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Resumen

Los contaminantes emergentes, como algunos productos farmacéuticos, representan una
preocupacion creciente debido a su persistencia en los cuerpos de agua y su potencial efecto
adverso sobre los organismos acuaticos. Estos agentes contaminantes pueden llegar a los
ecosistemas acuaticos a través de la descarga de agua residuales que contienen farmacos.
Entre los organismos que pueden ser afectados por estos compuestos estan las microalgas
gue son claves en las tramas troficas acuaticas. Por lo anterior, se ha propuestos el uso de
Procesos de Oxidacién Catalitica (POAs), basados en reacciones oxidativas que buscan
degradar contaminantes organicos recalcitrantes. Si bien en algunos casos los compuestos
son degradados aun existe desconocimiento si los productos de degradacion pudieran ser
mas toxicos que los originales.

Para ello, los bioensayos de toxicidad son herramientas que permiten determinar los efectos
tanto de agentes quimicos individuales y en mezclas complejas como los efluentes
industriales y/o domésticos. Uno de los mas comidnmente utilizados es el de inhibicién de
crecimiento en la microalga Selenastrum capricornutum, dada su sensibilidad y
representatividad ecoldgica.

Con elfin de evaluar el impacto del tratamiento fotocatalitico sobre la toxicidad del ibuprofeno,
se disefi6 un estudio en el que se aplico fotocatalisis heterogénea con dioxido de titanio (TiO;)
y radiacion UV-A, utilizando como organismo bioindicador a Selenastrum capricornutum. Se
establecié y mantuvo un cultivo de esta microalga y se validé el protocolo experimental
mediante la exposicion a dicromato de potasio como toéxico de referencia, obteniéndose un
valor de CEs, dentro del rango exigido por la norma NCh 2706 (0,40-1,30 mg/L).

La evaluacion toxicoldgica consistié en exponer S. capricornutum a distintas concentraciones
de ibuprofeno (10, 15, 20 y 30 mg/L), con y sin tratamiento fotocatalitico. Se calcularon la tasa
de crecimiento y el porcentaje de inhibicion celular, y los datos fueron analizados
estadisticamente mediante pruebas de Mann-Whitney U y ANOVA de un factor. En ambos
ensayos, el tratamiento fotocatalitico redujo significativamente la inhibicion del crecimiento
celular, observandose este efecto en todas las concentraciones evaluadas en el segundo
ensayo.

En conclusion, los resultados obtenidos muestran que la fotocatalisis heterogénea con TiO,
y luz UV-A no solo permite la degradacién del ibuprofeno en solucién, sino que también
contribuye a disminuir su toxicidad sobre organismos fotosintéticos como Selenastrum
capricornutum, lo que posiciona a la fotocatalisis como una alternativa prometedora para la
remocién de contaminantes emergentes, mientras que Selenastrum capricornutum actia
como organismo indicador para evaluar los posibles efectos ecotoxicoldgicos asociados al
tratamiento y al farmaco.
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1. Introduccidon

En la actualidad, el desafio ambiental enfrenta nuevas probleméticas y aristas que antes no
se habian considerado. Un ejemplo de ello son los contaminantes emergentes (CEs), también
denominados contaminantes de preocupacion emergente (CEC, por sus siglas en inglés).
Estos se definen como sustancias quimicas no detectadas previamente en el agua o
presentes en niveles inesperados. Incluyen productos farmacéuticos, productos de cuidado
personal, compuestos perfluoroalquilados y polifluoroalquilados (PFAS), surfactantes,
microorganismos, microplasticos y disruptores endocrinos, entre otros. A menudo no
regulados, estos contaminantes pueden encontrarse en aguas residuales, reutilizadas o
potables, y representan un desafio debido a su complejidad de medicion y a sus multiples
fuentes (EPA, 2024). Por su parte, Esplugas et al. (2007) identifican a los contaminantes
emergentes como sustancias no reguladas y asociadas a diversas problematicas
medioambientales. Ademas, destacan que la emision de estos contaminantes ha adquirido
una relevancia global significativa.

Dentro de los contaminantes emergentes, existen los llamados Productos Farmacéuticos y
de Cuidado Personal (PPCPs, por sus siglas en inglés), esta subcategoria de los CEs ha
recibido particular atencién debido a su uso extendido y liberacion al medioambiente. Estas
son sustancias utilizadas para la salud personal o razones cosméticas, asi como productos
empleados en la agroindustria para mejorar el crecimiento o la salud del ganado (Agencia
Espafnola de Medicamentos y Productos Sanitarios, 2024). Los PPCPs ingresan al medio
ambiente a través de diversas rutas, siendo las plantas de tratamiento de aguas residuales
(PTAR) una de las principales fuentes. Sin embargo, los métodos convencionales no eliminan
completamente estos contaminantes, lo que permite su presencia en cuerpos de agua en
concentraciones de ng/L a ug/L.

Otras rutas de entrada al ambiente incluyen procesos como la fabricacién de farmacos, la
aplicacion de biosélidos en suelos agricolas, la escorrentia superficial desde terrenos tratados
con lodos, y la lixiviacién de contaminantes desde vertederos. Ademas, los medicamentos
veterinarios utilizados en la agroindustria pueden ingresar a cuerpos de agua a través del
manejo de residuos animales, mientras que los productos de cuidado personal aplicados
externamente alcanzan los sistemas acuaticos mediante el desaglie de duchas, piscinas y
lavabos (Ebele et al., 2017).

La preocupaciéon aumenta con el impresionante crecimiento sostenido que el mercado
farmacéutico ha mostrado en los Ultimos afios, impulsado por avances tecnoldgicos y
cientificos, consolidandose como un pilar importante de la economia mundial. Segun
proyecciones, se espera que el mercado global de fabricacion farmacéutica crezca a una tasa
compuesta anual del 7,63% entre 2023 y 2030, alcanzando un valor de 929.900 millones de
ddlares en 2028. Un aspecto clave en este contexto es que, en 2022, las ventas directas al
publico, como en farmacias, representaron solo el 77,51% del mercado, impulsadas por el
aumento de la automedicacion y la popularidad de los medicamentos de venta libre como una
opcioén accesible y economica (Grand View Research, 2020). No solo los mercados
establecidos aportan en el acceso a medicamentos, la venta irregular de medicamentos



representa un problema de salud publica creciente, donde se estima que en Chile un 30% de
los medicamentos adquiridos en ferias libres o a través de redes sociales corresponden a
productos ilegales o sin control sanitario (Universidad de Chile, 2023). Esta situacion aumenta
la posibilidad de un consumo inadecuado y, en consecuencia, una mayor excrecion y
disposicion final de farmacos al medioambiente, potenciando la contaminacién de cuerpos de
agua.

1.1 Presencia y efectos de los PPCPs

Desde una perspectiva ecosistémica, la presencia persistente de PPCPs en cuerpos de agua
constituye una preocupacién ambiental creciente. Su uso inevitable y acelerado ha llevado a
su deteccion en diversos espacios, tales como, aguas fluviales, agua potable, suelos y
sedimentos, entre otros recursos hidricos en China (Xu et al., 2019).

En Sudéafrica Archer et al. (2017) investigaron el destino de los PPCPs y otros contaminantes
emergentes en una planta de tratamiento de aguas residuales, evaluando su presencia y
persistencia en aguas residuales y ambientales. El estudio confirmé la deteccién de 55
contaminantes emergentes (CEs) en el afluente, 41 en el efluente y 40 en aguas superficiales
localizados tanto aguas arriba como aguas abajo de la planta de tratamiento. Ademas,
identificaron que algunos farmacos pueden persistir en el ambiente y tener efectos
hormonales en organismos acuaticos. En el rio Elba, en Dresde-Hosterwitz Alemania, se
identificaron 54 PPCPs por encima del limite de cuantificacion, con concentraciones de hasta
1270 ng/L. La principal fuente de estos contaminantes son los efluentes de plantas de
tratamiento de aguas residuales, los cuales no logran eliminarlos completamente antes de su
descarga en cuerpos de agua (Adomat & Grischek, 2024).

Chile no es la excepcion a esta problematica. Al medir la concentracién acumulada de
diversos farmacos en 137 cuencas fluviales en el mundo, Santiago de Chile se ubica en el
percentil 60, alcanzando concentraciones de alrededor de 4000 ng/L (Wilkinson et al., 2022).
En el rio Biobio también se monitorearon tres localidades de la cuenca (Santa Béarbara, Los
Angeles y Concepcion), donde se identific y cuantifico la presencia de medicamentos en
diferentes etapas del tratamiento del agua en esta region. Obteniendo como resultado la
presencia de alrededor de 16 farmacos en las muestras referidas a las aguas servidas,
mientras que para el caso de las aguas destinadas a consumo humano los resultados fueron
positivos para dos farmacos, esto evidencia la efectividad parcial de los sistemas de
tratamiento existentes, pero simultdneamente la necesidad de regulaciones especificas para
abordar los contaminantes emergentes en el pais (Henriquez, 2012).

Los efectos ambientales de los PPCPs son diversos, se ha documentado que pudiesen
causar estrés oxidativo, cambios histoldgicos Yy citoldgicos, incluso inhibicién de hormonas y
enzimas en vertebrados. El fitoplancton y los invertebrados se consideran particularmente
sensibles a la toxicidad aguda de medicamentos, especialmente los analgésicos. También se
evidencia que, aunque los tratamientos actuales pueden reducir las concentraciones de
algunos contaminantes, ciertos compuestos bioactivos persisten en los efluentes. Estos
contaminantes presentes en aguas residuales representan un riesgo claro para los
ecosistemas de agua dulce, marina y terrestre (Cizmas et al., 2015).



Segun la base de datos de productos farmacéuticos en el medio ambiente recopilada por la
Agencia Federal de Medio Ambiente de Alemania (Umweltbundesamt, en adelante UBA,
2024), se han medido un total de 992 sustancias farmacéuticas diferentes (incluyendo
principios activos y productos de transformacion) en concentraciones superiores a los limites
de deteccion de los métodos analiticos empleados, revelando asi patrones regionales de
contaminacion.

Asimismo, una revision exhaustiva realizada por Torrente Villacampa (2023), basada en mas
de 100 estudios sobre la monitorizacion de medicamentos en aguas residuales —apoyada
por los datos de la UBA—, identific6 271 compuestos detectados al menos una vez, de los
cuales 47 son considerados peligrosos. Los cinco farmacos mas frecuentemente reportados
en estos estudios son: ciprofloxacino (38 estudios), sulfametoxazol (36), diclofenaco (34),
ibuprofeno (29) y trimetoprima (27). En este sentido, Cizmas et al. (2015) también identifica,
agrupa y resume los farmacos mas comunmente detectados en el medioambiente segln sus
categorias terapéuticas observado en la Figura 1.1.
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Figura 1.1 Farmacos frecuentemente detectados en el ambiente (Traducida de Cizmas et al., 2015).

En los ultimos afios, ademas de identificar los farmacos en cuerpos de aguas, numerosos
estudios han documentado sus efectos téxicos en organismos acudticos, evidenciando
impactos subletales y alteraciones fisiolégicas incluso a concentraciones ambientalmente
relevantes.

Por ejemplo, en estudios realizados bajo condiciones controladas de laboratorio (in vitro),
peces Argyrosomus regius expuestos a fluoxetina (0,3—-3 pg/L) durante 15 dias presentaron
dafio en el ADN hepatico, incremento en la peroxidacion lipidica e inhibicion de mecanismos
de desintoxicacion. Asimismo, el diclofenaco generé un aumento significativo en el dafo
genético y el estrés oxidativo, mientras que el propranolol indujo alteraciones bioquimicas



asociadas a la inhibicién de enzimas antioxidantes y mecanismos de defensa celular (Duarte
et al., 2020).

De forma similar, Sehonova et al. (2019) en un estudio realizado en condiciones de
laboratorio, reportaron que el pez cebra Danio rerio mostr6 alteraciones en su
comportamiento natatorio tras la exposicion a sertralina en un rango de 0,1 a 1000 pg/L, lo
gue podria comprometer su capacidad de alimentacion o evasién de depredadores. Aunque
estos efectos se evidenciaron principalmente a altas concentraciones, el estudio revel6 que
la expresion de ARNm asociada a rutas neurolégicas y de estrés celular se vio
significativamente alterada incluso en concentraciones ambientalmente relevantes (niveles
bajos). En otro estudio, embriones de Danio rerio expuestos a venlafaxina mostraron
despigmentacion y deformidades espinales a concentraciones entre 16 y 10.000 ng/L
(Rodrigues et al., 2020).

En niveles tréficos mas bajos, Daphnia magna expuesta a citalopram (10 ug/L) en condiciones
de laboratorio (in vitro) mostré una disminucion significativa en su actividad de nado, asi como
evidencia de estrés oxidativo. Evaluaron especificamente cémo las caracteristicas del
sedimento suspendido influyen en la biodisponibilidad del farmaco. Aunque esta disminuy6
con mayores contenidos de carbono organico y sedimento fino, los efectos bioldgicos se
mantuvieron, lo que demuestra que la toxicidad no depende Unicamente de la carga corporal
del compuesto, sino también de su interaccion con la matriz ambiental (Yang et al., 2018).

En el caso de microalgas, Xie et al. (2022) evaluaron la toxicidad de fluoxetina (FLX) sobre
Chlorella pyrenoidosa en laboratorio (in vitro), observando una notable sensibilidad de esta
especie. Durante los primeros dias de exposicion (hasta 4 dias), se registraron disminuciones
significativas en la eficiencia fotosintética (valores de Fv/Fm e Y(ll)), en los contenidos de
pigmentos, y un aumento en el estrés oxidativo medido mediante niveles elevados de MDA
(contenido de malondialdehido).

Por otro lado, Hernandez-Zamora et al. (2025) estudiaron los efectos del diclofenaco sobre la
microalga Pseudokirchneriella subcapitata en laboratorio (in vitro), reportando una ECs, de
16.57 mg/L y una inhibicién celular a partir de los 6.25 mg/L en las primeras 72 h. Ademas
del efecto sobre el crecimiento, el diclofenaco provocé alteraciones en la produccion de
pigmentos fotosintéticos (clorofilas y carotenoides), y en los niveles de proteinas y lipidos
celulares, lo que sugiere un impacto negativo en los procesos metabdlicos y fotosintéticos de
esta especie. Los resultados de estas investigaciones evidencian la sensibilidad de las
microalgas frente a contaminantes emergentes como farmacos antiinflamatorio no esteroideo
(AINES).

1.2. Ibuprofeno

Entre los farmacos mas utilizados en el mundo se encuentran los antiinflamatorios no
esteroideos (AINES), dentro de los cuales el ibuprofeno (IBU) destaca por ser generalmente
prescrito para curar la fiebre, la inflamacion, el dolor o lesiones menores y su consumo
mundial es de aproximadamente 200 toneladas por afio (Farhadi et al., 2020).

El ibuprofeno es un AINEs ampliamente utilizado a nivel mundial debido a sus propiedades
antiinflamatorias, analgésicas y antipiréticas. Es considerado un medicamento de amplio
espectro o “todoterreno”, eficaz frente a una variedad de afecciones comunes como dolores
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de cabeza, musculares y fiebre. Su combinacién de eficacia terapéutica y bajo riesgo relativo
de efectos adversos en comparacion con otros AINE ha favorecido su alta disponibilidad tanto
bajo prescripcibn médica como en la automedicacion, consolidandolo como uno de los
farmacos mas consumidos a nivel global (Salud Militar, 2020).

Debido a que es ampliamente utilizado para tratar afecciones comunes en la poblacién, logra
un elevado consumo mundial, lo cual se refleja en proyecciones de mercado, donde se estima
gue el mercado global de ibuprofeno alcanzara los 0,12 mil millones de dolares en 2032,
creciendo a una tasa anual compuesta de 2,7% durante el periodo 2024-2032 (Business
Research Insights, 2024).

Desde el punto de vista fisicoquimico, el ibuprofeno presenta una solubilidad moderada en
agua (aproximadamente 21 mg/L a 25°C) y una constante de disociacion acida (pKa) de
alrededor de 4,9, caracteristicas que lo clasifican como un compuesto ligeramente acido. Su
estructura molecular incluye un grupo carboxilo que le confiere cierta naturaleza anfipatica, lo
gue influye en su comportamiento en medios acuaticos. Ademas, posee un coeficiente de
reparto octanol-agua (log Kow) de aproximadamente 3,97, lo cual indica una tendencia
moderada a la bioacumulacién, aunque este potencial puede variar en funcién de si se
encuentra en forma ionizada, dependiendo del pH ambiental (Avdeef, 2001; PubChem, s.f.).
Estas propiedades condicionan su persistencia, movilidad y distribucion en matrices
ambientales como aguas superficiales y sedimentos. La Figura 1.2 muestra la estructura
guimica del ibuprofeno, cuya formula molecular es C13H;50,, su estructura incluye un grupo
carboxilo (~COOH) y un anillo aromatico sustituido.

Figura 1.2 Estructura quimica del ibuprofeno. (PubChem (s.f.)).

Jan-Roblero & Cruz-Maya (2023) destacan que el ibuprofeno se ha convertido en uno de los
contaminantes emergentes mas persistentes. Su uso masivo, junto a su limitada capacidad
de degradacién ambiental, ha facilitado su constante presencia en diversos ecosistemas. La
Figura 1.3 ilustra las principales rutas mediante las cuales el ibuprofeno, tanto en su forma
original o a través de sus metabolitos (subproductos), ingresa al ambiente. Procedente de
hogares, hospitales, industrias o incluso uso veterinario, llega a cuerpos de agua y suelos a
través de excreciones, desechos sélidos o aguas residuales. Durante su transito por plantas



de tratamiento, puede transformarse en compuestos aln mas tdxicos, como 1-
hidroxibuprofeno, 2-hidroxibuprofeno, 3-hidroxibuprofeno, carboxibuprofeno y &cido
carboxihidratropico, los que eventualmente terminan acumulandose en el medio ambiente.

1-hidroxibuprofens, 2-hidroxibuprofens,
3-hidrexibuprofeno, carboxibuprofeno,
Hospitales icido carboxihidratrépico

Conjugaciin con glutatidn, dcido glucurdnico o sulfatos
Ibuprofens

Fabricas —omovu-u-uu-u———p  Aguas residuales

l

Tratamiento de aguas

|

1-(4-isobutilfenil)-1-etanaol, 4-isobutilbenzaldehido,

2-[4-(1-hidrociisabutil)fenil) propidnico,
/ 1-etil-4-[1-hidroxi)isobutilbenceno, 4-etilbenzaldehido, 4-etilfenol
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Basura e Cagag

Téxicos al amblente

Figura 1.3 Vias de entrada del ibuprofeno al medio ambiente. El ibuprofeno llega al suelo o a cuerpos de agua
desde diferentes fuentes, como hospitales, fabricas, animales y hogares. (Traducida de Jan-Roblero & Cruz-
Maya, 2023).

En el norte de Portugal, se llevo a cabo un estudio pionero que monitored la presencia de
ibuprofeno en distintas matrices hidricas, incluyendo aguas superficiales, lixiviados de
vertederos, efluentes hospitalarios y aguas residuales tratadas. Se detectaron
concentraciones maximas de 723 ng/L en aguas superficiales del rio Lima, 3.868 ng/L en
efluentes hospitalarios, 616 ng/L en efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales,
y hasta 48.720 ng/L en lixiviados de vertederos (Paiga et al., 2012).

En Espafia, Ferrando-Climent et al. (2012) evaluaron la presencia de farmacos en la cuenca
del rio Ebro, analizando muestras en 17 estaciones de tratamiento de aguas residuales y en
aguas superficiales. El ibuprofeno fue uno de los contaminantes mas comdnmente
detectados, con concentraciones de hasta 1.160 ng/L en efluentes.

Del mismo modo, en un monitoreo realizado en el rio Noyyal (India), Praveen et al. (2021)
detectaron la presencia de diversos farmacos, incluido el ibuprofeno, en maltiples estaciones
de muestreo. Las concentraciones de este compuesto alcanzaron hasta 1.387 ng/L, siendo
mas frecuentes en zonas cercanas a descargas urbanas e industriales. Este hallazgo refuerza
la evidencia sobre la persistencia del ibuprofeno en ambientes acuaticos impactados por
actividades antropogénicas. Tales concentraciones reflejan no solo su uso masivo, sino
también su liberacion continua al medio ambiente, especialmente a través de los efluentes
provenientes de plantas de tratamiento de aguas residuales.

Ante este escenario, surge una creciente preocupacion respecto a los efectos que estas
concentraciones podrian generar en los ecosistemas acuaticos. Diversos estudios han
documentado impactos negativos incluso a niveles ambientalmente relevantes. Por ejemplo,
en peces se ha demostrado que el ibuprofeno puede inducir efectos genotéxicos. En un
estudio realizado con Oreochromis niloticus, la exposicion a 300 ng/L, una concentracion



tipica de efluentes tratados, provocé un aumento significativo en la frecuencia de
micronucleos en células sanguineas, tanto bajo condiciones agudas (48 horas) como
subcronicas (10 dias), siendo esta ultima la mas afectada. Estos resultados indican que la
genotoxicidad del ibuprofeno se intensifica con el tiempo de exposicion, y refuerzan la
necesidad de considerar los efectos a largo plazo en las evaluaciones de riesgo ambiental de
este compuesto (Ragugnetti et al., 2011).

Por otro lado, se ha observado efectos toxicos del ibuprofeno sobre microalgas, organismos
clave en la base de las redes tréficas acuaticas. Ramos Farifia, (2015) en estudios de
toxicidad aguda con Scenedesmus quadricauda expuesta a este compuesto, presenta una
inhibicién significativa del crecimiento celular a concentraciones iguales o superiores a 200
mg/L, con una ICs, de 364,75 mg/L. Esta exposicion también provoco una disminucion en
pigmentos fotosintéticos y en la actividad celular, ademas de cambios morfologicos evidentes,
como pérdida de estructura cenobial y de coloracion. De forma similar, Pseudokirchneriella
subcapitata mostré una Cl,o-72h de 12.7 mg/L al ibuprofeno, confirmando su sensibilidad a
este AINE (Moraga & Gaete, 2024). Ambos estudios refuerzan la preocupacion sobre los
efectos ecotoxicolégicos del ibuprofeno, especialmente en organismos fotosintéticos
acuaticos.

Como podemos observar, diversas investigaciones han demostrado que las plantas de
tratamiento de aguas residuales (PTAs) convencionales presentan una eficiencia limitada en
la remocién de compuestos farmacéuticos, como el ibuprofeno, debido a que estos no fueron
disefiados para eliminar contaminantes organicos de baja biodegradabilidad y alta
persistencia. Estudios como los de Mella (2022) y Caimanque (2024) evidencian que, aunque
los tratamientos biolégicos convencionales pueden reducir parcialmente la carga de estos
contaminantes, una fraccion significativa permanece en el efluente tratado, contribuyendo a
su acumulacién en cuerpos receptores. Esta situacion se ve agravada por la constante
liberacion de farmacos al medioambiente, proveniente de excreciones humanas y animales,
vertidos hospitalarios e industriales, los cuales no son completamente degradados en los
procesos actuales.

En este contexto, han surgido diversas alternativas orientadas a la disminucion de
compuestos contaminantes en medios acuaticos. Entre ellas, los Procesos de Oxidacién
Avanzada (POAs) han recibido especial atencion debido a su capacidad para degradar
eficientemente contaminantes organicos persistentes antes de su descarga final.

1.3. Procesos de Oxidacion Catalitica (POAS)

Los POAs son metodologias donde se acelera la conversién de reactivos a productos en
presencia de un catalizador. Este proceso es crucial en aplicaciones industriales y
medioambientales, ya que permite transformar compuestos nocivos en sustancias menos
perjudiciales, reduciendo asi el impacto ambiental asociado (StudySmarter, s.f.).

Los POAs se caracterizan por la generacion de especies altamente reactivas, como los
radicales hidroxilos (*OH), capaces de degradar compuestos organicos recalcitrantes
presentes en el agua. Como sefiala Giwa et al. (2021), el uso de catalizadores permite mejorar
la eficiencia de procesos como la ozonizacion o la activacion de peroxido de hidrégeno,
optimizando la degradacion de contaminantes y reduciendo costos energéticos.



Diversos POAs han sido investigados como estrategias efectivas para la degradacion de
contaminantes farmacéuticos en aguas residuales. Algunos de ellos son, la fotocatalisis
heterogénea que destaca por su eficiencia y bajo costo, aunque sufre limitaciones por la baja
absorcion en el espectro visible. La ozonizacién, por su parte, es altamente eficaz y rapida,
pero es propensa a generar subproductos no deseados y presenta altos costos
operacionales. Otros procesos como la oxidacién Fenton (basada en perdxido de hidrégeno
y sales de hierro) ofrecen buenas tasas de eliminaciéon a pH controlado, mientras que la
fotolisis UV directa es menos eficaz cuando se aplica sola. En este sentido, la combinacién
de técnicas, como UV/H,O, o TiO,/ozono, han demostrado sinergias que mejoran
significativamente la remocion de farmacos persistentes como el diclofenaco, la
carbamazepina y el ibuprofeno, el POA mas adecuado dependera de las caracteristicas del
contaminante, la matriz del agua y las condiciones operacionales. (Waris & Farooqi, 2024).

En particular, un método que ha cobrado particular interés es la fotocatalisis heterogénea, la
cual se ha posicionado como una técnica prometedora. Este proceso emplea un
semiconductor, generalmente diéxido de titanio (TiO,), activado por luz ultravioleta. Al ser
irradiado con luz de energia adecuada, el TiO, genera pares electron-hueco (e /h*), los cuales
reaccionan con especies presentes en el medio (como H,O y OH") para formar radicales
hidroxilo (*OH), responsables de la oxidacion de los contaminantes. Este mecanismo
fotoinducido, catalizado por un material estable, convierte a la fotocatalisis en una tecnologia
amigable con el medio ambiente y eficaz para la degradacion de una amplia gama de
compuestos organicos (Albarran & Mendoza, 2022). El mecanismo se ilustra en la Figura 1.4.

Fotocatalisis
Formacion del radical OH.

Ti0, + hu(UV) = Ti0, (h}y + ezc)
Ti0, (h%y,) + H,0 - H™ = Ti0, + H* + OH~
TiO,(hfy) + OH™ - 'OH

Figura 1.4 Mecanismo de reaccion foto-inducida con TiO2 y UV. (Albarran & Mendoza, 2022)

Estos procesos han demostrado altas tasas de degradacion y una notable efectividad en
matrices acuosas. Por ejemplo, Cabrera et al. (2021) mostraron que el uso de di6xido de
titanio (TiO;) activado por luz UV permite eliminar contaminantes emergentes con eficiencias
superiores al 90% bajo condiciones controladas. Ademas, destacan que la integracién de
POAs, como la fotocatalisis heterogénea, con tratamientos convencionales puede mejorar
significativamente la calidad del agua tratada, especialmente al abordar contaminantes que
no son removidos eficazmente en los sistemas actuales.

En esta linea, Mella (2022) logré una remocién del 99% de ciprofloxacino y del 96% de
moxifloxacino mediante irradiacion con luz UV-A sobre TiO, durante seis horas. Ademas, se
evidencié que los procesos combinados, como la adsorcion—fotélisis y la adsorcion—
fotocatalisis aplicadas a soluciones acuosas de ambos antibidticos, permiten alcanzar
degradaciones superiores al 88% y 91%, respectivamente. El sistema mas eficiente fue la
adsorcion—fotélisis con carboén activado, alcanzando un factor de remocion de 0,99.



Por su parte, Mohamed et al. (2018) reportaron que la fotodegradacion completa de
ibuprofeno, naproxeno vy cetirizina requirié 120, 40 y 25 minutos, respectivamente, utilizando
una membrana de nanofibras PAN-MWCNT/TiO,—NH,, cuya eficiencia se mantuvo estable
durante los ensayos. Estos resultados refuerzan el potencial de la fotocatdlisis como
estrategia para remover contaminantes farmacéuticos resistentes a tratamientos
convencionales. Estos resultados refuerzan el potencial de las tecnologias basadas en
fotocatalisis para el tratamiento de aguas residuales, pero también resaltan la necesidad de
evaluar la toxicidad residual tras la remocién de farmacos, con el fin de garantizar la inocuidad
ambiental del efluente tratado

Especificamente en el caso del ibuprofeno, Jan-Roblero y Cruz-Maya (2023) advierten que,
aunque algunos estudios sugieren que ciertos productos intermedios podrian ser menos
toxicos que el compuesto original, existe evidencia de que varios metabolitos pueden persistir
en el ambiente, bioacumularse e incluso generar efectos adversos comparables o superiores
al propio ibuprofeno. Parte del farmaco o sus conjugados (con glutatién, acido glucurénico o
sulfatos) puede hidrolizarse, liberando nuevamente ibuprofeno activo. Ademas, procesos
como la cloracibn pueden generar compuestos aun mas toxicos, incluyendo 1-
hidroxiibuprofeno,  2-hidroxiibuprofeno, 3-hidroxiibuprofeno, carboxiibuprofeno, &cido
carboxihidratropoico, 1-(4-isobutilfenil)-1-etanol, 4-isobutilbenzaldehido, 2-[4-(1-
hidroxiisobutil)fenil]propiénico, 1-etil-4-(1-hidroxi)isobutilbenceno, 4-etilbenzaldehido y 4-
etilfenol. Estos productos secundarios tienden a acumularse en suelos y cuerpos de agua,
elevando el riesgo ecolbgico asociado a este contaminante emergente.

En este sentido, resulta esencial complementar los estudios de degradacion con bioensayos
gue evalten el impacto ecoldgico real de los contaminantes y sus metabolitos. Como lo
destaca Ferrando-Climent et al. (2012), el ibuprofeno y otros farmacos comunmente
presentes en aguas residuales pueden formar productos de transformacion que persisten en
el ambiente y, en algunos casos, pueden presentar una toxicidad comparable o incluso
superior al compuesto original

1.4. Bioensayo de toxicidad

Las pruebas de toxicidad se usan para evaluar los efectos adversos de un compuesto quimico
sobre organismos vivos bajo condiciones estandarizadas y reproducibles, lo que permite
comparaciones con otros compuestos quimicos o especies evaluadas. En este sentido, los
organismos acuaticos mas adecuados aplicados a este proyecto seran las microalgas ya que
son parte del primer eslabdn de la cadena tréfica en los sistemas acuaticos. Particularmente,
se ha verificado la sensibilidad del fitoplancton a los efluentes industriales y ha demostrado
ser una herramienta valida en el monitoreo y control de los programas de reduccién de
toxicidad, considerandose un indicador primario de contaminacién (Bafana et al., 2011). La
microalga Selenastrum capricornutum es sensible a sustancias toxicas y por ello se utiliza en
pruebas de toxicidad acuaticas. Este organismo ha sido ampliamente recomendado por
diferentes agencias reguladoras del medio ambiente por mostrar alta y constante sensibilidad
a toxicos, alta disponibilidad, estabilidad genética, uniformidad en las poblaciones,
representatividad del nivel tréfico y es de facil cultivo (EPA, 1994; OECD 1984, ISO, 1989;
APHA, 1998). Ademas, es relevante mencionar que los estudios sobre algas analizan los
efectos sobre el "crecimiento de la poblacion”, que no son efectos sobre organismos



individuales, sino, a nivel de grupo, dando relevancia a la respuesta en su comportamiento
como grupo social (Stoczynska et al., 2023).

Estudios recientes han demostrado que este tipo de estudios evidencian como diversos
farmacos presentes en el ambiente pueden generar efectos toxicos subletales en organismos
vegetales y algas. Pino et al. (2016) evaluaron la fitotoxicidad de 15 farmacos comunes sobre
la germinacion de Lactuca sativa y la fotosintesis de Chlamydomonas reinhardtii. Aunque la
germinacion de semillas mostrd baja sensibilidad (inhibicion <12 % incluso a 1000 mg-L™),
se observaron efectos significativos sobre el crecimiento de la radicula e hipocdtilo,
especialmente con propranolol, diclofenaco y acido salicilico, con valores de CEs, inferiores
a 1000 mg-L™. En el caso de C. reinhardtii, se registrd una disminucion en el rendimiento
fotosintético, siendo el &cido salicilico el compuesto mas toxico, seguido de ibuprofeno y
paracetamol. Estos hallazgos evidencian la necesidad de estudiar no solo la presencia de
estos contaminantes en aguas residuales, sino también su impacto ecolégico a nivel tréfico
primario.

La microalga Pseudokirchneriella subcapitata ha sido ampliamente utilizada en estudios
ecotoxicolégicos debido a su sensibilidad a diversos contaminantes acuaticos. Aunque
muchos ensayos se enfocan en sustancias especificas como farmacos o pesticidas, también
se ha demostrado su utilidad frente a matrices ambientales complejas. Por ejemplo, Huarachi-
Olivera et al. (2019) evaluaron la toxicidad del agua del rio Majes, contaminada con metales
(Al, Fe y Mn) y materia organica, observando una inhibicién significativa del crecimiento algal,
con valores de CEsq entre 57,4% y 60,7% de dilucion. Este tipo de estudios refuerzan el valor
de P. subcapitata como bioindicador eficaz en ambientes expuestos a multiples presiones
antropicas, como es el caso de cuerpos receptores de aguas residuales donde también
pueden encontrarse contaminantes emergentes como los farmacos.
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2. Problema

La presencia de productos farmacéuticos en el medio acuatico se ha convertido en una
preocupacion ambiental relevante debido a su persistencia y potencial toxicidad para los
organismos que habitan los ecosistemas acuaticos. Estos compuestos ingresan al ambiente
principalmente a través de la excrecion humana, la eliminacién inadecuada de medicamentos
no utilizados y su aplicacion en la agroindustria. Como resultado, se han detectado diversas
concentraciones de farmacos en aguas superficiales y subterraneas, con una fuerte relacién
con los efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR). Sin embargo,
muchos de estos contaminantes no son completamente eliminados en los tratamientos
convencionales, permitiendo su acumulacién y afectacion a los ecosistemas acuéaticos.

Los farmacos han sido clasificados como contaminantes emergentes que pueden alterar el
equilibrio ecoldgico de cuerpos de agua, impactando especialmente a los productores
primarios, como las microalgas. Dado que estos organismos son la base de la cadena trofica
acuédtica, cualquier alteracion en su desarrollo y funcién puede repercutir en los niveles
troficos superiores. En respuesta a esta problematica, se han investigado tratamientos
avanzados como la fotocatalisis heterogénea para la degradacion de estos compuestos. No
obstante, si bien este método es prometedor, existe la posibilidad de que los productos
resultantes de la degradacion sean mas toxicos que el compuesto original, lo que genera
incertidumbre sobre su efectividad ambiental.

En este contexto, se desconoce el impacto que tiene la fotocatélisis heterogénea sobre la
toxicidad de ibuprofeno en organismos acuaticos. Por ello, es fundamental evaluar no solo la
eficiencia del proceso en la eliminacion de estos compuestos, sino también sus efectos en la
toxicidad residual mediante bioensayos con microalgas. Esta informacion, permitira también
determinar el riesgo ecoldgico de este tipo de compuestos en los ecosistemas acuaticos
continentales de agua dulce.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo general
Evaluar el efecto de la fotocatdlisis heterogénea sobre la toxicidad del Ibuprofeno, a través
de la tasa de crecimiento poblacional de la microalga de agua dulce Selenastrum
capricornutum.

3.2. Objetivos especificos

1. Implementar el bioensayo de toxicidad con la microalga de agua dulce Selenastrum
capricornutum, mediante el téxico de referencia.
2. Determinar el efecto del ibuprofeno sobre la microalga S.capricornutum, luego de ser

irradiado en presencia de TiO,.
3. Analizar el efecto de ibuprofeno con y sin tratamiento fotocatalitico sobre la microalga

S. capricornutum.
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4. Materiales y Métodos

El desarrollo experimental requirié el uso de diversos instrumentos, equipos y materiales de
laboratorio. Para garantizar condiciones asépticas durante la manipulacion de soluciones y
cultivos, las actividades se realizaron dentro de una cabina de bioseguridad de flujo laminar.

La evaluacion de la densidad celular de Selenastrum capricornutum se llevé a cabo mediante
dos métodos: (i) conteo directo en camara de Neubauer (marca Improved Hirschmannlab),
apoyado por observacion en microscopio 6ptico Euromex BioBlue.Lab, modelo BB.4260; y
(i) espectrofotometria, utilizando mediciones de absorbancia Optica para estimar
indirectamente la concentracion celular.

Para la preparacion de soluciones y medios de cultivo se utilizé vidrieria estandar de
laboratorio: matraces Erlenmeyer y aforados, pipetas, micropipetas con sus respectivas
puntas, y frascos de vidrio tipo Schott. Todo el material fue previamente esterilizado en
autoclave (calor humedo) vertical, tipo de puerta manual, con una capacidad de 150 litros,
operado a una presioén de trabajo de 0,217 MPa (aproximadamente 2,17 atm), la esterilizacion
se realiza durante 20 minutos a 121 °C.

Para la etapa de exposicion a radiacion, se empled una camara especialmente acondicionada
del Laboratorio de Fotoquimica de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Valparaiso,
equipada con seis tubos LED Philips TL-D 18W ACTINIC BL (UV-A). La incubacion de los
bioensayos se realiz6é en una camara de luz con tres tubos LED T8 Glasstube de 9W (6000 K,
800 lumenes por tubo), ubicada en el Laboratorio de Ecotoxicologia de la misma casa de
estudios.

Finalmente, para la remocién del diéxido de titanio (TiO,) posterior al tratamiento
fotocatalitico, las muestras fueron filtradas utilizando filtros de jeringa estériles de membrana
de acetato de celulosa (CA) con poro de 0,45 um, lo que permitié separar eficientemente las
particulas de TiO, sin alterar la composicion liquida para los analisis posteriores.

4.1. Reactivos y productos quimicos

En cuanto a los reactivos utilizados, se emplearon cinco soluciones stock para la preparacion
del medio de cultivo, todas formuladas con reactivos de grado analitico (NCh 2706 Of 2002).
El farmaco modelo seleccionado fue ibuprofeno (acido 2-[4-(2-metilpropil)fenil]propanoico),
provisto por la marca Rutter, y su disolucién se facilitd mediante etanol absoluto (99,9 %)
como cosolvente. Como téxico de referencia se utilizé dicromato de potasio (K,Cr,0,) para
validar la sensibilidad del bioensayo, mientras que el tratamiento de las soluciones
contaminadas se efectud utilizando diéxido de titanio (TiO,) en fase anatasa, con tamafo de
particula inferior a 25 nm.

4.2. Organismo seleccionado

Los bioensayos fueron realizados con Selenastrum capricornutum, una microalga
ampliamente utilizada como indicador de calidad de agua desde la década de 1950, debido
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a su fécil cultivo, répido crecimiento, sensibilidad a los toxicos, representatividad en el medio
acuatico y caracteristicas morfolégicas estables bajo condiciones controladas (Instituto
Nacional de Normalizacién, 2002). Las poblaciones iniciales de microalgas utilizadas en el
presente estudio provienen de cultivos del laboratorio de Ficologia del Depto. de Botanica de
la Facultad de Ciencias Naturales y Oceanogréficas de la Universidad de Concepcion.

La Figura 4.1 corresponde a una imagen microscopica tomada durante este estudio, que
muestra las microalgas Selenastrum capricornutum utilizadas en los bioensayos.

Figura 4.1 Selenastrum capricornutum observada mediante microscopia 6ptica (Laboratorio de Ecotoxicologia,
Universidad de Valparaiso).

4.3. Cultivo inicial de Selenastrum capricornutum

Para establecer el cultivo inicial de Selenastrum capricornutum y evaluar su respuesta al
dicromato de potasio como compuesto toxico de referencia y posteriormente al ibuprofeno,
se siguieron los parametros establecidos en la norma NCh 2706 Of 2002, Calidad de agua
Bioensayo de inhibicion de crecimiento de algas en agua dulce con Selenastrum
capricornutum (Raphidocelis subcapitata). Este protocolo fue adaptado a los recursos
disponibles y las caracteristicas del Laboratorio de Ecotoxicologia de la Escuela de Ingenieria
en Medioambiente de la Universidad de Valparaiso.

4.3.1. Medio de cultivo

El medio de cultivo se construyé en base a lo estipulado en la NCh 2706 Of. 2002, a partir de
5 soluciones stock compuestas de acuerdo con lo indicado en la norma. Tanto las soluciones
stock como el material de vidrio utilizado en los ensayos fueron sometidos a una esterilizacion
realizada durante 20 minutos a 121 °C, con el objetivo de garantizar la eliminacion de posibles
contaminantes microbiologicos. Posteriormente, las soluciones fueron almacenadas en
condiciones estériles hasta su uso.
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A partir de estas soluciones se construyo el medio de cultivo en dos matraces de 500mL
donde se extrajo 2500 uL (2,5 mL) de solucion stock 1 y 500 uL (0,5 mL) de las soluciones
stock de la 2 a la 5. Se utiliz6 una micropipeta y una pipeta graduada para la cuantificacion
de los volimenes. Como resultado, se obtuvo un medio final con las concentraciones
indicadas en la Tabla 4.1, correspondiente a los nutrientes requeridos por Selenastrum
capricornutum segun la NCh 2706 Of. 2002.

Tabla 4.1 Concentraciones de nutrientes en medio de cultivo final para Selenastrum capricornutum (NCh 2706

Of 2002).
Nutriente Concentracion fi_nal en medio
de cultivo
Solucion stock 1: macronutrientes (mg/L)
NaNO; 127,5
K, HPO, 5,22
Solucion stock 2: macronutrientes (mg/L)
MgCl, -6 H, O 12,16
CaCl, -2H, O 4,41
MgSO, -7 H, O 14,7
Solucion stock 3: Fe — EDTA (ug/L)
FeCl; -6 H, O 160
Na, EDTA:2H, O 300
Solucién stock 4: Elementos traza (ug/L)
H; BO; 185,5
MnCl; -4 H, O 415,6
ZnCl, 3,27
CoCl, -6 H, O 1,43
CuCl, -2 H, 0,012
Na, MoO, -2 H, O 0,71
Na, SeO, 2,39
Solucién stock 5: NaHCO3z; (mg/L)
NaHCO, | 15
4.3.2. Preparacién del cultivo inicial

El cultivo inicial de Selenastrum capricornutum se establecié a partir de microalgas
previamente conservadas en refrigeracion. Para su reactivacion y crecimiento, se procedio a
su traslado y siembra en medio de cultivo estéril, siguiendo las condiciones establecidas en
la norma NCh 2706.

En un matraz Erlenmeyer de 125 mL, bajo condiciones estériles en campana de flujo laminar,
se adicionaron 50 mL de medio de cultivo previamente preparado y esterilizado.
Posteriormente, se inocul6 1 mL de la suspensién de microalgas provenientes del stock
refrigerado. El cultivo fue mantenido en condiciones controladas iluminadas artificialmente
bajo un sistema compuesto por tres tubos T8 LED Glasstube de 9W, con una temperatura de
color de 6000°K y una intensidad luminosa de 800 lumenes para favorecer su crecimiento y
adaptacion al medio.

15



4.4. Disefio experimental bioensayo con toxico de referencia
(K2Cr;07)
Siguiendo la metodologia descrita en la norma NCh 2706, se realiz6 un ensayo de toxicidad
utilizando dicromato de potasio (K,Cr,0O,) como compuesto téxico de referencia.
4.4.1. Preparacion de la solucion stock de K,Cr,0,

Se prepard una solucion con una concentracion de 100 mg/L de dicromato de potasio,
disolviendo 0,0105 g (masado en balanza analitica) del compuesto en 100 mL de agua
destilada, asegurando una correcta solubilizacion mediante agitacion.

4.4.2. Preparacion de los bioensayos

Se prepararon cinco matraces Erlenmeyer de 125 mL, en los cuales se adicioné medio de
cultivo estéril, el in6culo de microalgas y diferentes concentraciones del toxico de referencia.
Para lograr las concentraciones necesarias en cada ensayo, se realizaron los siguientes
calculos.

Para 0,15 mg/L de K;Cr;0O:
50ml - 0,15 29

L
100

g =0,075ml = 75ul

L

Para 0,5 mg/L de K;Cr,;0O:
50ml - 0,5 24

L
100

mg =0,25ml = 250ulL

L

Para 2 mg/L de K;Cr,0:
50 ml -2 %
mg
100 I

=1ml = 1000 uL

Obteniendo la siguiente distribucién para cada ensayo:
Control (B): 1 mL del cultivo inicial + aforo a 50 mL de medio de cultivo
Tratamientos con K,Cr;0O5:

T2 (0,15 mg/L de K;Cr;0,): 0,075 mL de la soluciéon stock + 1 mL del cultivo inicial
(microalgas) + aforo a 50 mL con medio de cultivo

T3 (0,5 mg/L de K;Cr,05): 0,25 mL de la solucion stock + 1 mL del cultivo inicial (microalgas)
+ aforo a 50 mL con medio de cultivo

T4 (2 mg/L de K;Cr;0,): 1 mL de la solucién stock + 1 mL del cultivo inicial (microalgas) +
aforo a 50 mL con medio de cultivo

Todos los tratamientos fueron mantenidos bajo las mismas condiciones de iluminacion y
agitacion que el cultivo inicial, hasta el cuarto dia cuando ya se cumplieron las 96h de
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exposicion, tiempo que define la NCh 2706 Of 2002 para el conteo de concentracion celular
y se ademas se obtuvo signos visibles de crecimiento, como el cambio de color del medio a
un tono verdoso.

4.5. Disefio experimental bioensayos con lbuprofeno

La evaluacion del efecto toxico del ibuprofeno se realiz6 mediante bioensayos con la
microalga Selenastrum capricornutum, siguiendo los protocolos establecidos en la norma
NCh 2706 Of 2002. Estos mismos protocolos fueron aplicados previamente para los ensayos
con el téxico de referencia, y validados en condiciones controladas de temperatura y luz
continua en el Laboratorio de Ecotoxicologia de la Escuela de Ingenieria en Medioambiente
de la Universidad de Valparaiso. A diferencia de los ensayos de referencia, los bioensayos
con ibuprofeno tuvieron como objetivo evaluar la disminucién de toxicidad luego de aplicar un
tratamiento fotocatalitico de degradacion.

Para este estudio se disefiaron dos tipos de ensayos: uno con ibuprofeno sin tratamiento y
otro con ibuprofeno sometido a un proceso de fotocatalisis heterogénea. En ambos casos, se
evaluaron efectos tdxicos a través del crecimiento de la microalga expuesta durante 96 horas.
Se utilizaron concentraciones crecientes del farmaco (10, 15, 20 y 30 mg/L), ademas de
controles para cada ensayo.

El tratamiento fotocatalitico consistié en la exposicién del ibuprofeno a radiacion UV-A en
presencia de diéxido de titanio (TiO;) en suspension, en dos concentraciones: 1,5 g/150 mL
(10 g/L) y 0,5 g/150 mL (3,33 g/L).

En la Figura 4.2 se muestra el disefio experimental completo, diferenciando entre las
condiciones con y sin tratamiento fotocatalitico.

Bioensayo de
>|  toxicidad con
ibuprofeno

Microalga I
v v

Sin tratamiento Tratamiento ]

fotocatalitico
(Ensayo 1) [Ensayo 2 J

(@A)
A A A A (Ensayo1) (Ensayo2)

TiO,
Control 10 Control 10
mg/L mg/L [1,5 g/150 mL] [0,5 /150 mL]

8888 ;g

mg/L mg/L mg/L mg/L TS 0 ool 0 20 30
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L

A
~

Figura 4.2 Esquema del disefio experimental para la evaluacion de toxicidad del ibuprofeno sobre Selenastrum
capricornutum, con y sin tratamiento fotocatalitico. Elaborado con IA.
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4.5.1. Preparacion de soluciones de Ibuprofeno

Para los ensayos se prepar6 una solucion madre a partir de ibuprofeno puro. Debido a su
baja solubilidad en agua, se utilizd6 etanol como cosolvente organico, manteniendo la
concentracion final de etanol por debajo del 2% en cada ensayo, conforme a lo reportado por
Moraga y Gaete (2024). En un matraz Erlenmeyer de 100 mL se disolvieron 0,2 g de
ibuprofeno en etanol, obteniendo una solucién madre de 2000 mg/L, que fue utilizada para
preparar las soluciones requeridas en los distintos tratamientos.

Las soluciones de ensayo se prepararon en matraces de 125 mL, ajustando un volumen final
a 50 mL por replica, compuesto por medio de cultivo y el volumen correspondiente de la
soluciéon madre de ibuprofeno, segun la concentracion deseada.

Si bien las concentraciones de ibuprofeno detectadas en ambientes acuéticos suelen
encontrarse en el rango de nanogramos por litro, hasta 723 ng/L en aguas superficiales
(Paiga et al., 2012), 1.160 ng/L en efluentes de plantas de tratamiento (Ferrando-Climent et
al., 2012) y 1.387 ng/L en zonas impactadas por descargas urbanas e industriales (Praveen
et al., 2021), en el presente estudio se utilizaron concentraciones mayores con el fin de
establecer una curva dosis-respuesta sobre el crecimiento de Selenastrum capricornutum.

Esta decisiobn metodoldgica responde a la necesidad de establecer una relacion dosis-
respuesta del farmaco sobre el crecimiento de Selenastrum capricornutum. Asi, el objetivo no
es replicar condiciones ambientales, sino generar un marco experimental que permita evaluar
el efecto del tratamiento fotocatalitico sobre la toxicidad residual. Para ello se considero lo
establecido por Moraga & Gaete, (2024) quien identifico una respuesta sobre microalgas de
agua dulce del CI20 (concentracion de inhibicién al 20%) en 12,7 mg/L de ibuprofeno en 72h.
Por ello se utilizaron concentraciones dentro del rango de 10 a 30 mg/L.

45.2. Aplicacion del tratamiento fotocatalitico sobre las soluciones

El proceso de degradacion se realizdé en la cAmara de radiaciéon UV-A del Laboratorio de
Fotoquimica de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Valparaiso, equipada con 6
tubos LED Philips TL-D 18W ACTINIC BL Figura 4.3. Para cada concentracién de ibuprofeno,
se prepararon sistemas de tratamiento en matraces de 200 mL con 150 mL de solucién, que
representaban las tres réplicas de cada ensayo de 50 mL. Las soluciones se mantuvieron en
agitacién continua durante 1 h 30 min bajo una intensidad UV de 0,8 mW/mz2,

Se utilizé diéxido de titanio (TiO,, anatasa, tamafio < 25 nm) en suspension, a una
concentraciéon de 1,5 g/150 mL para el ensayo 1 con radiacién y 0,5 g/150 mL para el ensayo
2 con radiacién. Estas concentraciones se definieron en base a estudios previos que reportan
eficiencias 6ptimas de degradacién en valores cercanos (Mella, 2022; Narvaez & Cohen,
2012).
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Figura 4.3 Camara de aplicacion de radiacién UV-A

4.5.3.

Tras la preparacion de las soluciones de ibuprofeno (irradiadas y no irradiadas), se procedio
al montaje de los ensayos toxicolégicos. Cada ensayo se realiz6 en matraces de 125 mL con
un volumen final de 50 mL por réplica. A cada matraz se le incorporaron: medio de cultivo, el
in6culo de microalgas y la soluciéon correspondiente de ibuprofeno.

Preparacion y montaje de los bioensayos

La concentracion inicial del inéculo se ajusté a aproximadamente 50.000 células/mL,
siguiendo la férmula definida en la norma NCh 2706 Of 2002. Para cada condicion
experimental se consideraron tres réplicas biolégicas, incluyendo sus respectivos controles
sin ibuprofeno.

Los matraces fueron incubados bajo condiciones constantes de luz continua y temperatura
controlada, con agitacion manual diaria para evitar la sedimentacion y promover la
oxigenacion. Se realizaron cuatro ensayos: dos sin tratamiento fotocatalitico (Ensayo 1 y
Ensayo 2) y dos con tratamiento (Ensayo 1 irradiado y Ensayo 2 irradiado), segun el disefio
experimental previamente descrito.

Las proporciones exactas utilizadas en cada preparacién se detallan en las Tabla 4.2 y Tabla
4.3.

Ensayo 1 sin radiacién

Tabla 4.2 Preparacion de soluciones para Ensayo 1 sin radiacion.

Concentracion final Volumen solucién . .
. . Medio de cultivo Inoculo (mL)
de ibuprofeno madre de ibuprofeno (mL) microalaa
(mg/L) (mL) 9
C 0 49,75 0,25
10 0,25 49,5 0,25
15 0,375 49,375 0,25
20 0,5 49,25 0,25
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Ensayo 2 sin radiacion

Tabla 4.3 Preparacion de soluciones para Ensayo 2 sin radiacion.

Concentracion final Volumen solucién . .
de ibuprofeno madre de ibuprofeno Medio d?_CUIt'VO Inopulo ?mL)
(mg/L) (mL) (mL) microalga
Control 0 49,8 0,2
10 0,25 49,55 0,2
20 0,5 49,3 0,2
30 0,75 49,05 0,2

En el caso de las soluciones sometidas a fotocatalisis, una vez finalizado el tratamiento, se
procedi6 a su filtracién para eliminar el TiO, en suspension. Para ello se utilizaron filtros de
jeringa BIOFIL FPV203030 con membrana de PVDF de 0,22 um y 30 mm de diametro, libres
de DNasa/RNasa y pirogénicos, aplicados con jeringas de 20 mL también estériles.

Las proporciones exactas utilizadas en cada preparacion se detallan en las Tabla 4.4 y Tabla
4.5,

Ensayo 1 con radiacién

Tabla 4.4 Preparacion de soluciones para Ensayo 1 con radiacion. Condicién con tratamiento fotocatalitico (10
g/L de TiO;). Soluciones filtradas antes del ensayo.

Concentracion Volumen
final de solucion madre Medio de TiO2(g) en Inoculo (mL)
ibuprofeno de ibuprofeno cultivo (mL) suspension microalga
(mg/L) (mL)
Control 0 495 1,5 0,5
10 0,25 49,25 15 0,5
15 0,375 49,125 15 0,5
20 0,5 49 15 0,5

Ensayo 2 con radiacion

Tabla 4.5 Preparacion de soluciones para Ensayo 2 con radiacion. Condicién con tratamiento fotocatalitico (3,33
g/L de TiO,). Soluciones filtradas antes del ensayo.

Concentracion Volumen
final de solucion madre Medio de TiO2(g) en Inoculo (mL)
ibuprofeno de ibuprofeno cultivo (mL) suspension microalga
(mg/L) (mL)
Control 0 495 0,5 0,5
10 0,25 49,25 0,5 0,5
20 0,5 49 0,5 0,5
30 0,75 48,75 0,5 0,5
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4.6. Céalculos de concentracion celular y parametros de
crecimiento celular

46.1. Determinacion directa con camara de Neubauer

Para realizar el conteo celular se utiliz6 Camara de Neubauer improved Hirschmannlab lab,
como la de la Figura 4.4.

Figura 4.4 Camara de Neubauer improved Hirschmannlab lab.

Para ello, se sigui6 los criterios de conteo de bordes definidos. Este método consiste en contar
bajo microscopio células por cada cuadricula, sin contar aquellas células que se encuentren
tocando los bordes inferior y derecho, pero si los que estén en el borde superior e izquierdo,
las cuadriculas que se deben contar son las que estan en el recuadro rojo como se observa
en la Figura 4.5. De los 4 valores de células contadas se calcula un promedio y este se
multiplica por el volumen contenido en la cuadricula, el cual es de Imm x 1mm x 1mm, que

es finalmente 0,1 L.

1.0 mm

0. 25 mm

oe

Figura 4.5 Cuadriculas en camara Neubauer para conteo celular.

21



4.6.2. Estimacion espectrofotométrica y curva de calibracion

Para estimar la densidad celular de Selenastrum capricornutum durante los bioensayos de
toxicidad, se elabor6 una curva de calibracién relacionando el numero de células por mililitro
(cél/ml) con la absorbancia medida a 750 nm, utilizando un espectrofotémetro.

Se prepararon cinco diluciones seriadas a partir de un cultivo stock en fase exponencial. Para
cada dilucion, se determin6 el nimero de células mediante conteo directo con camara de
Neubauery se midio la absorbancia correspondiente. Los resultados se tabularon y graficaron
para construir la curva.

La ecuacion de la recta obtenida fue:

y = 6x107%x + 0,0109, con un coeficiente de determinacion Rz =0,9921,
donde:
e yes la absorbancia medida,

e X es la concentracion celular en cel/mL.

Este alto valor de Rz indica una fuerte correlacion lineal (Figura 4.6) entre la absorbancia y el
numero de células, permitiendo estimar de forma indirecta la densidad celular en las muestras
de los bioensayos a partir de sus lecturas de absorbancia.

y = 6E-08x + 0,0109
R2 =0,9921
0,35 -

0,3
0,25 -
0,2 - .
0,15 -
0,1
0,05 ~

Absorbancia

0 2000000 4000000 6000000

N° celulas/mL

Figura 4.6 Curva de calibracion relacion entre el nimero de células por mililitro (cél/ml) con absorbancia a 750
nm.
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4.6.3. Ecuaciones aplicadas

Una vez determinada la densidad celular de Selenastrum capricornutum a partir de la curva
de calibracién absorbancia/nimero de células, se procedié a calcular los parametros de
crecimiento e inhibicion siguiendo lo establecido por la norma NCh 2706 Of 2002.

Tasa especifica de crecimiento

La tasa de crecimiento (1) o su equivalente en base logaritmica decimal (k) se calcula a partir
de la variacién de la densidad celular inicial (No) y final (N») durante el periodo de incubacién
(tn ), segun la expresion de la Figura 4.7.

InN -InN log N -log N
p=—n 6 k=3322 2" 080
en que:
, = tiempo transcurrido entre el inicio y fin del bioensayo;
N, = densidad celular inicial nominal;
N = densidad celular al final del bioensayo.

n

Figura 4.7 Ecuaciones para el calculo de la tasa de crecimiento. (NCh 2706 Of 2002).

Esta tasa permite evaluar el crecimiento algal en cada tratamiento y comparar con el control,
estableciendo posibles efectos toxicos de las muestras tratadas.

Porcentaje de inhibicion del crecimiento

A partir del valor de la tasa de crecimiento se calcula el porcentaje de inhibicion (l.;) respecto
al control segun la Figura 4.8.
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1, = x 100
! u,
en que:
I, = porcentaje de inhibicion de la tasa de crecimiento para la concentracion i;
TR tasa de crecimiento promedio para la concentracion i
u o= tasa de crecimiento promedio para el control.

Figura 4.8 Ecuacion para calcular el % de inhibicion celular. (NCh 2706 Of 2002).

Célculo del volumen de in6culo

Con la férmula expuesta en la Figura 4.9 se calcul6 el inoculo requerido para asegurar una
densidad celular inicial adecuada (~10* células/mL), la cual nos otorga el volumen de in6culo
(Vi) afiadido a cada unidad experimental.

N, x T,
V‘ ) N('S
en que:
v = volumen de indculo en cada matraz, expresado en mililitros, ml;
N = densidad celular inicial en cada matraz, (células - ml™);
V = volumen de solucién en cada matraz;
N = densidad celular en el cultivo stock.

cs

Figura 4.9 Calculo del volumen de in6culo para obtener la densidad celular inicial.

Este procedimiento permite estandarizar la inoculacién y asegurar la comparabilidad entre
tratamientos y controles.

4.7. Analisis estadistico

4.7.1. Mann-Whitney U

Para evaluar el efecto del tratamiento fotocatalitico sobre la tasa de crecimiento y el
porcentaje de inhibicién celular de Selenastrum capricornutum expuesta a ibuprofeno, se
aplico la prueba estadistica no paramétrica de Mann-Whitney U. Esta prueba fue
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seleccionada debido a la naturaleza de los datos obtenidos, caracteristica frecuente en
bioensayos ecotoxicologicos, donde la alta variabilidad bioldgica y los tamafios de muestra
reducidos justifican el uso de pruebas no paramétricas, permitiendo asi garantizar resultados
estadisticamente validos.

La finalidad del andlisis aplicado fue determinar si existian diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos con y sin tratamiento fotocatalitico, excluyendo los controles
debido a que estos no contenian ibuprofeno y, por tanto, son valores muy similares entre si,
lo que podia distorsionar la comparacion real entre los efectos del contaminante y el
tratamiento aplicado.

Cabe sefialar que la prueba de Mann-Whitney U requiere un nimero minimo de datos por
grupo, por lo que en este estudio se aplico para evaluar el efecto global del tratamiento
fotocatalitico, sin desagregar los resultados por cada concentracion especifica en los
ensayos. Esta aproximacién permiti6 realizar una comparacién robusta entre grupos
experimentales, priorizando la identificacion de patrones generales de respuesta frente al
contaminante y su remocion.

4.7.2. ANOVA

De forma complementaria, se aplicé un andlisis de varianza (ANOVA) de un factor, mediante
el software Microsoft Excel, para evaluar diferencias en la tasa de crecimiento y el porcentaje
de inhibicion celular entre los grupos experimentales con y sin tratamiento fotocatalitico, en
ambos ensayos realizados. Aunque ANOVA requiere el cumplimiento de ciertos supuestos,
como la normalidad de los datos y la homogeneidad de varianzas, en este estudio fue
empleado con fines exploratorios, permitiendo identificar patrones generales de variacion y
reforzar los hallazgos obtenidos mediante métodos no paramétricos.

Este andlisis aporté6 una visibn complementaria respecto a la distribucion de los datos,
permitiendo ademas evaluar la consistencia de los efectos del tratamiento entre ensayos
independientes, asi como respaldar los resultados obtenidos a través de la prueba de Mann-
Whitney U. Para el andlisis global, el tamafio muestral fue de n = 9 por grupo, lo que, si bien
es limitado, resulta aceptable para identificar tendencias relevantes, siempre que los
resultados sean interpretados con cautela.

En cuanto al andlisis por concentraciones (10-15-20 mg/L y 10-20-30 mg/L), se utilizdé un
tamafio muestral de n = 3 por grupo, correspondiente a las tres réplicas. En este caso, se
optd Unicamente por aplicar ANOVA de un factor, debido a que la prueba de Mann-Whitney
U no es adecuada para tamafios muestrales tan pequefios, ya que requiere una cantidad
minima de datos por grupo para generar resultados validos.

La aplicacibn combinada de pruebas estadisticas no paramétricas y paramétricas se
consider6 adecuada en funcién del tipo y distribucion de los datos obtenidos, asi como del
tamafio muestral disponible. Mientras la prueba de Mann-Whitney U permitié contrastar
diferencias globales entre tratamientos bajo supuestos mas flexibles, el ANOVA fue utilizado
como complemento exploratorio que permitié abordar tanto comparaciones generales como
especificas por concentracion. Buscando asi maximizar la utilidad de los datos disponibles y
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proporcionar una base estadistica solida para la posterior interpretacion de los efectos del
tratamiento fotocatalitico sobre la microalga Selenastrum capricornutum.
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5. Resultados y discusion

5.1. Efecto del téxico de referencia (K,Cr,0-) sobre el crecimiento
celular

Para la realizacion de los bioensayos se monitored el estado del cultivo de Selenastrum
capricornutum tras su reactivacion desde refrigeracion. Al sexto dia se observé una coloracion
verdosa en el medio, indicativa de crecimiento activo, y se realizé el primer conteo celular
utilizando una camara de Neubauer. El promedio fue de 496,5 células por 0,1 uL, equivalente
a una concentracion de 4,97 x 10° células/mL. Este cultivo fue utilizado como stock activo
para la preparacion de los bioensayos, asegurando un crecimiento constante durante todo el
trabajo experimental.

Una vez establecido el cultivo base, se procedié con los ensayos de validacion utilizando el
toxico de referencia. Segun lo establecido por la NCh 2706 Of 2002., las microalgas fueron
expuestas durante 96 horas a distintas concentraciones de dicromato de potasio. Finalizado
el periodo de exposicion, se realizé el conteo celular y se calcularon los parametros
necesarios para evaluar la sensibilidad del ensayo, cuyos resultados se presentan en la Tabla
5.1.

Tabla 5.1 Concentracion celular y tasa de crecimiento de la microalga Selenastrum capricornutum a las 96 h.

Concentracion Concentracion ., .
) o Concentracion celular Tasa de Porcentaje de
de Dicromato celular inicial o o
] cel/uLalas 96 h. crecimiento inhibicion
de Potasio mg/L cel/uL
0 99,4 1747,5 0,717 0%
0,15 99,4 550 0,428 40,32%
0,5 99,4 470 0,388 45,81%
2 99,4 132,5 0,072 89,97%

Los célculos previos de porcentajes de inhibicion celular y tasa de crecimiento para las tres
concentraciones de dicromato de potasio, permite establecer la grafica de distribucion. En la

Figura 5.1 se presenta la relacién entre la concentracion de dicromato de potasio y el
porcentaje de inhibicion en el crecimiento de Selenastrum capricornutum, el cual varié entre
un 45 % y un 95 %.
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Figura 5.1 Relacion entre la concentracion de dicromato de potasio y la inhibiciéon del crecimiento de la
microalga.

A partir del andlisis se determiné una CEs;, (concentracion efectiva media) de 0,71 mg/L a las
96 horas, valor que se encuentra dentro del rango establecido por la norma NCh 2706 Of
2002 (0,40-1,30 mg/L).

CE50: 50 = 7,4478x% + 10,825x + 38,533
B —b +Vbh?% — 4ac
B 2a

_-logst2iez
YT Ty 74478

X

Los resultados obtenidos con el dicromato de potasio confirman la sensibilidad adecuada del
bioensayo, con una CEs, de 0,71 mg/L a las 96 h, valor que se encuentra dentro del rango
exigido por la NCh 2706 Of 2002 (0,40-1,30 mg/L). Este hallazgo valida el uso de
Selenastrum capricornutum como organismo indicador en condiciones controladas y respalda
la fiabilidad del sistema experimental implementado.

Este ensayo cumple una doble funcién: no solo valida el crecimiento inicial del cultivo base,
sino que también garantiza que el sistema de ensayo cuenta con la sensibilidad suficiente
para evaluar la toxicidad de otros compuestos, como el ibuprofeno, bajo condiciones
similares. Por tanto, estos resultados establecen una base técnica confiable para el desarrollo
de los ensayos posteriores.
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5.2. Determinacion de toxicidad del
tratamiento fotocatalitico

ibuprofeno con y sin

El efecto téxico del ibuprofeno sobre Selenastrum capricornutum se evidencio en los cuatro
ensayos realizados, tanto con soluciones sin tratar como con aquellas sometidas a
fotocatalisis. Si bien se observo una tendencia general concentracién-respuesta, con mayor
inhibicién del crecimiento poblacional a medida que aumentaba la concentracién del farmaco,
esta relacion no fue tan marcada ni lineal como la registrada en el ensayo con el téxico de
referencia, dicromato de potasio.

A pesar de esa menor linealidad, el efecto del ibuprofeno fue claro en el rango de
concentraciones evaluado, especialmente en los ensayos sin tratamiento, donde la inhibicion
fue mayor a partir de 20 mg/L. En contraste, las muestras sometidas a tratamiento
fotocatalitico mostraron una disminucién evidente en la inhibicién del crecimiento, incluso en
las concentraciones mas altas. Esta diferencia destaca visualmente el impacto positivo del
tratamiento sobre la viabilidad del organismo fotosintético.

La Tabla 5.2 y la Tabla 5.3 presentan un resumen comparativo de la inhibicion del crecimiento
registrada en cada concentracion, con y sin tratamiento. Estos datos constituyen la base para
el analisis estadistico que se presenta en la siguiente seccion

Tabla 5.2 Tasa de crecimiento e inhibicibn de Selenastrum capricornutum expuesta a ibuprofeno, con y sin
tratamiento fotocatalitico (Ensayo 1).

., Tasa de Porcentaje de .
Concentracion o . inhibicién si Tasa de Porcentaje de
IBU (mg/L) creC|m|e.nto sin inhi 'C"_)n Sin crecimiento con | inhibiciéon con

tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento

C 1,127 0% 0,966 0%

10 mg/L 0,980 13% 0.917 5%

15 mg/L 0,982 13% 0,923 4%

20 mg/L 0,921 18% 0,867 10%

Tabla 5.3 Tasa de crecimiento e inhibicibn de Selenastrum capricornutum expuesta a ibuprofeno, con y sin
tratamiento fotocatalitico (Ensayo 2).

L, Tasa de Porcentaje de Porcentaje
Concentracion imiento si inhibicion si Tasa de de inhibicién
IBU (mg/L) creC|m|er1 0 sin inhi |C|9n sin crecimiento con
tratamiento tratamiento tratamiento con
tratamiento
C 0,944 0% 1,016 0%
10 mg/L 0,595 37% 1,009 1%
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. Tasa de Porcentaje de Porcentaje
Concentracion imiento si inhibicion si Tasade | 4o jnhipicion
IBU (mg/L) crf[amtmleh otsm |rt] |t |C|9n fm crecimiento con b
ratamiento ratamiento i
tratamiento tratamiento
20 mg/L 0,634 33% 0,935 8%
30 mg/L 0,641 32% 0,842 17%

La clara disminucion de crecimiento poblacional observada (Tabla 5.2 y Tabla 5.3) pudiera
deberse a algunas interacciones morfofisiologicas entre el ibuprofeno y la microalga. Por
ejemplo, Moro et al. (2014) observaron que en Scenedesmus rubescens se producen
deformaciones en la ultraestructura celular (como plasmédlisis, inclusiones citoplasmaticas y
desintegracion de cloroplastos) junto con una disminucion significativa del contenido de
clorofila y un aumento de carotenoides, lo cual evidencia un estado de estrés celular inducido
por el farmaco. Ademas, estudios en modelos de membranas fosfolipidicas han demostrado
qgue el ibuprofeno puede incorporarse a la bicapa lipidica y “endurecer” la membrana,
aumentando su rigidez y disminuyendo su fluidez, lo que afecta el transporte de nutrientes y
los procesos de sefializacion celular (Jaksch et al., 2014). En conjunto, estas alteraciones
estructurales y funcionales explican la disminucién en la tasa de crecimiento observada en
bioensayos con Selenastrum capricornutum.

Si bien en el presente estudio no se realizaron andlisis morfologicos ni fisiolégicos, los
resultados ecotoxicoldgicos obtenidos, basados en la tasa de crecimiento celular, permiten
inferir que el ibuprofeno podria generar alteraciones similares a las descritas por otros autores
en microalgas expuestas a este farmaco. Analisis del efecto del ibuprofeno con y sin
tratamiento sobre la microalga S. capricornutum.

5.2.1. Andlisis estadistico Ensayo 1

El andlisis estadistico global del ensayo 1 mediante la prueba de Mann-Whitney U revel6
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos con y sin tratamiento
fotocatalitico, tanto en la tasa de crecimiento especifica como en el porcentaje de inhibicion
celular de Selenastrum capricornutum expuesta a ibuprofeno. Para ambas variables, los
valores de U fueron menores al U critico (U =12 y U = 6,5, respectivamente; p < 0,05), lo que
indica que la fotocatalisis heterogénea con UV-Ay TiO, tuvo un efecto positivo general en la
respuesta bioldgica de la microalga, reduciendo el impacto téxico del farmaco (Tabla 5.4).

Tabla 5.4 Resultados de la prueba de Mann-Whitney U para el efecto del tratamiento fotocatalitico.

Variable Grupo = Grupo _ U critico Qi A D
analizada 1 2 n=n, U (a =0.05) P ¢ Significativo’
Tasa de con
crecimiento Sin trat. trat 9 12 17 0.01185 Si
celular ‘
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Variable Grupo  Grupo U critico

- . QinmifinatinD

analizada 1 2 np=n; U (a=0.05) p ¢ Significativo®
% de Con

inhibicion Sin trat. trat 9 6.5 17 0.00268 Si
celular '

Sin embargo, al realizar el andlisis por concentraciones especificas mediante ANOVA de un
factor para los datos del ensayo 1, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p > 0,05) entre los grupos con y sin tratamiento en las concentraciones
evaluadas. Esto sugiere que, aunque el tratamiento mejora globalmente la respuesta algal,
su efecto no fue suficientemente marcado o consistente en cada concentracion individual
como para superar el umbral de significancia estadistica con el tamafio muestral disponible
(n = 3 por grupo), esto solo ocurre con el ensayo 1.

En la Figura 5.2, se observan los resultados del andlisis aplicado, y se puede inferir que la
alta variabilidad dentro de los grupos y el tamafio reducido de muestra impidieron detectar
diferencias significativas a nivel individual (por concentracion).

Tasa de crecimientoll

Control 10 mg/L 15 mg/L 20 mg/L
Concentracion de Ibuprofeno

mSin tratamiento ECon tratamiento

Figura 5.2 Comparacion de la tasa especifica de crecimiento poblacional de Selenastrum capricornutum
expuesta a ibuprofeno con y sin tratamiento fotocatalitico por concentracion en el Ensayo 1. Las letras (a—b)
indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p < 0,05), segin ANOVA de un factor.

Lo observado anteriormente se refuerza en la Figura 5.3, donde se muestran los analisis de
diferencias significativas especificamente sobre los valores de porcentajes de inhibicion
celular. Si bien en general se evidenciéo una disminucion porcentual importante tras el
tratamiento (sobre todo en 10y 15 mg/L de 13% a 5% y de 13% a 4%, respectivamente), solo
a 15 mg/L presenta diferencias significativas segun ANOVA (p < 0,05).

31



Sin tratamiento mCon tratamiento

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

=
Q
H o
e e ]
Q

10% b i
0% - -
10 mg/L 15 mg/L 20 mg/L
Concentracién de Ibuprofeno

Porcentaje de Inhibicién

Figura 5.3 Comparacion del porcentaje de inhibicién poblacional de Selenastrum capricornutum, expuesta a
ibuprofeno con y sin tratamiento fotocatalitico por concentracion en el Ensayo 1. Las letras (a—b) indican
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p < 0,05), segin ANOVA de un factor.

Estos resultados sugieren que el tratamiento fotocatalitico tiene un efecto beneficioso general
en la mitigacion de la toxicidad del ibuprofeno, aunque su eficacia puede variar segun la
concentracion y otros factores experimentales como la estabilidad del farmaco, la sensibilidad
del organismo y las condiciones operacionales del sistema fotocatalitico (concentracion de
TiO2). La baja sensibilidad estadistica del ANOVA en este contexto (n = 3 por grupo) también
limita la capacidad de detectar efectos sutiles en cada concentracion, por lo que los resultados
deben interpretarse con cautela y en conjunto con el analisis global.

5.2.2. Andlisis estadistico Ensayo 2

En el ensayo 2, la prueba global de Mann-Whitney U mostré diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos con y sin tratamiento fotocatalitico tanto en la tasa de
crecimiento celular como en el porcentaje de inhibicién, considerando en conjunto las
concentraciones de 10, 20 y 30 mg/L de ibuprofeno. Para ambas variables, se obtuvo U =0,
con un valor de p = 3,23 x 107%, lo que indica un efecto claro del tratamiento con TiO, y
radiacion UV-A sobre la microalga Selenastrum capricornutum, reduciendo significativamente
la toxicidad del ibuprofeno Tabla 5.5.

Tabla 5.5 Resultados de la prueba de Mann-Whitney U para el efecto del tratamiento fotocatalitico.

. U critico
Var!able Grupo  Grupo n,=n, U (a= p ¢, Significativo?
analizada 1 2
0.05)
Tasa de Con
crecimiento = Sin trat. trat ] 0 17 3.23x10°° Si
celular )
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Variable ~ Grupo = Grupo U critico

: n=n, U (a= p ¢ Significativo?
analizada 1 2 0.05)
% inhibicion .. Con s .
celular Sin trat. trat. 9 0 17 3.23x10 Si

A diferencia del ensayo 1, en el ensayo 2 los andlisis especificos por concentracién mediante
ANOVA de un factor si evidenciaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) en
todas las concentraciones evaluadas. En la Figura 5.4, se observa un incremento en la tasa
de crecimiento celular en los grupos tratados con respecto a los no tratados, especialmente
marcado a 10 y 20 mg/L. Estos resultados reflejan que la fotocatdlisis heterogénea logré
mitigar el efecto toxico del ibuprofeno, permitiendo una mayor proliferacién algal bajo
condiciones controladas de exposicion.

1.200
1.000 a b
0.800
.600
0.400

0.200

Tasa de crecimiento U
(@)

0.000

Control 10 mg/L 20 mg/L 30 mg/L
Concentracién de Ibuprofeno

mSin tratamiento mCon tratamiento

Figura 5.4 Comparacion de la tasa especifica de crecimiento poblacional de Selenastrum capricornutum
expuesta a ibuprofeno con y sin tratamiento fotocatalitico por concentracion en el Ensayo 2. Las letras (a—b)
indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p < 0,05), segin ANOVA de un factor.

De forma complementaria, los valores del porcentaje de inhibicion celular presentaron una
disminucion consistente en los grupos con tratamiento, pasando de 37% a 1% en 10 mg/L,
de 33% a 8% en 20 mg/L y de 32% a 17% en 30 mg/L. Todas estas diferencias fueron
estadisticamente significativas, como se muestra en la Figura 5.5.
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Figura 5.5 Comparacion del porcentaje de inhibicién poblacional de Selenastrum capricornutum, expuesta a
ibuprofeno con y sin tratamiento fotocatalitico por concentracion en el Ensayo 2. Las letras (a—b) indican
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p < 0,05), segiin ANOVA de un factor

Los resultados del segundo ensayo complementan y fortalecen la evidencia observada en el
primero, demostrando una mayor consistencia en la respuesta de Selenastrum capricornutum
frente al tratamiento fotocatalitico con UV-A/TiO,. En particular, la reduccién de la inhibicion
celular en las concentraciones mas elevadas sugiere que, bajo las condiciones operacionales
utilizadas, el sistema logré mitigar de forma mas efectiva la toxicidad del ibuprofeno.

A diferencia del primer ensayo (Tabla 5.4), donde se obtuvieron valores de p de 0,012 y
0,0027 aproximadamente, en este caso se observd una mayor robustez estadistica en las
diferencias entre grupos, lo que indica una respuesta mas definida al tratamiento (Tabla 5.5),
con valores de p de 3,23 x 107° en ambos casos. Esta diferencia podria atribuirse, al menos
en parte, al ajuste en la concentracion de didxido de titanio utilizada: mientras que en el primer
ensayo se aplico una dosis de 10 g/L, en el segundo se redujo a 3,33 g/L. Este cambio buscoé
optimizar el equilibrio entre eficiencia fotocatalitica y posibles interferencias asociadas al
exceso de catalizador, lo que habria favorecido un sistema mas estable y una respuesta mas
representativa del efecto del tratamiento.

Los resultados obtenidos se alinean con investigaciones previas que destacan la eficacia de
la fotocatalisis heterogénea con TiO, en la degradacion de ibuprofeno en soluciones acuosas.
Por ejemplo, Miranda et al. (2021) observaron una eliminacién completa del ibuprofeno en
menos de 5 minutos utilizando 0,03 g/L de TiO, bajo irradiacion UV, en condiciones
optimizadas de pH (~5), mientras que Mohamed et al. (2018) reportaron una fotodegradacion
completa en un tiempo de exposicion de 120 minutos. Estos antecedentes evidencian que
diversos estudios han reportado tasas de remocion superiores al 90 % en condiciones
controladas de laboratorio.

Aunqgue no se realiz6 una cuantificacion directa de la concentracion residual de ibuprofeno,
los resultados ecotoxicologicos permiten inferir una disminucion efectiva de la fraccién toxica
del farmaco en las muestras tratadas. Esta interpretacion se respalda en estudios previos que
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han documentado la remocion parcial o incluso completa de farmacos mediante tratamientos
de oxidacion avanzada, como la fotocatalisis heterogénea (Esplugas et al., 2007). En este
contexto, la incorporacion de bioensayos resulta fundamental, ya que permite evaluar no solo
la presencia del contaminante original, sino también el efecto de sus productos de
transformacién sobre organismos sensibles.

Este enfoque subraya la importancia de no limitar los estudios de remediacion ambiental a
andlisis quimicos cuantitativos, ya que una remocion aparente de contaminantes no garantiza
necesariamente una reduccion de la toxicidad. En muchos casos, los productos intermedios
generados durante el tratamiento pueden mantener o incluso aumentar la toxicidad del medio,
por lo que incorporar evaluaciones biolégicas es crucial para validar verdaderamente la
eficacia ambiental de las tecnologias aplicadas.

Por otro lado, los resultados obtenidos evidencian que la efectividad del tratamiento
fotocatalitico no solo depende de las condiciones de irradiaciéon o del tipo de contaminante,
sino también del disefio experimental del sistema y de pardmetros como la dosis del
catalizador, el tiempo de exposicion, y la composicion de la matriz acuosa. Esto resalta la
necesidad de ajustar cuidadosamente las condiciones del proceso fotocatalitico a las
caracteristicas especificas de cada farmaco y al objetivo del tratamiento, sea este la
mineralizacién completa, la reduccién de toxicidad, o la transformacion parcial del compuesto.

Finalmente, si bien la fotocatalisis ha demostrado ser una técnica prometedora para la
remocion de contaminantes emergentes como el ibuprofeno, no debe considerarse una
solucion Unica o universal. Existen otras metodologias de degradacion —como la
ozonizacion, el peréxido de hidrogeno activado, o la biodegradacion asistida— que podrian
ofrecer mejores resultados dependiendo del tipo de contaminante y del contexto operativo.
La integracion de herramientas quimicas y biologicas serd clave para avanzar hacia
soluciones mas efectivas, sostenibles y seguras en el tratamiento de aguas contaminadas.
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6. Conclusioén

Los resultados obtenidos evidencian que la fotocatalisis heterogénea con TiO, y radiacion
UV-A permite reducir significativamente la toxicidad del ibuprofeno en soluciones acuosas.
La microalga Selenastrum capricornutum mostré una menor inhibicién del crecimiento celular
frente a las muestras tratadas, lo que sugiere una disminucién efectiva de la fraccién tdxica
del compuesto tras el proceso de oxidacion avanzada.

Es importante destacar que la eficacia del tratamiento fotocatalitico no fue homogénea entre
ambos ensayos realizados (Ensayo 1 y Ensayo 2). En el segundo ensayo se observé una
mayor diferenciacion entre condiciones tratadas y no tratadas, especialmente en el andlisis
por concentracion. Este resultado podria asociarse al ajuste en la concentracion del
catalizador, lo que reafirma la necesidad de disefiar sistemas de fotocatalisis adaptados a las
propiedades especificas de cada farmaco y a los objetivos del tratamiento.

La metodologia fue validada mediante el uso de dicromato de potasio como téxico de
referencia, cumpliendo con los rangos establecidos por la norma chilena NCh 2706. Esto
permiti6 confirmar la sensibilidad del organismo modelo y la confiabilidad del ensayo
ecotoxicoldgico aplicado.

Los hallazgos obtenidos respaldan el uso de la fotocatalisis como una alternativa viable para
el tratamiento de farmacos, especialmente en escenarios donde es prioritario disminuir la
toxicidad antes de la descarga a cuerpos receptores. No obstante, se hace necesario
complementar este tipo de evaluaciones con la identificacion de productos intermedios y su
correspondiente andlisis toxicologico, con el fin de evitar la generacién de subproductos
potencialmente mas nocivos.

Finalmente, este estudio pone en valor la necesidad de integrar enfoques farmacolégico-
guimicos ecotoxicoldgicos y de ingenieria ambiental en la evaluaciéon de tecnologias de
remediacién. Solo mediante una mirada interdisciplinaria sera posible avanzar hacia
soluciones que no solo eliminen compuestos quimicos, sino gque también aseguren la
proteccion de los ecosistemas acuaticos.
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