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RESUMEN

Los productos farmacéuticos son compuestos quimicos de gran interés que estan
incluidos dentro de los Ilamados contaminantes emergentes, debido a que se ha
determinado su presencia frecuente en aguas superficiales, subterraneas y agua potable.
Dada la absorcion incompleta en el organismo humano, una cantidad significativa de
estos farmacos se excretan y son liberados al ambiente a través de las aguas residuales,
Actualmente, las plantas de tratamiento no realizan la remocién de estos
contaminantes, por lo que se busca nuevas tecnologias como tratamiento terciario que
puedan realizar la remocion de estos compuestos. En este sentido, el objetivo de la
presente investigacion fue evaluar el potencial de remocion de las especies vetiver
(Chrysopogon zizanioides) y jacinto de agua (Eichhornia crassipes) de cinco productos
farmaceuticos en medio acuoso que son comunmente recetados y de venta libre, la
ciprofloxacina, ibuprofeno, sulfametaxazol, diclofenaco y acetaminofén. Las especies
fueron aclimatadas en invernadero, donde se llevd a cabo los experimentos en
condiciones controladas de temperatura (25°C) y a un pH de 6,5.

Los experimentos se realizaron con dos litros de solucion de cada farmaco individual
a cuatro concentraciones 3, 6, 9, 12 mg/L vy, se hizo la toma de muestras en cuatro
tiempos diferentes (24, 48, 72 y 96 h para E. crassipes; 48, 96, 144 y 192 h para C.
zizanioides). Se trabajo también con soluciones de dos y cinco farmacos juntos con 3
mg/L de concentracion y con los mismos tiempos de toma de muestras. Para determinar

el porcentaje de remocion de farmacos, el analisis de muestras se realizd con
17



espectrofotometria de UV-Visible. Asimismo, para estudiar el estrés oxidativo, se
analizé la incidencia de la solucion de ciprofloxacina a 3 mg/L en la expresion de
proteinas, empleando la técnica de SDS-PAGE en los tallos y raices de las dos especies,
con una toma de muestras a las 6, 12 y 24 h. Adicionalmente, se estudid el
comportamiento de las dos especies a mayor escala, en forma individual y en forma
combinada, utilizando soluciones con un volumen de 20 litros de ciprofloxacina a 3
mg/L de concentracion. Para el andlisis de las muestras de este proceso, se utilizd
Cromatografia Liquida de alta Eficacia o High Performance Liquid
Chromatography (HPLC).

Los resultados obtenidos en los experimentos realizados con soluciones independientes
de cada farmaco indican que, C. zizanioides removio 98,3% de la ciprofloxacina a una
concentracion de 3 mg/L en un tiempo de 149 h, seguido por ibuprofeno y diclofenaco
con un porcentaje maximo de remocion de 73,33% Yy sulfametaxazol con 66,53%,
obteniéndose el menor porcentaje de remocion para acetaminofén de 38,49% a las 192
h. En el caso de E. crassipes removio 95% de diclofenaco en soluciones acuosas con
una concentracién de 3 mg/L en un tiempo de 24 h, seguido de ciprofloxacina y
acetaminofén con una remocion maxima de 91,18% y 71% a las 96 h, respectivamente.
Mientras que los méas bajos porcentajes de remocion se obtuvo para ibuprofeno y
sulfametaxazol con 57,56% y 36% respectivamente. Para soluciones de los cinco
farmacos juntos, con C. zizanioides se obtuvo de 85,2% a 99,7%, mientras que con E.

crassipes se removié 93,3% a 99,7%. En los tratamientos con los dos antibioticos
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sulfametaxazol y ciprofloxacina, C. zizanioides obtuvo una remocion de 90,7% a
99,9%. De forma similar, E. crassipes present6 una alta remocién de 99,6% a 99,9%
de diclofenaco y ciprofloxacina.

Con respecto a los resultados relacionados al estrés oxidativo en las especies de estudio,
los geles de electroforesis corridos con muestras extraidas de raices y tallos de las
plantas de C. zizanioides, demuestran un incremento general en la presencia de
proteinas al nivel de los 56,2 kDa, luego de ser expuestos a una solucién de

ciprofloxacina por un tiempo de 24 h.

Los resultados obtenidos en el proceso implementado a mayor escala de 20 L de
disolucién de CX a 3 mg/L, se observa que C. zizanioides presentd remociones de 86,8
% a 88,2%, de forma similar, E. crassipes removio de 83% a 89%. El sistema C.

zizanioides - E. crassipes alcanzd remociones de 87% a 89%.

Por lo expuesto, en este trabajo de investigacion se demostro la capacidad de remocién
de C. zizanioides y de E. crassipes de los cinco farmacos estudiados en medio acuoso
en condiciones controladas, vislumbrando un gran potencial en el ambito de la

biotecnologia ambiental para el tratamiento terciario de aguas residuales.

Palabras clave: Productos farmacéuticos, contaminantes emergentes, aguas
residuales, vetiver (Chrysopogon zizanioides), jacinto de agua (Eichhornia crassipes),

fitorremediacion.

19



SUMMARY

Pharmaceutical products are chemical compounds of great interest that are included
within the so-called emerging pollutants, due to the fact that their frequent presence in
surface water, groundwater and drinking water has been determined. Given the
incomplete absorption in the human body, a significant amount of these drugs are
excreted and released into the environment through wastewater. Currently, treatment
plants do not remove these pollutants, so new technologies are being sought as a tertiary
treatment that can remove these compounds. In this sense, the objective of this research
was to evaluate the removal potential of vetiver (Chrysopogon zizanioides) and water
hyacinth (Eichhornia crassipes) species from five pharmaceutical products in aqueous
medium that are commonly prescribed, such as ciprofloxacin, ibuprofen,
sulfamethaxazole, diclofenac and acetaminophen. The species were acclimatized in a
greenhouse, where the experiments were carried out under controlled temperature
conditions (25°C) and at a pH of 6.5. The experiments were carried out with two liters
of solution of each individual drug at four concentrations 3, 6, 9, 12 mg/L and, the
samples were taken at four different times (24, 48, 72 and 96 h for E. crassipes; 48, 96,
144 and 192 h for C. zizanioides). We also worked with solutions of two and five drugs
together with a 3 mg/L concentration and with the same sampling times. To determine
the percentage of drug removal, the analysis of samples was performed with UV-
Visible spectrophotometry. Likewise, to study oxidative stress, the incidence of

ciprofloxacin solution at 3 mg/L in protein expression was analyzed, using the SDS-
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PAGE technique in the stems and roots of the two species, with a sampling at 6, 12 and
24 h. Additionally, the behavior of the two species was studied on a larger scale,
individually and in combination, using solutions with a volume of 20 liters of
ciprofloxacin at 3 mg/L concentration. For the analysis of the samples from this
process, High Performance Liquid Chromatography (HPLC) was used.

The results obtained in the experiments carried out with independent solutions of each
drug indicate that C. zizanioides removed 98.3% of the ciprofloxacin at a concentration
of 3 mg/L in a time of 149 h, followed by ibuprofen and diclofenac with a maximum
removal percentage of 73.33% and sulfamethaxazole with 66.53%, obtaining the
lowest removal percentage for acetaminophen of 38.49% at 192 h. In the case of E.
crassipes, it removed 95% of diclofenac aqueous solutions with a concentration of 3
mg/L in a time of 24 h, followed by ciprofloxacin and acetaminophen with a maximum
removal of 91.18% and 71% at 96 h, respectively. While the lowest removal
percentages were obtained for ibuprofen and sulfamethaxazole with 57.56% and 36%
respectively. For solutions of the five drugs together, removal percentages of 85.2% to
99.7% were obtained with C. zizanioides, while with E. crassipes removal percentages
of 93.3% to 99.7% were obtained. In the treatments with the two antibiotics
sulfamethaxazole and ciprofloxacin, C. zizanioides obtained a clearance of 90.7% to
99.9%. Similarly, E. crassipes had a high removal of 99.6% to 99.9% of diclofenac and

ciprofloxacin.
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Regarding the results related to oxidative stress in the study species, the electrophoresis
gels run with samples extracted from roots and stems of C. zizanioides plants,
demonstrate a general increase in the presence of proteins at the level of 56,2 kDa, after
being exposed to a ciprofloxacin solution for a time of 24 h.

The results obtained in the process implemented on a larger scale of 20 L of CX
dissolution at 3 mg/L, it is observed that C. zizanioides presented a removal percentage
of 86.8% to 88.2%, similarly, E. crassipes presented a removal rate of 83% to 89%.
The C. zizanioides - E. crassipes system achieved a removal rate of 87% to 89%.
Therefore, this research work demonstrated the ability to remove C. zizanioides and E.
crassipes from the five drugs studied in an aqueous medium under controlled
conditions, envisioning great potential in the field of environmental biotechnology for

the treatment tertiary wastewater.

Keywords: Pharmaceutical products, emerging pollutants, wastewater, vetiver

(Chrysopogon zizanioides), water hyacinth (Eichhornia crassipes), phytoremediation.
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CAPITULO 1.- MARCO TEORICO

1.1 ANTECEDENTES

Nuestra sociedad técnicamente desarrollada ha sido capaz de disefiar y producir una
gran variedad de compuestos quimicos, mas de 300 mil quimicos inventariados y
regulados se usan actualmente en la industria, el hogar y la agricultura. Estos productos
quimicos incluyen aproximadamente 4000 productos farmacéuticos con una
produccion anual superior a cientos de toneladas, que se administran en todo el mundo
como medicamentos recetados, medicamentos terapéuticos de venta libre y

medicamentos veterinarios (Acufa et al., 2015; Majumder, Gupta, & Gupta, 2019).

Los ingresos econdmicos farmacéuticos mundiales han aumentado de 390.200 millones
de dolares EE.UU. en 2001 a 1105.200 millones de ddlares EE.UU. en 2016, lo que
indica un aumento del consumo farmacéutico en 2,8 veces en los Ultimos 15 afios

(Majumder et al., 2019).

Los contaminantes emergentes (CE) son compuestos quimicos que actualmente no
estan incluidos en las regulaciones de calidad del agua, sin embargo, presentan
amenazas potenciales para los ecosistemas acuaticos, la salud y la seguridad humana.
Abarcan un grupo diverso de compuestos que incluyen a productos farmacéuticos
(PFs), drogas de abuso, productos de cuidado personal (PCP), esteroides y hormonas,

tensioactivos, compuestos per fluorados (PFC), llama retardantes, aditivos industriales
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y agentes aditivos de gasolina, asi como sus productos de transformacion,
nanomateriales, 1,4-dioxano y subproductos de desinfeccion de piscinas (DBP) (Farré,
Pérez, Kantiani, & Barceld, 2008; Ebele, Abou-Elwafa Abdallah, & Harrad, 2017;

Hossain et al., 2018).

La presencia de compuestos farmacéuticamente activos (CFA) en el medio acuatico
se conoce desde mediados del siglo XX. Sin embargo, en los Gltimos afios, con el
advenimiento de nuevas tecnologias analiticas y después de minuciosos estudios sobre
los impactos ecoldgicos de estos compuestos, su presencia se ha convertido en una
preocupacion emergente. Los productos farmacéuticos estan disefiados para mejorar la
salud humana y animal, sin embargo, inclusive los productos farmacéuticos mas
beneficiosos, en niveles traza y con una exposicion prolongada, pueden tener efectos
nocivos sobre la salud humana, la vida acuéatica y otros ecosistemas, debido a su
pseudoresistencia y su actividad bioldgica (Majumder et al., 2019; D. Richardson & A.
Ternes, 2014; Desbiolles, Malleret, Tiliacos, Wong-Wah-Chung, & Laffont-Schwob,

2018).

Los productos farmacéuticos (PFs) son contaminantes emergentes que en
concentraciones muy bajas inducen efectos fisiol6gicos en seres humanos y potenciales
efectos adversos en la vida silvestre acuética y terrestre. La mayoria de los productos
farmaceuticos ingresan a los sistemas acuaticos después de la ingestion y posterior
excrecion como compuestos principales no metabolizados o como metabolitos, lo que

ha llevado a que su presencia sea reportada en sistemas de tratamiento de aguas
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residuales, aguas subterraneas, agua potable, aguas superficiales fluviales y marinas
(Kermia, Fouial-Djebbar, & Trari, 2016; Ebele et al., 2017; Liu & Wong, 2013; Pefia-

Guzman et al., 2019).

Los productos farmacéuticos se caracterizan por el uso extenso en medicina humana
y veterinaria y estdn conformados por diversos grupos de compuestos como
antibioticos, analgésicos, antinflamatorios, antidepresivos, drogas de abuso,
antidiabéticos, suplementos alimenticios, entre otros. La gran mayoria se excreta sin
metabolizar después de su aplicacion, llegando asi a las aguas residuales (Pefa-

Guzman et al., 2019; Gogoi et al., 2018).

El aumento de la prescripcion y el uso de productos farmacéuticos y su posterior
liberacién en el medio ambiente ha suscitado preocupaciones sobre el destino de los
compuestos principales, su ocurrencia incontrolada en el medio ambiente les permite
convertirse en un tema muy importante para la salud humana y la integridad de los

ecosistemas (Cui, 2016).

1.1.1 Presencia de productos farmacéuticos en el ambiente y fuentes de

contaminacion

Las principales fuentes de ingreso de productos farmacéuticos a los ecosistemas

acudticos constituyen las aguas residuales que recolectan aguas servidas, aguas
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residuales industriales, efluentes hospitalarios y efluentes veterinarios no tratados
adecuadamente previo a su descarga a lagos, lagunas, manantiales, rios y mares (Ebele

et al., 2017; Majumder et al., 2019).

En algunos estudios se detecté una amplia gama de antibidticos en algunas variedades
de peces como el bagre amarillo (Pelteobagrus fulvidraco), (Misgurnus
anguillicaudatus), gudgeon de boca superior (Pseudorasbora parva); en especies de
crustaceos como el cangrejo (Eriocheir sinensis), el caracol del rio (Viviparus), los
camarones (Macrobrachium nipponense) y la langosta (Palinuridae); y en plantas
acuaticas como Hydrocharis dubia, Ceratophyllum demersum vy Salvinia
natans recolectados en el lago Baiyangdian, China. Las concentraciones de antibioticos
en los crustaceos fueron de 129, 253 y 1769 pg/kg, respectivamente (W. Li, Shi, Gao,

Liu, & Cai, 2012).

Compuestos farmaceéuticamente activos como carbamazepina, eritromicina,
propanolol, roxitromicina, ibuprofeno y diclofenaco se detectaron en las muestras de
sedimentos y aguas superficiales en el lago Taihu, China, con concentraciones que
oscilaban entre 0,78 y 42,5 ng/L de peso seco y 8,74 a 118 ng/L, respectivamente (Xie

et al., 2015).

Por otra parte, se inform6 que el nivel de contaminacién y distribucion de residuos
farmaceuticos en el agua de mar costera y los efluentes de la planta de tratamiento de

aguas residuales en el norte de Taiwan fueron considerables, de tal forma que la
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concentracion notificada de ketoprofeno, ibuprofeno, diclofenaco y acido clofibrico en
el afluente fue de 128 a 184 ng/L, 724 a 2200 ng/L, 152 a 185 ng/L, 104-109 ng/L, y
en el efluente fue 68 a 128 ng/L, 552 a 1600 ng/L, 100 a 131 ng/L, y 95 a 102 ng/L,

respectivamente (T.-H. Fang, Nan, Chin, & Feng, 2012).

La presencia de productos farmacéuticos en el ambiente acuatico preocupa por su
persistencia, la bioacumulacion, la toxicidad y la creacion de resistencia a antibioticos
de muchos microorganismos, entre otras consecuencias aun no estudiadas en el

ambiente acuético (Ebele et al., 2017).

Los productos farmacéuticos se consideran contaminantes pseudopersistentes y se han
detectado més de 160 productos en bajas concentraciones del orden de ng/L y pg/L, en
diferentes ambientes acudticos hasta la fecha (Ebele et al., 2017). Una revision
realizada por (Desbiolles et al., 2018), ha demostrado que muchos productos
farmacéuticos, incluyendo analgésicos, antibidticos, diuréticos, hormonas y
antihistaminicos, estan presentes en diferentes tipos de agua que fluyen hacia el Mar
Mediterraneo, cuyos niveles de contaminacion con medicamentos alcanzan cientos de
ng/L en aguas residuales, mientras que los niveles en las aguas superficiales naturales

estan en el rango de decenas de ng/L.

Ciertos compuestos farmacéuticos pueden bioacumularse en peces y otras especies
acuaticas. En este contexto, se ha encontrado que algunos fadrmacos producen impactos

en la reproduccion y cambios histopatologicos en el pez cebra (Yang, Ok, Kim, Kwon,
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& Tsang, 2017). En otro estudio realizado en la Laguna del Mar Menor (Espafia), se
detectaron hasta 17 productos farmacéuticos en salmonete gris dorado (Liza aurata) y
goby negro (Gobius niger) a concentraciones similares o inferiores a las reportadas en
los peces del rio Suquia (Argentina). Asimismo, las concentraciones de carbamazepina
en peces del rio Suquia (hasta 33 ng/gd.w) fueron similares a las reportadas en carpa
comun (Cyprinus carpio) del lago Taihu en China (Valdés, Amé, Bistoni, &

Wunderlin, 2014; Llorca et al., 2017).

Una toxicidad dramatica causada por el ganado expuesto al diclofenaco fue reportada
desde Pakistan por la infortunada disminucion de la poblacion de buitres que se
alimentaban de ellos. Concentraciones en el rango de 0,051 a 0,643 ng/g se encontraron
en los rifiones de 25 buitres que se encontraron muertos debido a una insuficiencia renal

completa (Kalia, 2019).

Asimismo, varios estudios realizados en plantas han reportado la presencia de
antibidticos y de sus metabolitos en cuatro tipos de hortalizas cultivadas
comercialmente en el norte de Esparfia, como son hojas de lechuga (Lactuca sativa L.),
frutos de tomate (Solanum lycopersicum L.), coliflores fluorescentes (Brassica
oleracea L.) y semillas de habas (Vicia faba L.). Estos cultivos fueron regados con
agua de un rio que recibia descargas de aguas residuales. La ingesta prolongada de
estos productos podria afectar negativamente a la salud (Tadi¢ et al., 2021). También
se ha notificado la presencia del antibiotico ciprofloxacina (hasta 795 ug/kg) en la

planta acuatica Echinodorus amazonicus en un microcosmos simulado (Kalia, 2019).
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La presencia de estos contaminantes emergentes en el ciclo del agua se ha reportado
en todo el mundo. Su deteccion ha suscitado preocupacion, ya que se ha determinado
su presencia en efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales, en aguas
superficiales (rios, manantiales, lagunas, lagos y mares), aguas subterraneas e incluso
en sistemas de tratamiento de agua potable (Alidina et al., 2014; Gamarra, Godoi, de
Vasconcelos, de Souza, & Ribas de Oliveira, 2015; Paiga et al., 2016; Batt, Furlong,
Mash, Glassmeyer, & Kolpin, 2017; Balakrishna, Rath, Praveenkumarreddy, Guruge,
& Subedi, 2017; W. Fang, Peng, Muir, Lin, & Zhang, 2019; Kibuye et al., 2019;

Fekadu, Alemayehu, Dewil, & Van der Bruggen, 2019).

Segun Voloshenko-Rossin et al (2015), las caracteristicas de la calidad del agua y los
contaminantes organicos emergentes fueron muestreados en Ecuador, a lo largo de los
rios San Pedro — Guayllabamba — Esmeraldas y sus principales afluentes en el verano
de 2013. Los principales compuestos detectados fueron venlafaxina, carbamazepina,
sulfametoxazol y benzoilcgonina. El estudio permitié relacionar el consumo de
farmacos en una de las principales ciudades (Quito) de América Latina y permitid
mostrar que el consumo de la mayoria de las drogas muestreadas (carbamazepina,
venlafaxina, O-des metil venlafaxina, sulfametoxazol, etinilestradiol) estuvo por

debajo de su nivel de consumo promedio en Europa, Israel y América del Norte.

Es importante mencionar que existen varios métodos analiticos que se utilizan para
la deteccidn, caracterizacion y separacion de productos farmacéuticos en medios

acuosos. Sin embargo, en la ultima década se ha notado la frecuente utilizacién de la
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espectrofotometria UV vis (Kafle & Kafle, 2020) y la Cromatografia Liquida de Alta

Eficacia (HPLC) (Sankar, 2020).

La especfotometria ultravioleta visible 0 UV-VIS, es una de las técnicas de laboratorio
més utilizadas. Consiste en la medida de la absorcion de las radiaciones
electromagnéticas en un intervalo espectral de 200 a 400 nm para la region ultravioleta
y de 400 a 800 nm para la region visible (Kafle & Kafle, 2020). La ventaja de los
equipos UV-Vis radica en su facil manejo y que es muy portatil en comparacion con

HPLC y otros equipos (Y. Li et al., 2018).

La cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), es un tipo de cromatografia en
columna que consiste en el paso de una mezcla de compuestos o analitos por la accion
de una bomba, en un sistema disolvente conocido como fase movil. La fase moévil pasa
a través de una columna cromatogréfica que contiene la fase estacionaria a un flujo
especificado. La separacion de los compuestos quimicos ocurre por la interaccion de
estos con la fase movil y la fase estacionaria. HPLC requiere de técnicos muy
experimentados que sepan cémo operar el equipo, debido a su complejidad. La HPLC
es una de las principales técnicas analiticas Utiles entre todos los diferentes métodos
cromatogréaficos. HPLC es una solucion versatil y segura para el control de calidad de

los componentes de los farmacos (Sankar, 2020).
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Cabe indicar, que a veces la especfotometria ultravioleta visible o UV-VIS y la
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), se utilizan de forma complementaria

para validar un experimento.

Es importante sefialar, que a pesar de que muchos farmacos han sido hallados
frecuentemente en diversos medios y que estan generando afectaciones en los
ecosistemas acudticos, aln no se cuenta con la regulacion ambiental necesaria en el
ambito global. En este contexto, La Union Europa, Los Estados Unidos de Américay
Canada lideran la inclusion de regulaciones para la vigilancia y control de productos
farmaceéuticos. Los paises latinoamericanos no han trabajado todavia sobre normativa
para el control de estos contaminantes en el agua (Caviedes, Diego., Delgado, 2017,

Jose, Sandra Pinto, Kotian, Mathew Thomas, & Narayana Charyulu, 2020).

1.1.2 Los farmacos mas utilizados en el Ecuador seleccionados para la

investigacion

Los farmacos seleccionados para esta investigacion acetaminofén (analgésico), los
antiinflamatorios no esteroideos (AINE), diclofenaco e ibuprofeno y dos antibioticos
sulfametoxazol y ciprofloxacina, son productos farmacéuticos de mucho interés por ser

altamente recetados y también de venta libre en el Ecuador y en la mayoria de los paises
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del mundo, aumentando estas condiciones debido a la emergencia sanitaria que se

enfrenta en el &mbito planetario, desde enero de 2020.

En varias investigaciones realizadas en todo el mundo, los farmacos de estudio
acetaminofén, ibuprofeno, diclofenaco, sulfametaxazol y ciprofloxacina han sido
detectados en aguas superficiales (Ebele et al., 2017; W. Fang et al., 2019; Paiga et al.,
2016; Brausch, Connors, Brooks, & Rand, 2012; Lai, Lin, Tung, Lo, & Lin, 2016); en
aguas subterraneas (Kibuye et al., 2019; Sharma et al., 2019; Sui et al., 2015; Jiang et
al., 2018; W. Li et al., 2012); en aguas residuales (Fekadu et al., 2019; Gamarra et al.,
2015; Balakrishna et al., 2017; Alidina et al., 2014; Shraim et al., 2017; Guerra, Kim,
Shah, Alaee, & Smyth, 2014; Semerjian, Shanableh, Semreen, & Samarai, 2018;
Kwarciak-Koztowska, 2019; Rivera-Jaimes et al., 2018; H. Lin et al., 2018; Kalia,
2019) y en agua potable (Batt et al., 2017; Rasheed, Bilal, Nabeel, Adeel, & Ighal,

2019; Yang et al., 2017).
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El acetaminofén (paracetamol), de formula quimica CgHsNO2, también conocido
comunmente como Tylenol, es el analgésico
que se toma con mas frecuencia en todo el

J\ mundo y la Organizacion Mundial de la

H ‘N 0 Salud (OMS) lo recomienda como terapia de
primera linea en condiciones de dolor.

También se utiliza por sus efectos

antipiréticos, que ayudan a reducir la fiebre.

H (National Center for  Biotechnology

Information, 2020).

Figura 1.- Estructura quimica del acetaminofén.

El diclofenaco, cuya férmula quimica es CusHi11CI2NO2 es un  farmaco
antiinflamatorio no esteroideo (AINE) de uso comun para el tratamiento de formas
crénicas de artritis y dolor agudo, leve a moderado. El diclofenaco es un acido mono
carboxilico que consta de acido fenilacético que tiene un grupo (2,6-diclorofenil) amino

en la posicion 2.
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Tiene un papel como analgésico no narcotico, antipirético, inhibidor de EC 1.14.99.1

a

a

(prostaglandina-endoperdxido sintasa),
xenobioético,  contaminante  ambiental,
farmaco alérgeno y farmaco antiinflamatorio
no esteroideo. ES un compuesto amino
secundario, un aminoacido, un dicloro
benceno, una amina aromatica y un acido
mono carboxilico. Se deriva de un acido
fenilacético y una difenilamina (National
Center for Biotechnology Information,

2020).

Figura 2.- Estructura quimica del diclofenaco.

El ibuprofeno de formula quimica C13H1802, es un medicamento antiinflamatorio no

esteroideo (AINE) de uso comun que esta disponible tanto con receta como sin receta.

El ibuprofeno se considera uno de los AINE mas seguros Yy, en general, se tolera bien,

sin embargo, rara vez puede causar una lesion hepatica aguda grave y clinicamente

aparente.
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El ibuprofeno es un acido monocarboxilico que es &cido propiénico, en el que uno de
los hidrégenos en la posicion 2 esté sustituido por

0 un grupo 4- (2-metilpropil) fenilo. Tiene un papel

como farmaco antiinflamatorio no esteroideo,
analgésico no narcético, inhibidor de Ia
ciclooxigenasa 2, inhibidor de la ciclooxigenasa 1,
antipireético, xenobidtico, contaminante
ambiental, eliminador de radicales y alérgeno de
farmacos (National Center for Biotechnology

Information, 2020).

Figura 3.- Estructura quimica del ibuprofeno.

El sulfametoxazol de formula quimica C10H11N30O3S, es un antibiotico bacteriostatico
de sulfonamida que se usa mas comunmente en combinacion con trimetoprim como el
farmaco Bactrim. El sulfametoxazol inhibe competitivamente la dihidropteroato
sintasa evitando la formacion de acido dihidropteroico, un precursor del acido félico
necesario para el crecimiento bacteriano. El sulfametoxazol es un compuesto de
isoxazol (1,2-oxazol) que tiene un sustituyente metilo en la posicion 5y un grupo 4-

aminobencenosulfonamido en la posicién 3.
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Tiene un papel como agente antibacteriano, agente antiinfeccioso, epitopo, inhibidor
de EC 2.5.1.15 (dihidropteroato sintasa), agente antimicrobiano, inhibidor de P450, EC
1.1.1.153 [ sepiapterina reductasa (L-eritro-

7, Inhibidor de la formacion de 8-

- dihidrobiopterina)], un  contaminante
0
H -/ . - sy 7
N ambiental, un xenobiotico y un alérgeno
I
0=5=0 farmacologico. Es una sulfonamida, un
miembro de isoxazoles, una anilina
sustituida y un antibiotico sulfonamida
M (National Center for  Biotechnology
H 'H

Information, 2020).

Figura 4.- Estructura quimica del sulfametoxazol.

La ciprofloxacina de formula quimica Ci7H18FN3Os, es un antibidtico
fluoroquinoldnico de segunda generacion, con efectos bactericidas. Sumodo de accién
consiste en paralizar la replicacion bacterial del ADN al unirse con la enzima ADN
girasa, la cual se bloquea. La funcion de la ADN girasa es deshacer el
superenrollamiento de la doble cadena de ADN, lo que permite que otras enzimas
puedan realizar la replicacién propiamente dicha, con esta accion las bacterias no
pueden dividirse y mueren. Este antibidtico se usa ampliamente en el tratamiento de

infecciones leves a moderadas del tracto urinario y respiratorio, causadas por
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organismos susceptibles. La ciprofloxacina se ha relacionado con casos raros pero

convincentes de lesion hepética que pueden ser graves e incluso fatales.

La ciprofloxacina es una quinolona que es quinolin-4 (1H)-ona que lleva sustituyentes

F
(\" inhibidor de EC 599.1.3 [ADN

0 0
H
0
N
"\) A topoisomerasa (hidrolizante de ATP)],
"

inhibidor de la sintesis de ADN, agente

ciclopropilo, acido carboxilico, fldor y
piperazin-1-ilo en las posiciones 1, 3,6y 7,
respectivamente. Tiene un papel como
agente antiinfeccioso, inhibidor de la

topoisomerasa IV, farmaco antibacteriano,

antimicrobiano, contaminante ambiental y
xenobidtico  (National  Center  for

Biotechnology Information, 2020).

Figura 5.- Estructura quimica de la ciprofloxacina.

Es importante sefialar que, por la gran importancia ambiental que representa la
presencia de farmacos en el agua, en los ultimos afios se ha investigado sobre diferentes
tratamientos aplicables a aguas residuales que contienen productos farmacéuticos, cuyo
método principal es la tecnologia fisicoquimica que incluye técnicas como la flotacion,

adsorcion de carbon activado, procesos avanzados de oxidacion, membrana de
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separacion, coagulacion y sedimentacion. Estas tecnologias a parte de sofisticadas son

relativamente costosas (Wang et al., 2017).

Debido a que las plantas de tratamiento de aguas residuales convencionales ejercen
una incompleta remocion de los productos farmacéuticos y sus metabolitos, en la tltima
década varias investigaciones se han enfocado en experimentar con nuevas tecnologias
para la remocién de antibidticos de aguas residuales, en las que se incluyen tratamientos
bioldgicos, filtracion por membrana, degradacion electroquimica, procesos avanzados

de oxidacion y adsorcion (Kwarciak-Koztowska, 2019).

En este sentido, se necesita investigar alternativas de tratamiento de las aguas
residuales de contaminantes emergentes y por lo tanto, de aguas residuales
farmacéuticas que permitan obtener ventajas como el bajo costo, su amigabilidad con
el ambiente y su potencial aceptacion social (Su et al., 2015; Guo, Qi, & Liu, 2017), tal

es el caso de la fitorremediacion.

1.1.3 Fitorremediacion

Con estos antecedentes, la fitorremediacion es una alternativa sostenible prometedora,
dado que utiliza mecanismos de las plantas para remediar ambientes contaminados,
entre los que se puede mencionar la fitoextraccion, rizofiltracion, fitoestabilizacion,

fitodegradaciéon y fitovolatizacion. Estos procesos contribuyen a la remediacion,
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desintoxicacion, lixiviacion, contencién y estabilizacion de contaminantes en agua y

suelos (Paz-Alberto & Sigua, 2013; Mishra & Maiti, 2017).

Los autores Montenegro, Pulido, & Calderon, 2019, clasifican cinco mecanismos de

fitorremediacion:

La fitoextraccidn es el mecanismo por el cual la planta toma los contaminantes por las

raices, los trasloca y acumula en las partes que se cosechan de la especie vegetal. La
biomasa es descargada en contenedores o vertederos herméticos, lo cual permite
remover metales pesados y otro tipo de compuestos organicos e inorganicos. Las
mejores especies vegetales para fitoextraccion deben tener algunas caracteristicas
especiales como tolerancia a la concentracion de contaminantes acumulados, répido
crecimiento y alta biomasa, acumulacion de contaminantes aéreos y en las partes que
se cosechan, deben ser facil de cosechar y la posibilidad de cultivar la planta

fotoextractora en el lugar contaminado.

La rizofiltracion consiste en la toma y secuestro de los contaminantes a través de las

raices, las mismas que deben poseer una alta produccion de biomasa, un area superficial
amplia y tolerancia a altas concentraciones de contaminantes. Esta técnica es de bajo
costo de implementacion y mantenimiento, asimismo, es de facil manejo, genera una
baja tasa de residuos. Actlia como tamiz para atrapar solidos en suspension y sirve para
biorremediar metales pesados como plomo, cromo, niquel, cadmio, cobre, vanadio y

radio nucledtidos como estroncio, uranio y cesio, entre otros.
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La fitoestabilizacion se basa en la transformacion de contaminantes como los metales

pesados en una especie quimica no téxica, minimizando de esta forma el riesgo
ambiental. Esta técnica puede servir para estabilizar contaminantes y prevenir las vias
de exposicion a través del agua. También facilita un sistema hidraulico que limita la
lixiviacién vertical de contaminantes en el agua subterranea y en la raiz reduce la

movilidad por adsorcion y fijacion quimica de los contaminantes fisicos y quimicos.

Este método puede ser implementado como un control indirecto en suelos y cuerpos

de aguas contaminados.

La fitodegradacion o fitotransformacion es el mecanismo por el cual las plantas son

utilizadas para degradar contaminantes organicos por medio de procesos metabdlicos
asociados a las comunidades microbianas de las raices. En estos procesos las plantas
cuentan con enzimas que estan en relacion con la rizosfera, donde los microorganismos
intervienen en la degradacion y transformacion de los contaminantes. Se han
identificado enzimas en zonas de la rizosfera como nitro reductasa, laccasa, peroxidasa,
dehalogenasa y nitritos. Esta tecnologia puede utilizarse para la biorremediacién de
contaminantes orgdnicos como solventes clorinados, herbicidas, insecticidas y

diferentes compuestos organicos.

La fitovolatizacidn se fundamenta en el uso de las plantas para la absorcion de metales

toxicos y transformarlos en menos tdxicos, volatiles, formados por el proceso de
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transpiracion de las especies vegetales. Se sabe que a través de esta técnica pueden ser

volatilizados metales pesados como mercurio, arsénico y selenio.

En este contexto, las especies seleccionadas para la investigacién son Chrysopogon
zizanioides, llamada comunmente vetiver, una planta perenne de la familia de las
gramineas, nativa de la India y Eichhornia crassipes, conocida como jacinto de agua,

una planta acuatica de la familia de las Pontederiaceae, originaria de América del sur.

La seleccion de las especies vetiver (Chrysopogon zizanioides) y jacinto de agua
(Eichhornia crassipes) para la presente investigacion, se baso en el alto nimero de
reportes cientificos que denotan la efectividad que tienen estas especies removiendo
diferentes tipos de contaminantes como metales pesados, algunos contaminantes
orgénicos e inorganicos persistentes, resaltando el hecho de que estas técnicas son
econémicamente rentables en comparacién con otros métodos, ambientalmente
amigables y socialmente aceptables (Paz-Alberto & Sigua, 2013; Suelee, Hasan, Kusin,

Yusuff, & Ibrahim, 2017; Maharjan & Pradhanang, 2017).

1.1.3.1 Vetiver (Chrysopogon zizanioides)

Partiendo de las caracteristicas morfologicas, la especie Chrysopogon zizanioides es
una planta perenne con un sistema de raices profundas y de rapido crecimiento, en

algunas aplicaciones, la profundidad del enraizamiento puede alcanzar los 3-4 m en el
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primer afio, posee una alta produccion de biomasa, no tiene estolones ni rizomas. Este
sistema de raices profundas y tallos rigidos hace que esta planta sea extremadamente
tolerante a la sequia y diversos tipos de clima. Se desarrollan nuevos brotes a partir de
la corona subterranea, lo que hace que C. zizanioides sea resistente al fuego, las heladas,
el tréfico y la fuerte presion del pastoreo (Truong & Tan Van, 2008; Mathew, Rosary,

Sebastian, & Cherian, 2016).

Las caracteristicas fisioldgicas de C. zizanioides, implica la tolerancia a un amplio
rango de pH del suelo, de 3.3 a 12.5; alto nivel de tolerancia a herbicidas y pesticidas,
alta eficiencia en la absorcion de metales pesados y de nutrientes como el fosforo y
nitrdgeno en aguas contaminadas. Asimismo, es altamente tolerante a variaciones
climaticas extremas como sequias prolongadas, inundaciones, inmersion y temperatura

extrema desde -14° C hasta + 55°C (Truong & Tan Van, 2008; Mathew et al., 2016).

El vetiver también se utiliz6 eficazmente como amortiguador vegetativo o especie de
plantas de humedales debido a su extraordinarias caracteristicas morfoldgicas y

fisiologicas (Mathew et al., 2016).

Otra caracteristica de C. zizanioides es que posee un régimen de transpiracion muy
alto, lo que es clave en la fitorremediacion de aguas residuales. Por ejemplo, en un
régimen promedio de 600mL/dia X maceta, en un periodo de 60 dias, C. zizanioides
empled 7,5 veces mas agua que Typha. Asimismo, C. zizanioides posee vasos del

xilema de gran diametro y tiene el mayor régimen de uso de agua comparada con otras
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plantas de humedal como Iris pseudacorus, Typha spp., Schoenoplectus validus,

Phragmites australis (Mathew et al., 2016).

La composicion quimica de la raiz de C. zizanioides es otro aspecto interesante,
contiene aceite esencial de alta calidad compuesto principalmente por triciclovetiveno,
o Yy P-isovetiveno, a y Bvetiveno, valenceno, notcateno, o y p-vetispeno, bi y
triciclovetivenoles, 040 y p-vetivona, khusona, khusitona, khusimona, acidos
vetivénicos, zizanoico, epizizanoico, iso-valencénico, sesquiterpenos (khusimol e

isokhusimol) (Chahal, Bhardwaj, Kaushal, & Sandhu, 2015).

1.1.3.2 Jacinto de agua (Eichhornia crassipes)

La especie Eichhornia crassipes es una especie acuatica que tiene unas caracteristicas
morfoldgicas especiales, de tal forma que presenta un rapido crecimiento, gran
biomasa, sus raices son muy densas y fibrosas, pudiendo alcanzar hasta 3 metros de
longitud. Son muy resistentes y adaptables a medios acuosos contaminados y de facil
mantenimiento por su caracter flotante. Se ha reportado una alta tasa de multiplicacion
de esta especie, pues podria duplicarse en nimero en un periodo de siete dias en
condiciones de alta temperatura y humedad. Diferentes partes del jacinto de agua, como
los tallos y las hojas, estan hechas de tejidos llenos de aire, lo que permite que la planta

flote sobre el agua. Tiene una distribucion cosmopolita, méas, se encuentra
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principalmente en las regiones mas célidas del mundo (Gunnarsson & Petersen, 2007;

Agunbiade, Olu-Owolabi, & Adebowale, 2009).

Las caracteristicas fisioldgicas de Eichhornia crassipes permiten su facil adaptacion
a la quimica del agua, lo cual no afecta su rapido crecimiento y reproduccion. La planta
tiene un rapido crecimiento, gran biomasa, y tolerancia para muchos metales y
metaloides como el arsénico, plata, cadmio, cromo, cobre, hierro, niquel, plomo y zinc,

asi también compuestos organicos como naftalina y fenol (Mishra & Maiti, 2017).

Eichhornia crassipes ha sido ampliamente estudiado en el laboratorio, a nivel piloto
y a gran escala para la remocion de materia organica presente en las aguas residuales
en comparacién con otras plantas acuaticas. Aungue se sabe que Eichhornia crassipes
es una planta persistente en todo el mundo, esta siendo muy utilizada como un recurso
principal para la gestion de residuos y el proceso agricola. Tanto en el campo como los
estudios en laboratorio han demostrado que el jacinto de agua es capaz de eliminar un
gran ndmero de contaminantes presentes en las aguas residuales porcinas, aguas

residuales de la granja de patos y aguas residuales lacteas (Rezania et al., 2015).

Segun un reporte de la literatura, la composicion del material lignocelulésico que
conforma el Jacinto de agua (Eichhornia crassipes) present6 34,6%, 29,3% y 21,4%
de celulosa, hemicelulosa y lignina, respectivamente (I, li, & I, 2018). Cabe indicar,
que la referida composicién quimica puede cambiar en funcién del piso altitudinal y de

las variaciones del clima.
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1.1.4 Mecanismos de absorcidén de compuestos organicos en las plantas

Los productos quimicos organicos xenobidticos por ende los medicamentos pueden
ser absorbidos por las raices de las plantas, a través de las fases de vapor o agua del
suelo. Se ha demostrado que la absorcion por las raices de las plantas de productos
quimicos organicos se da por un proceso pasivo, difusivo, con la excepcién de algunos
productos quimicos similares a las hormonas y herbicidas de fenoxiacido, para lo cual
hay alguna evidencia de captacion activa. Experimentos que involucran la absorcion
de quimicos no ionizados de la solucién hidropénica a las raices de las plantas han
demostrado que el proceso de captacion consta de dos componentes: (1) "Equilibrio™
de la fase acuosa en la raiz de la planta con la concentracion en la solucion circundante;
y 2) "Sorcion™ de la sustancia quimica en sdlidos de raices lipofilicas. Ademas de las
propiedades fisicoquimicas del contaminante, es probable que la composicién de las
raices de las plantas influya en el comportamiento de absorcién de las raices (Orita &

Doucette, 2012).

El factor de concentracion de la corriente de transpiracion (TSCF), la relacion entre
la concentracion de compuestos en el xilema y la de la solucion adyacente a las raices
se usa comunmente para describir la capacidad relativa de un compuesto organico para
ser transportado pasivamente desde la raiz hasta el brote. Existen reportes que

relacionan el TSCF con el coeficiente de particion octanol/agua (log Kow) implicando

45



que la absorcion significativa por la raiz y la transferencia a los brotes ocurre solo para
compuestos que caen dentro de un intervalo de hidrofobicidad intermedio. Datos de
laboratorio y de campo para compuestos relativamente solubles en agua tales como
sulfolano, metil ert-butil éter (MTBE) y 1,4-dioxano sugieren que estas relaciones no
son universalmente aplicables, especialmente para compuestos organicos no
ionizables, altamente polares y solubles en agua. Estas relaciones sugieren una
hidrofobicidad 6ptima para la absorcion y translocacion e infieren que compuestos que
son altamente polares (log KOW <1) o son altamente lipofilicos (log KOW> 4) no
seran absorbidos significativamente por las plantas (Dettenmaier, Doucette, & Bugbee,

2009).

La acumulacién de contaminantes en la rizosfera de las plantas se puede dar por varios
procesos, entre ellos el denominado flujo de masas, que consiste en el movimiento del
agua y los contaminantes de la solucion hacia la raiz, debido a la pérdida de agua por
la transpiracion de la planta, lo cual crea una fuerza de succion por la diferencia de
presion de agua entre el interior y exterior de la planta (McGrath, Zhao, & Lombi,
2002; Darrah, Jones, Kirk, & Roose, 2006). La absorcion de agua por las raices de las
plantas depende de la naturaleza y las propiedades del sistema radicular, de las
caracteristicas y del estado hidrico del suelo, asi como de las condiciones ambientales
en general. La absorcidn de agua con transpiracion baja puede ser de origen osmético,
mientras que en las plantas con transpiracion alta es primordialmente un fenémeno
pasivo.
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En este sentido, en concordancia con los reportes antes mencionados, las raices de
Chrysopogon zizanioides y Eichhornia crassipes como érgano primario de absorcion,
pueden absorber los farmacos de estudio, en un contexto muy dinamico que depende
de la solubilidad, polaridad y los canales de absorcion que las plantas activen en este

proceso.

De acuerdo a lo reportado por Cui (2016), al tratarse de sustancias polares, poco
solubles en agua y poco biodegradables, como es el caso de los productos
farmaceuticos incluidos en este estudio, por su naturaleza organica, el mecanismo de
absorcién posiblemente seria el de fitoestabilizacion, el mismo que consiste en la
absorcién y acumulacién de los contaminantes en las raices, por captacién pasiva a
través de la via apoplastica, esta via consiste en el transporte de agua y minerales a
través del apoplasto, que incluye las paredes celulares, el xilema y el espacio
intercelular entre células de las raices de las plantas (Pourrut, Shahid, Dumat,

Winterton, & Pinelli, 2011).

Por todo lo expuesto, este proyecto de investigacion contribuye con una técnica
probada en el laboratorio para la remociéon de los contaminantes emergentes
acetaminofén, ciprofloxacina, diclofenaco, sulfametoxazol e ibuprofeno por medio de
fitorremediacion, utilizando las especies Chrysopogon zizanioidesy Eichhornia
crassipes, lo que podria servir de base a mediano plazo para el desarrollo de sistemas
de tratamiento de aguas residuales que eliminen estos contaminantes en el medio

aCcuoso.
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1.1.5 Justificacion e hipdtesis de la investigacion

El agua es un recurso natural indispensable para la vida por lo que su conservacion y
el acceso al agua segura es un tema de interés local y global. La presencia de nuevos
contaminantes en el agua denominados emergentes como los productos farmacéuticos,

no estan regulados en la legislacion ecuatoriana y se desconoce su real peligrosidad.

Asimismo, el problema de contaminacion de las fuentes de agua por CE es crucial,
debido a su continuo volumen de introduccion principalmente por descargas de aguas

residuales.

Por otra parte, en el Ecuador se comercializa una alta cantidad de medicamentos
comunmente recetados y en modalidad de “venta libre”, lo que incrementa las
concentraciones de estos compuestos en los ecosistemas dulce acuaticos y de agua
salada, dado que se ha determinado su presencia en el &ambito mundial en sistemas de
tratamiento de aguas residuales, aguas subterraneas, aguas superficiales fluviales,

aguas marinas y agua potable.

Considerando que las plantas de tratamiento de aguas residuales (PTARS)
convencionales no estan disefiadas para remover este tipo de contaminantes, es
necesario investigar alternativas sostenibles de bajo costo y de alto nivel de remocién

para contribuir en la solucién de este problema ambiental.
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En este contexto, la justificacion basica de esta investigacion es la evidencia de la falta
de estudios sobre tecnologias como la fitorremediacion de bajo costo y de amplio
espectro que permitan la remocién de los CE y por ende de los productos farmacéuticos

en aguas residuales.

Los aspectos fundamentales de esta investigacion y sus resultados estan en
concordancia con el articulo 14 de la Constitucion de la Repablica del Ecuador que
establece el derecho de la poblacién a vivir en un ambiente sano y ecoldgicamente

equilibrado, que garantice la sostenibilidad y el buen vivir, sumak kawsay.

Por lo expuesto, la presente investigacion esté orientada a contribuir con una técnica
probada en el laboratorio para la remocion de los contaminantes emergentes
acetaminofén, ciprofloxacina, diclofenaco, sulfametoxazol e ibuprofeno en medio
acuoso por medio de fitorremediacion, utilizando las especies vetiver (Chrysopogon
zizanioides) y jacinto de agua (Eichhornia crassipes), o que podria servir de base a
mediano plazo para el desarrollo de sistemas de tratamiento de aguas residuales que

remuevan este tipo de contaminantes.

La hipotesis se centra en que “La fitorremediacion con Chrysopogon zizanioides y
Eichhornia crassipes favorece en forma efectiva la remocion de los contaminantes
emergentes acetaminofén, ciprofloxacina, diclofenaco, sulfametoxazol e ibuprofeno

presentes en medio acuoso”.
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1.1.5 Objetivos

1.1.5.1 Objetivo general

Evaluar los niveles de remocién de contaminantes emergentes acetaminoféen,
ciprofloxacina, diclofenaco, sulfametoxazol e ibuprofeno en medio acuoso con técnicas
de fitorremediacion utilizando las especies vetiver (Chrysopogon zizanioides) y jacinto

de agua (Eichhornia crassipes).

1.1.5.2 Obijetivos especificos

» Determinar los niveles de remocién de contaminantes emergentes en medio
acuoso por fitorremediacion con las especies vetiver y jacinto de agua bajo
condiciones controladas.

» Analizar el grado de estrés oxidativo causado por los contaminantes emergentes
en las especies vegetales estudiadas.

» Establecer la eficiencia de la fitorremediacion a mayor escala en laboratorio
considerando el mejor tratamiento resultante de la primera fase de la presente

investigacion.
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CAPITULO 2.- METODOLOGIA

2.1 ESTRATEGIA Y FASES DE LA INVESTIGACION

| TRNEGRBPRMETAL

-

—_—
|
-»-i-

Figura 6.- Estrategia experimental de la investigacion realizada en la tesis doctoral.
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Como se puede visualizar en la figura 6, la estrategia experimental consta de tres fases,
en la primera fase se abordo el estudio de la capacidad de remocion de farmacos a
cuatro concentraciones diferentes por parte de las dos especies vegetales seleccionadas.
Asimismo, se realiz6 ensayos con mezclas de dos y cinco farmacos con cada una de las

plantas.

En la segunda fase de experimentos se investigd la incidencia de la ciprofloxacina en
los tallos y raices de Chrysopogon zizanioides y Eichhornia crassipes, realizando
ensayos en direccion a estudiar el estrés oxidativo de las especies vegetales mediante
la extraccién de proteinas utilizando geles de poliacrilamida al 12% vy electroforesis

SDS-PAGE.

En la tercera fase de experimentos se estudid el proceso a una mayor escala a nivel
laboratorio. Se experiment6 con las dos plantas en forma independiente y con un
ambiente donde se combind las dos especies, con la finalidad de establecer su
capacidad de remocién del farmaco ciprofloxacina, por ser este el mejor tratamiento

resultante de la primera fase de experimentos.
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2.2 RECOLECCION Y ACONDICIONAMIENTO DE LAS
ESPECIES VETIVER (Chrysopogon zizanioides) Yy JACINTO

DE AGUA (Eichhornia crassipes)

Las plantulas de la especie vetiver (Chrysopogon zizanioides), en estado fenoldgico
inicial, fueron recolectadas y sembradas en un vivero de la ciudad de Milagro, provincia
del Guayas, ubicado en las coordenadas UTM X: 656343; Y: 9764051, zona 17S a una
altitud de 14 msnm. En el referido vivero, se mantuvo las plantas por un tiempo
aproximado de dos meses y luego fueron llevadas al invernadero del Centro de
Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE) de la Escuela Superior
Politécnica del Litoral (ESPOL), en donde se las dispuso en terrenos aledafios al

invernadero durante aproximadamente 30 dias.

Las plantulas de la especie jacinto de agua (Eichhornia crassipes), fueron recolectadas
de un estero ubicado en las coordenadas UTM X: 631489; Y: 9767838, zona 17S a una
altitud de 14 msnm, en la via Duran-Tambo, provincia del Guayas y transportadas hasta
un pozo acondicionado en el invernadero del Centro de Investigaciones
Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE) de la Escuela Superior Politécnica del Litoral

(ESPOL), en donde se las dispuso durante aproximadamente 30 dias.

Posteriormente, se realizé un lavado con agua a fondo para eliminar todo el suelo e

impurezas de la zona radicular y se procedio a transferir las plantas a canastillas
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rectangulares de 25 litros de capacidad para ser aclimatadas en agua durante 20 dias,
previo a su uso en los experimentos de fitorremediacion de los cinco medicamentos
utilizados en esta investigacion. Este es un proceso adaptado en base a lo establecido

por (Datta et al., 2013).

2.3 DISENO DEL EXPERIMENTO

En la primera fase de experimentos, se estudiaron cinco productos farmacéuticos de
manera independiente: sulfametoxazol, ciprofloxacina, acetaminofén, ibuprofeno y
diclofenaco, todos de la marca SIGMA-ALDRICH al 99,9% de pureza. De cada
farmaco se prepararon soluciones acuosas utilizando metanol ultrapuro de la marca
Merck a cuatro concentraciones: 3 mg/L, 6 mg/L, 9 mg/L, 12 mg/L. Para obtener la
variable de respuesta, que es el porcentaje de remocién, en el caso de Chrysopogon
zizanioides, se utilizaron 4 tiempos de muestreo 48, 96, 144 y 192 h, y para Eichhornia
crassipes, los tiempos de muestreo fueron 24, 48, 72 y 96 h. Los tiempos establecidos
para la toma de muestras son distintos, debido a que las caracteristicas morfologicas y
fisioldgicas difieren entre las dos especies, principalmente en su velocidad de

reproduccion y su transpiracion (Mishra & Maiti, 2017; Mishra & Maiti, 2017).

Para cada una de las especies de estudio, se realizé dos réplicas del experimento, es

decir, se colocé dos unidades experimentales con un contenido de dos litros de solucién
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acuosa de cada farmaco y por cada concentracion seleccionada para esta investigacion,
luego se introdujo las especies vegetales con un peso aproximado de 60 g. Los ensayos
fueron mantenidos a una temperatura de 25°C y un pH de 6,5 durante todo el
experimento. Una vez concluido el tiempo del ensayo se procedid a recolectar alicuotas
de 2 ml de cada unidad experimental con una micropipeta. EI volumen recolectado fue
colocado en tubos eppendorf y almacenados a temperatura de refrigeracién hasta su

posterior analisis.

Se utilizé el disefio factorial 2%, con k =2, con dos puntos internos donde
concentracion (C) y tiempo (T) fueron los factores; los niveles considerados se indican

en las figuras 7 y 8.

CONCENTRACION 6
(mg/L)

12

48 96 144 192
TIEMPO (H)

Figura 7.- Esquema del disefio experimental con Chrysopogon zizanioides
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CONCENTRACION 6
(mg/L)

12

24 48 72 96
TIEMPO (H)

Figura 8.- Esquema del disefio experimental con Eichhornia crassipes

Con la finalidad de medir la variable de respuesta, porcentaje de remocion del
producto farmacéutico, previamente se midio por triplicado la absorbancia de cada uno
de los farmacos, utilizando la técnica de espectrofotometria de luz UV visible. En la
determinacién del porcentaje de remocion (%) de los compuestos de estudio, se aplico

la siguiente ecuacion 1:

Concentracién inicial — Concentracién final
% = — X100 (1)
Concentracion inicial
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2.4 EXPERIMENTACION CON Chrysopogon zizanioides Y
Eichhornia crassipes PARA REMOCION DE MEZCLAS DE

FARMACOS

Se estudiaron soluciones de dos y cinco farmacos juntos a una concentracion de 3
mg/L. En este sentido, para cada una de las especies vegetales de estudio, se colocaron
tres estaciones experimentales con un contenido de dos litros de solucion de la mezcla
de farmacos correspondiente, luego se introdujo las especies vegetales con un peso

aproximado de 60 g.

Como se puede observar en la tabla 1, en el caso de Chrysopogon zizanioides, se
prepard soluciones de los cinco farmacos de estudio juntos y también una mezcla de
dos antibidticos sulfametoxazol y ciprofloxacina, se utilizaron 4 tiempos de muestreo

48, 96, 144y 192 h.

De igual manera, para Eichhornia crassipes, se preparé soluciones de los cinco
farmacos de estudio juntos y también una mezcla de dos farmacos ciprofloxacina y

diclofenaco, los tiempos de muestreo fueron 24, 48, 72 'y 96 h.

Los ensayos fueron mantenidos dentro del ambiente de invernadero, a una

temperatura de 25°C y un pH de 6,5 durante todo el tiempo del experimento.
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Cabe mencionar que, para seleccionar la mezcla binaria de los farmacos, se consider6
los dos compuestos que mejor absorcién tuvieron en cada especie en la primera fase
de experimentacion. En este contexto, para Chrysopogon zizanioides, los antibi6ticos
sulfametoxazol (SMX) vy ciprofloxacina (CX) presentaron mayor porcentaje de
remocion, mientras que para Eichhornia crassipes, el antibiético ciprofloxacina (CX)

y el AINE diclofenaco (DC) fueron removidos de mejor forma.

Tabla 1.- Condiciones de experimentacion con mezclas de farmacos.

; Tiempo de
Tipo de soluciones | Concentracion oH Temperatura Especie toma de
(g (C) muestra (H)

Mezcla de dos PFs

48
(SMX, CX)

96
Mezcla de cinco Chrysc_)p_ogon
PFs zizanioides 144
(SMX, CX, IBU, 192
AC, DC)

3 6,5 25

Mezcla de dos PFs

24
(CX, DC)

i Eichhornia 48

Mezcla de cinco X
PFs crassipes 72
(SMX, CX, IBU, 96
AC, DC)

Una vez concluido el tiempo del ensayo se procedio a recolectar con una micropipeta

alicuotas de 2 ml de cada unidad experimental. EI volumen recolectado fue colocado
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en tubos eppendorf y almacenados a temperatura de refrigeracion hasta su posterior
analisis.

Se construyd las curvas de calibracién para cada fArmaco con cinco concentraciones
diferentes (1, 2, 3, 4, 5) mg/L, como se indica en el anexol, de esta manera se obtuvo

una relacion de calibracion lineal, mediante el coeficiente de determinacion R?, que

para el caso de estudio es R?>0,995.

La lectura y andlisis de las muestras se llevo a cabo empleando Espectrofotometria
UV vis, utilizando el programa VISIONIlite para visualizar los espectrogramas,
considerando las longitudes de onda de cada farmaco y la concentracién inicial de 3
mg/L. Se calculé que porcentaje de esta concentracion inicial ha sido removido a una

hora especifica utilizando la ecuacion 1.

2.5 ESTUDIO DEL ESTRES OXIDATIVO EN RAICES Y TALLOS

DE Chrysopogon zizanioides Y Eichhornia crassipes

Los ensayos para estudiar el estrés oxidativo de las especies vegetales se realizaron
considerando el mejor tratamiento, resultado de la primera fase de experimentos. En
este sentido se estudio el comportamiento de las especies vegetales al exponerlas a una

solucion de ciprofloxacina de 3 mg/L de concentracion. El tiempo de toma de muestras
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se realizd a 6, 12 y 24 h, luego de lo cual, se realizo la extraccion de proteinas de tallos
y raices de cada una de las especies. Se utiliz6 el método de &cido tricloroacético-
acetona (TCA-acetona) con una modificacion realizada por el laboratorio de Biologia

Molecular de CIBE-ESPOL.

Para la visualizacion de las proteinas que mayor expresion presentan, se preparé geles

de poliacrilamida al 12% y se aplico electroforesis SDS-PAGE.

2.5.1 Extraccion de proteinas

Previamente, se tomaron muestras de C. zizanioides y de E. Crassipes del experimento
realizado en invernadero, luego se puso a congelar a -80°C, posteriormente se separd
los tallos de las raices, se cortd en pequefios pedazos cada parte de la planta y se puso

a congelar a -80 °C por 30 min, luego se procedio a triturarlas.

2.5.2 Método TCA/fenol (método modificado por BM-CIBE-ESPOL)

El primer paso fue realizar la extraccion de proteinas por medio del método
TCA/fenol, que ayuda a eliminar elementos no proteicos en la muestra, para dicho

proceso se aplico el siguiente protocolo:
60



Se transfirié la muestra a tubos de 2 ml 'y se agregd 500 ml de TCA10% acetona, luego
de homogenizar se centrifugé 12000 revoluciones por min (rpm) durante 10 min, se
elimind el sobrenadante y se recuperd el pellet. Posteriormente se afiadio al pellet 500
ml de acetona al 80%, se mezcld y se centrifugd nuevamente con las mismas
especificaciones anteriores. Dado que las muestras tratadas estaban muy pigmentadas

se repitio el lavado de acetona por dos veces.

Luego de los lavados con acetona se modificé el protocolo para volver a congelar las
muestras (primero a -20 °C y luego con nitrégeno liquido) y triturarlas una vez mas,

para tratar de romper las muestras y aprovechar de mejor manera su contenido.

Para la siguiente etapa se llevaron las muestras recién trituradas a la campana
extractora para afiadir 500 pL de solucion SDS Buffer, 75 pL de 2-mercaptoethanol,
se homogenizé y luego se agregd 500 pL de fenol pH9 Sigma. Enseguida se mezcld,

se dejo incubar por cinco min en frio y se centrifugd a 12000 rpm por diez min.

A continuacién, se transfirié la parte fendlica a un nuevo tubo y se le agregé 500 uL
de buffer de precipitacion y se lo dejo reposar por 24 h a -20 °C. Luego se centrifugo
nuevamente la muestra, se elimind el sobrenadante y se recuperd el pellet para lavarlo
con metanol al 100%, se mezcl6 y centrifugd durante diez min. Para finalizar, se
recuperd el pellet, se lo lavo con acetona al 80%, se centrifugd nuevamente, se elimino

el sobrenadante y se dejo secar al aire libre.
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2.5.3 Electroforesis SDS-PAGE

Una vez finalizada la extraccion de proteinas, se procedid a realizar electroforesis que
permitié la visualizacion de proteinas en los geles correspondientes. Para la elaboracion
de geles de poliacrilamida al 12% con las especificaciones estipuladas por el protocolo
general perteneciente al rea de Biologia Molecular del CIBE-ESPOL.. A continuacion,
se procedio a la preparacion de muestras, de tal forma que se resuspendieron en 5 L

de buffer de solubilidad, se les coloco buffer de corrida 3x y se calentd por 5 min.

Una vez listas las muestras se procedio a preparar el sistema para la electroforesis,
colocando los geles en el tanque de buffer y poniendo buffer de corrida 1x,
posteriormente se colocd las muestras en los respectivos pocillos y se conecto el
sistema a una fuente de poder, dejandolo correr a una potencia de 100 voltios por un

tiempo aproximado de 3 h.

Una vez ha terminado de correr el gel se lo retird del sistema, se descarto la seccion
de los pocillos y se colocd el gel en una caja Petri grande con Comassie Blue durante
20 min para que se tifia. Terminado este tiempo, se extrajo el Comassie Blue y se coloco
acido acético para eliminar el exceso de tincion del gel y de esta manera poder apreciar

las bandas proteicas con claridad.
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26 ESTUDIO DEL PROCESO DE FITORREMEDIACION A

MAYOR ESCALA CON C. zizanioides y E. crassipes

Con la finalidad de observar la incidencia de los resultados se decidié probar el
proceso de remocion de farmacos en medio acuoso a una escala mayor, para lo cual se

selecciond el mejor tratamiento que resulto de la primera fase de experimentos.

En este contexto, se llevaron a cabo ensayos con Chrysopogon zizanioides y
Eichhornia crassipes por separado, luego en otro ensayo se combind las dos especies.
Se preparo6 por triplicado soluciones de ciprofloxacina con un volumen de 20 litros y
con una concentracion de 3 mg/L. El tiempo de toma de muestra en el caso de C.
zizanioides fue de 48, 96, 144 y 192 h, mientras que para E. crassipes, el tiempo de

toma de muestra fue de 24, 48, 72y 96 h.

Para el analisis de las muestras, se utilizd cromatografia liquida de alta eficacia o High
Performance Liquid Chromatography (HPLC). Se prepar6 la solucién stock 1:1000
(metanol ultra puro) ppm y se realizaron las distintas diluciones de 100, 80, 60, 40, 20,
10 (agua ultra pura) ppm, se filtré con (0.45 um) y se trataron mediante ultrasonido a
una frecuencia de 35 kHz para eliminar las burbujas de aire. Luego se prepard cinco

soluciones de trabajo de ciprofloxacina estandar en el rango de 10 a 100 mg/L.

La linealidad del estandar de ciprofloxacina se evalud realizando réplicas de 5

concentraciones 0.10, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 mg/L del estandar durante tres dias
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consecutivos, tomando como criterio de aceptacion el coeficiente de determinacion del

modelo (R?), como se visualiza en el anexo 2.

2.7 ANALISIS DE DATOS

En el caso del comportamiento de las especies de estudio al ser expuestas a soluciones
de farmacos con cuatro concentraciones diferentes en forma independiente, el analisis
estadistico de los datos que se emple6 fue la técnica de superficies de respuesta, para
encontrar los modelos que ayudaron a determinar tiempos y concentraciones éptimas,
donde se maximizd la absorcion de cada farmaco; asi como, la obtencion de las
pendientes de crecimiento para determinar hacia donde se debera buscar el éptimo, en
los casos donde no se los encontrd. Se utilizo el software estadistico R version 3.6.0 y

RStudio version 1.1.453.

En el caso de la mezcla de farmacos y del proceso a mayor escala, para el
procesamiento estadistico de datos y resultados, se utilizé el software Design Expert
para caracterizacién de interacciones y codificacion de factores. La comparacion
estadistica de medias se realiz6 mediante analisis de varianza (ANOVA). Las
diferencias fueron consideradas significativas cuando el valor-p de la prueba resultaba

menor al nivel de significancia alfa=0,05, con un intervalo de confianza del 95%.
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CAPITULO 3.- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 RESULTADOS

3.1.1 Fitorremediacion con la especie vetiver (Chrysopogon zizanioides) para cada
farmaco de estudio

3.1.1.1 Modelo General

El modelo general de la superficie de respuesta esta representado por la ecuacion:
Y = Bo + BiC + BoT + B3C% + BuT? + BC +T + ¢ ()

Donde,
Y = Porcentaje de remocion
Bo = Intercepto
B; = Coeficientes del modelo
C = Concentracion
T= Tiempo

& = Error de estimacion

La matriz resultante no permitio obtener un modelo polinémico de grado 2 para ambos
factores a la vez, por lo que se desarrolld6 un modelo con forma cuadratica para un

factor, mientras se mantuvo la linealidad en el otro factor.
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CZ

TZ

Y:b0+blc+b2T+b3CZ+b4T*C (3)

Y:b0+blc+b2T+b3T2+b4C*T (4)

Tabla 2.- Modelo general de superficie de respuesta para cada uno de los farmacos de
estudio con Chrysopogon zizanioides.

FARMACO c? T2
SULFAMETOXAZOLE Y = 9734 — 2324 C +0.15 T+ 1.36 C? Y =97.34 — 2.8704C — 1.1264 T — 0.0053T2 — 0.0025C
(SMX) — 0.0026 C*T *T

CIPROFLOXACINA
(S

Y =66.54 + 421C + 0.078T — 0.54C?
+ 0.0069 C xT

Y = 66.54 + 3.95 C — 0.5885 T — 0.0021 T? — 0.0069 C

*T

ACETAMINOFEN (AC)

Y =26.79-889C+ 0.193T + 0.684 C?
— 0.0087C*T

Y = 2679 + 1.38C- 04480T

+ 0.0027 T? - 0.0087C *T

Y = 170 — 088 C + 035 T + 0.22C? Y = 1.71 + 246 C + 0.15T + 0.00087 T? - 0.008 C
— 0.008C+*T *T
IBUPROFENO (1B)
Y = 46.34-12.41C + 0.058T + 1.10C? Y = 46,34 + 410C- 097 T + 0.0043T? + 0,003 C

DICLOFENACO (DF)

+ 0.003C*T

*T
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Figura 11.- Resultados obtenidos con la técnica superficie de respuesta para la remocion con
Chrysopogon zizanioides de los farmacos: A) sulfametoxazol, B) ciprofloxacina, C)

ibuprofeno, D) diclofenaco y E) acetaminofén en medio acuoso.
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En el modelo obtenido para sulfametaxazol (Figura 11A), los coeficientes de las
variables C, T, T2 fueron significativos por lo que se pudo reducir el modelo para
obtener mas informacién eliminando el término no significativo, el cual resulta de la

interaccidn entre las variables de concentracion y tiempo, segun la ecuacion (5).

% de remocion = 97.34 - 2.8704 C - 1.1264 T + 0.0053 T2 - 0.0025C *T (5)

En el rango estudiado, para el farmaco sulfametoxazol, se observa que inicia con un
porcentaje de remocion de 46,52%, a una concentracion de 3 mg/L en un tiempo de
48 h, dicho porcentaje presenta un descenso en las primeras 105 h; a partir de ese
tiempo se observa que el porcentaje de remocidn tiene un ascenso mas pronunciado,
alcanzando un maximo de remocion de 66,53%, a la concentracion de 3 mg/L en un
tiempo de 192 h; sin embargo, se observa que el 6ptimo aln esta alejado de este rango
y al analizar el ascenso mas pronunciado, se visualiza que para encontrar el éptimo
seria necesario reducir las concentraciones e incrementar el tiempo, se puede considerar
también la posibilidad de encontrar el 6ptimo en la reduccion de tiempo y de

concentracion.

En el caso de la ciprofloxacina (Figura 11B), el modelo responde de manera similar

al del sulfametaxazol, donde tenemos la ecuacion (6):

% de remocion = 66.54 — 3.95 C + 0.5885 T — 0.0021 T_2 + 0.0069 C*T  (6)
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En el rango estudiado, para la ciprofloxacina se observa que el porcentaje de remocion
parte con un 79,05%, en una concentracion de en un tiempo de 3 mg/L, este porcentaje
logra alcanzar un maximo de remocion de 98,32% a las 149 h. Al alcanzar este
maximo, se produce el proceso inverso y el porcentaje de remocidon comienza a
reducirse, se observa que para alcanzar el Optimo es necesario reducir las

concentraciones manteniendo el tiempo de 149 h.

En el modelo estudiado para el ibuprofeno (Figura 11C), los valores de las variables
C, T, T?y C*T son significativos por lo que se presenta un modelo que obtiene la mayor

informacion, acorde a la ecuacion (7).

% de remociéon = 1.71 + 246 C + 0.15T + 0.00087 T2 - 0.008C =T (7)

El ibuprofeno inicia con un porcentaje de remocion de 17,00%, a una concentracion
de 3 mg/L en un tiempo de 48 h, dicho porcentaje presenta un ascenso pronunciado
alcanzando un maximo de remocion de 73,33%, a una concentracion de 12 mg/L en un
tiempo de 192 h; sin embargo, se observa que el 6ptimo aln esta alejado de este rango
y al analizar el ascenso mas pronunciado, se observa que para encontrar el éptimo es

necesario aumentar las concentraciones e incrementar el tiempo.

En el modelo estudiado para el diclofenaco (Figura 11D), los valores de la variable C,
Ty T2 son significativos por lo que se puede reducir el modelo para obtener mas

informacion eliminando el término que no es significativo, el cual resulta de la
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interaccion entre las variables de concentracion y tiempo, como se observa en la

ecuacion (8).

% de remocién = 46,34 + 410C - 0.97T + 0.0043T% + 0,003C*T (8)

En el caso del diclofenaco se evidencia un inicio con un porcentaje de remocién de
28,18%, con una concentracion de 3 mg/L en un tiempo de 48 h, dicho porcentaje
presenta un descenso en las primeras 106 h; a partir de ese tiempo se observa que el
porcentaje de remocion tiene un ascenso alcanzando un méaximo de remocion de
73,33%, con una concentracion de 12 mg/L en un tiempo de 192 h; sin embargo, se
observa que el éptimo aun estd alejado de este rango y al analizar el ascenso mas
pronunciado, vemos que para encontrar el Optimo seria necesario aumentar las

concentraciones e incrementar el tiempo.

En el modelo estudiado para el acetaminofén (Figura 11E), se observa que este
farmaco se comporta de manera similar a lo presentado en los otros fa&rmacos, tal como

lo muestra la ecuacion (9):

% de remocion = 26.79 + 1.38 C - 0.4480 T + 0.0027 T%- 0.0087 C *T (9)

El acetaminofén inicia con un porcentaje de remocion de 14,33%, a una
concentracion de 3 mg/L en un tiempo de 48 h, dicho porcentaje presenta un descenso

lento en las primeras 91 h; a partir de ese tiempo se observa que el porcentaje de
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remocion tiene un ascenso alcanzando un méaximo de remocion de 38,49%, con una
concentracion de 3 mg/L en un tiempo de 192 h; sin embargo, se observa que el 6ptimo
aun esta alejado de este rango y al analizar el ascenso méas pronunciado, vemos que
para encontrar el éptimo es necesario reducir las concentraciones e incrementar el
tiempo. También se podria considerar la posibilidad de encontrar el 6ptimo reduciendo

el tiempo y la concentracion.

3.1.2 Fitorremediacion con la especie jacinto de agua (Eichhornia crassipes)
para cada farmaco de estudio

3.1.2.1 Modelo General

El modelo general de la superficie de respuesta es el mismo que esta representado en

la ecuacion (2).

La matriz resultante no permitié obtener un modelo polindmico de grado 2 para ambos
factores a la vez, por lo que se desarrollé un modelo con forma cuadratica para un

factor, mientras se mantuvo la linealidad en el otro factor, conforme a las ecuaciones

(3). (4).
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Tabla 3.- Modelo general de superficie de respuesta para cada uno de los farmacos de
estudio con Eichhornia crassipes.

FARMACO c? T2
SULFAMETOXAZOLE (SMX) | Y = 44.24 —3.07 C —0.0142T Y = 4424 —0.7534C —0.3033T
+ 0.1542C% —0.0005C + 0.0024 T2 —0.0005 C
*T *T
CIPROFLOXACINA (Cx) Y =94.35—1.2874C + 0.0029 T Y =9435 —0.9461C —0.0398 T

+ 0.0228 €2+ 0.0007C
*T

+ 0.0004 T? + 0.0007 C
*T

ACETAMINOFEN (AC)

Y =83.06—-8.8664 C +0.1223T
+0.6537 C?—0.0104 C
* T

Y =83.06+09396C —1.1035T
+ 0.0102T? - 0.0104 C
* T

IBUPROFENO (1B)

Y = —-39.86+2497C—-0.0917T

—159C%2+0.0111C* T

Y = —39.86+1.0694 C + 2.8956 T
—0.0249 T? +0.0110C
* T

DICLOFENACO (DF)

Y = 17226 —-11.78C —2.3189T
—0.0640 C?+ 0.1987 C
* T

Y = 17226 —12.74C —2.1989 T
—0.0010 T2+ 0.1987 C
* T

En todos los casos se mantuvieron en la ecuacién a los coeficientes de los efectos

simples o de orden uno, los efectos cuadraticos y la interaccion, aun cuando en algunas

ocasiones no hayan resultado significativos. EI motivo de mantenerlos fue el poder

describir de mejor manera el fenémeno.
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Figura 12.- Resultados obtenidos con la técnica superficie de respuesta para la remocién

con Eichhornia crassipes de los farmacos A) sulfametoxazol, B) ciprofloxacina, C)
ibuprofeno, D) diclofenaco y E) acetaminofén en medio.
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En el modelo obtenido para sulfametaxazol (Figura 12A), los coeficientes de las

variables C, T, T2 no fueron significativos ver la ecuacion (10).

% de remocién = 44.24 —0.7534 C —0.3033 T + 0.0024 T2 —0.0005C = T  (10)

Si se examina el modelo considerando al tiempo como un factor cuadratico que le da
curvatura al modelo, se presenta que el coeficiente de la interaccion entre los factores

de tiempo y concentracion no es significativo, en comparacion a los otros coeficientes.

En este escenario, Eichhornia crassipes fue menos eficiente que con el resto de
farmacos de estudio, dado que se evidencia que los porcentajes méas bajos de remocion
de sulfametoxazol se presentan a medida que aumentan la concentracién y mas ain en
el tiempo de aproximadamente 48 h y 72 h. Asimismo, se observa que el mayor
porcentaje de remocion de 36,05% se da con la concentracion méas baja de 3 mg/L a
las 24 h, este porcentaje de remocién es el mas bajo en comparacién con los restantes

cuatro farmacos de estudio.

En el caso de la ciprofloxacina (Figura 12B), se visualiza que el modelo no presenta
concavidad, dado que el coeficiente del término cuadratico es pequefio, de acuerdo con

la ecuacion (11).

% de remocion = 94.35 — 0.9461C — 0.0398 T + 0.0004 T2+ 0.0007 C = T  (11)
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El valor éptimo de remocion al 91,18% se da con una concentracion de 3 mg/L y un
tiempo de 96 h, lo que informa sobre la eficiencia de Eichhornia crassipes en la
remocion de este farmaco en medio acuoso. Se puede observar que el porcentaje de

remocion disminuye en relacion con el aumento de la concentracion.

En el modelo estudiado para el ibuprofeno (Figura 12C), se presenta un modelo que

obtiene la mayor informacion, acorde a la ecuacion (12).

% de remocion = —39.86 + 1.0694 C + 2.8956 T — 0.0249 T2 +0.0110C * T  (12)

En este caso, se evidencia que el valor 6ptimo de porcentaje de remocion 65,04% se
ha obtenido con una concentracion de 12 mg/L en un tiempo de 60 h, estos resultados
indican una eficiencia aceptable de Eichhornia crassipes en la remocion de este
farmaco. A su vez, se observa que a mayor tiempo y a menor concentracion se obtienen
porcentajes de remocidn bajos. Es decir, en el nivel de concentracion mas bajo se

obtiene el porcentaje de remocion minimo.

En el modelo estudiado para el diclofenaco (Figura 12D), los valores de la variable

T, T? y C«T son significativos, ver la ecuacion (13).

% de remocion = 172.26 — 12.74 C — 2.1989 T — 0.0010 T2+ 0.1987C = T (13)
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En este rango de estudio, se observa que el diclofenaco inicia con un porcentaje de
remocion de 95,01%, con una concentracion de 3 mg/L en un tiempo de 24 h, lo que
sefiala una alta eficiencia de Eichhornia crassipes en la remocion de diclofenaco. Como
se visualiza en la figura 12D, dicho porcentaje presenta un descenso pronunciado, es
decir, a medida que aumenta el tiempo se produce el proceso inverso y el porcentaje de
remocidn comienza a reducirse. Mientras que, por el contrario, con una concentracion
de 12 mg/L, el porcentaje de remocion inicia de 23,32% y a medida que se aumenta el

tiempo, el porcentaje de remocion va aumentando.

En las condiciones estudiadas para el acetaminofén (Figura 12E), los valores de las
variables de la concentracion y la interaccidon de este Gltimo con el tiempo no son

significativos para el estudio, ver la ecuacién (14).

% de remocién = 83.06 + 0.9396 C — 1.1035T + 0.0102 T2 —0.0104C = T (14)

En el rango estudiado para el acetaminofén, se observa que existen dos casos, el
primero muestra con una concentracion de 3 mg/L y a medida que aumenta el tiempo
se alcanza un porcentaje maximo de remocién de 71,09%. Para el segundo caso con
una concentracion de 12 mg/L y a medida que aumenta el tiempo se alcanza un maximo
de remocion de 70,57%. Estos resultados indican una buena capacidad removedora de

este farmaco por parte de Eichhornia crassipes. Adicionalmente, se observa que para
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alcanzar el valor 6ptimo es necesario usar una concentracion baja (3 mg/L) y aumentar

el tiempo.

3.1.3 FITORREMEDIACION CON Chrysopogon zizanioides PARA MEZCLA DE
PRODUCTOS FARMACEUTICOS

3.1.3.1 Mezcla de cinco productos farmacéuticos

A continuacion, en la tabla 4 se exponen los resultados del Analisis de varianza
(ANOVA) de la remocion de los cinco farmacos de estudio con Chrysopogon
zizanioides. El valor F del modelo de 10033,86 implica que el modelo es significativo.
Los valores P inferiores a 0.0500 (en este caso p-value es < 0.0001) indican que los
términos del modelo son significativos. En este caso A, B, AB son términos de modelo

significativos.

Tabla 4.- Anélisis de varianza (ANOVA) para el modelo factorial seleccionado, donde
la variable de respuesta es el porcentaje de remocion con Chrysopogon zizanioides y
cinco farmacos.

Source Sum of Df Mean F-value p-value Significant
Model Squares Square

Modelo 362,68 19 19,09 10033,86 < 0.0001 Fxx
A-Farmaco 342,44 4 85,61 45000,82 < 0.0001 Fxk
B-Tiempo 12,36 3 4,12 2166,42 < 0.0001 Hx
AB 7,88 12 0,6565 345,07 <0.0001 falekal
Pure Error 0,0761 40 0,0019

Cor Total 362,76 59
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Tabla 5.- Ajuste estadistico de pardmetros, Desviacion estandar (Std. Dev.), Media
(Mean), Coeficiente de variacion (C.V. %) con Chrysopogon zizanioides y cinco
farmacos.

Std. Dev. 0,0436 R? 0,9998

Mean (Media) 97,87 Adjusted R2 0,9997

CV.% 0,0446 Predicted R? 0,9995
Adeq Precision 313,2792

El R? ajustado de 0,9997 informa sobre la robustez del modelo adoptado.

A B
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Figura 13.- A) Gréfico de interacciones y B) codificacion de factores para Farmaco (X1) y
Tiempo (X2) con C. zizanioides y cinco farmacos.
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El andlisis estadistico realizado demostrd que existen diferencias significativas (valor-
p< 0.0001) entre los factores X1y X2 (Farmaco, Tiempo), lo cual incide en la variable
de respuesta que es el porcentaje de remocion. Como se puede observar en la figura 13,

la diferencia esta en el acetaminofén que presenta el menor porcentaje de remocion.

Asimismo, queda claro que C. zizanioides tiene un excelente poder de remociéon del

resto de farmacos, ibuprofeno, sulfametoxazol, ciprofloxacina y diclofenaco.

Se observa también que entre 48 y 96 h se presenta un descenso en el porcentaje de

remocidn para luego subir poco a poco hasta las 192 h del experimento.

3.1.3.2 Mezcla de dos productos farmacéuticos

A continuacion, en la tabla 6 se exponen los resultados del Analisis de varianza
(ANOVA) de la remocion de los dos farmacos (CX y SMX) con Chrysopogon
zizanioides. El valor F del modelo de 3794,81 implica que el modelo es significativo.
Los valores-p inferiores a 0.0500, en este caso p-value es < 0.0001, indican que los
términos del modelo son significativos. En este caso A, B, AB son términos

significativos de modelo.
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Tabla 6.- Analisis de varianza (ANOVA) para el modelo factorial seleccionado, la
variable de respuesta es el porcentaje de remocion con Chrysopogon zizanioides y dos

farmacos.
Source Sum of df Mean F-value p-value Significant
Model Squares Square
Modelo 314,33 7 44,90 3794,81 <0.0001 ok
A-Farmaco 4,20 1 4,20 354,52 <0.0001 ok
B-Tiempo 309,02 3 103,01 8705,00 <0.0001 ok
AB 1,11 3 0,3713 31,38 <0.0001 ok
Pure Error 0,1893 16 0,0118
Cor Total 314,52 23

Tabla 7.- Ajuste estadistico de parametros, Desviacion estandar (Std. Dev.), Media
(Mean), Coeficiente de variacion (C.V. %) con Chrysopogon zizanioides y cinco

farmacos.
Std. Dev. 0,1088 R? 0,9994
Mean 95,94 Adjusted R2 0,9991
CV.% 0,1134 Predicted R? 0,9986
Adeq Precision 140,4798

El R? Ajustado de 0,9991 advierte sobre la robustez del modelo adoptado, como se

observa en la tabla 7.
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Figura 14.- A) Gréfico de interacciones y B) Codificacion de factores para Farmaco (X1) y
Tiempo (X2) con C. zizanioides y dos farmacos.

El analisis estadistico realizado demostré que existen diferencias significativas (valor-
p< 0.0001) entre los factores X1y X2 (Farmaco, Tiempo), lo cual incide en la variable
de respuesta que es el porcentaje de remocién. Como se puede visualizar en la figura
14, en el caso del ensayo realizado con la solucion de dos farmacos, en un tiempo de

experimentacion de 192 h, la especie C. zizanioides removié mas rapido la
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ciprofloxacina (CX) que el sulfametaxazol (SMX) entre el periodo de 48 a 96 h,

observandose que al final del experimento, el porcentaje de remocion es similar.

Asimismo, se puede evidenciar que el porcentaje de remocion de la disolucion de los
dos antibioticos (CX, SMX) es muy alta, en el orden del 90,7% al 99,9%. Se observa
también que estos porcentajes van aumentando conforme avanza el tiempo del
experimento. Se confirma que existen diferencias significativas entre los factores A 'y

B (Farmaco, Tiempo), dado que P < 0.0001.

3.1.4 Fitorremediacion con Eichhornia crassipes para mezcla de productos
farmacéuticos

3.1.4.1 Mezcla de cinco productos farmacéuticos

En la tabla 8 se puede visualizar que el valor F del modelo de 190,66 implica que el
modelo es significativo. Los valores-p inferiores a 0.0500 (en este caso p-value es <
0.0001) indican que los términos del modelo son significativos. En este caso A, B, AB

son términos de modelo significativos.
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Tabla 8.- Anélisis de varianza (ANOVA) para el modelo factorial seleccionado, donde
la variable de respuesta es el porcentaje de remocion con Eichhornia crassipes y cinco

farmacos.
Source Sum of Df Mean Square F-value p-value Significant
Model Squares
Modelo 182,16 19 9,59 190,66 < 0.0001 el
A=Farmaco 137,74 4 34,44 684,79 <0.0001 faleiel
B=Tiempo 13,08 3 4,36 86,69 < 0.0001 el
AB 31,34 12 2,61 51,94 <0.0001 e
Pure Error 2,01 40 0,0503
Cor Total 184,17 59

Tabla 9.- Ajuste estadistico de parametros, Desviacion estandar (Std. Dev.), Media
(Mean), Coeficiente de variacion (C.V. %) con Eichhornia crassipes y cinco farmacos.

Std. Dev. 0,2242 R? 0,9891
Mean 97,98 Adjusted R2 0,9839
CV.% 0,2289 Predicted R? 0,9754

Adeq Precision 50,2879

En la tabla 9, el R? ajustado de 0,9839 explica la robustez del modelo adoptado.
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Figura 15.- A) Gréfico de interacciones y B) Codificacion de factores para Farmaco (X1) y
Tiempo (X2) con E. crassipes y cinco farmacos.

El analisis estadistico realizado demostrd que existen diferencias significativas (valor-

p< 0.0001) entre los factores A y B (Farmaco, Tiempo), lo cual incide en el porcentaje

de remocion. Puesto que el nivel de un factor depende del nivel de otro factor, es

importante evaluar las interacciones.

El acetaminofén se comporta muy diferente a los otros productos farmacéuticos, pues

como se puede observar en la figura 15, entre 24 h y 48 h, el porcentaje de remocién

es menor; sin embargo, desde las 72 h hasta las 96 h el porcentaje de remocion mejora.

Asimismo, se evidencia que la especie E. crassipes remueve bastante bien
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ciprofloxacina, sulfametoxazol, ibuprofeno, y diclofenaco. El porcentaje de remocion

de la solucion de cinco farmacos varia de 93,3% a 99,7%, siendo el acetaminofén con

menor porcentaje de remocidn y el diclofenaco con el porcentaje mayor de remocion.

3.1.4.2 Mezcla de dos productos farmacéuticos

En la tabla 10 se puede observar que el valor F del modelo de 49,76 implica que el

modelo es significativo. Los valores-p inferiores a 0.0500 (en este caso p-value es <

0.0001, 0,0335, 0,0138) indican que los términos del modelo son significativos. En este

caso A, B, AB son términos significativos del modelo.

Tabla 10.- Andlisis de varianza (ANOVA) para el modelo factorial seleccionado, donde
la variable de respuesta es el porcentaje de remocion con Eichhornia crassipes y dos

farmacos.
Source Sum of df Mean Square F-value p-value significant
Model Squares
Modelo 0,4469 7 0,0638 49,76 < 0.0001 ekl
A=Farmaco 0,0069 1 0,0069 541 0,0335 wxx
B=Tiempo 0,4213 3 0,1404 109,46 < 0.0001 el
AB 0,0187 3 0,0062 4,85 0,0138 xxx
Pure Error 0,0205 16 0,0013
Cor Total 0,4674 23
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Tabla 11.- Ajuste estadistico de parametros, Desviacion estandar (Std. Dev.), Media
(Mean), Coeficiente de variacion (C.V. %) con Eichhornia crassipes y dos farmacos.

Std Dev. 0,0358 R? 0,9561
Mean 99,79 Adjusted R2 0,9469
CV.% 0,0359 Predicted R2 0,9312

Adeq Precision 20,3896

El R2 gjustado de 0,9469 implica que el modelo adoptado es robusto.
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Figura 16.- A) Gréafico de interacciones y B) Codificacién de factores Farmaco (X1) y Tiempo

(X2) con E. crassipes y dos farmacos.
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El andlisis estadistico realizado demostrd que existen diferencias significativas (valor-
p< 0.0001) entre los factores X1 y X2 (Farmaco, Tiempo), lo cual incide en el

porcentaje de remocion.

Como se puede evidenciar en la figura 16, E. crassipes removié en forma eficiente los
dos farmacos (CX, DF), dado que el porcentaje de remocion es muy alto, del orden del
99,6 % a 99,9%. Sin embargo, es importante sefialar que el porcentaje de remocion de
ciprofloxacina es menor que diclofenaco en las primeras 24 h, aspecto que se vuelve
tendencia durante las 96 h del experimento, salvo en el tiempo de 48 h, donde el

porcentaje de remocion de ciprofloxacina es ligeramente mayor.

3.1.5 Estrés oxidativo de Chrysopogon zizanioides y Eichhornia crassipes

Se llevo a cabo procesos de extraccion y electroforesis SDS-PAGE para ver el perfil
proteico. Se trabajo con las dos especies vegetales de estudio para la extraccion de
proteinas de tallos y raices, las pruebas se realizaron con ciprofloxacina a 3mg/L frente
a un control que no contenia el farmaco. Cabe indicar que E. crassipes fue expuesta a

una solucidn de ciprofloxacina a 3 mg/L de concentracion por un tiempo de 24 h.

Se utiliz6 el marcador Standard Broad Range para la estimacién del peso molecular

en geles SDS-PAGE, como se puede ver en las figuras 17 y 18.
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Se obtuvo geles de extractos de proteinas de tallos y raices de Chrysopogon
zizanioides y Eichhornia crassipes utilizando el método de acido tricloroacético-

acetona (TCA-acetona).

En la figura 17, en los geles de electroforesis corridos con muestras extraidas de raices
y tallos de las plantas de C. zizanioides usadas para la remocion de la ciprofloxacina,
se pudo detectar un incremento general en la presencia de proteinas con respecto al
control (I) y el marcador (MM). Se evidencio la presencia de dos proteinas de

aproximadamente 56,2 kDay 35,8 kDa.

Se observa que en las lineas indicadas con (K), (M) y (O), que son muestras que
contienen proteinas de tallos de C. zizanioides con ciprofloxacina, y en el control que
no contenia el fArmaco se expresa una banda proteica intensa ca de aproximadamente

56,2 kDa

Ademas, en las tres muestras de tallo (K, M, O con ciprofloxacina) se expresan dos
bandas de un peso aproximado de 35,8 kDa, que no se observa en la muestra control

(sin farmaco).
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Figura 17.- Gel de extractos de proteinas obtenidos utilizando el método TCA-acetona de tallos y raices
de Chrysopogon zizanioides. MM= Standard Broad Range; | = Proteina de tallo; K= Proteina de tallo +
CX; M= Proteina de tallo +CX; O = Proteina de tallo + CX; J= Proteina de raiz; L= Proteina de raiz +
CX; N= Proteina de raiz +CX; P= Proteina de raiz + CX

Asimismo, se puede observar que ocurre lo mismo con las lineas sefialadas con (L),
(N) y (P), que corresponden a muestras que contienen proteinas de raices de C.
zizanioides con ciprofloxacina, cuyo control esta indicado con (J) que es una muestra

que contiene proteina de raiz de esta planta sin el farmaco.

En la figura 18, se observa que el mismo fenémeno ocurre con E. crassipes, luego de

haber sido expuesta al mismo tipo de solucion de ciprofloxacina.
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Figura 18.- Gel de extractos de proteinas obtenidos utilizando el método TCA-acetona de tallos
y raices de Eichhornia crassipes. MM= Standard broad Range; A = Proteina de tallo; B= Proteina de

raiz; C= Proteina de tallo + CX; D= Proteina de raiz +CX; E = Proteina de tallo + CX; F= Proteina de
raiz + CX; G= Proteina de tallo + CX; H= Proteina de raiz + CX

Se puede visualizar que en las lineas sefialadas con (C), (E) y (G), que son muestras
que contienen proteinas de tallos E. crassipes con ciprofloxacina, la banda de proteinas
se tifie de tonos mas obscuros al nivel de los 56,2 KDa del marcador Standard Broad

Range (MM), similar que aquella banda de proteinas del control (A), que no contiene

el farmaco.

De la misma manera, ocurre con las lineas sefialadas con (D), (F) y (H), que

corresponden a muestras que contienen proteinas de raices de E. crassipes con
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ciprofloxacina, cuyo control esta indicado con (B) que es una muestra que contiene

proteina de raiz de esta planta sin el farmaco.

3.1.6 Evaluacion del proceso de fitorremediacién a mayor escala en laboratorio

3.1.6.1 Ensayos con Chrysopogon zizanioides a mayor escala en laboratorio

En la tabla 12 se muestra el anlisis de varianza (ANOVA) para el modelo
seleccionado, donde la variable de respuesta es el porcentaje de remocion con
Chrysopogon zizanioides. La suma de cuadrados es Tipo Il Clasico. El valor F del
modelo de 11,38 implica que el modelo es significativo. Sélo hay un 0,02% de
probabilidades de que un valor F tan grande podria ocurrir debido al ruido. Los valores
P inferiores a 0.0500 indican que los términos del modelo son significativos. En este
caso A es un término del modelo significativo. Adequate Precision mide la relacion
sefial-ruido, una relacién mayor que 4 es deseable. Su relacion de 7.611 indica una

sefial adecuada para el modelo.
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Tabla 12.- Andlisis de varianza (ANOVA) para el modelo seleccionado, donde la

variable de respuesta es el porcentaje de remocidn con Chrysopogon zizanioides.

Source Model Sum of Df Mean F-value p-value
Squares Square
1,15 3 0,3830 11,38 0,0029 Significant
A= C. zizanioides 1,15 3 0,3830 11,38 0,0029
(vetiver)
Pure Error 0,2693 8 0,0337
Cor Total 1,42 11
Std. Dev. 0,1835
Mean 87,72
CV.% 0,2092
Adequate Precision 7,6112

*Modelo de origen (Source Model), Suma de cuadrados (Sum of Squares), Grados de

Libertad (df), Cuadrada media (Mean Square), Desviacion estandar (Std.Dev.), Mean

(Media), Coeficiente de variacion (C.V. %), Precision adecuada (Adequate Precision).
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Figura 19.- Gréfica de caja del ANOVA para el porcentaje de remocidn de ciprofloxacina por
parte de C. zizanioides en funcion del tiempo.

El andlisis estadistico realizado demostrd que existe diferencias significativas porque
valor-p<0,005, en el caso de estudio valor-p= 0.0029. Se observa en la figura 19, que
Chrysopogon zizanioides (vetiver) es eficiente en la remocidon de ciprofloxacina en el
proceso de fitorremediacion implementado a mayor escala. La media estimada de

porcentaje de remocion varia de 87,28% a 88,08% como se puede corroborar en la tabla
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13, donde se visualiza que el error estandar es 0,1059, valor cercano a cero que significa

un casi nulo error aleatorio.

Tabla 13.- Tratamiento de la media de porcentajes de remocién con Chrysopogon
zizanioides.

Treatment Estimated Mean Standard Error
1-48 h 87,28 0,1059
2-96 h 87,60 0,1059
3-144 h 87,92 0,1059
4-192 h 88,08 0,1059

3..1.6.2 Ensayos con Eichhornia crassipes a mayor escala en laboratorio

En la tabla 14 se muestra el analisis de varianza (ANOVA) para el modelo
seleccionado, donde la variable de respuesta es el porcentaje de remocion con
Eichhornia crassipes. La suma de cuadrados es Tipo Il Cléasico. El valor F del modelo
de 24,16 implica que el modelo es significativo. S6lo hay un 0,02% de probabilidades
de que un valor F tan grande podria ocurrir debido al ruido. Los valores-p inferiores a
0.0500 indican que los términos del modelo son significativos. En este caso, A es un
término del modelo significativo. Adequate Precision mide la relacion sefial-ruido. Una
relacion mayor que 4 es deseable, de tal forma que su relacion de 9.925 indica una sefial

adecuada del modelo.
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Tabla 14.- Andlisis de varianza (ANOVA) para el modelo seleccionado, donde la

variable de respuesta es el porcentaje de remocidn con Eichhornia crassipes.

Source Model Sum of Df Mean F-value p-value Significant
Squares Square

Modelo 53,92 3 17,97 24,16 0,0002 Fkk

E. crassipes 53,92 3 17,97 24,16 0,0002 faleied

(jacinto de agua)

Pure Error 5,95 8 0,7439

Cor Total 59,87 11

Std.Dev. 0,8625

Mean 86,78

CV.% 0,9940

Adequate 9,9246

Precision

*Modelo de origen (Source Model), Suma de cuadrados (Sum of Squares), Grados de

Libertad (df), Cuadrada media (Mean Square), Desviacion estandar (Std.Dev.), Mean

(Media), Coeficiente de variacion (C.V. %), Precision adecuada (Adequate Precision).
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Figura 20.- Gréfica de caja del ANOVA para el porcentaje de remocion de ciprofloxacina por
parte de E. crassipes en funcién del tiempo.

El analisis estadistico realizado demostro que existe diferencias significativas porque
en este caso, valor-p<0,005 (valor-p= 0.002). En la figura 20 se observa que hay
diferencias significativas entre las 24 h y los demads tiempos de remocion, mientras que
entre los tiempos 48, 72 y 96 h no existen diferencias significativas. Se puede
evidenciar también que E. crassipes (jacinto de agua) es eficiente en la remocion de
ciprofloxacina en el proceso de fitorremediacion implementado a mayor escala. La

media estimada de porcentaje de remocidn varia de 83,10% a 88,04% como se puede
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corroborar en la tabla 15, donde se visualiza que el error estandar es 0,4980, valor por

debajo 0,5 que significa un error aleatorio aceptable.

Tabla 15.- Tratamiento de la media de porcentajes de remocién con Eichhornia
crassipes.

Treatment Estimated Mean Standard Error
1-24 h 83,10 0,4980
2-48 h 87,90 0,4980
3-72h 88,05 0,4980
4-96 h 88,04 0,4980

3.1.6.3 Ensayos con Chrysopogon zizanioides y Eichhornia crassipes a mayor

escala en laboratorio

En la tabla 16 se muestra el analisis de varianza (ANOVA) para el modelo
seleccionado, donde la variable de respuesta es el porcentaje de remocion con
Chrysopogon zizanioides y Eichhornia crassipes. La suma de cuadrados es Tipo Il
Clasico. El valor F del modelo de 84,78 implica que el modelo es significativo. S6lo
hay un 0,01% de probabilidades de que un valor F tan grande podria ocurrir debido al
ruido. Los valores P inferiores a 0.0500 indican que los términos del modelo son

significativos. En este caso, A es un término modelo significativo. Adequate Precision
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mide la relacion sefial-ruido. Una relacion mayor que 4 es deseable. Su relacion de

25.829 indica una sefial adecuada del modelo.

Tabla 16.- Analisis de varianza (ANOVA) para el modelo seleccionado, donde la
variable de respuesta es el porcentaje de remocion con Chrysopogon zizanioides y

Eichhornia crassipes.

Source Sum of df Mean F- p-value | significant
Squares Square | value

Model 3,27 5 0,6548 | 84,78 < ki
0.0001

A=JACINTO+VETIVER 3,27 5 0,6548 | 84,78 < Fokk
0.0001

Pure Error 0,0927 12 0,0077

Cor Total 3,37 17

Std. Dev. 0,0879

Mean 88,05

CV.% 0,0998

Adequate Precision 25,8293

*Modelo de origen (Source Model), Suma de cuadrados (Sum of Squares), Grados de

Libertad (df), Cuadrada media (Mean Square), Desviacion estandar (Std.Dev.), Mean

(Media), Coeficiente de variacion (C.V. %), Precision adecuada (Adequate Precision).
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A 4

885 —

% de remocion de CX

87,5 —

24 48 A % 144 192

A: C. zizaniodes y E. crassipes

Figura 21.- Gréfica de caja del ANOVA para el porcentaje de remocion de ciprofloxacina por
parte de C. zizanioides y E. crassipes en funcion del tiempo

El analisis estadistico realizado demostro que existe diferencias significativas porque
valor-p<0,005, en el caso de estudio valor- p< 0.0001. En la figura 21, se visualiza que
el porcentaje de remocion de ciprofloxacina va creciendo hasta las 72 h, luego
desciende ligeramente hasta las 96 h y vuelve a crecer hasta el final del experimento a
las 192 h. Se evidencia también que, el sistema C. zizanioides (vetiver) - E. crassipes
(jacinto de agua) es eficiente en la remocion de ciprofloxacina en el proceso de

fitorremediacion implementado a mayor escala. La media estimada de porcentaje de
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remocion varia de 87,67% a 88,98% como se puede corroborar en la tabla 17, donde
se visualiza que el error estandar es 0,05707, valor muy cercano a cero que significa un

error aleatorio casi nulo.

Tabla 17.- Tratamiento de la media de porcentajes de remocién con Chrysopogon
zizanioides y Eichhornia crassipes.

Treatment Estimated Mean Standard Error
1-24 h 87,67 0,0507
2-48 h 87,94 0,0507
3-72h 87,97 0,0507
4-96 h 87,81 0,0507
5-144 h 87,94 0,0507
6-192 h 88,98 0,0507

Los resultados obtenidos presentan un gran interés cientifico, luego del proceso de analisis
cientifico y estadistico, los mismos que son discutidos en el siguiente acapite.
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3.2 DISCUSION

3.2.1 Remocién de farmacos con Chrysopogon en zizanioides en soluciones

acuosas de cada uno de los productos farmaceéuticos.

Los valores de porcentajes de remocion obtenidos en este estudio para el
Sulfametoxazol por parte de C. zizanioides, alcanzaron un porcentaje maximo de
66,53% a las 192 h (Figura 11A), valor de remocién que resulta no 6ptimo. Al analizar
el ascenso de la curva de absorcion, se visualiza que para encontrar el 6ptimo seria
necesario reducir las concentraciones e incrementar el tiempo. Cabe mencionar que
estos resultados se pueden correlacionar con los valores de absorcion del
Sulfametoxazol obtenidos en otros estudios, como por ejemplo, se ha registrado un
porcentaje de remocion de alrededor del 19% de este fa&rmaco, inicamente después de
24 h de exposiciéon de plantas de col china y espinaca de agua, en soluciones de

Sulfametoxazol con una concentracion de 100 mg/L (Chen et al., 2017).

En el caso de la ciprofloxacina C. zizanioides fue muy eficiente, pues al analizar las
muestras correspondientes a este farmaco, se obtuvieron valores 6ptimos del 98,32%
de remocién a las 149 h (Figura 11B) con una concentracion de 3 mg/L, estos
resultados son similares a un estudio donde se alcanz6 una remocion del 97% de

ciprofloxacina en un periodo experimental de 30 dias, en plantas de C. zizanioides
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expuestas a 0,05 y 0,1 mg/L de este antibidtico, y 80% y 85% de remocion
respectivamente al ser expuestas a soluciones con concentraciones de 1 a 10 mg/L de

ciprofloxacina (Panja, Sarkar, Li, & Datta, 2019).

Los ensayos realizados con ibuprofeno para evidenciar la capacidad de C. zizanioides
como agente de fitoremediacion de este farmaco, arrojaron resultados favorables con
un porcentaje de remocion maximo de 73,33% a las 192 h (Figura 11C). En otro
estudio, se demostrd que el ibuprofeno puede ser removido de un medio acuoso en su
totalidad por la especie Phragmites australis después de 21 dias de exposicidn, a una
concentracion de 60 mg/L(He et al., 2017). Bajo estos parametros es posible que
Chrysopogon zizanioides tenga la misma capacidad de remocion con respecto al
ibuprofeno, por lo que se sugieren ensayos a futuro que consideren tiempos

prolongados de exposicidn de esta especie vegetal en medio acuoso con este farmaco.

En este estudio, se logré un porcentaje maximo de remocion del 73,33% del
diclofenaco a las 192 h, lo mismo que el ibuprofeno (Figura 11D), los valores maximos
obtenidos en este estudio resultan semejantes a otros reportes donde se usaron especies
vegetales para determinar sus capacidades de absorcion del diclofenaco, como es el
caso de la especie Typha latifolia que fue el objeto de estudio de (Bartha, Huber, &
Schroder, 2014), quienes demostraron que dicha especie es capaz de absorber un
méaximo del 80% del diclofenaco presente en una solucion de este farmaco con una

concentracion de 1mg/L.
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En la presente investigacion, C. zizanioides fue menos eficiente con la absorcion del
acetaminofén, pues se obtuvo un porcentaje de 38,49% a las 192 h (Figura 11E) a una
concentracion de 3 mg/L, siendo este valor de remocién el menor registrado entre los
cinco farmacos analizados en este estudio. Varias pueden ser las razones de este valor
reducido, incluyendo las caracteristicas del farmaco y su compatibilidad con la
estructura de la especie vegetal evaluada. En un estudio usando Brassica juncea, el
porcentaje de remocion para el acetaminofén alcanz6 el 60% en 165 h a una
concentracion de 1mM que corresponde a aproximadamente a 150 mg/L (Bartha,

Huber, Harpaintner, & Schroder, 2010).

Asimismo, se ha reportado en varios informes que C. zizanioides tiene la capacidad
de remover fenol, tetraciclina'y 2,4,6-trinitrotolueno (TNT) del sustrato en el que crece
(Panja, Sarkar, & Datta, 2018). C. zizanioides puede considerarse como uno de los
mejores fitorremediadores de la acrilamida por ser una planta perenne con gran
biomasa y un sistema radicular largo, denso y extendido, por lo que esta planta es capaz
de absorber acrilamida en el suelo durante un largo periodo de tiempo (Paz-Alberto &

Sigua, 2013).

En comparacion con otras plantas, C. zizanioides es més eficiente en la absorcion de
ciertos metales pesados y productos quimicos debido a la capacidad de su sistema de
raices para alcanzar mayores profundidades y volumen. Asimismo, se descubrié que
esta planta es altamente tolerante en condiciones extremadamente adversas, por lo

tanto, se puede utilizar para la rehabilitacion de relaves mineros, vertederos de basura
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y vertederos de desechos industriales, que a menudo son extremadamente &cidos o
alcalinos, ricos en metales pesados y bajos en nutrientes para las plantas (Suelee et al.,
2017). Adicionalmente, sostienen que las plantas pueden limpiar muchos tipos de

contaminantes como metales, pesticidas, aceites y explosivos (Shikha & Gauba, 2016).

Por otra parte, C. zizanioides es una planta xerofitica e hidrofitica que tiene varias
cualidades excepcionales como la tolerancia a las condiciones de agua caliente,
estabilizacion y rehabilitacion de pendientes, conservacion del suelo y el agua,
recuperacion de tierras degradadas, estabilizacidn de dunas costeras, control de erosion,
rehabilitacidén ecoldgica, tolerancia a diferentes tipos de contaminantes organicos e
inorganicos y crecimiento en suelos contaminados (Suleiman, Bhat, Jacob, & Al-

Burais, 2018).

Es importante sefialar que C. zizanioides se mantuvo fresca y saludable durante las
192 h que durd el experimento, en todas las soluciones preparadas a las cuatro
concentraciones consideradas en este estudio, lo que demuestra que es una especie
resistente y apropiada para la fitorremediacion de estos contaminantes emergentes, esto
es consistente con otros reportes que indican esta especie fue muy resistente, inclusive
a la radiacion en comparacion con otras plantas (Roongtanakiat &
Akharawutchayanon, 2017). En otro estudio se demostré un crecimiento normal y
aparentemente saludable de C. zizanioides por un periodo de 12 meses en un suelo
contaminado por una mina de hierro (Banerjee, Goswami, Lavania, Mukherjee, &

Lavania, 2019).
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Los resultados obtenidos en este estudio reflejan la eficiencia del vetiver (C.
zizanioides) en la remocion de los cinco farmacos del estudio, lo que demuestra que
esta técnica de fitorremediacién probada a nivel laboratorio puede ser prometedora a
mayor escala, siendo coherente con lo probado en 1995 en Queensland, Australia,
donde este pasto, fue reconocido por primera vez por tener caracteristicas "super
absorbentes" adecuadas para la remocién de lixiviados y efluentes generados en
vertederos y plantas de tratamiento de aguas residuales, lo cual fue corroborado por
cientificos chinos en 1997 y desde entonces el denominado Sistema Vetiver se ha
utilizado con éxito para estos fines en Australia, China y Tailandia (Maharjan &

Pradhanang, 2017; Panja et al., 2018).

La especie C. zizanioides (vetiver) esta connotando la atencion mundial como un
medio natural para diversas aplicaciones ambientales, incluyendo la desintoxicacion de

suelos y agua contaminados (Kiiskila, Li, Sarkar, & Datta, 2020).

3.2.2  Remocion de farmacos con Chrysopogon zizanioides de soluciones acuosas

con mezclas de productos farmacéuticos

En el caso de C. zizanioides, los resultados obtenidos para las mezclas de cinco
farmacos estudiados son mas elevados que cuando se evalué individualmente, como se

puede observar en la figura 13, lo que indica que la interaccion entre los compuestos
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farmacéuticos actuando en conjunto ha provocado una respuesta mayor a la suma de
los efectos que provocarian por separado. Este fendbmeno se conoce como efecto

sinérgico.

De igual forma, el porcentaje de remocion de la solucién de dos farmacos de
sulfametoxazol y ciprofloxacina (SMX, CX) es muy alta, del orden del 90,7% al 99,9%,
como se puede visualizar en la figura 14, lo cual guarda coherencia con lo reportado
por (Panja, Sarkar, & Datta, 2020), que indica que el sistema vetiver se esta adaptando
en todo el mundo debido a su capacidad de remocion y alta tolerancia a varios
contaminantes organicos e inorganicos toxicos. En el referido estudio, se observo una
remocion significativa (p <0.05) de esta mezcla de farmacos. En dicho estudio
investigaron el potencial del vetiver (C. zizanioides), para eliminar dos antibiéticos
ampliamente recetados, ciprofloxacina Yy tetraciclina, logrando una remocion de mas
del 90% de antibidticos de la matriz secundaria de aguas residuales. Se observo una

remocion significativa (p <0.05) de esta mezcla de farmacos.

3.2.3 Remocidn de farmacos con Eichhornia crassipes en soluciones acuosas de

cada uno de los productos farmacéuticos.

Los resultados obtenidos demostraron la capacidad de Eichhornia crassipes para

remover los cinco farmacos estudiados en medio acuoso en un periodo experimental
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de 96 h a diferentes concentraciones consideradas en esta investigacion (3, 6, 9y 12

mg/L).

En este escenario, E. crassipes presentd un porcentaje de remocion bajo de
sulfametaxazol (Figura 12A), se observé que el mayor porcentaje de remocién de
36,05% se obtuvo con la concentracion mas baja (3 mg/L) a las 24 h. En otro estudio
realizado por Cui (2016), se ha logrado una alta eficiencia del 70% al 90% de remocion
de sulfametoxazol, en el mismo periodo de tiempo con Typha latifolia, lo que implica
que existen otras especies que pueden remover este farmaco de mejor forma que E.

crassipes.

En el caso de la ciprofloxacina (Figura 12B), se visualiza que el valor 6ptimo de
remocion al 91,18% se da con una concentracién de 3 mg/L en un tiempo de 96 h, lo

que informa del alto poder de absorcion de E. crassipes.

Asimismo, E. crassipes presentd una capacidad de remocion aceptable en el caso del
ibuprofeno (Figura 12C), ya que se observa un valor 6ptimo en el porcentaje de
remocion 65,04% con una concentracion de 12 mg/L en un tiempo de 60 h. Estos
resultados son comparables con la investigacion de (Madikizela, Ncube, & Chimuka,
2018), que reportd que Typha elimind casi el 60% de ibuprofeno en las primeras 24 h,
logrando una remocién superior al 99%, en una solucién de ibuprofeno con una

concentracion inicial de 20 mg/L, en un periodo de 21 dias.
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En el caso del diclofenaco (Figura 12D), E. crassipes fue muy eficiente, se observa
que alcanza un porcentaje de remocién de 95.01%, a una concentracién de 3mg/L en
un tiempo de 24h. Por el contrario, con una concentracion alta de 12mg/L, el porcentaje
de remocidn inicia con 23,32% y a medida que aumenta el tiempo, el porcentaje de
remocion se incrementa. Segun (He et al., 2017), Phragmites autralis removi6 18% de

diclofenaco en soluciones con concentraciones de 30 mg/L, en un periodo de 14 dias.

Se observa un comportamiento diferente de E.crassipes en cuanto al acetaminofén
(Figura 12E) en la que se presentan dos casos, el primero muestra que con una
concentracion de 3 mg/L y a medida que aumenta el tiempo se alcanza un porcentaje
maximo de remocion de 71,09%. Para el segundo caso, con una concentracion de 12

mg/Ly amedida que aumenta el tiempo se alcanza un maximo de remocion de 70,57%.

Segun Cardinal et al. (2014), algunas especies de plantas acuaticas, Ipomoea aquatica,
Azolla caroliniana, Lemna minor, Phragmites australis, Typha latifolia, Salix
atrocinereay Scirpus validushan, Eichhornia crassipes han demostrado capacidad para
remover ibuprofeno, diclofenaco, sulfametaxazol y acetaminofén de las aguas

residuales, logrando una alta eficacia de remocion de entre el 70% y 90%.

Los resultados obtenidos en esta investigacion reflejan la capacidad de E. crassipes
en la remocion de los cinco farmacos de estudio, lo que demuestra que esta técnica de
fitorremediacion probada a nivel laboratorio puede ser prometedora a mayor escala,

siendo coherente con lo reportado por la literatura cientifica.
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Al realizar una comparacion entre los porcentajes maximos de remocion obtenidos en
esta primera fase de experimentos (Tabla 18), se puede evidenciar que C. zizanioides y
E. crassipes presentan una alta eficiencia en la remocion del antibiético ciprofloxacina
en una solucidon acuosa con 3mg/L de concentracion, de 98,32% y 91,18%
respectivamente. En cuanto al diclofenaco, E. crassipes alcanzé una méaxima remocion
del 95%, mientras que C. zizanioides presentd un maximo porcentaje de remocion del
73,33%. Para ibuprofeno C. zizanioides presentd un maximo porcentaje de remocion

del 73,33% y E. crassipes alcanzd un maximo porcentaje de remocion del 65,04%.

Con E. crassipes se logré un maximo porcentaje de remocién de acetaminofén de
71,09%, mientras que con C. zizanioides se obtuvo un maximo porcentaje de remocion
de 38,49%. En el caso del sulfametoxazol, C. zizanioides presenté un maximo
porcentaje de remocion de 65,53%, en tanto que con E. crassipes se obtuvo un

porcentaje maximo de remocién de 36,05%.

Estos resultados permiten visualizar que el porcentaje de absorcion de los farmacos
varia significativamente entre las dos especies investigadas, lo que implica que estos
seres vivos son dindmicos en su comportamiento al ser expuestos a estimulos externos,
como es el caso de los diferentes farmacos estudiados, las diferentes concentraciones 'y
los propios mecanismos de absorcién de las raices de las plantas en medios

hidroponicos (Panja et al., 2020; Mishra & Maiti, 2017).
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Tabla 18.- Maximos porcentajes de remocion obtenidos considerando soluciones

independientes de cada farmaco con las dos especies de estudio

Farmaco C. zizanioides E. crassipes
% remocion % remocion
SMX 65,53 36,05
CX 98,32 91,18
AC 38,49 71,09
IBU 73,33 65,04
DC 73,33 95,01

En este escenario, como érgano primario de absorcion, las raices de C. zizanioides y

E. crassipes pueden absorber los farmacos de estudio, en un contexto muy dindmico

que depende de la solubilidad, polaridad y los canales de absorcion que las plantas

activen en este proceso (Cui, 2016).

De acuerdo con lo reportado por este mismo autor, al tratarse de sustancias polares,

poco solubles en agua y poco biodegradables, como es el caso de los farmacos

estudiados por su naturaleza organica (Figuras 1, 2, 3, 4 y 5), entre otras cosas por

poseer un coeficiente de particion octanol-agua (log Kow) debajo de 5 como se puede

visualizar en la tabla 20, el mecanismo de absorcion posiblemente seria el de

fitoestabilizacion, el mismo que consiste en la absorcion y acumulacion de los

contaminantes en las raices, por captacion pasiva a traves de la via apoplastica, esta via
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consiste en el transporte de agua y minerales a través del apoplasto, que incluye las
paredes celulares, el xilema y el espacio intercelular entre células de las raices de las

plantas (Pourrut et al., 2011).

La acumulacion de contaminantes en la rizosfera de las plantas se puede dar por varios
procesos, entre ellos el denominado flujo de masas, que consiste en el movimiento del
agua y los contaminantes de la solucion hacia la raiz, debido a la pérdida de agua por
la transpiracion de la planta, lo cual crea una fuerza de succion por la diferencia de
presion de agua entre el interior y exterior de la planta (McGrath et al., 2002; Darrah et

al., 2006).

Esta explicacion es coherente con las caracteristicas morfologicas y fisioldgicas de las
dos especies estudiadas que presentan un alto grado de transpiracion. De igual forma
se puede mencionar que ambas especies son poseedoras de un gran sistema radicular
que crece a buen ritmo y alcanzan longitudes de mas de cinco metros en el caso de C.

zizanioides y de entre dos a tres metros en el caso de E. crassipes.

Adicionalmente, por tratarse de especies vegetales estudiadas bajo condiciones
controladas y de asepsia, 1o que elimina la posibilidad de accion de otros factores y
microorganismos, esta investigacion indica que C. zizanioides y E. crassipes son las

unicas responsables de la remocién de los cinco farmacos estudiados del medio acuoso.
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3.2.4 Remocién de fArmacos con Eichhornia crassipes de soluciones acuosas con

mezclas de productos farmacéuticos

En el caso de E. crassipes, los resultados obtenidos para las mezclas de cinco farmacos
estudiados son mas elevados que cuando se evalud individualmente, como se puede
observar en la figura 15, produciéndose el fendmeno conocido como efecto sinérgico,
lo que indica que la interaccion entre los compuestos farmacéuticos actuando en
conjunto ha provocado una respuesta mayor a la suma de los efectos que se obtuvo por

separado. Es un aspecto similar a lo ocurrido con C. zizanioides.

Por otra parte, E. crassipes removio en forma eficiente la mezcla de los dos farmacos
ciprofloxacina (99,6%) y diclofenaco (99,9%), como se puede ver en la figura 16, lo
cual se podria comparar con el trabajo realizado por (Gupta & Balomajumder, 2015),
quienes encontraron que E. crassipes pudo captar mas del 99% del fenol en una
solucion unica y doble de Cromo y Phenol (a 10 mg/L), en 14 y 11 dias

respectivamente.

Al comparar los resultados obtenidos en la presente investigacion por
fitorremediacion de C. zizanioides y E. crassipes, considerando soluciones
independientes, soluciones de cinco farmacos juntos y sus maximos porcentajes de
remocion, se puede corroborar el efecto sinérgico ocurrido, como se establece en la

tabla 19.

112



Tabla 19.- Maximos porcentajes de remocion obtenidos considerando soluciones
independientes y soluciones de cinco farmacos juntos (efecto sinérgico), con las dos
especies de estudio.

Farmaco C. zizanioides C. zizanioides E. crassipes E. crassipes
% remocion % remocion % remocion % remocion
(Independiente) (Mezcla) (Independiente) (Mezcla)
SMX 65,53 99,2 36,05 98,9
CX 98,32 99,4 91,18 99,4
AC 38,49 94,6 71,09 97,4
IBU 73,33 99,6 65,04 98,2
DC 73,33 99,4 95,01 99,7

Asimismo, en la tabla 20, se puede observar que los porcentajes de remocién de los

farmacos son diferentes para cada especie estudiada, lo que indica que la remocion

depende de la naturaleza del producto farmacéutico, de la especie de planta

seleccionada, de la concentracion y del tiempo de exposicion.

Cui (2016), explica que, debido a sus estructuras polares poco solubles en agua y baja

degradacidn, se puede afirmar que los farmacos de estudio son persistentes y no se

adsorben en el subsuelo, por lo tanto, se pueden encontrar en el medio acuético. Gracias

a esta condicion, este tipo de contaminantes emergentes pueden ser absorbidos con

facilidad por las raices de ciertas plantas hiper acumuladoras como lo son C. zizanioides
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y E. crassipes. Asimismo, este autor indica que el proceso de remocién bioldgica de

contaminantes por plantas incluye varios mecanismos como absorcion, adsorcion y

degradacién. Adicionalmente confirma en su investigacién que las concentraciones de

los farmacos polares no mostraron ningn cambio en los controles durante el periodo

experimental, lo que indicaria que la fotodegradacion y la adsorcion superficial parecen

ser insignificantes comparados con el proceso de absorcion, por lo que se concluye que

la principal forma de absorcidn de farmacos polares durante el periodo experimental es

la absorcidn por las raices de las plantas.

Tabla 20.- Caracteristicas fisico quimicas de los farmacos de estudio.

Farmaco pKa | log | pH Peso Grupo Formula molecular | Tipo de

Kow molecular molécula
g/mol

Ciprofloxacina | 6,1 | 1,32 | 6,5 331,3 Fluoroguinolonas | C17H13FN303 Polar

Sulfametoxazol | 5,9 | 0,89 | 6,5 253,3 Sulfonamida CiwH11N303S Polar

Ibuprofeno 52 | 3,14 |65 206,3 Acido propi6nico CisH10> Polar

Diclofenaco 42 | 451 |6,5 318,1 Acido mono CuHuCI>NO, Polar

carboxilico
Acetaminofén | 6,7 | 0,49 | 6,5| 151,2 Acido débil CsHsNO: Polar

Fuente. - National Center for Biotechnology Information, 2020

Es importante sefalar que E. crassipes, posee un mecanismo de defensa frente a las

aguas contaminadas que consiste en absorber el agua y multiplicarse rapidamente, ahi
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puede radicar una de las razones de la rapida y potente absorcién de farmacos. Mientras
que C. zizanioides no se multiplica con la misma rapidez que E. crassipes, tal vez por
eso, C. zizanioides absorbe el agua y por tanto los contaminantes de manera
relativamente mas lenta. Se ha reportado una alta tasa de multiplicacion de E. crassipes,
podria duplicarse su nimero en un periodo de siete dias en condiciones adecuadas de

temperatura y humedad (Mishra & Maiti, 2017).

Las especies C. zizanioides y C. zizanioides, poseen caracteristicas fisioldgicas
especiales que implica la tolerancia a un amplio rango de pH de 3.3 a 12.5; alto nivel
de tolerancia a herbicidas y pesticidas, alta eficiencia en la absorcion de metales
pesados y de nutrientes como el fosforo y nitrégeno en aguas contaminadas (Truong &

Tan Van, 2008; Mathew et al., 2016; Mishra & Maiti, 2017).

Segun Shalini A. et al. (2013), se utilizaron cinco especies diferentes de plantas de
humedales para probar su eficiencia en la remocion de los antibidticos
fluoroquinolénicos de uso comin (que no se degradan facilmente), como son,
ciprofloxacina, mesilato de gemifloxacina, ofloxacina y gatifloxacina de medio acuoso.
Para la remocién de ciprofloxacina, las especies Chrysopogon zizanioides, Taxodium

distichum y Colocasia esculenta fueron las mas eficientes.

En el presente estudio llevado a cabo en laboratorio, se pudo demostrar que las
especies de plantas seleccionadas presentan comportamientos muy interesantes frente

a cinco productos farmacéuticos criticos presentes en medio acuoso, debido a los

115



importantes porcentajes de remocion obtenidos, ya sea en soluciones acuosas de cada
farmaco, soluciones de mezclas de dos y cinco farmacos y, en experimentos realizados

a mayor escala en condiciones controladas de invernadero.

3.3 ESTRES OXIDATIVO DE Chrysopogon zizanioides y Eichhornia

crassipes

Como ya se indicé anteriormente el analisis del perfil de proteinas de raices y tallos de

C. zizanioides y E. crassipes, se llevd a cabo por medio de electroforesis SDS PAGE.

En este contexto, se pudo identificar en la figura 17, en los geles de electroforesis
corridos con muestras extraidas de raices y tallos de las plantas de C. zizanioides
usadas para la remocién de la ciprofloxacina, que la banda proteica en la muestra “I”’
es mas intensa que en la muestra “K”. En las tres muestras de tallo (K, M, O) existen
dos bandas que presentan un peso aproximado de 35,8 kDa, que no se ven en la muestra
sin farmaco. También se visualiza una proteina de 56,2 kDa en todas la muestras de

esta especie, lo que genera interés para futuras investigaciones.

En la figura 18, se observa que el mismo fenémeno ocurre con E. crassipes, luego de
haber sido expuesta al mismo tipo de solucion de ciprofloxacina. Se puede visualizar

que en las lineas sefialadas con (C), (D), (G) y (H), la banda de proteinas se tifie de
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tonos mas obscuros al nivel de los 56,2 KDa igual que aquella banda de proteinas del

control (MM) al mismo nivel.

Varios estudios han reportado los efectos del estrés oxidativo en las especies E.
crassipes y C. zizanioides. (Rani, Yasur, Loke, & Dutta, 2016) demostraron
alteraciones metabolicas en las plantas de E. crassipes como consecuencia del estrés
oxidativo producido por la exposicion de la especie mencionada a nano particulas de

plata, en un proceso de fitorremediacion acuatica.

El estudio antes mencionado sefiala que un aumento en la expresion de las proteinas
seria un indicador de los efectos del estrés oxidativo a nivel molecular. De la misma
manera, (Manikandan, Ezhili, & Venkatachalam, 2016) describieron fuertes impactos
en el crecimiento de las plantas de C. zizanioides a consecuencia del estrés oxidativo

causado por su exposicion a dosis toxicas de Cadmio.

De acuerdo con el estudio realizado por (Romero, 2018), el perfil de proteinas obtenido
mediante electroforesis SDS PAGE, permitid la identificacion de proteinas que se
observaron como diferenciales en una respuesta fisioldgica ante el estrés incidente de
tipo hidrico. Este estudio establece que en raices de papaya cv. Maradol y Silvestre, las
bandas diferencialmente acumuladas y detectadas mediante SDS PAGE a las 24h,
corresponden a dos bandas polipeptidicas de peso molecular similar a as detectadas en
nuestra investigacion. Dichas bandas podrian corresponder a proteinas de tipo

“constitutivo”, una de ellas al nivel de 35.31 kDa en raices de papaya cv. Maradol y
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35.42 kDa en raices de papaya silvestre y otra a 61.82 kDa en cv. Maradol y 60 kDa en
silvestre. Esta investigacion permite inferir que en el caso de C. zizanioides y E.

crassipes, el perfil de proteinas obtenido podria establecer indicios de estrés oxidativo.

Si bien es cierto, el estudio del uso de las dos especies como agentes de
fitorremediacion en aguas contaminadas con farmacos adn es reducido, cabe mencionar
que debido a su caracter amigable con el ambiente y a sus caracteristicas morfoldgicas
y fisioldgicas, las dos especies han sido ampliamente estudiadas con relacién a su

beneficio en la remocion de otros agentes contaminantes en el agua.

En funcion de los resultados obtenidos se puede decir que ciertas concentraciones de
farmacos estarian induciendo estrés oxidativo entre las células de las plantas expuestas
y, que la acumulacion excesiva de proteinas, podria aparecer como un indicador de esta
sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) entre las células de raices,

tallos y hojas de C. zizanioides y E.crassipes.

Durante la fase experimental del presente proyecto se implementé el método de
extraccion de proteinas TCA/Fenol (Método modificado por BM-CIBE-ESPOL), que
permitio eliminar compuestos no proteicos de las muestras a analizar, posteriormente
la corrida del gel SDS PAGE vy la deteccidén con Azul de Coomassie, por ser uno de los
métodos mas reconocidos para la efectiva separacion de proteinas. Este proceso puede
arrojar datos aproximados de peso molecular y cantidad de proteinas, lo que facilitaria

el reconocimiento de la clase que posee y que estaria estimulando la manifestacion de
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agregados proteicos toxicos a la raiz de las dos especies vegetales, al ser expuestas a la
ciprofloxacina con una concentracion de 3mg/L. Segun estudios realizados, es posible
que este proceso ocurra con concentraciones variadas de diferentes farmacos (Oh-Ishi

& Maeda, 2002; Den Engelsman et al., 2011).

3.4 PROCESO A MAYOR ESCALA CON Chrysopogon zizanioides

y Eichhornia crassipes

Las especies C. zizanioides y E. crassipes demostraron su capacidad de remocion de
los cinco farmacos en estudios, en el proceso implementado a mayor escala bajo

condiciones contraladas de invernadero.

Se observd que C. zizanioides (Figura 19) es eficiente en la remocion de
ciprofloxacina en el proceso de fitorremediacion implementado a mayor escala, su
porcentaje de remocion varia entre 86,8% Yy 88,2%. Estos resultados son comparables
con estudios donde C. zizanioides removio el 90% de ciprofloxacina (CX) y tetraciclina
(TTC) del efluente de aguas residuales secundarias, a cuatro concentraciones diferentes
de CX (0,05, 0,1, 1 y 10 mg/L) en todos los casos, la tasa de remocion fue rapida en
los primeros 3 dias, después fue mas lenta durante el resto del periodo experimental de

30 dias (Panja et al., 2020).
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De igual forma, E. crassipes (Figura 20) también es eficiente en la remocion de
ciprofloxacina en el proceso de fitorremediacion implementado a mayor escala, dado
que el porcentaje de remocion varia de 83% al 89%. Si bien es cierto que aun no hay
otros reportes sobre remocion de ciprofloxacina con esta planta, existen multiples
estudios que reportean que E. crassipes se utilizé para la remocion de metales pesados,
compuestos organicos e inorganicos, como por ejemplo, en un estudio realizado por
(Gupta & Balomajumder, 2015) encontraron que E. crassipes puede captar mas del
99% del fenol de una solucién con 10 mg/L de este compuesto, en 14 dias de

experimentacion.

Por otra parte, el sistema conformado con C. zizanioides y E. crassipes (Figura 21)
resulté ser eficiente en la remocion de ciprofloxacina en el proceso de fitorremediacion
implementado a mayor escala, ya que el porcentaje de remocion varia de 87% al 89%.
Estos resultados se pueden correlacionar con el estudio realizado por Y. L. Lin & Li
(2016), donde se procedio a la remocion de seis productos farmacéuticos y de cuidado
personal comunmente detectados en el medio acuatico (PPCP), incluyendo
carbamazepina (CBZ), ibuprofeno (IBU), sulfadiazina (DIA), sulfametoxazol (SMX),
sulfametazona (SMZ2) y triclosan (TRI). Se llevaron a cabo ensayos con E. crassipes y
Pistia stratiotes a concentraciones iniciales altas (10 mg/L) y bajas (0,8 mg/L). Después
de 13 dias de exposicién, P. stratiotes y E. crassipes fueron capaces de remover entre
80 y 90% de una mezcla de PPCPs con concentraciones altas y bajas. Reportaron que
la eficacia fue mucho menor en la mezcla de alta concentracion, debido al efecto tdxico
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de los PPCPs en las plantas acuaticas. P. stratiotes resulté ser méas eficiente en
comparacién con E. crassipes por su tasa de crecimiento mas rapida y su sistema

radicular mas desarrollado observado en este estudio (Y. L. Lin & Li, 2016).

Ademas de Eichhornia crassipes, plantas como Lechuga de Agua (Pistia stratiotes),
Pato (Agua lemna), Bulrush (Typha), Vetiver Grass (Chrysopogon zizanioides),
Common Reed (Phragmites australis), se han implementado con éxito en el
tratamiento de aguas residuales que contienen diferentes tipos de contaminantes (Dipu,

Kumar, & Thanga, 2011; Datta et al., 2013; Xie etal., 2015; Y. L. Lin & Li, 2016).

3.5 CONSIDERACIONES FINALES

El sistema de vetiver se esta adaptando en todo el mundo debido a su capacidad de
remocion y alta tolerancia a varios contaminantes organicos e inorganicos toxicos. El
potencial del vetiver (C. zizanioides), una hierba perenne de crecimiento rapido en
tierra es también capaz de crecer en una instalacion hidropénica con la misma facilidad

y rapidez (Panja et al., 2020).

La fitoremediacion utilizando jacinto de agua (E. crassipes), como parte de los sistemas
de tratamiento de aguas residuales tiene un efecto potencial muy notable y excepcional

en el medio ambiente, mediante la captacion de didéxido de carbono (COy) de la
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atmosfera, al mismo tiempo que absorbe los contaminantes de las aguas (Rezania et al.,

2015).

Es menester sefialar que los sistemas de humedales artificiales estan siendo evaluados
alrededor del mundo, de cara a la implementacion de sistemas sostenibles de
tratamiento de aguas residuales. Estos sistemas son interesantes no solamente por las
bondades ecosistémicas en imitacion a la naturaleza, sino también porgue contribuyen
a la disminucién de emisiones contaminantes a la atmosfera y, al no utilizar ningun tipo
de compuesto quimico, se aporta en la disminucién de esos contaminantes que afectan
negativamente aguas y suelos. Por otro lado, el costo beneficio de la implementacion
de estos sistemas alternativos de tratamiento de aguas son econémicamente atractivos.
Los humedales construidos pueden ser una herramienta eficaz para eliminar productos

farmacéuticos (Rai, 2018).

Un hecho crucial en la actualidad constituye la remocion incompleta de muchos
productos farmacéuticos en las plantas tradicionales de tratamiento de aguas residuales
(PTARs), causando su deteccion generalizada en los influentes y efluentes de las
PTARs y por ende en los cuerpos de agua naturales, con una considerable posibilidad
de retorno a los sistemas de distribucion de agua potable, lo cual afectaria su calidad.
En este sentido, es muy importante evitar que los productos farmacéuticos y sus
productos de transformacion, se conviertan en amenazas inminentes para los

ecosistemas acuaticos e incluso para la salud humana (Cui, 2016).
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Las aguas residuales seguiran existiendo e incrementando sus volimenes conforme la
poblacion humana va creciendo, al igual que la presencia de contaminantes emergentes
seguiran acumulandose en los ecosistemas, por lo tanto, las afectaciones negativas
continuaran, si es que no se toman las medidas oportunas y apropiadas. En este
contexto, la atencion de la comunidad cientifica debera centrarse en la busqueda de

alternativas de tratamiento sostenibles de las aguas residuales.

123



CAPITULO 4.- CONCLUSIONES Y

RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

» La especie C. zizanioides removio la CX en un 98,3% de una solucion con
concentracion de 3 mg/L en un tiempo de 149 h, seguido por IBU y DF con un
méaximo de remocion de 73,33% y SMX con 66,53%, obteniéndose el menor
porcentaje de remocion para AC de 38,49% a las 192 h.

» La especie E. crassipes removio DF en un 95% de una solucion con una
concentracion de 3 mg/L en un tiempo de 24 h, seguido de CX y AC con una
remocion maxima de 91,18% y 71% respectivamente a las 96 h. Mientras que
los més bajos porcentajes de remocidn se obtuvo para IBU y SMX con 57,56%
y 36% respectivamente.

» En la disolucidn de los cinco farmacos juntos, con C. zizanioides se removio
85,2% a 99,7%, mientras que con E. crassipes 93,3% a 99,7%.

» Los porcentajes de remocion con las mezclas de farmacos son mas altos

comparados con los resultados obtenidos de manera independiente para cada
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farmaco, lo que podria deberse a un efecto sinérgico de estos compuestos en
este tipo de soluciones.

Chrysopogon zizanioides presentd un alto porcentaje de remocion de la
disolucion de dos farmacos (SMX, CX), del orden del 90,7% al 99,9%. De igual
forma, E. crassipes presentd una alta remocion del 99,6% al 99,9% de la
disolucion de dos farmacos (DF, CX).

En el proceso implementado a mayor escala de 20 L de disolucién a 3 mg/L, se
observa que C. zizanioides es eficiente en la remocion de CX con un porcentaje
de remocidn que varia de 86,8 % al 88,2%, de igual forma, E. crassipes presenta
un porcentaje de remocién que va de 83% al 89%.

El sistema C. zizanioides - E. crassipes también es eficiente en la remocion de
CX en el proceso de fitorremediacién implementado a mayor escala, llegando
a un porcentaje de remocion que va de 87% al 89%.

Los resultados obtenidos demostraron la capacidad de C. zizanioides para
remover los cinco farmacos estudiados en medio acuoso en un periodo
experimental de 192 h a diferentes concentraciones consideradas en esta
investigacion (3, 6, 9y 12 mg/L).

Este estudio constituye el primer reporte cientifico de fitorremediacion a escala
laboratorio con las especies C. zizanioides y E. crassipes que incluye cinco

farmacos de uso cotidiano.
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» Esta investigacion proporciona informacion importante para partes interesadas
como entidades gubernamentales para promover la investigacion de
contaminantes emergentes en aguas residuales y tomar decisiones informadas
en torno a la calidad de sus descargas.

» El presente estudio confirma que C. zizanioides y E. crassipes pueden tener una
aplicacion potencial en la fitorremediacion de ambientes contaminados por
compuestos farmacéuticos polares y por ende de otros compuestos polares.

» Este estudio aporta conocimiento de dos especies potenciales hiper
acumuladoras para fitorremediacion de aguas residuales de productos
farmacéuticos y de contaminantes emergentes en general, que puede servir de
base para continuar las investigaciones en direccion a establecer lineamientos
para una prueba piloto y posteriormente para un tratamiento terciario.

» Laimportancia de esta tesis doctoral radica en la propuesta de una alternativa
sostenible para el tratamiento de aguas residuales contaminadas con productos
farmacéuticos y por ende de contaminantes emergentes en general, al haber
generado conocimiento desde la investigacion basica, lo que servira de punto
de partida para investigaciones futuras en el campo de la fitorremediacion y

biotecnologia ambiental en nuestro medio.
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4.2 RECOMENDACIONES

Se necesita:

» Llevar a cabo estudios farmaco cinéticos en direccion a obtener mayor
informacion sobre los mecanismos de absorcidn de farmacos en las especies
E.crassipes y C. zizanioides.

» Realizar un modelo matematico en direccién a comprender la complejidad de
los diversos procesos de la rizosfera de E.crassipes y C. zizanioides y las
soluciones acuosas, dado que es una region dindmica donde tienen lugar
multiples procesos de interaccidon entre las raices y el medio circundante, como
es el caso de las aguas contaminadas con contaminantes emergentes.

» Probar el sistema de fitorremediacion de farmacos con las especies E.crassipes
y C. zizanioides a nivel piloto para evaluar sus capacidades de remocién a
mediana escala.

» Efectuar investigaciones para analizar la ocurrencia de los productos
farmacéuticos en el afluente y el efluente de las plantas de tratamiento de aguas
residuales municipales (PTAR) y en las cuencas hidrograficas principales de
Ecuador, debido a los potenciales efectos nocivos en la salud y en los

ecosistemas dulce acuaticos.
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» Evaluar el impacto ambiental de las mezclas de diferentes productos
farmacéuticos y deméas contaminantes emergentes en las fuentes de agua
superficiales, aguas subterraneas y en los sistemas de agua potable.

» Conformar equipos transdisciplinarios de investigacion para abordar futuras
investigaciones en el ambito de los contaminantes emergentes, asi como
también conformar redes cientificas, donde se pueda compartir experiencias e
integrar el conocimiento sobre este particular tema de interés mundial.

» Elaborar mas estudios de productos farmacéuticos para determinar sus fuentes
de contaminacion, asi como los riesgos asociados al ambiente, salud humanay
vida acuatica en los paises en desarrollo por ende en Ecuador.

> Investigar sobre técnicas y tecnologias sostenibles de tratamiento para la
remocion eficiente de estos contaminantes emergentes y de esta forma

disminuir el impacto a los ecosistemas acuaticos y a la salud humana.
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Figura 9.- Curvas de calibracion para A) ibuprofeno, B) acetaminofén, C) diclofenaco, D)
sulfametaxazol y E) ciprofloxacina.

Para mezclas de farmacos, utilizando el software VISIONIite analizamos las curvas

obtenidas de

los andlisis espectrofotométricos y determinamos los valores

correspondientes a cada farmaco de acuerdo con la longitud de onda a la que cada uno

es detectado por el equipo.
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Para realizar analisis cuantitativos para mezclas de analitos por espectrometria UV-Vis
se aplico la ley de Beer-Lambert representada por la ecuacion 15 (Suconota & Arévalo,

2017; Kafle & Kafle, 2020):

A = &ebC (15)

Donde,

A = Absorbancia a una longitud de onda
A = -log transmitancia

&= Absortividad Molar

b = Longitud de la celda en cm.

C = Concentracién en moles/litros

En este contexto, tomando en consideracion los coeficientes de absortividad de cada
analito y la absorbancia total a cada longitud de onda, se obtiene la ecuacion 16:

A(A) = €1.b.C1+ €2.b.C2 + ... ...... + €. b. Ci (16)
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ANEXO 2
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Figura 10.- Curvas de calibracion para determinar ciprofloxacina por HPLC en muestras de
agua con base en: A) Area y B) Altura.
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