EDARs

Cocficientes de Riesgo (CR)
Farmaco EDAR CR, CR, CR; CRy
Cafeina Norte 0,321 0,032 0,063 0,006
Este 0,505 0,050 0,044 0,004
Sur 0,300 0,030 0,065 0,006
Oeste 0,253 0,025 0,059 0,006
Carbamacepina Norte 0,274 0,027 0,086 0,009
Este 0,095 0,009 0,061 0,006
Sur 0,152 0,015 0,093 0,009
Oeste 0,156 0,016 0,112 0,011
Ibuprofeno Norte 49,718 4,972 3,737 0,374
Este 44,944 4,494 7,746 0,775
Sur 41,446 4,145 5,658 0,566
Oeste 84,930 8,493 6,794 0,679
Ketoprofeno Norte 0,354 0,035 0,146 0,015
Este 0,549 0,055 0,251 0,025
Sur 0,415 0,041 0,125 0,013
Oeste 0,365 0,037 0,130 0,013
Naproxeno Norte 0,401 0,040 0,240 0,024
Este 1,292 0,129 0,172 0,017
Sur 2,494 0,249 0,166 0,017
Oeste 0,429 0,043 0,202 0,020

Los coeficientes de riesgo, calculados para el ibuprofeno, en los escenarios 2 y 3
fueron superiores a 1, lo que indicaria posibles riesgos bien en el caso en el que
las aguas influentes fueran vertidas a los cauces receptores sin que sobre ellas se
realizara un tratamiento previo, o bien en el caso en el que el efluente de EDAR

constituya el mayor porcentaje al caudal de un cauce receptor.
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Las conclusiones que se pueden extraer del presente estudio son las siguientes:

1. Se propuso una nueva metodologia analitica para la determinacion
simultanea de los principios activos farmacologicos cafeina, carbamacepina,
diclofenaco, ibuprofeno, ketoprofeno y naproxeno en aguas residuales, que
ha demostrado ser util, a tenor de los parametros de validacion obtenidos,
para la monitorizacion de dichos principios en los procesos convencionales

de depuracion de aguas residuales urbanas.

2. Todos los principios activos farmacoldgicos estudiados, a excepcion del
diclofenaco, presentaron concentraciones, en muestras de agua residuales
influentes y efluentes, por encima de los limites de cuantificacion. El
principio activo que presentd, con diferencia, las mayores concentraciones en
las muestras de aguas residuales analizadas fue ibuprofeno, seguido de

cafeina, naproxeno, ketoprofeno y carbamacepina, en este orden.

3. Los rendimientos de los procesos convencionales de depuracion de aguas
residuales urbanas en la eliminacion de principios activos farmacoldgicos
variaron de una estacion depuradora a otra y para cada farmaco. En general,
el ibuprofeno present6 los mayores rendimientos medios de eliminacion (87

%), y la carbamacepina los mas pequeios (8 %).

4. Se demostréo que dichos rendimientos de eliminacion estan influidos, en
mayor o menor medida, por las variables de operacioén de planta (tiempo de
retencion hidréaulico), por la estacionalidad y por las propias caracteristicas

fisico-quimicas de los principios activos farmacoldgicos.

5. Los principios activos  farmacologicos  estudiados  presentaron
individualmente una evolucion temporal similar en todas las estaciones

depuradoras muestreadas.

277



CONCLUSIONES

Se demostro, a través del analisis de correlacion y factorial, la existencia de
relaciones entre los parametros indicadores de contaminacion organica de las
aguas residuales y las concentraciones de todos los principios activos
farmacologicos, para el conjunto de todas las muestras tomadas en todas las
estaciones depuradoras. El andlisis estadistico mostrd correlaciones positivas
y elevadas para todos los principios activos farmacoldgicos, a excepcion de
la carbamacepina, con los pardmetros solidos en suspension, demanda

bioquimica de oxigeno y demanda quimica de oxigeno, entre otros.

Por ultimo, se evaluo el impacto ambiental causado por los principios activos
farmacologicos a través del calculo de coeficientes de riesgo, de acuerdo con
la Agencia Europea para la Evaluacién de los Medicamentos (European
Medicines Evaluation Agency, EMEA). De esta evaluacion se concluyo que,
los farmacos ibuprofeno y naproxeno podrian constituir un riesgo para los
microorganismos implicados en los procesos de lodos activos, y en el caso

del ibuprofeno también para los cauces receptores.
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