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Resumen

Los efluentes de aguas residuales municipales son la fuente mds importante de contaminantes
emergentes en el medio ambiente acuatico. Las plantas tradicionales de tratamiento de aguas residuales,
incluso las mds avanzadas, no son lo suficientemente eficientes como para eliminarlos por completo. Estos

compuestos generan un riesgo ambiental que pueden afectar la vida acudtica y a la salud humana.

El objetivo general fue determinar los efectos de la radiacion gamma sobre determinados
compuestos tdxicos. Ademds, aplicar ensayos de toxicidad para evaluar si la respuesta téxica del

compuesto fue modificada frente al uso de la radiacién gamma.

Se prepard una solucion de ciprofloxacina a una concentracion de 5mg/L. Dicha solucidn se irradid
a 1,5kGy y para la concentracion de 100mg/L se irradiaron desde los 3kGy hasta los 12kGy. Para ninguna
concentracidn los resultados obtenidos fueron favorables, tanto los ensayos con el espectrofotémetro al
igual que los ensayos de toxicidad indicaron la generacion de nuevas moléculas luego de la irradiacion

qgue fueron mas tdxicas que el contaminante original.

Se prepard una solucion de cristal violeta a una concentracién de 2,5mg/L. Esta misma solucidn
fue irradiada a diferentes dosis de 300Gy, 500Gy, 800Gy, 1000Gy 1500Gy y 2000Gy, se realizaron ensayos
de espectrofotometria, ensayos de calidad de agua y ensayos de toxicidad utilizando diferentes modelos
bioldgicos como Daphnia magna, Chlorella vulgaris y Lactuca sativa. En base a los resultados obtenidos
se observd que a medida que aumentd la dosis, la coloracion caracteristica desaparecid, en tanto los
ensayos de toxicidad crénica y agudos arrojaron resultados variables dependiendo de la sensibilidad del
modelo bioldgico utilizado. Sin embargo la radiacién gamma resultd ser un tratamiento prometedor para
ciertos compuestos emergentes y para otros, aunque a ciertas dosis se generen moléculas mas toxicas.
Una alternativa puede ser utilizar un tratamiento combinado con los convencionales. Para ello se

necesitara de futuras investigaciones para comprobarlo.
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Abstract

Municipal wastewater effluents are the most important source of emerging pollutants in the
aquatic environment. Traditional wastewater treatment plants, even the most advanced ones, are not
efficient enough to completely eliminate them. These compounds involve an environmental risk that can
affect aquatic life and human health.

The general aim of this project was to determine the effects of gamma radiation on certain toxic
compounds. In addition, apply toxicity tests to assess whether the toxic response of the compound was
modified against the use of gamma radiation.

A solution of ciprofloxacin was prepared at a concentration of 5mg/L. This solution was irradiated
at 1,5kGy and for the concentration of 100mg/L, they were irradiated from 3kGy to 12kGy. For no
concentration the results obtained were favorable, both the spectrophotometer tests and the toxicity
tests indicated the generation of new molecules after irradiation that were more toxic than the original

contaminant.

A crystal violet solution was prepared at a concentration of 2,5mg/L. It was irradiated at different
doses of 300Gy, 500Gy, 800Gy, 1000Gy 1500Gy and 2000Gy, spectrophotometry tests, water quality tests
and toxicity tests were performed using different biological models such as Daphnia magna, Chlorella
vulgaris and Lactuca sativa. Based on the results obtained, it was observed that as the dose increased,
the characteristic coloration disappeared, while chronic and acute toxicity tests yielded variable results
depending on the sensitivity of the biological model used. However, gamma radiation proved to be a
promising treatment for certain emerging contaminants and for others, although at certain doses more
toxic molecules are generated. An alternative may be to use a treatment combined with conventional

ones. This will require future research to verify.
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Introduccion y objetivo general

Los efluentes de aguas residuales municipales son la fuente mas importante de contaminantes
emergentes en el medio ambiente acuatico. Las plantas tradicionales de tratamiento de aguas residuales,
incluso las mas avanzadas, no son lo suficientemente eficientes como para eliminar por completo estos
contaminantes. Por otro lado, es importante que los desechos de los productos farmacéuticos, de los
productos para el cuidado personal y los disruptores enddcrinos no estén presentes en el medio ambiente
debido a su capacidad para inducir efectos fisioldgicos en humanos y en la vida silvestre. Estos compuestos
generan un riesgo ambiental que pueden afectar la vida acuatica y a la salud humana.

El objetivo general fue determinar los efectos de la radiacion gamma sobre determinados
compuestos toxicos. Aplicar ensayos de toxicidad para evaluar si la respuesta toxica del compuesto fue
modificada frente al uso de las radiaciones gamma. Buscar consolidar el uso de las radiaciones ionizantes
como una tecnologia amigable con el medio ambiente y que se pueda combinar con otros procedimientos

biolégicos para el tratamiento de contaminantes ambientales.
Objetivos especificos

Determinar los efectos del antibidtico Ciprofloxacina y del colorante Cristal Violeta mediante el
uso de la radiaciéon gamma producida por una fuente de ®Co en la Planta de Irradiacién Semi-Industrial
del Centro Atdmico de Ezeiza en la Provincia de Buenos Aires. Utilizar distintas técnicas de laboratorio
como espectrofotometria, Demanda Bioquimica de Oxigeno, Demanda Quimica de Oxigeno, ensayos de
toxicidad aguda y crénica con Daphnia magna, Chlorella vulgaris y Lactuca sativa. Evaluar la factibilidad
del uso de la radiacién gamma para tratar efluentes industriales o domésticos con dichos contaminantes

emergentes.
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Capitulo 1

Contaminantes Emergentes

La contaminacién del agua es cualquier cambio quimico, fisico o bioldgico en la calidad de la
misma que tiene un efecto dafiino en cualquier organismo que alli viva o la consuma. El término de
contaminantes emergentes (CE) generalmente se utiliza para referirse a compuestos de distinto origeny
naturaleza quimica, cuya presencia en el medio ambiente no se considera significativa en términos de
distribucién y/o concentracion, por lo que pasan inadvertidos; no obstante, ahora estdn siendo
ampliamente detectados y tienen el potencial de acarrear un impacto ecoldgico, asi como efectos
adversos sobre la salud. (lannacone J., 2009).

Se ha establecido que estos compuestos entran en el ambiente a través de aguas residuales de
tipo doméstico e industrial, de los residuos de las plantas de tratamiento, de los efluentes hospitalarios,
de las actividades agricolas y ganaderas y de los tanques sépticos, los cuales contienen un gran nimero
de compuestos organicos y CE que se producen a diferentes concentraciones en las aguas superficiales,
cuyos criterios de calidad ambiental aun no se han podido especificar y las plantas de tratamiento

convencionales no estan disefiadas para eliminarlos.

Los CE comprenden una amplia gama de compuestos quimicos, productos farmacéuticos,
productos de cuidado personal, agentes tenso activos, plastificantes y aditivos industriales, que no estan
incluidos en el monitoreo actual de programas de tratamiento de aguas, de los cuales existe una limitada
informacidn disponible sobre el efecto que puede causar en la salud humanay en la ecologia. Por lo tanto,
de cara a una futura legislacion de la presencia de este tipo de contaminantes en agua es necesario invertir
en nuevas tecnologias de tratamiento, y continuar investigando con el fin de obtener tratamientos de
agua mas eficiente. (UNESCO, 2017)

Cristal violeta.

El cristal violeta es un colorante organico, sintético y alcalino, dentro de su férmula molecular
contiene un grupo trifenil-metano (Riafio, 2018) (Fig. 1), es de naturaleza catidnica y es ain mas toxico
que sus equivalentes aniénicos debido a que interacciona facilmente con la interfase de densidad negativa
en la superficie de membranas celulares pudiendo ingresar facilmente a la célula y concentrarse en el

citoplasma (Faiza, 2017).

El cristal violeta (CV) se utiliza con distintos propdsitos; como agente dermatoldgico, tincion de
material bioldgico (Tincién de Gram), en la industria textil este colorante es usado para tefir distintos
materiales, generalmente telas. Se estima que anualmente se producen un millén de toneladas a nivel

global y que aproximadamente entre el 5y 15% son vertidos sin recibir un adecuado tratamiento.
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Figura 1: Estructura quimica del clururo de tris(4-(dimetilamino)fenil)metilo, cristal violeta.

Ciprofloxacina.

La ciprofloxacina es un antibidtico de amplio espectro contra bacterias gram positivas y negativas,
forma parte del grupo de las fluoroquinolonas, quimicamente tiene una estructura biciclica
heteroaromatica, constituida por un nucleo piridona-B-acido carboxilico y un anillo aromatico (Mella,
2000) (Fig. 2). Sumecanismo de accidon consiste en la inhibicidon del crecimiento bacteriano al interrumpir
la replicacidon de DNA de la célula procariota al unirse con la DNA girasa, un tipo IV de topoisomerasa, que

qgueda bloqueada.

Su vida media en el organismo es de aproximadamente 4 a 6 horas, con un 50 a 70% de excrecidn
sin metabolizar a través de la orina, 15% por la via fecal y un 10 % es metabolizado por la via CYP1A2
hepatica (Martins, 2012).

En la actualidad se ha visto un aumento significativo en los niveles de antibidticos medidos en
muestras aguas provenientes de fuentes naturales. Sus efectos ecotoxicoldgicos en el ambiente acuatico

aun no han sido investigados profundamente.

N N
F mcﬂﬁ H
(@]
Figura 2: Estructura quimica, Acido 1-ciclopropil-6-fluoro-4-oxo-7-piperazin-1-ilquinoli-3-carboxilico, ciprofloxacina.
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Capitulo 2

Radiacion gamma.

Generalidades
La radiacién gamma es un tipo de radiacion electromagnética constituida por fotones de alta

energia. Suelen tener su origen en el nicleo excitado. Cuando éste la emite, no varia ni su masa ni su
numero atémico, sélo pierde una cantidad de energia proporcional a la frecuencia de la radiacién emitida.
Como todas las demds formas de radiacién electromagnética, estas ondas no tienen masa ni carga, e
interaccionan con la materia colisionando con las capas electrdnicas de los atomos con los que se cruzan,
perdiendo lentamente su energia, por lo que pueden atravesar grandes distancias. Tiene un gran poder
de penetracion, siendo capaz de atravesar cientos de metros en el aire, el cuerpo humano y las materias
de poca densidad, asi como laminas de acero y son detenidas solamente por capas grandes de hormigdn,

plomo o agua.

Cobalto-60
El Cobalto-60 (%°Co) es un isétopo radiactivo sintético del cobalto, con un periodo de

semidesintegracidn de 5,27 afios. ®°Co decae por desintegracién beta al isétopo estable niquel 60(°°Ni).
En el proceso de desintegracion, ®°Co emite un electrén con una energia de 315 KeV y luego el nucleo
activado de ®Ni emite dos rayos gamma con energias de 1,17 y 1,33 MeV, respectivamente. La

desintegracion es la siguiente:

0Co > ONj*+ 8 +v > +ONj + y

60
27Co

5.26 a 0.3 — .

1 M‘eV'B

1.17 MeV y

33 MeVy

4%
28N|

Figura 3: Proceso de desintegracion del isotopo radiactivo Cobalto-60.

Las fuentes selladas con °Co se consiguen irradidndose en las centrales nucleares de potencia
(Papaddpulos, 1970). En Argentina se lo hace en la Central Nuclear de Embalse de tipo CANDU, en la
provincia de Cérdoba. El *°Co se coloca en barras y estdn se usan para absorber los neutrones dentro del

reactor, por medio de la siguiente reaccién:
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®Co +In — %°Co +y

Una vez obtenido este radioisétopo, se lo traslada al Centro Atdmico Ezeiza (CAE) en la provincia
de Buenos Aires, donde la Planta de Irradiacion Semi-Industrial (PISI) la utiliza con distintos propdsitos
como esterilizacién de productos médicos, irradiacion de alimentos, sintesis de polimeros, tratamientos
cuarentenarios, entre otras. PISI brinda servicios a terceros y a los distintos grupo de investigacién del

CAE. La actividad de la fuente es de aproximadamente 1x10°Ci.

Métodos convencionales y no convencionales de tratamiento de
efluentes

En las Ultimas décadas ha aumentado considerablemente el volumen de aguas residuales a tratar,
asi como el numero de sustancias contaminantes presentes en ella como los CE, lo que ha originado que
las tecnologias convencionales empleadas en su tratamiento no sean eficaces en su eliminacion o
desinfeccién (Lépez-Penalver, 2010). Por ello, el desarrollo de nuevas tecnologias destinadas a su
tratamiento son fundamentales para la sostenibilidad de muchos paises. Es precisamente dentro de este
contexto donde surge el uso de las radiaciones ionizantes, ya que pueden degradar tanto los compuestos

téxicos como los contaminantes bioldgicos.

Un ejemplo de esto lo constituyen las aguas residuales procedentes de la industria textil, en donde
los Procesos Avanzados de Oxidacion (PAOs) convencionales, es decir, proceso Fenton, UV, ozonizacién o
UV/0s, no constituyen una alternativa adecuada para su tratamiento, mientras que el empleo de

radiaciones ionizantes ha demostrado ser una buena opcién (Lépez-Penalver, 2010).

Los PAQOs implican la generacidn in situ de radicales libres muy reactivos, principalmente el radical
‘OH, que reacciona con los contaminantes, degradandolos e incluso puede llegar a mineralizarlos (CO, y
H,0). En algunos casos, la via oxidativa es muy lenta, siendo mds favorable el empleo de radicales
reductores como es el caso de los electrones solvatados o los radicales hidrogeno. De aqui que se plantee
el tratamiento de las aguas contaminadas con radiaciones ionizantes como una buena alternativa, debido
a que la irradiacion del agua da lugar a la formacidn simultanea de especies radicalarias oxidantes y
reductoras. Este hecho posibilita que su uso sea adecuado en el tratamiento de aguas contaminadas con
una amplia variedad de contaminantes. Como fuentes de radiaciones ionizantes se pueden emplear
emisores de radiaciéon gamma, entre los que destacan los radionucleidos ®°Co y el *’Cs, o bien

aceleradores de electrones.

Debido a la gran variedad y complejidad de los efluentes no es posible establecer un protocolo
estandarizado para el uso de las radiaciones ionizantes, siendo necesario el estudio de cada uno de los
casos. Pero, como norma general, se puede afirmar que el uso de la radiacion ionizante como método de
tratamiento de las aguas contaminadas es factible, y econdmicamente rentable, cuando los tratamientos

convencionales fallan (Lépez-Pefialver, 2010).

10
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Ventajas Desventajas

Es un proceso fisico que no requiere la adicidn Requiere altas dosis, lo que lleva aparejado

de reactivos quimicos. altos costes de construccion.

Permite la eliminacién simultanea de Imposibilidad de establecer un protocolo
patdgenos y contaminantes quimicos. estandarizado.

Generacion de especies radicalarias muy Licenciamiento estrictamente regulado.
reactivas.

Generacion simultdnea de especies con un Pocos proveedores.

marcado caracter oxidante o reductor.

Compatibilidad con los métodos Requiere recarga de las fuentes.

convencionales de tratamiento.

Procesos controlables.

Su eficacia es independiente de la turbidez del
agua.

Tabla 1: ventajas y desventajas en el uso de las radiaciones ionizantes en el tratamiento de aguas.

Aspectos generales de la radidlisis

La radiacién es capaz de descomponer el agua, y es precisamente en este hecho en el que se basa
el tratamiento. Esto le provoca su ionizacidn y excitacion, lo que da lugar a la formacidn de electrones
altamente reactivos, iones radicales y radicales neutros que reaccionan con los solutos presentes en el
agua. Cabe destacar que las aguas residuales se caracterizan por tener altas concentraciones de solutos
pero, desde el punto de vista de la interaccién de las radiaciones ionizantes, se consideran soluciones
diluidas, y por tanto, practicamente la totalidad de la energia suministrada se depositara en la molécula
de agua, siendo despreciable la energia depositada sobre las moléculas de soluto. De forma general, se
puede representar la radidlisis del agua mediante la ecuacion:

H,O — ‘OH (0.208), e4q(0.270), ‘H (0.062), H;(0.047), H,0,(0.073)

Entre paréntesis se muestra el rendimiento radioquimico, G-Value, que cuantifica la probabilidad

de la formacién o la conversién de una especie cuando se absorbe en el medio una energia de 100 eV.

11
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Etapas de la radiolisis.

El fendmeno inicial en la interaccidn de la radiacidén con la molécula de agua es la absorciéon de la
radiacion en el medio (Fig. 4), en un intervalo de tiempo del orden de los 10%8s, para a continuacion
producirse los fendmenos de excitacidon e ionizacion de la molécula de agua en la etapa fisica, dando lugar

a moléculas muy inestables.

r - [RADIACION IONIZANTE]
o L L il A EXCITACION IONIZACION
tps _(H'+°OH) (H,0*+°OH + "H) + (&), H,0* H, 0%+ ¢
_________________ M e e S o o o
Homogenizacion del medio i =
H ]~ [on-] [on-
 100-1000ns +H,0%

Figura 4: Etapas de la radidlisis del agua y especies predominantes en la excitacion y ionizacion.

Tiempo Etapas
10%8s Absorcion de la radiacidn ionizante
10's Procesos fisicos:
lonizacién
Excitacion
10%s Procesos fisicoquimicos:
Formacion de radicales libres
Rotura de enlaces quimicos
10125 - 10°s Procesos quimicos:
Reaccion de los radicales libres

Tabla 2: Etapas de la radidlisis del agua en el tiempo

Las moléculas de agua excitada se disocian en menos de 10s para formar radicales libre:

Hzo* — ‘OH+H

La ionizacién del agua se produce por la absorciéon de un fotoelectron (efecto fotoeléctrico) o

electron Compton, requiriéndose para ello tan sélo 13 eV. El desplazamiento de un electréon de la molécula

de agua origina el radical iénico H,0* y un electrén con una determinada energia cinética:

Foton+ H,O0 — e + H,O*

12
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€ fotoelectrén T H,0 — 2e + H,0*

Por otro lado, el electrén liberado en el momento de la ionizacidn, e, con una determinada
energia cinética, se estabiliza mediante colisiones eldsticas sucesivas con moléculas de agua,
transformandose en un electrén termalizado, que se rodea de moléculas de agua para formar un electrén

hidratado, que recibe el nombre de electrén acuoso.
e — €(ter) ™ €(ac)

En la etapa fisicoquimica, las especies formadas no se desplazan significativamente, generando
zonas muy heterogéneas, con una elevada concentracidn local de especies radicalarias y moleculares,
donde se ven favorecidas las reacciones de recombinacion de los radicales formados frente a los

mecanismos de difusidn. En estas regiones las especies predominantes son: ‘OH, ‘H y H;0".

En etapa quimica, se completa la homogenizacion del medio después de 10 s, transformandose
el medio sobre el que incide la radiacidon en una solucién homogénea de radicales libres y productos
moleculares, tales como e ), H30", ‘H, H,, ‘OH, H,0..

Especies predominantes y factores que condicionan el
rendimiento radioquimico.

Segun los G-values tabulados (Lépez-Pefalver, 2010), las especies que predominan en agua pura

con un pH=7,00 son el OH, e aq y el H-.

El radical hidroxilo es un oxidante fuerte, que posee un potencial estandar de reduccién
aproximadamente en 2,7V en soluciones acidasy 1,7V en soluciones neutras. En las reacciones de adicién,

actua como un electréfilo, haciendo perder al sustrato un enlace i, para general dos nuevos enlaces o.

Por otro lado, el electron acuoso posee un potencial estdndar de reduccién de -2.9V. Frente a
compuestos organicos actia como un nucledfilo, actuando preferentemente sobre dobles enlaces
sustituidos o sobre anillos aromaticos. La velocidad de reaccion es mayor cuando el compuesto organico
posee sustituyentes halogenados, ya que forma una molécula cargada negativamente que rapidamente

descompone formando el ion halogenuro y un radical
€ (ac) T+ RX{ac) - RX—(GL‘) - R'(GC) +X—(GC)

El &tomo de hidrégeno es el dcido conjugado de e (s). Posee un potencial de reduccidn de -2,4V,

menor que el electrén acuoso, y su comportamiento quimico suele ser muy diferente.

Reacciona con compuestos organicos extrayendo atomos de hidrégeno de enlaces saturados o

adicionandose a centros insaturados.
‘H + CH30H — ‘CH20H + H>
‘H+ H,C=CH, — ‘CH2-CH3

Ademas, la concentracion de los productos formados en el proceso radiolitico del agua depende

de factores tales como:
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La temperatura : Modifica la constante de difusidon de los radicales

pH de la solucion : varia poco en los intervalos entre 5,00 y 8,00

La transferencia lineal de energia (LET): Al aumentar su valor, se incrementa el G-value de las
especies moleculares.

La dosis absorbida: A mayor dosis, mayor serd la concentracidén de radicales y moleculares en el
medio

La tasa de dosis: Suaumento implica un aumento de las especies radioliticas primarias formadas.
La presencia de gases disueltos tales como O,, N,O y O3 favorece la formacién de determinadas

especies radicalarias o moleculares, lo que se traduce en el detrimento de otras.
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Capitulo 3

Conceptos generales de ensayos biolégicos y calidad del agua

Los ensayos bioldgicos son herramientas de diagndstico adecuadas para determinar el efecto de
agentes fisicos y quimicos sobre organismos de prueba bajo condiciones experimentales especificas y
controladas. Estos efectos pueden ser tanto de inhibicion como de magnificacidn, evaluados por la
reaccién de los organismos, tales como muerte, crecimiento, proliferacién, multiplicaciéon, cambios
morfoldgicos, fisioldgicos o histoldgicos. Los efectos pueden manifestarse a diferentes niveles, desde
estructuras subcelulares o sistemas enzimdticos, hasta organismos completos, poblaciones o
comunidades. Por lo tanto, la toxicidad sera la capacidad de una sustancia para ejercer un efecto nocivo
sobre un organismos o la biocenosis (conjunto de seres vivos que viven y se reproducen en determinadas
condiciones de un medio o biotopo), y dependera tanto de las propiedades quimicas del compuesto como
de su concentracion, segln sea la duracidn y frecuencia de la exposicidn al téxico, y su relacién con el ciclo

de vida del organismo; las pruebas podran ser de tipo agudo o crénico (Castillo, 2004, 1° edicion).

El potencial nocivo de una sustancia toxica puede ser contrarrestado por el sistema biolégico a
través de diferentes estrategias, tales como reacciones metabdlicas de detoxificacion, excrecién de
toxicos, entre otras. Por lo tanto, la toxicidad aparente evaluada en un ensayo biolégico es el resultado

de la interaccidn entre la sustancia y el sistema bioldgico.

Ademas, se debe considerar que el efecto toxico sobre los sistemas bioldgicos es ejercido por la
accion combinada de todas las sustancias nocivas presentes en el medio, incluso aquellas que no son
toxicas en si, pero que afectan las propiedades quimicas o fisicas del sistema, y consecuentemente las

condiciones de vida de los organismos.

En los sistemas acuaticos es caracteristico el caso de sustancias que agotan el oxigeno, o que son
coloreadas, o que simplemente impiden la propagacién de la luz (material particulado). También se deben
tener en cuenta aquellos efectos no directamente relacionados con sustancias, tales como el deterioro o

dafio producido por acciéon de cambios en la temperatura o por radiacion.

Los resultados de los bioensayos se refieren, en primer lugar, a los organismos usados en el ensayo
y las condiciones estipuladas en el procedimiento de prueba. Un efecto nocivo evaluado por medio de
ensayos biolégicos normalizados puede indicar niveles de peligrosidades trazables y asimilables a

organismos que forman parte de los sistemas naturales y la biocenosis.

En principio, se debe considerar que no existe ninglin organismo ni biocenosis que pueda ser
usado para evaluar todos los efectos posibles sobre el ecosistema bajo las diversas condiciones abidticas
y bidticas presentes. En la practica, solamente unas pocas especies (especies modelo), que representen
funciones ecoldgicas relevantes, pueden ser ensayadas. En general, los criterios de seleccidn de especies

se fundamentan en los siguientes aspectos:
¢ Alta y constante sensibilidad a téxicos.
¢ Alta disponibilidad y abundancia.

e Estabilidad genética y uniformidad en las poblaciones.
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* Representatividad de su nivel tréfico.
¢ Significado ambiental en relacién con el drea de estudio.
e Amplia distribucién e importancia comercial.

¢ Facilidad de cultivo y adaptabilidad a las condiciones de laboratorio.

Daphnia magna

Dentro del grupo de claddceros, las especies del género Daphnia son las mas utilizadas como
organismos de prueba o de referencia en pruebas de toxicidad. Los claddceros son crustaceos
braquidépodos cuyo cuerpo estd recubierto por un caparazén a excepcion de la cabeza y las largas antenas
nadadoras (Fig. 5). La amplia distribucidon geografica, el importante papel que cumplen al interior de la
comunidad zooplancténica, la facilidad de cultivo en el laboratorio, la reproduccién partenogenética
(forma de reproduccién basada en el desarrollo de células sexuales femeninas no fecundadas lo cual
asegura una uniformidad de respuesta) y el corto ciclo de vida con la produccion de un alto nimero de
crias, han hecho de este grupo un ideal para la evaluacidn de toxicidad, de caracter universal. Es por ello
gue existe una extensa informacidn sobre las técnicas de cultivo, los requisitos de temperatura, luz y
nutrientes, asi como su respuesta a muchos tdxicos. Especificamente, los ensayos de toxicidad con D.
magna permiten determinar la letalidad potencial de sustancias quimicas puras, aguas residuales
domésticas e industriales, lixiviados, aguas superficiales o subterrdneas, agua potable, entre otros.
(Castillo, 2004, 1° edicién)

Figura 5: Morfologia del cladécero, Daphnia Magna.

Lactuca sativa

Comunmente conocida como lechuga, es una planta herbacea propia de las regiones semi
templadas que se cultiva como alimento (Fig. 5A). Su uso como bioensayo se basa en el compromiso
entre la sensibilidad de la especie L. sativa, el reducido tiempo de exposicidon de la prueba con semillas y

los bajos costos asociados.

En la prueba estatica de toxicidad aguda en la que se pueden evaluar los efectos fitotdxicos de
compuestos o mezclas en el proceso de germinacion de las semillas y en el desarrollo de las plantulas
durante los primeros dias de crecimiento (Fig. 5B). Como puntos finales para la evaluacion de los efectos
fitotdxicos, se determina la inhibicidon en la germinacidn y la inhibicidn en la elongacién de la radicula o
del hipocétilo. Es importante destacar que durante el periodo de germinacién y los primeros dias de
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desarrollo de la plantula ocurren numerosos procesos fisioldgicos en los que la presencia de una sustancia
toxica puede interferir alterando la supervivencia y el desarrollo normal de la planta, siendo por lo tanto
una etapa de gran sensibilidad frente a factores externos adversos. La evaluacién del desarrollo de la
radicula y del hipocétilo constituyen indicadores representativos para determinar la capacidad de
establecimiento y desarrollo de la planta (Castillo, 2004, 1° edicién).

Si bien L. sativa no es una especie representativa de ecosistemas acuaticos, la informacién
generada a partir de esta prueba de toxicidad proporciona datos acerca del posible efecto de los
contaminantes en las comunidades vegetales cercanas a las margenes de cuerpos de agua contaminados,

siendo también una especie interesante de considerar por su importancia desde el punto de vista

horticola.

cotiledones

hipocotilo

g
radicula

o
—

Figura 6: A) Semilla de lechuga, Lactuca Sativa. B) germinacion de la semilla y desarrollo de la plantula durante los
primeros dias.

Chlorella vulgaris

Es un alga verde unicelular del filo Chlorophita. Tiene forma esférica y mide entre 2 y 10um de
didmetro y no posee flagelo (Fig. 7). Su color es verde debido a la clorofila A y B presentes en su
cloroplasto. A través de la fotosintesis se multiplican rapidamente, solo precisando CO,, H,0, luz solar y

algunos minerales para desarrollarse.

Su simplicidad de condiciones para que prolifere, los bajos costos de mantenimiento y la facilidad
de adquirirlas, hacen a esta alga una buena opcidn para realizar los ensayos de ecotoxicidad y que sean

representativos del ecosistema de agua dulce donde viven (Castillo, 2004, 1° edicién).
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) QOS Q‘, OC) (DIG

O\
Figura 7: Morfologia del alga unicelular, Chlorella vulgaris.

Calidad del agua

Se refiere a las caracteristicas quimicas, fisicas, bioldgicas y radioldgicas del agua. Es una medida
de su condicion en relacién con los requisitos de una o mas especies bidticas o a cualquier necesidad
humana o propdsito. Se utiliza con mayor frecuencia por referencia a un conjunto de normas contra los
cuales puede evaluarse su cumplimiento. Los estandares mas comunes utilizados para evaluar la calidad

del agua se relacionan con la salud de los ecosistemas, seguridad de contacto humano y agua potable.

Los distintos parametros fisicoquimicos que constituyen la calidad del agua son la temperatura,
conductividad, turbidez y materia en suspension, oxigeno disuelto (OD), demanda bioquimica de oxigeno

(DBO) y demanda quimica de oxigeno (DQO).

Demanda Quimica de Oxigeno

Muchos contaminantes se pueden oxidar a altas temperaturas con dicromato (Cr,0,%), lo cual
constituye un método analitico habitual para la determinacién de materia organica en residuos. Se define
la Demanda Quimica de Oxigeno como la cantidad de O, quimicamente equivalente al Cr,0,>consumido
en este proceso. Dicha equivalencia (en medio acido) queda establecida a partir de las siguientes

reacciones de reduccién-oxidacién:
Semi-reaccién para el dicromato: Cr;07* (naranja) + 14 H* (ac) + 6€ — 2 Cr¥* (yerde) + 7 H20y)
Semi-reaccion para el oxigeno: Ozg) + 4 H o+ 4 e — 2 H,0y)
Reaccién global: Materia Orgdnico (CxHyOz)iac/+ Cr207 (ac) + H* (ac) — Cr**(ac) + CO2q) + H20y)

Se cuantifica la cantidad de Cr3* que aparece y se relaciona con la cantidad que se requeriria para
oxidar una cantidad equivalente de material organico. Cada Cr,0-* consume 6 electrones al reducirse,

mientras que cada molécula de oxigeno consume 4 electrones. Por consiguiente, el consumo de 1mol de
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Cr,07% en la oxidacién es equivalente al consumo de 1,5moles de O,. La determinacidn de la DQO se utiliza
para la caracterizacién y regulacién de la emision de desechos industriales. El campo normal de variacion
de la DQO en este tipo de vertidos oscila tipicamente en el intervalo 200-4000 mg de O,/L. Una DQO alta
indica la presencia de grandes cantidades de compuestos organicos en la muestra (Harris, 2004).

Demanda Bioquimica de Oxigeno

La DBO es uno de los pardmetros de mayor importancia en el estudio y caracterizacién de las
aguas no potables. La determinacién de DBO ademads de indicarnos la presencia y biodegradabilidad del
material orgdnico, es una forma de estimar la cantidad de oxigeno que se requiere para estabilizar el
carbono orgdnico y de saber con qué rapidez este material va a ser metabolizado por las bacterias que
normalmente se encuentran presentes en las aguas residuales. La importancia de este parametro
requiere de ciertos cuidados y atencion en la técnica analitica, ya que por ser un proceso bioldgico el
manejo y tratamiento de la muestra es delicado. (Villamizar, 2008). El valor obtenido de DQO es siempre

superior a la DBO, ya que se oxidan por este método también las sustancias no biodegradables.
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Capitulo 4

Metodologia experimental

Preparacion e Irradiacion de las muestras
Se prepararon soluciones debidamente rotuladas en frascos de vidrio de dimensiones 6,5cm de

didmetro y 12cm de alto, con una capacidad de 300mL (Fig. 8). A cada dosis le correspondio tres frascos
de la misma solucién, ya que en esas condiciones se realizé el mapeo. Se le ajustd el pH a 8,00 porque el

rendimiento radioquimico depende del pH y se entregaron en la PISI.

Luego de la irradiacion, el Laboratorio de Dosimetria de Altas Dosis se encargé de medir la dosis
maxima y minima del arreglo de frascos con dosimetros de alanina, de acuerdo a la Norma Iram 39008,
para corroborar que la dosis haya sido la adecuada (IRAM, 2015). Los dosimetros utilizados contienen
cristales de alaninay son los que registran la dosis absorbida por la formacién de radicales libres derivados
de ella. La identificacion y medicion de estos radicales se realizaron en el equipo de Resonancia
Paramagnética Electronica. La tasa de dosis que recibieron las muestras fue de 10 KGy/h
aproximadamente. La actividad de la fuente desde que comenzaron los ensayos hasta que finalizaron fue
de 684.058Ci y 675.249Ci, respectivamente.

Una vez irradiadas las muestras, se le ajusté nuevamente el pH a 8,00 ya que todos los ensayos

posteriores lo requerian. El pH-metro utilizado en todas las mediciones fue pH8+DHS Stirrer.

Figura 8: Frascos de 300ml, donde se colocaron las soluciones.

Espectrofotometria

Para la obtencidn de los distintos espectros de CIP y CV, asi como de la determinacion de la
absorbancia del Cr¥ ) para DQO se utiliz6 un espectrofotémetro Shimadzu UV-VIS 1800, con una
resolucidn de ancho de banda de hasta 1nm. Los graficos y andlisis de resultados se procesaron con UV
Prove 2.33. Todas las soluciones fueron preparadas con agua destilada como solvente y se las colocaron
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en cubetas de cuarzo debido a que se abarcaron longitudes de onda en el visible y en el ultravioleta. En

todos los casos se midié a temperatura ambiente.

Para las curvas espectrales se hicieron correcciones de la linea de base y para medir absorbancia
también se hicieron blancos de reactivos, que consta de todos los compuestos, incluidos el solvente, sin
el soluto de interés. Esto permitio ajustar la transmitancia en 100% para sélo ver el efecto del compuesto

en cuestion.

Ensayos toxicidad aguda con Lactuca Sativa

En las placas Petri se colocaron papel de filtro, previamente autoclavados, del mismo diametro y
se le vertieron 3mL de la solucién a estudiar en cada una, incluyendo el control positivo de ZnSO, y el
control negativo con agua destilada con que se prepararon las soluciones de CIP y CV. Las dosis que se
sometieron a este ensayo fueron una concentraciéon de 2,5mg/| de CV a dosis 0Gy, 300Gy, 500Gy, 600Gy,
800Gy, 1000Gy, 1500Gy y 2000Gy. Ademas, también se evalud una solucién mezcla de CIP (5mg/L) y CV
(2,5mg/l) a0Gy y a 1,5Gy.

Con la ayuda de una pinza, se colocaron cuidadosamente 20 semillas de La Huerta Organica,
cosecha 2019, dejando espacio suficiente entre ellas para permitir la elongacién de las raices. El ensayo
se realizo por triplicado por cada dosis a evaluar.

Se colocaron films para evitar la pérdida de humedad, se las taparon y se las dejaron 120 horas (5

dias) a una temperatura de 22°C + 2°C expuestas a la luz.

Terminado el periodo de exposicién, se decidié cuantificar la elongacion del hipocétilo de cada
placa. La bibliografia recomienda medir el hipocétilo, la radicula o el efecto en la germinacién (Castillo,
2004, 1° edicion).

Ensayo toxicidad aguda con Daphnia magna

El pool de organismos se mantuvo en el medio APHA preparado en el laboratorio. Este medio de
pH entre 7,6 y 8 se prepard segun las indicaciones de la norma (APHA, 1998). Los individuos se crian en
una camara climatica POL-EKO, a una temperatura configurada de 21 a 23°C, una humedad relativa del
50%, circulacidn de aire del 100% y un fotoperiodo de 8 horas de oscuridad y 16 horas de luz. Todas estas

son condiciones éptimas estandarizadas para el desarrollo y reproduccion de los organismos.

El ensayo de toxicidad consistié en seleccionar neonatos de aproximadamente 24 horas de
vida. Se tomaron 10 neonatos, se los colocaron en un recipiente de 25 ml y se les agrego 2 ml del toxico
a evaluar. Se realizaron 5 réplicas por cada muestra. Se realizaron controles negativos y positivos. En el
control negativo se sometio a los neonatos al medio APHA, mientas que en el control positivo se somete
a los individuos a un toxico de referencia de concentracién conocida, Cr,0,%. En este ensayo se evalud
una concentracion de 2,5mg/L a dosis de 0Gy, 300Gy, 500Gy, 600Gy, 800Gy, 1000Gy, 1500Gy, 2000Gy.

Una vez realizado lo antes descripto; se los rotuld, se los envolvié en papel aluminio para aislarlos

de la luz y se esperd 48 horas para contar el porcentaje de mortalidad de cada muestra. Para poder
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hacerlo, se recurrié al uso de una lupa binocular. La completa inmovilizacién era claro indicativo que

estaban muertas.

Para validar el ensayo el control negativo no debe superar el 10% de mortalidad y el control
positivo, debe obtener una mortalidad del 100%, ya que la concentracién que se utiliza (Cr,0,%-0,56mg/l),

se sabe de ante mano; produce ese efecto.

Ensayo toxicidad cronica con Daphnia magna

Se seleccionaron neonatos de los frascos en la cdmara climatica y se colocé uno por cada tubo de
ensayo. Se realizd un control negativo con 23 tubos conteniendo 10mL de medio APHA, 50 tubos con
10mL de ciprofloxacina 5mg/L sin irradiar y 50 tubos mads con la misma solucién pero irradiada
previamente con 1,5kGy.

Tanto en el control como en los tubos con presencia del fdrmaco, se los alimentd 3 veces por

semana con una suspension algal de chorella vulgaris y se les recambié el medio una vez por semana.

El ensayo duro 21 dias, todos los dias se controlaba cada uno de los tubos de ensayos con D.
magna y se observaba cuidadosamente el estado en que se encontraban; se registraban si el individuo
permanecia vivo o muerto y si habia dejado descendencia o no. En el caso que dejara descendencia se
contabilizaba el nimero de neonatos y se los retiraba del tubo de ensayo. Para validar este ensayo el

control negativo no debia superar el 10% de mortalidad al finalizar el ensayo. (Juarez, 2010).

Ensayo toxicidad cronica con Chlorella vulgaris

Se utilizé Chlorella vulgaris y se midid su concentracién celular mediante el uso de la Cdmara de
Neubauer. Para iniciar el ensayo fue necesario partir con una concentracién inicial en el orden 1x10°
células/mL. El ensayo se realizé con luz continua blanca y una temperatura que ronde los 24 °Cy se midié
durante un periodo de 72hs (1IS08292, 2015).Se utilizaron soluciones de CV de 2,5mg/L irradiadas a 300,
800 y 2000Gy.

Se colocé en cada tubo de ensayo 5ml de las soluciones a evaluar y ademas se colocaron 5mL de
la suspension algal en cada tubo. Se utilizé por cada dosis tres réplicas y dos replicas para los controles
positivos y negativos. En el control positivo se utilizé como tdxico de referencia Cr,0,> y para el control
negativo medio BBM. Esto se realizd en un flujo laminar para mantener la esterilidad de las algas.
Posteriormente se agitaron los tubos al menos tres veces al dia con un vortex y cada dia se fue midiendo

la concentracion de células presentes en cada tubo.

DBOs

Se realizd por el método Respirémetro (APHA5210D). Se procedid a armar el agua de dilucion, por
cada litro de agua de destilada, se le colocé 1mL de una solucién tampdn fosfato (KH;POs, K;HPO,,
Na;HPO4.7H,0 Y NH4Cl), ImL de una solucidn de MgS04.7H,0, 1mL de una solucién de CaCl, y ImL de una

solucién de FeCls.6H,0.
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En todos los casos se realizaron los ensayos en frascos de Winkler de 300mL y se dejo incubar 5

dias a 20°C + 2°C a plena oscuridad para evitar fendmenos fotosintéticos.

e Los frascos blancos sélo tenian agua de dilucién.

e Los frascos con simiente, fueron llenados con agua de dilucidn y se le adicionaron 2ml de
la simiente. Este fue realizado 48 horas previas al ensayo para lograr la fase de
crecimiento exponencial bacteriano; creado a partir de agua del Arroyo Aguirre para darle
los nutrientes y micronutrientes necesarios, mezclados con materia fecal de perro para
obtener los microorganismos requeridos en el ensayo.

e Los frascos con solucién estandar, se llenaron con agua de dilucidn, se les agregd 2 ml de
semiente y 6 ml de solucidn glucosa/glutamato.

e Los frascos con muestras a analizar, se llenaron con agua de dilucién, 2 ml de simiente y

solucion de CV irradiada y sin irradiar.

La concentracidon de oxigeno inicial y final se midié con el oximetro OxiCal-SL 730 tratando de
mantener las condiciones de temperatura para evitar fluctuaciones de la concentracién de oxigeno

disuelto, el cual depende fuertemente (Young, 2015).

DQO

Se precalentd el reactor a 160°C unas horas previas al ensayo. Se emplearon viales marca HACH
para determinar DQO por el método de digestion en reactor (aprobado por la US-EPA), indicado para agua
y muestras de agua. Debido a que los viales son pequefios respecto al digestor Carbolite, se envolvié cada

tubo con papel aluminio para permitir una mejor conduccion de calor (Vogt, 2017).

Cada vial tenia la solucidn de acido sulfurico, conteniendo H,SO. y Ag.SO4 vy la de digestion que
posee K;Cr,07, H,S0. y HgSO4. Para la calibracidn se usé una solucién de concentracién conocida de ftalato
acido de potasio. El estdndar de DQO tedrico es de 1,176mg0,/mg ftalato seglin la ecuacion para la

completa oxidacion:
CsHsOs + 7,502 — 8CO; + 3H,0

Para el blanco en vez de esta solucidn se colocd agua destilada y para la muestra problema la
solucidn de interés. Luego de dos horas de digestidn, se lo dejé alcanzar la temperatura ambiente y se
midié la absorbancia a 420nm, uno de los picos caracteristicos del Cr* ., para poder conocer la DQO

segun la calibracion correspondiente.

23



CEATEN, diciembre 2019 Biog. Jerénimo H. Leberle

Capitulo 5

Curvas espectrales

Ciprofloxacina 100mg/L
Luego de la irradiacién de los frascos a distintas dosis (3, 6, 9, 12kGy) con CIP de 100mg/L, se
advirtié que las soluciones dejaron de ser transparentes para adoptar un color amarillo pardo, que se

intensificd al aumentar la dosis como se muestra a continuacion (Fig. 9):

Figura 9: Soluciones de CIP 100mg/L irradiadas a dosis crecientes.

Ademads de ello, se midié el pH antes y después de la irradiacién. El pH disminuyé mas a mayor
dosis recibida. Posiblemente se debid a la creacidn de nuevas moléculas con grupos funcionales acidos.
Para evitar cambios espectrales, se ajusté nuevamente el pH a 8,00.

Dosis (kGy) | pH inicial pH final
0 8,11 8,08
3 8,05 6,47
6 8,05 6,41
9 8,01 6,35
12 8,02 6,01

Tabla 3: Variacion del pH de soluciones irradiadas de CIP 100mg/L

La curva espectral se realizd entre las longitudes de onda de 288 y 565nm y se observd uno de los
picos a los 330nm, caracteristico de la CIP (Murtaza, 2015). A medida que aumenté la dosis, el pico fue
menor ya que depende linealmente con la concentracidn de acuerdo a la Ley de Lambert y Beer:

A=c¢.b.c

Donde A corresponde a la absorbancia, b al espacio 6ptico (1cm) y € a la absortividad molar,

dependiente de la naturaleza de la molécula y la temperatura.
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: Espectros de soluciones de CIP irradiadas
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Figura 10: Espectros de CIP a 100mg/L a distintas dosis.

Se observé que incluso a dosis muy altas, de hasta 12kGy, a esa concentracidon no se pudo
degradar completamente, e incluso a medida que aumentd la dosis, no sdlo disminuyé la absorbancia,
sino también el espectro se corrid a longitudes de onda mayores, y por lo tanto a energias menores. Este

efecto se denomina batocrémico y pudo deberse a cambios estructurales de las moléculas.

Como se menciond anteriormente, las principales especies generadas en la radidlisis (e2q y HO')
actuan como nucledfilo o electréflilo en las reacciones de adicion. Especialmente el e’5qtiene la capacidad
de reaccionar con los sustituyentes halogenados de anillos aromaticos, formando una molécula cargada

negativamente que rapidamente se descompone generando el ion halogenuro (X7) y un radical.

El hecho de que CIP tenga un dtomo de flior como sustituyente y se lo haya enfrentado a estas
especies pudo haber hecho que se lo removiera. Como este atomo es el mas electronegativo de la tabla
periodica, los electrones conjugados de la molécula estarian en niveles energéticos mas altos y por lo
tanto el salto de la transicidon electrénica enlazante-antienlazante del orbital molecular es menor y la

longitud de onda en la que absorbe es mayor.

Debido a los resultados antes mencionados, no se procedié a seguir aumentando la dosis de
radiacion para verificar la eliminacion completa del farmaco, ya que se observd que los ensayos de
toxicidad con Daphnia magna arrojaron que dosis de radiacidn alta estaban generando especies mas
téxicas que la solucién de CIP original, esto se alejaba al objetivo de este trabajo de investigacion, que es
utilizar la radiacién gamma como método alternativo para reducir la toxicidad de los compuestos
emergente y para poder lograr la completa desintegracién se requerian dosis muchisimo mas altas,
alrededor de 100KGy; que no pudieron ser alcanzadas con los materiales con los que contabamos vy el

tiempo que se disponia para la realizacion del Proyecto.
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Ciprofloxacina 5mg/L

Biog. Jerénimo H. Leberle

Se hizo un barrido espectral de una solucion de CIP pero esta vez de concentracién 5 mg/L que si

pudo ser degradada completamente a una dosis mas asequible de 1500Gy.

0,569

0,400 f |

Absorbancia

0,200

0,000

Espectros de soluciones de CIP irradiadas

0Gy
1,5kGy

-0,051
200,00

400,00 500,00

A(nm)

600,00

Figura 11: Espectros de solucion de CIP irradiada con 1,5kGy y sin irradiar.

Dos claros picos, uno a 330nm y otro a 275nm se identificaron claramente a las soluciones sin

irradiar. Ambos correspondientes a la CIP (Murtaza, 2015). En cambio, cuando se irradié con 1500Gy

ambos desaparecen por completo, indicando que fue degradada en su totalidad. De todas maneras,

esto no significa que no se hayan producido otras especies y que estas no absorban en el espectro UV-

VIS. Para poder determinar qué sustancias se generaron durante la degradacion habria que utilizar otra

técnica como Cromatografia Gaseosa (GC) o Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC) acoplada a un

Espectrémetro de Masa (MS), escapando de los alcances de este trabajo.

Cristal violeta 2,5mg/L

En el caso de CV a 2,5mg/L, a medida que aumentd la dosis absorbida, la tincidn violeta oscura

cambié de tonalidad, cada vez haciéndose mas clara hasta llegar a dosis las cuales quedaron

transparentes. El barrido espectral se hizo de 400 a 800nm.

26



CEATEN, diciembre 2019

Figura 12: Soluciones de CV 2,5mg/L a distintas dosis.

Biog. Jerénimo H. Leberle

Se realizaron los barridos espectrales a dosis de 2000, 800, 500, 300, OGy. El pico caracteristico de
CV a 590nm disminuyd al aumentar la dosis hasta el punto en el cual se eliminé casi por completo a 800Gy.

Nuevamente, esto no excluyé la posibilidad de que los productos de degradacidén estuvieran presentes

pero no aparecieran en el espectro visible porque alli no absorben.

Absorbancia

04001

0,200

Espectros de soluciones de CV irradiadas

e 0 QY
300Gy

s 500GY
800Gy
2000Gy

59
400,00

L L L
500,00 600,00 700,00

A(hm)

Figura 13: Espectros de soluciones de CV 2,5mg/L a distintas dosis.

800,00
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Capitulo 6

Ensayos de toxicidad aguda

Daphnia Magna con CV

Biog. Jerénimo H. Leberle

Primeramente, se realizaron las pruebas de mortalidad de estos organismos a distintas

concentraciones de CV y CIP (Tabla 4).

Sobrevida
48hs (%)

Control Positivo 0
Control Negativo 100

2 2,5 0

o 5 0

£

= 15 0

© 30 0

o 75 85

téﬂ 100 0

; 150 2,5

< 200 0

Tabla 4: Sobrevida a las 48hs de neonatos de D. magna con CIP y CV a distintas concentraciones.

Sobrevida 48hs con CIP

90
80
70
60
50
40
30
20
10

Sobrevida 48hs (%)

B

75 100

=

150

Concentracion CIP (mg/L)

—H—Sobrevida 48hs

Figura 14: Curva de sobrevida de D. magna con CIP

200

A cualquiera de todas las concentraciones de CV se generd el 100% de la muerte de la poblacion,

mientras que para CIP, la dosis letal 50 (DLso) fue de aproximadamente 85,7mg/L. Como se vio con

anterioridad, a esas concentraciones las dosis que hay que utilizar son muy grandes y ademas generan
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compuestos mas toéxicos que la solucidn sin con CIP, por lo tanto se optd sélo por el uso de CV para la
prueba de toxicidad aguda con D. magna.

Una vez elegido el contaminante y su concentracion que fue de CV de 2,5mg/L, se irradiaron con
distintas dosis para realizar el ensayo de toxicidad aguda y luego pasadas las 48hs se contaron las que

quedaron vivas respecto al control negativo.

En las siguientes imagenes se puede observar como se armd el experimento y a la vez cdmo

quedaron los crustaceos cuando estaban en contacto con el colorante sin irradiar o no:

Figura 15: D. magnas muertas luego de los ensayos, una con una solucion sin irradiar, y otra a dosis elevadas. Placas
con wells donde se trabajo.

Respecto a los resultados, tanto el control positivo con Cr,07%y el negativo con medio APHA
fueron los esperados y validaron el ensayo. Los controles no excedieron el 10% permitido.

A dosis bajas (incluido a 0Gy), parecié que incorporan el colorante sin capacidad de excretarlo o
metabolizarlo apropiadamente. La mortalidad a dosis bajas fueron el 100% o cercana a este valor por lo
que claramente se puede concluir que el CV es téxico en estas condiciones.

Por otro lado, a medida que aument?é la dosis, disminuyd la mortalidad hasta un valor de 1000Gy,
donde aumentd levemente. Esto puede sugerir la generacion de un nuevo compuesto que no fue
mensurable mediante espectrofotometria, pero que indujo cierto grado de toxicidad sobre la poblacidn.
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Luego de este valor, la tendencia sigue en decrecimiento hasta los 2000Gy y arrojé una mortalidad de 5%,

muy parecido a lo que dio el control negativo (Tabla 5).

Vivas/total Sobrevida | Mortalidad

48hs (%) 48hs (%)

Control positivo 0/48 0 100,00
Control negativo 43/46 93,47 6,53

Dosis (Gy)

0 0/36 0 100,00

300 0/50 0 100,00
400 4/48 8,33 91,67
500 8/44 18,18 81,82
600 13/39 33,33 66,67
800 22/42 52,38 47,62

1000 20/42 47,62 52,38

1500 10/16 62,50 37,50
2000 19/20 95,00 5,00

Tabla 5: Mortalidad de D. magna con CIP 5mg/L a varias dosis.

Mortalidad 48hs D. magna

120,00
— 100,00
80,00
60,00

40,00

Mortalidad 48hs (%

20,00

0,00
0 300 400 500 600 800 1000 1500 2000

Dosis (Gy)

—&— Mortalidad 48hs (%)

Figura 16: Curva de mortalidad a las 48 hs de D. magna con soluciones irradiadas de CIP a distintas dosis.

Lactuca sativa con CV
En este experimento se evalud la toxicidad aguda de una solucién de CV de 2,5mg/L y otra de CV

2,5mg/L+CIP 5mg/L que fueron irradiadas a distintas dosis. CV fue irradiada con 300, 500, 800, 1000, 1500
y 2000Gy y la mezcla con CIP se irradié con 1500Gy.Para todas las dosis en CV no se observd una tendencia

en la longitud del hipocétilo. Todos oscilaron alrededor de un valor medio, por lo que las diferencias entre
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unas y otras pudieron deberse a la simple dispersidn de los datos. Por lo tanto, esta concentracién de CV

no causa toxicidad aguda para L. sativa y tampoco los posibles productos generados durante la irradiacion.

12

10

Hipocotilo (mm)
[e)]

0 300

Hipocdtilo L. sativa
500 800 1000
Dosis (Gy)

1500 2000

Figura 17: Largo de los hipocdtilos de L. sativa dependiendo de la dosis.

Por otro lado, la mezcla de CV+CIP tampoco indicd que a esa concentracion fueron téxicos para L.

sativa. No se pudo evidenciar un efecto de toxicidad aguda a causa de esto dos contaminantes en

conjunto. En ambos casos, el promedio de los hipocétilos superaron los del control negativo.

Germinacion Hipocétilo | Promedio
(mm) (mm)
Control positivo 1; ?:12 7,94
19 6,09
Control negativo 19 705 6,57
Dosis (Gy)
16 9,06
0 13 5,69 7,38
1 1
300 1: 182{,367 9,99
17 10
500 18 65 8,25
1 7
800 13 10:27 8,94
1 7
1000 12 i:Oi 7,41
1
1500 1? 2:4613 9,55
10 11,6
2000 17 6,35 8,98
0 (CV+CIP) 1; 166,7065 8,41
17 10,58
1500 (CV+CIP) 17 8,2)6 9,32

Tabla 6: Datos del ensayo de toxicidad aguda con L. sativa para distintas soluciones y concentraciones.
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En ninguno de los casos se presencié una disminucién considerable del nimero de semillas
germinadas. Ademads, una vez finalizado el ensayo, se detectaron tres tipos de hongos que crecieron
alrededor de las semillas en varias de las placas de Petri, pudiendo haber afectado la normal germinacién
y por lo tanto el experimento. Otra de las variables que pudo haber arrojado estos resultados es la
degradacion del CV por efecto de la exposicidn a la luz, ya que este ensayo se incuba durante 5 dias con

luz continua.

Figura 18: Placas de Petri con semillas de L. sativa germinadas en distintas soluciones irradiadas a distintas dosis.

Respecto a los valores de los hipocétilos obtenidos en Tabla 6, se realizd un Analisis de Varianza
(ANOVA). El p-valor para CV fue de 0,824 y el de CV+CIP fue de 0,391; ambos mayores a 0,05 lo cual indicé
que no hay diferencias significativas en los resultados obtenidos.

Ensayo de toxicidad cronica

Chlorella vulgaris con CV
El ensayo con C. vulgaris de 72 horas se considera un ensayo crénico. En esta ocasion, se utilizaron
las soluciones de CV irradiadas para poder determinar si las mismas son tdxicas para el alga en estas

condiciones.

Primero, se evidencié el claro aumento del nimero de células viables a medida que aumenté las
dosis, significando que la degradacion del CV fue efectiva y que a su vez no se produjeron nuevas especies

que induzcan toxicidad para C. vulgaris.

La manera correcta de expresar los resultados fue relacionandolos en todo momento con el

control negativo para independizarse de valores absolutos.

Células viables (Cv)
Células viables controlnegativo (Cn)

Valor relativo =

Por otro lado, los valores de células contadas al cabo de un dia del ensayo fueron menores a los
dias subsiguientes. Esto pudo deberse a que a partir del segundo dia los tubos fueron agitados con un
vortex, mientras que el dia previo habia sido manualmente. Esto permitio que las algas unicelulares entren
en contacto con el medio de crecimiento BBM y favorecié un aumento en el nimero de células en cada
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dosis a evaluar. Ya para las 72hs del ensayo el medio BBM se habia consumido y el efecto de las dosis fue

observado.
Promedio de células/pL Células/células control (Cv/Cn)
Tiempo (hs) 24 48 72 24 48 72
Control positivo 850.000 775.000 612.500 - - -
Control negativo | 912.500 912.500 1.125.000 1 1 1
Dosis (Gy)
2000 917.000 825.000 775.000 1,00 0,90 0,69
800 533.000 817.000 592.000 0,58 0,90 0,53
300 416.000 742.000 617.000 0,46 0,81 0,55
0 317.000 650.000 608.000 0,35 0,71 0,54

Tabla 7: Células de C. vulgaris en suspension de acuerdo a distintas dosis.

C. vulgaris con CV

1,20
1,00
0,80

c —%—0

< 0,60 )

O © 300
0,40 800
0,20 2000
0,00

24 48 72
Tiempo (hs)

Figura 19: C. vulgaris en soluciones de CV irradiadas a distintas dosis.

De todas maneras, en el grafico (Fig. 19) se observa claramente que a medida que aumento la

dosis de irradiacién, la toxicidad disminuye.

D. magna con CIP
Se colocaron 23 individuos controles, 50 en muestras no irradiadas de CIP de concentracion de
5mg/L y 50 en muestras irradiadas a 1,5kGy de la misma solucién que la anterior. A continuacion en la

siguiente tabla se detallan los resultados:
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Tiempo Individuos | Porcentaje | Individuos | Porcentaje | Individuos | Porcentaje

(dias) control (%) 0Gy (%) 1,5kGy (%)

0 Total de 23 100 50 100 50 100
individuos

Vivas 23 100 41 82 26 52

° Descendencia 0 - - - - i}

Vivas 23 100 24 48 1 2

8 Descendencia 131 - - - - i}

a0 Vivas 22 95,65 2 4 0 0

Descendencia 242 - - - - i}

. Vivas 21 91,3 0 0 0 0

Descendencia 15 - - - - i}

A Vivas 21 91,3 0 0 0 0

Descendencia 50 - - - - ]

- Vivas 21 91,3 0 0 0 0

Descendencia 15 - - - - -

0 Vivas 21 91,3 0 0 0 0

Descendencia 14 - - - - -

o Vivas 21 91,3 0 0 0 0

Descendencia 14 - - - - -

Tabla 8: Porcentaje de individuos vivos en ensayo crénico de D. magna con CIP 5mg/L a distintas dosis.

Los Unicos individuos que tuvieron descendencia fueron los del control. Estos se mantuvieron en

condiciones de crecimiento favorables, lo que permitié que crecierany se reproduzcan de manera normal.

El total de neonatos durante el ensayo fue de 481. Por mas que dos de los controle hayan muerto, el

ensayo se considerd valido con un 10% de tolerancia de mortalidad.

La solucion sin irradiar produjo una disminucién de organismos viables, culminando con la

totalidad de muertes para el dia 11. La solucion irradiada mostré una abrupta caida de la poblacion

respecto a la inicial al cabo de pocos dias, incluso con una tendencia mas pronunciada que la que no fue

irradiada. Esto sugiere la aparicién de una o varias sustancias producto de la degradacion de la CIP a causa

de las especies producidas por la radidlisis del agua durante la irradiacion.

Ademas los tamafios de las Daphnias fueron considerablemente menores en tamafio a las del

control, sugiriendo que los medios con el antibidtico irradiado o no, inhiben de cierta manera su normal

crecimiento.
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Organismos viables (%)

Ensayo crénico D. magna
120
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Figura 20: Ensayo crénico de D.magna con CIP 5mg/L a distintas dosis
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Capitulo 7

Evaluacion de la calidad de agua

DBOs

En todos los casos se decidié utilizar 2,00mL de simiente que fue preparado 48 horas antes con
agua del Arroyo Aguirre y heces de perro. Segln ensayos que realizamos previamente, ese era el volumen
6ptimo el cual la DBOs de la calibracion de glucosa/glutamato daba cercano a los valores que la norma

establece (198+30,5mg/L). El volumen del estandar en el caso correspondiente fue de 6mL.

Se estudiaron cinco dosis de CV de concentracion 2,5mg/L. Por una cuestion de volimenes
disponibles, se decidié colocar sdlo la solucién y el simiente en los casos de 500, 1500 y 2000Gy, mientras
que se diluyé a la mitad el de 0 y 2000Gy con agua de dilucion y luego se le colocé el simiente. En todos

los casos se armaron duplicados, aunque en la tabla se detallan Unicamente los promedios.

Figura 21: Frascos de Winkler con las distintas soluciones para determinar su DBO.

Fue sumamente importante mantener la temperatura controlada en todo el ensayo, no sdlo
durante la incubacion, sino también en la medicién del OD, del cual depende fuertemente. El agua de
dilucion preparada con agua destilada hubo que airearla con agitacion mecanica para que llegara a los
valores aceptables de OD iniciales (7,03-7,64mg/L). Una vez concluidas las mediciones, se continud con

los célculos correspondientes.

36



CEATEN, diciembre 2019 Biog. Jerénimo H. Leberle

Volumen Volumen V.OIL.jmen Vol9men . OD T OD final | T final
Muestra Finel it Simiente | estandar | inicial inicial(*c) | (me/L) °C)
(mL) (mL) (mL) (mg/L)

Blanco - 300 - - 7,64 20,4 6,40 20,9
Simiente - 300 2 - 7,42 20,5 3,40 19,4
Gluc/Glut - 300 2 6 7,60 20,3 0,86 20,1

0Gy 150 300 2 - 7,44 19,7 2,92 21,3

500Gy 300 300 2 - 7,05 21,1 0,53 21,9

1000Gy 300 300 2 - 7,47 20,8 4,64 19,2

1500Gy 300 300 2 - 7,03 20,6 3,72 22,2

2000Gy 150 300 2 - 7,42 20,0 2,22 20,9

Tabla 9: Caracteristicas del armado de las soluciones de CV y sus caracteristicas.

El blanco tedricamente sdlo poseia agua de dilucion sin materia orgdnica y arrojé una diferencia
de OD de 1,24mg/L. Esto no es lo mas recomendable, porque es indicativo de que el agua que se utilizé
no es de buena calidad. Los valores debieron oscilar entre 0 y 0,2mg/L (Young, 2015). Algunas de estas
causas podrian haber sido arrastre de compuestos orgdnicos volatiles y material de vidrio no debidamente

limpio y se sugiere la limpieza con solucién sulfocromica y esterilizacion.

Por otro lado, puede observarse que la DBOs de las distintas muestras no presentaron grande
diferencias y todos fueron valore bastante bajos. Esto pudo deberse a que como la degradacion se hace
por parte de microorganismos presentes en el simiente y el CV no es biodegradable, éstos no fueron
capaces de eliminarlo completamente. De hecho, una vez finalizado el ensayo los frascos de Winkler

continuaban del mismo color violeta con el cual habian sido incubados los dias previos.

Seed Fraccion de .
ODi-ODf (mgS/Lz) depletion estandar o DBOs= {(czg:;gf IS ?
S.Vs (mg/L) | muestra (P)

Blanco 1,24 - - - -
Simiente 4,02 2,01 4,02 - -
Gluc/Glut 6,74 2,01 4,02 0,02 136,00

0Gy 4,52 2,01 4,02 0,5 1,00

500Gy 6,52 2,01 4,02 1 2,50

1000Gy 2,83 2,01 4,02 1 -1,19

1500Gy 3,31 2,01 4,02 1 -0,71

2000Gy 5,20 2,01 4,02 0,5 2,36

Tabla 10: Cdlculos y resultado de DBO para CV de 2,5mg/L irradiadas a distintas dosis.
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Los resultados que dieron negativo (1000 y 1500Gy) nos indicé la presencia de materia organica
en los frascos, como asi los microorganismos que fueron agregados a las muestras, consumiendo mayor

cantidad de oxigeno durante la incubacion.

Por ultimo, es importante concluir que la informacién que arroja la DBOs para efluentes con estas
caracteristicas es sélo acerca de su biodegradabilidad, pero no es dependiente de dosis (y
consecuentemente su concentracion). De todas maneras, este ensayo deberia volver a repetirse y
asegurar la correcta limpieza de los frascos, para eliminar cualquier residuo de materia orgdnica de

ensayos previos y evaluar si la calidad del agua es éptima para realizar estos ensayos.

DQO
En la siguiente figura se presenta la curva de calibracion para los viales de DQO, y que permitié
relacionar la Abs (420nm) con la DQO (mg0y/I):

160 -

y=-443,02x+239,52
R?=0,9981

=
o
s}

DQO (mg 02/1)
g8 8

0,15 02 025 03 035 04 045 05 0,55
Abs (420 nm)

Figura 22: Calibracion de DQO con estdndares de ftalato.

Se obtuvo una regresién lineal con pendiente negativa. La ecuacién correspondiente es:
DQO= -443,02mg/L x Abs+ 239,52mg/l; R’>= 0,9981 (Vogt, 2017)

El analisis se realizd sobre muestras de CV de una concentracion de 2,5mg/L, sin irradiar e
irradiada con dosis de 300, 800 y 2000Gy, siendo los valores medidos y calculados por la ecuacién como

se muestra a continuacion:
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Dosis (Gy) | Absorbancia| DQO (mg/L)
0 0,1376 178,6
300 0,1440 175,7
800 0,1552 170,8
2000 0,1711 163,7

Biog. Jerénimo H. Leberle

Tabla 11: DQO calculado a partir de la medicién de absorbancia a 420nm.

De los resultados obtenidos, se pudo observar que no hubo diferencia significativa entre las
distintas DQO a las diferentes dosis. Todos oscilaron entre valores de 178,6 y 163,7mg/L. Esto pudo

deberse a que, incluso cuando las moléculas de CV ya no se encontraban como tal en la solucidn

(corroborado por espectrofotometria UV-VIS), el compuesto pudo haberse transformado a otro que no

absorbiera a esas longitudes de onda. De todas maneras, no se logré la completa mineralizacién que seria

la degradacion a COy y H,0.

Aun asi, hay una leve disminucién de la DQO a medida que se incrementa la dosis. Esto puede

darse a que una fraccién (no muy considerable) si se transformd a carbono inorgdnico durante el proceso

de irradiacion.
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Figura 23: DQO en funcion de las dosis aplicadas a las soluciones de CV
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Conclusiones

En este trabajo se logré ensayar con dos contaminantes ambientales conocidos el farmaco
ciprofloxacina y el colorante cristal violeta. Los efluentes reales generalmente tienen concentraciones
mucho menores (en el orden de los pg/L) de dichos contaminantes, por lo que las dosis utilizadas durante
este trabajo serian adecuadas para su tratamiento y utilizar la irradiacion gamma como método
alternativo. Por otro lado, cabe destacar que los ensayos se focalizaron en las moléculas nombradas, pero
no se verific6 que no se hayan generado otras especies que ocasionen toxicidad en otro tipo de
organismos e incluso afecte la salud humana. Para ello deberia continuarse los estudios utilizando
equipos (GC-MS, HPLC, entre otros) que permitan identificar todos los productos de degradacidn quimica
gue sufre el compuesto cuando es sometido a irradiacidn, cuantificarlo y realizar los respectivos ensayos

toxicolégicos utilizando varios de modelos biolégicos de distintas caracteristicas y escalas evolutivas.

Cuando se utilizé la CIP en concentraciones de 5mg/L se observd que las radiaciones ionizantes,
no favorecen la reduccidn de la toxicidad al contrario la intensifican y generarian sustancias mas toxicas.
Posiblemente se podria usar como método complementario a los métodos tradicionales, pero esto se
deberia probar en investigaciones futuras. Por otro lado, cuando se analizé CIP 100mg/L se utilizaron
dosis de irradiacidn alta, entre 3kGy y 12kGy, estas dosis provocaron la formacion de sustancias que
colorearon la solucidn, lo que representa una desventaja para el tratamiento de este compuesto, ya que
la decoloracidn es uno de los objetivos principales. Esto no quiere decir que quiza utilizando dosis mayores
a las ya probadas esto no se pueda solucionar, pero es una buena alternativa para continuar investigando.
En este caso se deberia analizar cual es la especie que genera ese coloracién, mediante el uso de equipos

previamente mencionados y realizar ensayos combinados para eliminar el toxico en cuestion.

Con el pigmento CV, la radiacién elimina el color violeta intenso y eso es muy ventajoso, ya que
una de las caracteristicas mas indeseadas de este compuesto es su capacidad de colorear grandes
volumenes de agua, incluso en concentraciones muy bajas. Respecto a los ensayos toxicoldgicos, 2,5mg/L
de CV resulto ser muy téxico para D. magna y utilizando dosis de 2000Gy se observa 95% de la reduccién
de la toxicidad con respecto a la solucidn original sin irradiar. Cuando se utilizé C. vulgaris como modelo
bioldgico, se observa que a dosis creciente de radiacion (0, 300, 800 y 2000Gy) la toxicidad se redujo

notablemente.

Cuando se usé L. sativa como modelo bioldgico, no arrojo grandes resultados, puesto que no se
generd inhibicion de la longitud del hipocétilo y tampoco no se vio afectada la germinacidn respecto al
control. Por lo que se concluye que en estas condiciones, el CV no resulta toxico para L. sativa. En este
caso se puede sugerir realizar un ensayo crénico, para ver si a lo largo del ensayo no existe efectos
fitotdxicos en las muestra sin irradiar que en el ensayo agudo no se alcanzé a visualizar y ademas se podria

realizar el ensayo en completa oscuridad para evitar descartar una posible fotodegradacion del CV.

En referencia a la calidad del agua, la DQO determind que el CV aumenta la demanda de oxigeno
del efluente por ser una molécula organica capaz de oxidarse por completo por métodos quimicos. Asiy
todo, a medida que la dosis fue mayor la DQO disminuyd levemente, pero de todos modos no logro

degradarse completamente quedando especies remanentes en la solucion.
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La DBOs no arrojo resultados similares a DQO, de hecho fueron mucho menores, debido a que CV
no es biodegradable por microorganismos presentes en el simiente utilizado. Se puede decir por tanto
qgue la DBOs representa la cantidad de materia organica biodegradable y la DQO representa tanto la
materia orgdnica biodegradable como la no biodegradable. Mas alla de eso, quizas haya una variacién de
las dosis de irradiacion con respecto a la muestra no irradiada, para ello se puede sugerir realizar el ensayo
de DBOs nuevamente, ya que este ensayo no fue vdlido porque que los controles no dieron los valores
establecidos por la norma, ademas se deberia verificar la calidad del agua con la cual se realiza el ensayo

y limpiar los frascos winkler para evitar restos de materia organica provenientes de ensayos previos.

Como conclusion final podemos asegurar que con una dosis de 2000Gy, la radiacién gamma
reduce la toxicidad del CV para una concentracién de 2,5mg/L en microcrustaceos Daphnia Magna,
También se observd que para esa misma dosis, se redujo la toxicidad en un alga unicelular Chlorella

vulgaris. En este caso la radiacion gamma podria ser un tratamiento alternativo muy eficaz.

Respecto a CIP a una concentracion de 5mg/L y a una dosis de hasta 1500Gy, la radiacién gamma
no reduce su toxicidad sino aumenta para Daphnia magna y ademds colorea la solucidn. Esto no implica
gue esta tecnologia quede descartada, sino que se sugiere mayor investigacion en esta tematica para

poder complementar a los tratamientos convencionales.
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