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Resumen

La presencia de farmacos en el ambiente se ha transformado como una problematica emergente de
creciente preocupacion debido a su persistencia y potencial efecto toxico sobre organismos no
objetivos. Entre ellos el ketoprofeno, un antiinflamatorio no esteroideo de uso extendido en medicina
humana y veterinaria, ha sido identificado en aguas residuales y suelos agricolas en concentraciones
suficientes para provocar efectos subletales. Los sistemas de tratamiento convencionales presentan
baja eficiencia para su eliminacién, lo que ha impulsado el desarrollo de procesos de oxidacion
avanzada, como la fotdlisis por radiacién UV-A y la fotocatalisis heterogénea con diéxido de titanio.
Sin embargo, persiste la incertidumbre sobre si los productos intermedios generados durante estos
tratamientos mantienen o incrementan la toxicidad del compuesto original, afectando
potencialmente a los organismos expuestos en ecosistemas terrestres y acuaticos.

El objetivo general de este trabajo fue evaluar el efecto del ketoprofeno antes y después de su
tratamiento mediante fotdlisis y fotocatalisis sobre celomocitos de Eisenia fetida y semillas de Lactuca
sativa. Para ello, se prepararon disoluciones de ketoprofeno a concentraciones de 1,5, 10y 20 mg L™,
las cuales fueron sometidas a radiacion UV-A, con y sin catalizador de TiO, y posteriormente se
evaluaron mediante bioensayos ecotoxicoldgicos estandarizados de tiempo de retencidn del rojo
neutro en celomocitos de E. fetida y de germinacién y elongacion radicular e hipocotilar en semillas
de L. sativa.

Los resultados muestran que el ketoprofeno sin tratar provocé una reduccion en la estabilidad
lisosomal de los celomocitos, observdandose una disminucién del tiempo de retencién del rojo neutro
desde 90 minutos en el control hasta 30,7 minutos a 20 mg L™, lo que representd una inhibicién del
65,9 %. En Lactuca sativa, el farmaco generd efectos fitotdxicos evidenciados por una reduccién de la
germinacién hasta un 86,7 % y una inhibicion del crecimiento hipocotilar del 40,2 % en la
concentraciéon mas alta. Tras la exposicidn a radiacion UV-A, el efecto sobre la membrana celular de
los celomocitos disminuyd, aumentando el TRRN a 40 minutos en 20 mg L™y reduciendo la inhibicion
hipocotilar a 35,8 %. El tratamiento fotocatalitico con TiO, promovid una recuperacién aun mayor: el
TRRN aumentd a 44,3 minutos, la germinacidon se mantuvo sobre 93 % en todas las concentraciones,
y la inhibicidn del hipocétilo disminuyd a 28,6 % en 20 mg L™". Aun asi, se detectd una toxicidad residual
atribuible a la formacion de compuestos intermedios oxigenados, lo que sugiere una mineralizacién
incompleta del farmaco.

En conclusidn, la fotocatalisis heterogénea con TiO, constituyd una alternativa eficaz para disminuir
el efecto toxico del ketoprofeno en los organismos evaluados, aunque no eliminé completamente sus
efectos. Este enfoque basado en bioensayos permitié identificar los cambios en la respuesta bioldgica
asociados a los tratamientos fotoquimicos, aportando evidencia experimental sobre la relevancia de
evaluar la seguridad ambiental de los efluentes tratados mediante metodologias bioldgicas sensibles.
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1. Introduccion

En las ultimas décadas, los ecosistemas terrestres y acudticos han sido sometidos a una creciente
presion por la incorporacién de sustancias quimicas de origen antropogénico que no habian sido
consideradas en las regulaciones ambientales tradicionales. Entre estas destacan los denominados
contaminantes emergentes, que incluyen farmacos, productos de cuidado personal, hormonas y
pesticidas, cuya presencia en el medio ambiente ha despertado un interés creciente por sus
posibles efectos adversos en la biota y la salud humana (Ebele et al., 2017). Estos compuestos se
encuentran en aguas superficiales, subterraneas, suelos y sedimentos en concentraciones que van
desde el rango de nanogramos hasta microgramos por litro, valores que aunque sean bajos, son
suficientes para generar efectos subletales en organismos sensibles (Cizmas et al., 2015). Dentro
de este grupo, los productos farmacéuticos han cobrado especial relevancia debido a su uso masivo
y continuo, tanto en medicina humana como veterinaria. Se estima que a nivel mundial, el consumo
de farmacos alcanza millones de dosis diarias, lo que incrementa la probabilidad de su presencia
en aguas residuales y suelos agricolas, especialmente cuando se utilizan lodos de depuradora como
enmiendas (Wilkinson et al., 2022). La mayoria de estos compuestos atraviesa los sistemas de
tratamiento de aguas residuales sin ser completamente eliminados, liberando al ambiente en
formas activas o como metabolitos que pueden conservar actividad bioldgica y toxicidad residual
(Archer et al., 2017).

El ketoprofeno, derivado del acido propidnico, es un antiinflamatorio no esteroideo ampliamente
utilizado como analgésico y antiinflamatorio en humanos y animales. Su consumo se ha
incrementado de manera sostenida debido a su eficacia y disponibilidad como medicamento de
venta libre en varios paises. Sin embargo, la eliminacidon incompleta en plantas de tratamiento de
aguas residuales ha llevado a su deteccién en diversos cuerpos hidricos y suelos agricolas en
concentraciones que varian entre 0,10 ng/L y 260.000 ng/L (Tyumina et al., 2023). Investigaciones
previas reportan que este farmaco provoca estrés oxidativo, dafio en el ADN, alteraciones
metabdlicas y efectos sobre el crecimiento y la reproduccién de organismos acudticos expuestos a
concentraciones ambientalmente relevantes (Bowkin et al., 2020). Estos hallazgos confirman que,
aunque se trata de un compuesto de uso cotidiano, su persistencia en el ambiente constituye un
riesgo ecotoxicolégico emergente.

Frente a la dificultad que presentan los sistemas convencionales de tratamiento para eliminar estos
compuestos, se han desarrollado procesos de oxidacién avanzada, entre los cuales la fotdlisis y la
fotocatalisis heterogénea con didxido de titanio se destacan como alternativas prometedoras. En
el caso de la fotdlisis por radiacidn ultravioleta sin catalizador, se ha demostrado que farmacos
como el Ketoprofeno siguen cinéticas de degradacidon de primer orden bajo irradiacién UV,
generando productos de transformacion tales como 3-hidroxibenzofenona, catecol vy
benzoquinona, algunos de los cuales presentaron una toxicidad predicha mayor que el compuesto
original (Li et al., 2017). Este proceso sin catalizador depende directamente de la capacidad del
farmaco de absorber fotones UV, lo cual limita su eficiencia frente a compuestos poco fotoactivos



o0 en matrices complejas. Por otra parte, la fotocatdlisis con TiO, activa mediante UV-A genera
radicales hidroxilos (*OH) y aniones superdxido (O,¢”) que permiten una degradacién mas
profunda (Navidpour et al., 2023). La ventaja de este método radica en que el TiO, es estable, no
toxico y eficiente en la degradacion de contaminantes persistentes. No obstante, persisten dudas
acerca de la toxicidad de los subproductos generados durante la fotocatalisis, los cuales pueden ser
igual o incluso mas tdxicos que el compuesto original (Ferrando-Climent et al., 2012).

En este contexto, resulta imprescindible complementar los estudios de degradacidn quimica con
bioensayos ecotoxicoldgicos, que permitan evaluar la toxicidad residual de los compuestos
tratados. Los organismos bioindicadores desempefian un papel fundamental en este tipo de
estudios, ya que integran las respuestas biolégicas frente a la exposicidn a contaminantes y sus
metabolitos, proporcionando una medida mas realista del riesgo ambiental. Uno de los organismos
mas utilizados en ecotoxicologia terrestre es la lombriz de tierra Eisenia fetida, especie epigea de
amplia distribucién y alta sensibilidad a contaminantes quimicos. Esta especie participa
activamente en los procesos de reciclaje de materia organica y mantenimiento de la estructura del
suelo, lo que la convierte en un bioindicador representativo de la calidad edafica (OECD, 2004).
Ademads, su facil manejo en laboratorio, corto ciclo de vida y capacidad para bioacumular
contaminantes la posicionan como modelo ideal para estudios ecotoxicolégicos (Nahmani et al.,
2007). Entre los métodos de evaluacién mas empleados en esta especie se encuentra el bioensayo
de tiempo de retencién del colorante rojo neutro, el cual mide la estabilidad de las membranas
lisosomales en los celomocitos, células inmunocompetentes presentes en el fluido celémico de las
lombrices. Una reduccién en el tiempo de retencion del colorante indica dafo celular o estrés
fisiolégico, lo que convierte a esta técnica en un biomarcador sensible de exposicién a
contaminantes (Weeks & Svendsen, 1996). Este bioensayo permite detectar efectos subletales
tempranos, lo que resulta especialmente relevante en la evaluacidn de contaminantes emergentes
y de los productos derivados de su degradacidn.

De forma complementaria, la presente investigacion incorpora un segundo organismo bioldgico, la
especie vegetal Lactuca sativa, conocida por su alta sensibilidad y valor ecotoxicoldgico en pruebas
de toxicidad aguda. El bioensayo de germinacién y crecimiento radicular e hipocotilar con L. sativa
constituye un método estandarizado y reproducible para evaluar la fitotoxicidad de contaminantes
en aguasy suelos (OECD, 2006; Priac et al., 2017). En este bioensayo, la germinacién de las semillas
y la elongacién de las raices y tallos primarios se utilizan como indicadores directos del impacto del
contaminante sobre procesos fisioldgicos esenciales para el desarrollo vegetal (Campagna-
Fernandes et al., 2016). Debido a su relevancia agricola y alimentaria, la lechuga permite ademas
extrapolar los resultados hacia la evaluacion del riesgo en cultivos de consumo humano, aportando
una dimensién adicional en el analisis del impacto ambiental del ketoprofeno y de sus productos
de degradacion.



La integracion de ambos bioensayos permite abordar de manera mas completa la toxicidad
comparativa del ketoprofeno y de sus tratamientos por radiacion UV-A y fotocatalisis UV-A/TiO,,
evaluando su efecto tanto en organismos del suelo como en especies vegetales. Esta aproximacion
interdisciplinaria contribuye al entendimiento del comportamiento ambiental del farmaco,
vinculando la eficiencia tecnoldgica de los tratamientos con su impacto biolégico. En conjunto, este
enfoque proporciona una herramienta integral para evaluar la efectividad y seguridad ambiental
de los procesos de degradacion aplicados a contaminantes emergentes, generando informacion
relevante para la gestién ambiental y el desarrollo de normativas especificas que consideren el
riesgo ecotoxicoldgico asociado al uso y disposicion de farmacos en el ambiente.

1.1. Contaminantes emergentes

En las dltimas décadas, la investigacién ambiental ha incorporado un nuevo concepto que ha
cobrado gran relevancia, estos son los contaminantes emergentes, también conocidos como
contaminantes de preocupaciéon emergente. Estos compuestos corresponden a sustancias
guimicas detectadas en el ambiente gracias a los avances en técnicas analiticas de alta resolucién,
y cuya presencia no habia sido considerada previamente en las normativas de calidad ambiental
(Kumar et al., 2022). A diferencia de los contaminantes tradicionales, los CEs se caracterizan por su
diversidad quimica, su amplia distribuciéon en diferentes matrices ambientales y la falta de
regulaciones especificas que establezcan limites seguros de exposicion (Ebele et al., 2017). Entre
los principales grupos de contaminantes emergentes se incluyen los productos farmacéuticos y de
cuidado personal, los pesticidas de nueva generacion, los compuestos perfluorados, los retardantes
de llama bromados, los endocrino-disruptores como el bisfenol A y los nanomateriales. Su
deteccion en aguas superficiales, aguas subterraneas, sedimentos, suelos e incluso en agua potable
ha sido documentada en todo el mundo (Wilkinson et al., 2022). El resumen gréfico de
contaminantes emergentes elaborado por Kumar et al. (2022) se muestra en la figura 1.1, esta
sintetiza de manera visual los principales grupos, sus fuentes y las rutas de entrada al ambiente,
proporcionando una perspectiva clara de la magnitud de este problema global. La principal via de
ingreso de contaminantes emergentes al ambiente es el vertido de aguas residuales domésticas,
hospitalarias e industriales que contienen metabolitos o compuestos sin degradar. Se ha
demostrado que las plantas de tratamiento de aguas residuales convencionales no estan disefiadas
para remover de forma eficiente estos compuestos, lo que provoca que lleguen a rios, lagos y suelos
agricolas a través del retso de lodos y aguas tratadas (Archer et al., 2017). Kumar et al. (2022)
destacan que incluso en concentraciones bajas, en el rango de ng/L a pg/L, los CEs pueden inducir
efectos adversos en organismos acudticos y terrestres, con implicancias a nivel celular, fisioldgico
y ecolégico.
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Figura 1.1. Resumen grafico de contaminantes emergentes (Kumar et al., 2022).

En el caso de los productos farmacéuticos, su impacto es particularmente preocupante debido a
gue han sido disefiados para ejercer efectos bioldgicos especificos y en muchos casos persistentes.
Dentro de ellos, los antiinflamatorios no esteroideos, como diclofenaco, ibuprofeno y ketoprofeno,
se encuentran entre los farmacos mds consumidos a nivel global. Se ha estimado que el consumo
mundial de diclofenaco alcanza 940 toneladas anuales (Zhang et al., 2008), mientras que en China
se estima un consumo de alrededor de 2827 toneladas de ibuprofeno en 2017, con una tendencia
creciente en los afios siguientes (Liu et al., 2025). En Chile, durante 2014 se comercializaron 27,5
millones de cajas que contenian AINEs, de las cuales el 10,3% correspondia a ketoprofeno (ISP-
Chile, 2015). Esto demuestra la fuerte penetracion de este AINE en el mercado farmacéutico
nacional. Adomat y Grischek (2024) documentaron en el rio Elba, en Alemania, la presencia de mas
de 50 farmacos en concentraciones de hasta 1270 ng/L. En Latinoamérica, Wilkinson et al. (2022)
ubicaron a Santiago de Chile como el quinto pais con mdas contaminacién farmacéutica a nivel
sudamericano, con niveles cercanos a los 4000 ng/L en aguas superficiales, confirmando que esta
problematica no se limita a paises totalmente industrializados y desarrollados.

Los efectos ecotoxicolégicos de los CEs han sido descritos en diversos niveles de organizacion
bioldgica. A nivel celular, generan estrés oxidativo, dafio en el ADN y alteraciones en membranas.
En organismos acuaticos, provocan cambios en el crecimiento, la reproduccion y el
comportamiento (Cizmas et al., 2015). Gradinariu et al. (2025) reporta que los contaminantes
farmacéuticos en concentraciones ambientales generan estrés oxidativo en peces, alteran enzimas



antioxidantes y producen peroxidacion lipidica junto con dafio en el ADN. En microalgas como
Chlorella pyrenoidosa han evidenciado inhibicidn en el crecimiento y reduccién de pigmentos en
presencia de fluoxetina (Xie et al., 2022). Estos resultados reflejan que la presencia de CEs puede
alterar la base de las cadenas troficas y desencadenar efectos en cascada sobre los ecosistemas.

Otro grupo relevante corresponde a los disruptores endocrinos, como hormonas sintéticas vy
compuestos industriales. Estos compuestos interfieren con el sistema endocrino de los organismos,
alterando procesos de desarrollo, reproduccidn y crecimiento. Estudios han demostrado que la
exposicidén crénica a etinilestradiol, un estrégeno sintético presente en anticonceptivos orales
causa feminizacidn en poblaciones de peces, afectando su dindmica poblacional (Kidd et al., 2007).
Estos efectos, aunque se manifiestan a largo plazo, pueden comprometer la estabilidad de
poblaciones completas y modificar la estructura de comunidades acudticas. Los compuestos
perfluorados, ampliamente utilizados en la industria por sus propiedades repelentes al agua y al
aceite, representan otro subgrupo critico de contaminantes emergentes. Estos compuestos son
extremadamente persistentes, motivo por el cual han sido denominados “quimicos eternos”. La
Agencia de Proteccién Ambiental de Estados Unidos ha comenzado a establecer limites regulatorios
para algunos PFAS, lo que demuestra el avance, aunque aun incipiente, en la gestion de estos
contaminantes. En relacién con los nanomateriales, como nanoparticulas de plata, dxidos metalicos
y nano plasticos, su creciente produccién y uso en sectores industriales, cosméticos y médicos ha
incrementado la preocupacion sobre sus efectos ambientales. Estas particulas presentan un alto
grado de reactividad superficial y pueden atravesar barreras bioldgicas, acumulandose en tejidos
de organismos vivos. Kumar et al. (2022) subrayan que la falta de estudios a largo plazo sobre su
ecotoxicidad constituye un vacio de conocimiento que dificulta el establecimiento de regulaciones
especificas.

En términos de regulacion ambiental, la mayoria de los paises carece de normativas especificas
para contaminantes emergentes. La Unién Europea ha incorporado algunos farmacos, en listas de
vigilancia para monitoreo en cuerpos de agua, como se muestra en la tabla 1.1. Sin embargo, estos
avances aun son limitados frente a la magnitud y diversidad de compuestos identificados. En
Ameérica Latina incluyendo Chile, no existen normativas especificas que regulen concentraciones de
PPCPs en aguas residuales o superficiales, lo que evidencia la necesidad de generar informacién
cientifica que respalde futuras decisiones regulatorias (Henriquez, 2012). La complejidad de los CEs
radica no solo en su diversidad quimica, sino también en la interaccion de multiples factores
ambientales que determinan su persistencia y destino. Factores como el pH, la temperatura, la luz
solar y la presencia de materia orgdnica influyen en su degradacién o transformacion. Ademas,
muchos de estos compuestos pueden actuar de manera sinérgica, potenciando sus efectos en
organismos expuestos a mezclas, un fenédmeno cada vez mads reconocido en la ecotoxicologia
moderna (Backhaus & Faust, 2012).



Tabla 1.1. Sustancias monitoreadas por la UE (European Commission, 2020).

Lista de observacién de sustancias a efectos de seguimiento a nivel de la Unidn, de conformidad con
el articulo 8 ter de la Directiva 2008/105/CE

Nombre de la sustancia/grupo de Mérodo analitico Limite méximo aceptable
: pmaranL NeCAS (Y NeUE() Ay de deteccion del método
sustancias indicativo (') () ingl
Metaflumizona 139968-49-3 604-167-6 LLE, LC-MS-MS o SPE, 65
LC-MS-MS
Amoxicilina 26787-78-0 248-003-8 SPE, LC-MS-MS 78
(.'[proﬂoxacina 85721-33-1 617-751-0 SPE, LC-MS-MS 89
Sulfametoxazol (%) 723-46-6 211-963-3 SPE, LC-MS-MS 100
Trimetoprim (%) 738-70-5 212-006-2 SPE, LC-MS-MS 100
Venlafaxina y 93413-69-5 618-944-2 SPE, LC-MS-MS ]
O-desmetilvenlafaxina () 93413-62-8 700-516-2
Compuestos azlicos (7) SPE, LC-MS-MS
Clotrimazol 23593-75-1 245-764-8 20
Fluconazol 86386-73-4 627-806-0 250
Imazalil 33554-44-0 252-615-0 800
Ipconazol 125225-28-7 603-038-1 44
Metconazol 125116-23-6 603-031-3 29
Miconazol 22916-47-8 245-324-5 200
Penconazol 66246-88-6 266-275-6 1700
Procloraz 67747-09-5 266-994-5 16l
Tebuconazol 107534-96-3 403-640-2 240
Tetraconazol 112281-77-3 407-760-6 1900
Dimoxistrobina 149961-52-4 604-712-8 SPE, LC-MS-MS 32
Famoxadona 131807-57-3 603-520-1 SPE, LC-MS-MS 8,5

Finalmente, el desafio que representan los contaminantes emergentes requiere una aproximacién
integral que combine la mejora de los sistemas de tratamiento de aguas, el desarrollo de
tecnologias avanzadas de remocion, como la fotocatdlisis heterogénea, el uso de bioensayos
ecotoxicoldgicos y la generacién de politicas publicas basadas en evidencia cientifica. Tal como lo
sintetiza Kumar et al. (2022), comprender las fuentes, los efectos y los riesgos de los contaminantes
emergentes es un paso esencial para disefiar estrategias de mitigacion que aseguren la proteccion
de los ecosistemas y la salud humana.

1.2. Ketoprofeno

El ketoprofeno es un farmaco perteneciente al grupo de los antiinflamatorios no esteroideos,
ampliamente utilizado en medicina humana y veterinaria debido a sus propiedades analgésicas,
antiinflamatorias y antipiréticas. Quimicamente, corresponde a un derivado del acido propidnico,
con féormula molecular CigH1403 y un peso molecular de 254,28 g/mol. Su estructura se caracteriza
por la presencia de un grupo carboxilo (-COOH) que le confiere acidez, y de un ndcleo aromatico
con sustituyentes lipofilicos que determinan su comportamiento en medios bioldgicos vy
ambientales (Madikizela & Chimuka, 2017), como se muestra en la figura 1.2.
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Figura 1.2. Estructura quimica del Ketoprofeno (Bor et al., 2015).

El ketoprofeno se caracteriza por presentar un conjunto de propiedades fisicoquimicas que
determinan su comportamiento en sistemas bioldgicos y ambientales. Estas caracteristicas
fisicoquimicas se detallan de manera resumida en la tabla 1.2, elaborada a partir de la informacion
disponible en la base de datos PubChem (2025).

Tabla 1.2. Caracteristicas fisicoquimicas del Ketoprofeno (PubChem, 2025).

Propiedad Valor / Rango
Log P =~ 3,2

pKa ~ 4,45
Solubilidad en agua ~51mg/lLa22°C
Punto de fusién ~94 °C

La farmacocinética del ketoprofeno en organismos superiores muestra una rdpida absorcion y
metabolizacion. Sin embargo, cuando llega al ambiente a través de excreciones humanas o
animales, o mediante vertidos de aguas residuales hospitalarias e industriales, este compuesto y
sus metabolitos pueden persistir durante semanas en el medio acuatico. En sistemas de
tratamiento de aguas residuales, el ketoprofeno es resistente a la biodegradacién convencional, lo
gue favorece su deteccién en efluentes tratados y en cuerpos receptores (Garcia-Galan et al.,
2012).

La presencia ambiental de ketoprofeno ha sido reportada a nivel global. En Europa, Adomat y
Grischek (2024) encontraron concentraciones de hasta 0,94 pg/L en el rio Elba de Alemania,
mientras que en el Mediterraneo se han detectado valores entre 10 y 250 ng/L en aguas costeras



(Rodrigues-Silva et al., 2014). Por otro lado, Tyumina et al. (2023), posiciona a India y Africa como
los paises con mas altos niveles de ketoprofeno, registrando 260.000 ng/L y 159.000
respectivamente. En Latinoamérica, estudios en Argentina y Brasil han identificado su presencia en
aguas superficiales en niveles de hasta 1,2 ug/L, evidenciando que este compuesto atraviesa las
plantas de tratamiento sin una remocion completa (Santos et al., 2021). En Chile, aunque la
informacién es aun limitada, Wilkinson et al. (2022) situaron al pais dentro de las regiones con
contaminacidn farmacéutica significativa en rios urbanos.

El impacto ecotoxicolégico del ketoprofeno ha sido objeto de diversas investigaciones. En
organismos como Daphnia magna, se ha observado que la exposicidn a concentraciones a
concentraciones entre 0,005 y 50 mg/L provoca una reduccion significativa en la velocidad de nado
y en parametros fisioldgicos como el ritmo cardiaco y la actividad de los apéndices toracicos tras
48 horas de exposicidon (Bownik et al., 2020). De manera similar, estudios en microcosmos acuaticos
revelan que el ketoprofeno a 0,05 mg/L afecta la reproduccion de D. magna (Ramirez-Morales et
al., 2024). En ambientes terrestres, el ketoprofeno puede llegar al suelo a través de la aplicacion de
aguas residuales tratadas, biosdlidos o estiércoles utilizados como fertilizante. Al tratarse de un
acido, su comportamiento en el suelo esta fuertemente influenciado por el pH: en condiciones
neutras o ligeramente alcalinas presenta una baja adsorcién a las particulas, lo que facilita su
movilidad vertical y el riesgo de lixiviacién hacia aguas subterrdneas. Este comportamiento ha sido
documentado, donde se destaca al ketoprofeno entre los AINEs como uno de los farmacos con
mayor persistencia en suelos agricolas y con potencial de ser absorbido por plantas, lo que
incrementa el riesgo de transferencia a la cadena alimentaria (Gworek et al., 2021).

1.3. Tratamientos de oxidacidon avanzada

Existen diversas tecnologias aplicadas a la remociéon de contaminantes emergentes, como la
adsorcion con materiales porosos, la nanofiltracidn, la dsmosis inversa y los tratamientos biolégicos
convencionales o mejorados. Sin embargo, si bien estos métodos permiten retener o reducir
parcialmente ciertos compuestos, su eficiencia es limitada frente a moléculas altamente
persistentes, ya que no logran degradarlas completamente y, en el caso de membranas vy
adsorbentes, Unicamente transfieren el contaminante a una fase sdélida o a un concentrado de
rechazo, generando residuos secundarios que requieren tratamiento adicional (Petrie et al., 2015).
Debido a estas limitaciones, los procesos basados en oxidacion se han convertido en alternativas
fundamentales cuando se necesita transformar compuestos refractarios. Entre estos destacan la
ozonizacion, el proceso peroxone (Os/H,0;), la activacién de persulfato y peroximonosulfato
mediante UV, calor o metales, ademas de los procesos Fenton y foto-Fenton, reconocidos por su
capacidad para generar radicales altamente reactivos (¢OH) capaces de atacar enlaces aromaticos
y estructuras recalcitrantes (Pignatello et al., 2006; Mirzaei et al., 2017). En este contexto, los
procesos de oxidacién avanzada se presentan como una de las tecnologias mas prometedoras para
la eliminacion de CEs en matrices acuosas y terrestres, debido a su elevada capacidad oxidante y



su potencial para lograr la mineralizacidn parcial o total de contaminantes organicos. Dentro de
este grupo, destacan la fotdlisis UV y la fotocatdlisis heterogénea con diéxido de titanio,
ampliamente utilizadas en la degradacidn de farmacos como los antiinflamatorios no esteroideos,
incluido el ketoprofeno (Esplugas et al., 2007).

En el caso del tratamiento UV-A sin catalizador, la degradacion del ketoprofeno ocurre
principalmente por fotdlisis directa, proceso en el cual los fotones ultravioletas (A = 315—400 nm)
inciden sobre la molécula provocando la ruptura de enlaces n—m y C—O caracteristicos de sus
estructuras aromaticas. En estudios de laboratorio se utilizan tipicamente irradiancias de 0,74
mW/cm?, valores suficientes para inducir reacciones de oxidacidon y descarboxilacion que
transforman parcialmente el compuesto (Li et al., 2017; Wasan et al., 2019). Sin embargo, la
ausencia de un catalizador limita la generacion de especies reactivas secundarias, lo que puede
resultar en una degradacién incompleta y la formacidon de subproductos persistentes (Li et al.,
2017). Estas especies intermedias se originan porque, tras la excitacion inicial del ketoprofeno, se
induce la pérdida del grupo carboxilo (descarboxilacién) y la posterior ruptura del puente
carbonilico (descarbonilacién), permitiendo la formacion de radicales aromaticos estables. Estos
radicales pueden reaccionar lentamente con oxigeno disuelto, generando compuestos hidroxilados
o semiquinonas, o bien sufrir isomerizaciones internas que mantienen intacto el anillo bencénico,
lo que explica la persistencia de varios de estos fotoproductos. Entre los principales productos de
transformaciéon identificados durante la fotdlisis del ketoprofeno se encuentran la 3-
hidroxibenzofenona, el catecol (1,2-dihidroxibenceno) y la 1,4-benzoquinona, derivados de
reacciones de hidroxilacion y descarbonilacién del anillo aromatico (Li et al., 2012; Ferrando-
Climent et al.,, 2012). Aunque estos productos representan una etapa intermedia hacia la
mineralizacién, algunos presentan toxicidad residual comparable o incluso superior al compuesto
original, lo que justifica la necesidad de evaluar los efectos bioldgicos posteriores al tratamiento.

La fotocatalisis heterogénea con diéxido de titanio ha sido estudiada como una de las tecnologias
mas eficientes para la degradacién de contaminantes orgdnicos en medios acuosos (Fujishima &
Honda, 1972; Herrmann, 1999). Este proceso representa una mejora significativa en comparacién
con la fotdlisis directa, al incorporar un catalizador semiconductor capaz de potenciar la formacion
de radicales reactivos. Su principio se basa en la activaciéon del TiO, mediante la absorcion de
radiacidn ultravioleta, lo que provoca la excitacion de electrones desde la banda de valencia hacia
la banda de conduccion y la consecuente generacion de pares electron-hueco (e7/h*).



El mecanismo general del proceso se describe mediante las siguientes ecuaciones:

(1) TiO, + hv - e o + htyy

(2) h*yp + Hy0 (qq45) > OH + H*

B)e e+ 0,207,

(4) 0~ ,+ H* > HO -,

(5) 2HO -, H,0, + 0,

(6) H,0, + hv —» 2-0H

(7) R+ 0oh —> R -— intermedios oxigenados — C0O, + H,0

En donde,

hv =radiacién UV - A

e~ .p=electron foto excitado
h* = hueco positivo

R +- oh = Ketoprofeno

La radiacién UV-A genera pares electron-hueco en la superficie del TiO, (ecuacidn 1). Los huecos
(h*) oxidan las moléculas de agua o iones OH™ adsorbidos, produciendo radicales hidroxilos (¢OH)
(ecuacidn 2), mientras que los electrones (e”) reducen el oxigeno disuelto del aire, generando
aniones superdxido (0,¢7) (ecuacion 3). Estas especies reactivas de oxigeno (¢OH, Oy, HO,e y
H,0,) son altamente inestables y poseen un elevado potencial de oxidacidn, capaz de atacar los
enlaces aromaticos y carboxilicos del ketoprofeno (ecuaciones 4-7). El resultado de estas
reacciones es la desestabilizacion estructural del farmaco, la formacién de intermediarios
oxigenados (como alcoholes, quinonas o acidos) y, finalmente, su degradacién parcial a CO, y H,0.
El oxigeno atmosférico presente en el medio desempeia un papel esencial al actuar como aceptor
de electrones, favoreciendo la generacidn continua de ROS y evitando la recombinacién del par
electron-hueco, lo que incrementa la eficiencia del proceso (Chong et al.,, 2010; Albarran &
Mendoza, 2022).

La eficiencia de la fotocatalisis depende de diversos factores fisicoquimicos. La concentracién inicial
del contaminante influye directamente en la velocidad de degradacién: a bajas concentraciones (5
- 10 mg/L), el ketoprofeno se oxida con mayor rapidez debido a la abundancia de sitios activos
disponibles en la superficie del catalizador, mientras que a concentraciones elevadas (>30-50 mg/L)
estos sitios se saturan, disminuyendo la eficiencia (Chong et al., 2010). La intensidad de la radiacidn
UV-A determina la cantidad de pares electrén-hueco generados, y tanto la concentracion de
catalizador como el pH del medio influyen en la adsorcién del farmaco sobre el TiO,. A su vez, la
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concentracidn del catalizador suele variar entre 0.1y 1 g/L, con valores éptimos cercanos a 0.5 g/L,
como se observa en Wang et al. (2018) y Mella (2022).

En medios ligeramente acidos, el ketoprofeno neutro presenta mayor afinidad por el catalizador,
favoreciendo las etapas iniciales de oxidacidon (Wang et al., 2018). Ademas, se han desarrollado
sistemas combinados como adsorcidon—fotdlisis o0 adsorcion—fotocatalisis, que mejoran la eficiencia
de remocién. Cabrera et al. (2021) reportaron eficiencias superiores al 90 % en la eliminacién de
contaminantes emergentes mediante TiO, activado por radiacion UV, mientras que Mella (2022)
alcanzé remociones del 99 % para ciprofloxacino y 96 % para moxifloxacino, demostrando el
potencial de estas tecnologias para depurar aguas contaminadas con farmacos.

La radiacion ultravioleta cumple un papel esencial en ambos procesos, ya que constituye la fuente
de energia que inicia las reacciones fotoquimicas y fotocataliticas. Dependiendo de su longitud de
onda, la radiacion se clasifica en UV - A (315 —400 nm), UV - B (280 — 315 nm) y UV - C (200 — 280
nm), como se muestra en la figura 1.3. La regién UV-A, utilizada en esta investigacién, es menos
energética que la UV-C, pero suficiente para activar el TiO, y promover la generacidén de especies
reactivas de oxigeno en condiciones experimentales controladas (Parsons, 2004).

Rayos X Ultravioleta Luz visible Infrarrojos

= > | <
-

A
Y

>

ane vacio UV-C UVB UV-A'

100 200 280 315 400 780
Longitud de onda (nm)

Figura 1.3. Espectro de radiacién ultravioleta (Manzano, 2020)

A pesar de su eficacia, un aspecto critico de los procesos de oxidacién avanzada radica en la posible
formacidn de subproductos con actividad bioldgica persistente. Algunos intermediarios presentan
estructuras parcialmente oxidadas que pueden mantener o incluso incrementar su toxicidad,
afectando organismos acuaticos y terrestres expuestos a los efluentes tratados (Ferrando-Climent
et al., 2012; Navidpour et al., 2023). Por esta razon, la evaluacion del éxito de los tratamientos
fotocataliticos y fotoliticos no debe basarse Unicamente en pardmetros quimicos, sino también en
su impacto bioldgico. En este contexto, los bioensayos ecotoxicoldgicos constituyen herramientas
esenciales para determinar la toxicidad residual de los efluentes tratados. Los celomocitos de
Eisenia fetida, mediante el bioensayo de tiempo de retencién del rojo neutro, permiten detectar
alteraciones celulares causadas por los productos intermedios. Paralelamente, el bioensayo de
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germinacioén y elongacién radicular e hipocotilar en Lactuca sativa evalla los efectos fitotdxicos
sobre el desarrollo vegetal, permitiendo comparar la respuesta bioldgica entre organismos
animales y vegetales expuestos a los mismos tratamientos.

La combinacion de fotdlisis y fotocatalisis heterogénea con TiO, constituye, por tanto, una
estrategia efectiva y complementaria para reducir la concentracién de contaminantes emergentes
como el ketoprofeno. La incorporacién de bioensayos con E. fetida y L. sativa en este tipo de
estudios permite verificar no solo la eficiencia quimica del tratamiento, sino también su seguridad
ambiental, evitando la generacién de nuevos riesgos asociados a los subproductos de
transformacion.

1.4. Celomocitos de Eisenia fetida

Eisenia fetida es una lombriz de tierra perteneciente a la familia Lumbricidae, del orden de los
haplotaxidos y a su vez a la subclase de los oligoquetos, estas habitan de manera natural en los
suelos. Estos organismos invertebrados constituyen la fraccion mdas abundante de biomasa animal
en la mayoria de los ecosistemas terrestres templados. Su actividad modifica de forma notable las
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo, ya que contribuyen a mejorar su estructura y
aceleran tanto la descomposicion de la materia orgdnica como el reciclaje de nutrientes
(Dominguez et al., 2009).

La estructura externa de E. fetida estd compuesta por seis partes como se puede ver en la figura
1.4, en primer lugar estd la boca en consiguiente el prostomio, el cual es el primer I6bulo del cuerpo
y el pigidio el ultimo lébulo en donde se abre el ano. Las setas, son proyecciones quitinosas
semejante a pelos pequefios ubicados en toda su estructura a excepcién de la boca, clitelo y ano.
El clitelo, es la zona glandular que aparece cuando la lombriz estd sexualmente apta para
reproducirse.

12



Somites

Pigidic

Prostomio

Figura 1.4. Caracteres externos de una lombriz de tierra (Reines et al., 1998).

Su sistema inmunitario innato se encuentra conformado principalmente por células libres
denominadas celomocitos que se encuentran localizadas en el fluido celémico del celoma, como se
muestra en la figura 1.5, rellenando la cavidad corporal. Estos elementos celulares desempenan
funciones esenciales de defensa, detoxificacién y mantenimiento de la homeostasis interna, lo que
los convierte en biomarcadores sensibles de exposicién a contaminantes emergentes como
farmacos, metales pesados y nanoparticulas (OECD, 2004; Correia et al., 2021).

Vaso dorsal

— Epidermis

Tubo digestivo
Musculos circulares

Celoma

- Musculos longitudinales

Vaso

cantral Nelridios

Cordon

neMvioso

Vaso subneural

Figura 1.5. Corte transversal de una lombriz de tierra (Reines et al., 1998).

Los celomocitos se clasifican en subpoblaciones con funciones especializadas: amebocitos
granulares, amebocitos hialinos, y otras menos definidas como celomocitos eleocitos/cloragocitos
en especies afines. Los amebocitos se encargan principalmente de la fagocitosis, generacién de
radicales, encapsulacion y respuesta inmune rapida, mientras que los eleocitos o cloragocitos
contribuyen mds con funciones de almacenamiento, metabolismo y mantenimiento homeostatico

13



(Diogene et al., 1997). En la figura 1.6 se puede apreciar en microscopio la estructura fisica de un
celomocito de E. fetida.

Figura 1.6. Celomocitos de Eisenia fetida al microscopio éptico (40X) (Marcano, L et al., 2018).

Cuando E. fetida expone sus celomocitos a contaminantes, éstos presentan respuesta oxidativa,
citotéxica y genotdxica. Un estudio midid la respuesta de celomocitos tras exposicién a
nanoparticulas de MoS, defectuosas, observando inhibicién de complejos del sistema respiratorio
mitocondrial, alteraciones metabdlicas, aumento de apoptosis e inhibicién de funciones oxidativas
en distintos niveles de concentracidn, entre 10 y 100 mg de Mo/L a 96 horas de exposicion (Sun et
al., 2023).

Los celomocitos muestran ademas alteraciones funcionales tempranas incluso antes de observar
mortalidad o efectos a nivel poblacional. Por ejemplo, se registran cambios en la actividad de
enzimas antioxidantes, aumento de especies reactivas de oxigeno, pérdida de viabilidad celular,
alteraciones en la morfologia, reduccion de la capacidad fagocitica y posibilidades de apoptosis o
muerte celular programada (Sun et al., 2023).

La extraccién de celomocitos permite también ensayos ex vivo, lo cual facilita evaluar la toxicidad
de contaminantes y sus productos de degradacion. Este enfoque permite exponer celomocitos
directamente en medios controlados, medir viabilidad, integridad lisosomal, dafio en ADN, estrés
oxidativo y reparacidn del dafio celular. Estos ensayos ex vivo ofrecen una herramienta rapida para
determinar diferencias de toxicidad entre compuestos originales y sus transformados (Fuchs 2011;
Marcano et al, 2018).

Aunque no se ha encontrado hasta ahora un estudio especifico sobre la exposicidon de celomocitos
de E. fetida al ketoprofeno, los resultados con otros contaminantes suelen ser comparables en
mecanismos de dafio. Se infiere que E. fetida, al exponerse al ketoprofeno, experimentaria
alteraciones similares, demostrando una reduccion de TRRN, dafio en ADN medible, aumento de
produccién de ROS, pérdida de viabilidad y posible apoptosis en subpoblaciones sensibles como los
amebocitos (Ma et al., 2016; Sun et al., 2023).
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1.5. Bioensayo de tiempo de retenciéon rojo neutro en
celomocitos de Eisenia fetida

El bioensayo de tiempo de retencién del rojo neutro se establece como una de las metodologias
mas sensibles para evaluar el dafio subletal en organismos expuestos a contaminantes emergentes.
Este ensayo se fundamenta en la capacidad del colorante rojo neutro de acumularse en los
lisosomas de células viables. Cuando la célula se encuentra en condiciones fisioldgicas normales,
los lisosomas son estables y retienen el colorante durante un periodo prolongado. Sin embargo,
frente a situaciones de estrés quimico, como la exposicidn a xenobidticos, la integridad lisosomal
se ve comprometida, disminuyendo el tiempo de retencién del colorante. Por lo tanto, el TRRN
constituye un biomarcador temprano de toxicidad celular, ampliamente validado en ecotoxicologia
con lombrices de tierra, especialmente con Eisenia fetida (Ma et al., 2016).

En el contexto de farmacos antiinflamatorios no esteroideos, el ketoprofeno representa un
contaminante de creciente interés debido a su alta frecuencia de deteccion en suelos agricolas y
aguas residuales tratadas. Su persistencia y movilidad ambiental hacen posible que organismos
edaficos como E. fetida entren en contacto directo con el compuesto. Dado que los celomocitos de
esta especie poseen un sistema lisosomal muy sensible, el TRRN se convierte en una herramienta
esencial para determinar si la exposicién al ketoprofeno genera efectos en la viabilidad celular de
las lombrices, incluso a concentraciones subletales que no producen mortalidad inmediata (Garcia-
Velasco et al., 2019).

El procedimiento del bioensayo comienza con la extraccién del fluido celémico de E. fetida, el cual
contiene poblaciones celulares como hialinocitos y granulocitos. Estos ultimos son los principales
responsables de la fagocitosis y poseen un sistema lisosomal desarrollado, por lo que se consideran
los mas sensibles al ensayo. Una vez obtenida la suspension celular mediante la técnica de extrusion
celémica, los celomocitos se exponen al colorante rojo neutro en condiciones controladas de
laboratorio. El tiempo de retencién se mide bajo microscopio de contraste de fases, observando
periédicamente la pérdida de coloracidn en los lisosomas. La disminucion del TRRN indica un dafio
progresivo en la estabilidad de membranas lisosomales, atribuible al efecto del contaminante
ensayado (Diogéne et al., 1997; Gupta, 2000).

Los resultados esperados del bioensayo de TRRN con ketoprofeno incluyen una reduccidn
progresiva en el tiempo de retencion del rojo neutro en granulocitos, reflejando pérdida de
estabilidad lisosomal. Esta disminucion puede correlacionarse con un aumento en la permeabilidad
de membranas, liberaciéon de enzimas lisosomales y activacion de vias apoptdticas. En paralelo, se
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anticipa que las exposiciones prolongadas o a mayores concentraciones de ketoprofeno
desencadenan respuestas inmunotdxicas mas severas, tales como reduccidon en la capacidad
fagocitica y alteraciones en el equilibrio redox de los celomocitos (Lowe et al., 1995; Gupta, 2000;
Lee et al., 2009).

1.6. Semillas de Lactuca Sativa

Lactuca sativa L., conocida cominmente como lechuga, es una planta perteneciente a la familia
Asteraceae, cultivada extensamente en todo el mundo por su valor alimenticio y su importancia
econdémica. Desde un punto de vista botdnico, representa una especie modelo de gran utilidad
tanto en investigaciones agrondmicas como en estudios de ecotoxicologia debido a su rapida
germinacién, a la homogeneidad en el desarrollo inicial de sus plantulas y a la sensibilidad que
muestra frente a contaminantes ambientales presentes en agua y suelo. Su incorporacién en
bioensayos ha permitido establecer relaciones directas entre la exposicion a compuestos téxicos y
las respuestas fisiolégicas de los vegetales, contribuyendo a comprender el impacto de sustancias
guimicas emergentes sobre los ecosistemas terrestres y acuaticos (Chan-Keb et al., 2022).

El cultivo de L. sativa es fundamental en sistemas agricolas a nivel global y, por ello, se encuentra
expuesta de manera constante a contaminantes provenientes de practicas intensivas de
produccidn, fertilizacidn, uso de pesticidas y riego con aguas residuales tratadas. Esta condicion la
transforma en un indicador vegetal adecuado para la evaluacién de riesgos ambientales,
especialmente en relacidon con contaminantes emergentes como los fdrmacos antiinflamatorios no
esteroideos, que son liberados de manera continua al ambiente debido a su amplio consumo
humano y a la limitada eficiencia de los sistemas convencionales de tratamiento de aguas (Kumar
et al., 2022).

En cuanto a sus caracteristicas morfoldgicas la semilla de Lactuca sativa es pequefia, de forma
alargada y contiene los embriones responsables del inicio del desarrollo de la plantula. Al germinar,
se distinguen rapidamente la radicula primaria, que constituye la primera estructura en emergery
gue da origen al sistema radicular, junto con el hipocétilo y los cotiledones, 6rganos que cumplen
funciones fotosintéticas iniciales hasta la aparicion de las primeras hojas verdaderas. La radicula
atraviesa fases de diferenciacién que incluyen la zona meristematica, donde predominan divisiones
celulares, la zona de elongacién, en la que ocurre la expansion de las células, y la zona de
maduracién, donde aparecen los pelos radicales que facilitan la absorcion de agua y nutrientes. La
simplicidad y regularidad de este desarrollo inicial hacen posible medir con precision la elongacion
de la raiz y el crecimiento de la plantula, pardmetros utilizados comiUnmente en bioensayos
ecotoxicoldgicos (Priac et al., 2017). Su morfologia se puede observar en la figura 1.7.
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Figura 1.7 Morfologia de la semilla y la plantula de lechuga Lactuca sativa (Castillo, 2004).

En ecotoxicologia, Lactuca sativa ha sido reconocida como una especie de prueba estandarizada
en bioensayos de fitotoxicidad aguda, recomendados por organismos internacionales como la US
Environmental Protection Agency y la OECD. La razdn de esta eleccidn radica en que la germinacién
y la elongacién radicular son procesos altamente sensibles a contaminantes, en comparacion con
otras especies vegetales. Los parametros mas utilizados en estos bioensayos son la tasa de
germinacioén y la longitud de la radicula, aunque en muchos estudios también se consideran la
longitud del hipocdtilo y el peso seco de las plantulas. En general, la elongacién de la radicula es
mas sensible que la germinacidn, pues responde a concentraciones menores de contaminantes que
no necesariamente impiden la emergencia de la semilla (Priac et al., 2017).

1.7. Bioensayo de fitotoxicidad con semilla de Lactuca Sativa

El bioensayo de toxicidad aguda con semillas de Lactuca sativa constituye una herramienta
estandarizada y ampliamente aceptada en ecotoxicologia para evaluar el efecto de contaminantes
sobre la germinacion y el desarrollo inicial de las plantulas. Su relevancia se sustenta en la rapidez
de respuesta, la sensibilidad de los parametros medidos y la facilidad metodoldgica de aplicacion.
A diferencia de otros ensayos vegetales que requieren semanas para obtener resultados, el
bioensayo con lechuga permite observar efectos toxicos en un rango de 72 a 120 horas, lo cual
facilita la comparacidn entre contaminantes de distinta naturaleza (Campagna-Fernandes et al.
2016).

El fundamento del ensayo consiste en medir la tasa de germinacién, la longitud de la radicula e
hipocétilo como indicadores de fitotoxicidad. La germinacién representa la capacidad de las
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semillas para iniciar su desarrollo bajo condiciones de exposiciéon, mientras que la elongacion
radicular refleja la respuesta celular al contaminante en las fases iniciales de divisién y expansién.
Entre estos pardmetros, la elongacién de la radicula se considera mas sensible, ya que puede verse
afectada incluso a concentraciones que no reducen significativamente la germinacién. Esta
sensibilidad convierte al ensayo en un biomarcador temprano de toxicidad subletal (Campagna-
Fernandes et al.,, 2016). Asimismo, la elongacién del hipocétilo constituye un indicador
complementario que refleja el crecimiento del eje embrionario aéreo, dependiente de procesos
fisiolégicos como la division y elongacion celular, la sintesis de proteinas y la funcionalidad de los
tejidos meristematicos. La inhibicidn del hipocdtilo puede evidenciar alteraciones metabdlicas y
hormonales inducidas por contaminantes, especialmente aquellos que interfieren en la produccién
de auxinas o en la integridad de las paredes celulares. Por ello, la evaluacién conjunta de la radicula
y el hipocdtilo permite una interpretacion mas completa del impacto tdéxico sobre las fases
tempranas del desarrollo vegetal.

El bioensayo con L. sativa ha demostrado ser particularmente atil para evaluar contaminantes
emergentes. Chan-Keb et al. (2022) estudiaron el efecto de farmacos comunes, como losartan y
ranitidina, sobre la germinacion y el crecimiento de semillas de lechuga. Los resultados mostraron
reducciones significativas en la elongacién radicular a concentraciones de 0,01 a 1000 mg/L, con
un patrén dosis-dependiente. Este hallazgo respalda el uso de la lechuga como especie bioindicador
para fdrmacos de amplio consumo humano que alcanzan ecosistemas terrestres y acuaticos. Por
otro lado, Saetama et al. (2018) observa que en semillas de Lactuca sativa, la exposicién a
determinadas concentraciones (20, 10, 5, 2, 1y 0.5 mg/L) de Ibuprofeno puede generar un efecto
estimulante en la elongacién de la radicula y el hipocétilo en comparacién con el control. Este
fendmeno refleja una posible respuesta hormética, en la que bajas concentraciones del
contaminante actian como un leve estimulo fisiolégico que activa mecanismos de defensa y
favorece temporalmente el crecimiento vegetal. Dicho comportamiento sugiere que la exposicion
a contaminantes farmacéuticos no siempre produce efectos fitotdxicos inmediatos, sino que puede
modificar los procesos de germinacién y desarrollo inicial de las plantas segun la dosis y la
naturaleza del compuesto.

Asimismo, se ha comprobado que L. sativa es sensible a contaminantes presentes en aguas
residuales tratadas. Priac et al. (2017) evaluaron la fitotoxicidad de aguas depuradas mediante este
bioensayo y observaron que, a pesar de la disminucion de la carga orgénica tras el tratamiento,
persistian efectos inhibitorios en la elongacion radicular. Esto revela que los procesos de
depuracidn convencionales no siempre eliminan los contaminantes emergentes, lo que refuerza la
necesidad de complementar las mediciones quimicas con pruebas bioldgicas.

El empleo del bioensayo con L. sativa en la evaluacion de contaminantes farmacéuticos, como el
ketoprofeno, adquiere gran relevancia al considerar que este compuesto ha sido reportado de
manera recurrente en aguas residuales y suelos agricolas. Al tratarse de un antiinflamatorio de uso
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comun y de dificil eliminacién en procesos convencionales, su presencia residual plantea riesgos
para la vegetacidn expuesta a través del riego o la enmienda de suelos con biosélidos. La inhibicidn
del crecimiento radicular en lechuga tras la exposicién a ketoprofeno o a sus productos de
transformacion podria indicar un impacto negativo directo en cultivos de importancia agricola, lo
gue a su vez podria repercutir en la productividad y en la seguridad alimentaria. En este sentido,
los bioensayos con L. sativa no solo cumplen un rol diagndstico, sino también predictivo. Al reflejar
efectos tempranos en el desarrollo vegetal, permiten anticipar consecuencias ecolégicas y
econdémicas de la presencia de contaminantes emergentes. Ademads, su incorporacidon en
investigaciones sobre tecnologias de remediacion, como la fotocatélisis heterogénea con TiO,,
resulta indispensable. Si bien este proceso degrada moléculas complejas como el ketoprofeno en
compuestos mas simples, existe la posibilidad de que los intermediarios generados presenten
toxicidad residual. Por ello, el bioensayo con lechuga puede confirmar si la reduccion de
concentracién quimica se traduce en una disminucién real de la toxicidad bioldgica.

Una ventaja adicional del ensayo radica en su bajo costo y facilidad de estandarizacion. Las semillas
de lechuga son de amplia disponibilidad comercial, presentan una alta tasa de germinacion y
requieren condiciones experimentales simples, como placas de Petri con papel filtro humedecido.
Ademas, organismos internacionales como la OECD han establecido protocolos especificos para
este tipo de ensayos, lo que asegura la reproducibilidad y comparabilidad de resultados entre
diferentes estudios y laboratorios. Sin embargo, el bioensayo presenta limitaciones que deben
reconocerse, al centrarse en las etapas iniciales del desarrollo, los resultados reflejan toxicidad
aguda inmediata, pero no necesariamente predicen efectos cronicos o acumulativos en el ciclo
completo de las plantas.

1.8. Normativa aplicada

La regulacion de los contaminantes emergentes, particularmente de los farmacos antiinflamatorios
no esteroideos, ha tomado creciente relevancia debido a su deteccidon reiterada en aguas
superficiales, suelos y efluentes, asi como a los posibles efectos ecotoxicoldgicos derivados de su
persistencia y bioactividad. En Chile, ain no existe una normativa especifica que establezca limites
para farmacos en matrices ambientales ni protocolos obligatorios para su evaluacién toxicoldgica.
No obstante, el marco regulatorio internacional ofrece lineamientos sélidos que respaldan el uso
de bioensayos como herramienta para evaluar el riesgo ambiental asociado a estos compuestos.

En materia de evaluacion de sustancias quimicas y principios activos farmacéuticos, la Unién
Europea exige la realizacidon de evaluaciones de riesgo ambiental antes de su comercializacién, tal
como establecen la Directiva 2001/82/CE para medicamentos veterinarios y la Directiva
2004/27/CE para medicamentos de uso humano. Estas directrices, junto con los lineamientos de la
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European Medicines Agency (EMA, 2006), consideran explicitamente la posible afectacién de
organismos del suelo y recomiendan el uso de lombrices como organismos modelo.
Complementariamente, la normativa REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and
Restriction of Chemicals) exige informacién ecotoxicolégica que incluye ensayos en organismos
terrestres como parte del proceso de registro y autorizacién de sustancias quimicas.

En relacién con organismos edaficos, las guias estandarizadas mas utilizadas a nivel mundial
corresponden a las de la Organizacidn para la Cooperacién y el Desarrollo Econdmico. La OECD
Guideline 207: Earthworm, Acute Toxicity Test (2004) regula la evaluacion de toxicidad aguda en
Eisenia fetida, mientras que la OECD Guideline 222: Earthworm Reproduction Test (2008) establece
protocolos para estudiar efectos crénicos sobre la reproduccion y el crecimiento. En América, la US
Environmental Protection Agency reconoce a E. fetida como organismo de referencia para la
evaluacidon de toxicidad en suelos contaminados, tal como se detalla en la guia EPA OPPTS
850.6200: Earthworm Subchronic Toxicity Test (1996). Estas normas constituyen el respaldo
metodolégico central para el uso de lombrices en estudios de toxicidad de contaminantes
emergentes, aun cuando no exista exigencia regulatoria nacional.

Adicionalmente, el uso de bioensayos agudos de corta duracidn (24—48 h) en Eisenia fetida, como
los de este estudio, se encuentra respaldado por metodologias internacionalmente aceptadas para
la evaluacién de biomarcadores celulares en exposiciones breves. La norma I1SO 16387:2004
establece procedimientos de ensayos de evitacién con duraciones de 24-48 h, mientras que
protocolos ampliamente utilizados en toxicologia celular (Weeks & Svendsen, 1996; Homa et al.,
2003, 2015; Kebede et al., 2018) estandarizan el uso de placas Petri, soluciones directas y tiempos
de exposicion de hasta 48 h para medir estabilidad lisosomal, viabilidad celular y respuestas
tempranas ante contaminantes emergentes. En el caso de los bioensayos vegetales, Lactuca sativa
es una especie modelo ampliamente aceptada debido a su alta sensibilidad y rapida germinacion.
La OECD Guideline 208: Terrestrial Plant Test — Seedling Emergence and Seedling Growth Test
(2006) establece procedimientos estandarizados para evaluar germinacion y crecimiento inicial.
Asimismo, la US EPA y la norma I1SO 18763:2016 respaldan bioensayos de fitotoxicidad aguda con
duraciones de 72 a 120 h, incluyendo modalidades directas sin sustrato, en las cuales las semillas
se exponen sobre un soporte inerte humedecido con la solucién del contaminante. Estas
metodologias permiten evaluar con precisidn los efectos tempranos sobre germinacion, elongacién
radicular e hipocotilar sin interferencias del suelo. De este modo, el bioensayo vegetal empleado
en este estudio se ajusta plenamente a los estdndares internacionales para pruebas de fitotoxicidad
aguda.
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2. Problema

La presencia de contaminantes emergentes, especialmente los compuestos farmacéuticos como el
ketoprofeno, constituye un desafio creciente para la calidad ambiental y la estabilidad de los
ecosistemas terrestres y acuaticos. Este fadrmaco, clasificado como antiinflamatorio no esteroidal,
es uno de los analgésicos mas consumidos a nivel global: en Europa su uso alcanza entre 10 y 50
toneladas anuales, dependiendo del pais, mientras que en Espaifa se reportd un consumo de 27
toneladas/afio solo en 2015 (Gémez-Canela et al., 2014; Santos et al., 2018). Su amplio uso en
medicina humana y veterinaria explica su deteccién recurrente en aguas residuales, cuerpos
receptores y suelos agricolas irrigados con efluentes tratados, debido a su persistencia y baja
biodegradabilidad. La exposicidon continua de organismos edaficos y vegetales a este tipo de
farmacos genera preocupacién por los posibles efectos subletales, tales como alteraciones
celulares, estrés oxidativo y disfuncion fisioldgica.

A pesar del desarrollo de tecnologias de tratamiento mds avanzadas, como los procesos de
oxidacion avanzada, la evidencia cientifica disponible no permite establecer con claridad si la
degradacion fotoquimica de farmacos como el ketoprofeno implica una reduccién efectiva de su
toxicidad. Se desconoce en qué medida los productos intermedios formados durante procesos
como la fotdlisis o la fotocatadlisis con didxido de titanio mantienen o incluso incrementan su efecto
biolégico adverso. Esta falta de conocimiento limita la comprension del riesgo ambiental real
asociado a los tratamientos fotocataliticos, ya que la desaparicién analitica del compuesto no
garantiza la disminucidn de su impacto ecotoxicolégico.

La problematica se centra, por tanto, en la incertidumbre respecto a los efectos bioldgicos y
ambientales derivados de los productos de degradacion del ketoprofeno generados por radiacion
UV-A y sistemas fotocataliticos UV-A/TiO,. Esta brecha de conocimiento impide determinar si las
tecnologias de oxidacion avanzada representan una alternativa ambientalmente segura o si, por el
contrario, podrian originar compuestos con toxicidad residual capaces de afectar a organismos del
suelo y plantas expuestas a estos contaminantes.
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3. Objetivos

3.1.

Objetivo general

Evaluar el efecto del ketoprofeno, antes y después del tratamiento mediante fotdlisis y fotocatalisis

heterogénea, sobre celomocitos de Eisenia fetida y semillas de Lactuca sativa.

3.2.

Objetivos especificos

3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.

Implementar bioensayos de toxicidad aguda en celomocitos de
Eisenia fetida y semillas de Lactuca sativa, frente a exposiciones
de soluciones de ketoprofeno.

Comparar las respuestas de los bioensayos de toxicidad aguda en
celomocitos de Eisenia fetida y semillas de Lactuca sativa.

Calcular el porcentaje de inhibicién de las respuestas en los

bioensayos de toxicidad aguda con celomocitos de Eisenia fetida y
semillas de Lactuca sativa.
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4. Materiales y métodos

4.1. Materiales

4.1.1. Reactivos quimicos

Para el desarrollo de los bioensayos se utilizé ketoprofeno (CigH1403) de grado analitico de la marca,
seleccionado por su cardcter de contaminante emergente y por su alta frecuencia de deteccién en
matrices ambientales, especialmente en aguas residuales y suelos agricolas irrigados (Wilkinson et
al., 2022; Tyumina et al., 2023). El sistema fotocatalitico se preparé utilizando diéxido de titanio
(TiO,) P25 de la marca Evonik, debido a que este semiconductor es el catalizador mas empleado y
validado en estudios de fotocatdlisis heterogénea por su estabilidad, no toxicidad y elevada
eficiencia para generar especies reactivas de oxigeno bajo radiacion UV-A (Fujishima & Honda,
1972; Herrmann, 1999; Chong et al.,, 2010). Su incorporacion permite reproducir condiciones
comparables a ensayos previos de remocidn de farmacos, mediante procesos fotoquimicos.

Las disoluciones se prepararon utilizando agua destilada libre de cloro y compuestos organicos, con
el fin de evitar interferencias en la absorcién UV del fdrmaco o en la formacién de especies reactivas
durante los tratamientos fotoquimicos (Parsons, 2004).

4.1.2.  Organismos bioldgicos

Como organismos de prueba se emplearon ejemplares adultos clitelados de Eisenia fetida,
obtenidos de un cultivo mantenido en condiciones controladas de humedad (70 £ 5 %),
temperatura (22 + 2 °C) y alimentacién con compost natural. Los individuos utilizados presentaron
un peso comprendido entre 0,4 y 0,7 gramos y se seleccionaron de tamafio y apariencia similar
para estandarizar los ensayos. Para el bioensayo de fitotoxicidad se utilizaron semillas comerciales
de Lactuca sativa marca Roots, de variedad homogénea vy libres de tratamientos quimicos. Las
semillas se conservaron en su respectivo empaque, protegidas de la humedad y la luz, hasta su uso
en los experimentos.
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4.1.3. Equipos y materiales de laboratorio

Para la exposicion de los organismos y la realizacién de los ensayos se utilizaron placas Petri de
vidrio de 90 mm de diametro, papel filtro libre de blanqueadores, micropipetas automaticas (1-
1000 L), pipetas graduadas, vasos de precipitado, frascos de vidrio y material de vidrio tipo
borosilicato. En el bioensayo de E. fetida se empled solucién Ringer y solucién de rojo neutro como
colorante vital para el ensayo de tiempo de retencion del rojo neutro. Las observaciones celulares
se realizaron con un microscopio éptico al aumento 10x. Los tratamientos con radiacién UV - A se
llevaron a cabo en una camara de radiacién equipada por seis tubos Led de UV-A de Philips TL-D
15W/10, manteniendo una intensidad promedio de 0,8 mW /cm? medida con un radiémetro
portatil modelo UV340B.

4.2. Procedimiento experimental

4.2.1. Grupos experimentales

Los ensayos se organizaron en cuatro grupos experimentales: control sin adicion de farmaco,
ketoprofeno sin irradiar, ketoprofeno irradiado con radiacion UV-A y ketoprofeno irradiado con
radiacion UV-A en presencia de didxido de titanio. Todas las soluciones de ketoprofeno se
prepararon a concentraciones de 1,5 mg L™, 10 mg L™y 20 mg L™, utilizando agua destilada libre
de cloro y otras impurezas. Las concentraciones de ketoprofeno seleccionadas para este estudio se
establecieron con el fin de abarcar un rango representativo de efectos subletales y observar
gradientes de respuesta bioldgica en los bioensayos con Eisenia fetida y Lactuca sativa. La
concentracién mas baja (1,5 mg L) se empleé como nivel de exposicion cercano a valores
reportados en efluentes y aguas residuales tratadas, donde tipicamente se detectan
concentraciones en el orden de microgramos a pocos miligramos por litro. Esta dosis permite
evaluar respuestas tempranas o efectos leves en pardmetros sensibles como la estabilidad
lisosomal y la germinacion. La concentracion intermedia (10 mg L™) se utilizd para representar
escenarios de contaminacion moderada, donde se espera detectar alteraciones fisioldgicas mas
marcadas, tales como disminucion del tiempo de retencidn del rojo neutro, afectacion del
equilibrio redox o inhibicion parcial del crecimiento radicular. Finalmente, la concentracion mas
alta (20 mg L™) se selecciond para asegurar la generacién de un efecto biolégico claro dentro del
rango subletal, permitiendo caracterizar la magnitud del impacto y las diferencias entre
tratamientos fotoliticos y fotocataliticos. Este valor corresponde a un nivel experimental utilizado
comunmente en estudios ecotoxicologicos para establecer gradientes de respuesta y comparar la
sensibilidad entre organismos bioldgicos, aun cuando exceda las concentraciones ambientales
tipicas. De esta manera, el conjunto de concentraciones permite observar un perfil completo de
respuestas bioldgicas.
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Estas concentraciones se alinean con los rangos utilizados en bioensayos agudos (de corta
duracidn) reportados en la literatura. Bownik et al. (2020) evaluaron los efectos del ketoprofeno
en organismos Daphnia magna empleando concentraciones entre 0,005 y 50 mg L™", mientras que
Chan-Keb et al. (2022) desarrollaron bioensayos fitotdxicos utilizando un rango de 0,01 a 1000 mg
L™ de farmacos como losartan y ranitidina, demostrando que estos niveles permiten detectar
respuestas subletales y gradientes de efecto comparables a los observados en el presente estudio.

La exposicidon fotoquimica sin catalizador se efectué en una cdmara de radiaciéon equipada con
lamparas UV-A ubicadas a 20 cm de la superficie de exposicidn, como se muestra en la figura 4.1.
La intensidad promedio de radiacién se mantuvo en 0,8 mW/cmZ. Las soluciones se mantuvieron
bajo agitacién constante durante 90 minutos a temperatura ambiente controlada, garantizando la
uniformidad del proceso. Para el tratamiento fotocatalitico, se adiciond 0,33 g/L TiO, en suspensidn
a las soluciones de ketoprofeno bajo las mismas condiciones experimentales de radiacion. La
suspension se agitd continuamente durante la exposicidn para asegurar la dispersién homogénea
del catalizador y evitar la sedimentacion de las particulas. Al término de cada tratamiento, las
muestras se conservaron en frascos ambar, protegidas de la luz y a temperatura ambiente, hasta
su utilizacién en los bioensayos de toxicidad.

Figura 4.1. Camara de radiacion UV -A (Facultad farmacia, Universidad de Valparaiso).
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4.2.2. Bioensayo de tiempo de retencién rojo neutro en
celomocitos de Eisenia fetida

Luego de realizar las soluciones de ketoprofeno (sin tratamiento, con tratamiento UV -A, con
tratamiento UV - A/ Ti0,), se hizo el bioensayo de tiempo de tincién rojo neutro en celomocitos de
Eisenia fetida, siguiendo el procedimiento descrito originalmente por Weeks y Svendsen (1996).
Para esto se selecciond lombrices adultas con peso entre 0,4 y 0,7 gramos con clitelo visible, se
expuso tres lombrices por placa Petri de 90 mm con papel filtro y en cada placa se colocé 4 mL de
concentracién correspondiente: control (agua destilada), ketoprofeno, ketoprofeno + UV-A, y
ketoprofeno + UV-A + TiO,. Se replicd tres veces cada concentracion de ketoprofeno en cada ensayo
y se mantuvo durante 48 horas a oscuridad. Transcurrido el tiempo, se extrajo el fluido celémico a
través de la insercion de una jeringa de 1 mL en la parte posterior del clitelo (Eyambe et al., 1991).
El fluido que se obtuvo se depositd sobre portaobjetos estériles, afiadiendo 5 pL de solucion de
Ringer para mantener la viabilidad celular. Los celomocitos se dejaron adherir durante 30 segundos
y posteriormente se adicionaron 20 pL de solucidon de rojo neutro de concentracion 80 pug mL™. Las
observaciones se realizaron bajo microscopio éptico de aumento 10x. Se registrd el tiempo
transcurrido hasta que el 50% o mds de las células observadas perdid la tincién intracelular,
considerandose dicho valor como el tiempo de retencion del rojo neutro (Ma et al., 2017). Este
parametro se empled como indicador de la integridad lisosomal y de la viabilidad celular frente a
los diferentes tratamientos evaluados.

4.2.3. Bioensayo de fitotoxicidad con semilla de Lactuca sativa

El bioensayo de fitotoxicidad se realizé con el fin de evaluar los posibles efectos del ketoprofeno y
de sus productos de transformacidn sobre la germinacidn y el crecimiento inicial de Lactuca sativa.
Se utilizé semillas comerciales sin curar ni tratamiento quimico previo. Las pruebas se realizaron en
placas Petri de 90 mm de didmetro, acondicionadas con papel filtro humedecido con 4 mL de cada
solucion de tratamiento. En cada placa se colocaron diez semillas equidistantes, evitando el
contacto entre ellas para permitir el desarrollo independiente de las radiculas e hipocdtilos
(Castillo, 2004). Cada tratamiento se realizé por triplicado, incluyendo un control negativo con agua
destilada. Las placas se mantuvieron en oscuridad a una temperatura constante de 22 + 2 °C
durante 96 horas. Finalizado el periodo de exposicidon, se registrd el nimero de semillas
germinadas, considerandose como germinadas aquellas con una radicula visible superior a 1 mm
(OECD, 2006). A continuacidn, se midié la longitud de la radicula y del hipocétilo de cada plantula
utilizando una regla milimetrada. El efecto fitotdxico se evalud a partir de la reduccién en la
germinacion y del crecimiento de las estructuras de las plantulas.
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4.3. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de los bioensayos se expresaron como promedio + desviacién estandar
para cada concentracién de cada tipo de exposicidn. Previo al analisis estadistico inferencial, se
verificaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas mediante las pruebas de
Shapiro—Wilk y Levene, respectivamente. Cuando los datos cumplieron con ambos supuestos, se
aplicé un analisis de varianza de una via, considerando como factor el tipo de exposicién (control,
ketoprofeno, ketoprofeno + UV-A y ketoprofeno + UV-A + TiO;). En los casos en que el ANOVA
indicé diferencias estadisticamente significativas, p < 0,05, se aplico la prueba post hoc de Tukey
para identificar los tratamientos que difirieron significativamente entre si. Cuando los datos no
cumplieron los supuestos de normalidad y homocedasticidad, se recurrié a la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba de Dunn con correccion de Bonferroni. El nivel
de significancia considerado fue del 5 % (o = 0,05). Los resultados se representaron en graficos de
barras con sus respectivos errores estandar, asignando letras distintas a los grupos que presentaron
diferencias significativas. Los andlisis estadisticos se realizaron mediante el programa JASP, los
cuales permitieron verificar los supuestos estadisticos, aplicar las pruebas de comparacién y
generar las representaciones graficas. Una disminucidn significativa en el tiempo de retencion del
rojo neutro se interpreté como una alteracion en la estabilidad lisosomal de los celomocitos de
Eisenia fetida, mientras que una reduccion significativa en la longitud de la radicula o del hipocédtilo
respecto al control se considerd una respuesta fitotdxica en Lactuca sativa, asociada a la exposicion
al ketoprofeno o a sus productos de transformacion generados bajo radiacion UV-A y/o en
presencia de TiO,.

4.4. Calculo de inhibicion

La determinacién del porcentaje de inhibicidn bioldgica se realizé con el propdsito de cuantificar el
efecto téxico relativo del ketoprofeno y de sus productos de transformacién sobre los organismos
de prueba Eisenia fetida y Lactuca sativa. Este calculo permitié expresar de manera porcentual la
reduccion del pardmetro bioldgico medido en comparacidn con el control, proporcionando una
medida estandarizada del grado de alteracion fisioldgica causada por la exposicién a contaminantes
emergentes (Environment and Climate Change Canada, 2007). El célculo se efectué mediante la
relacién entre el valor promedio del control y el promedio del tratamiento correspondiente, de
acuerdo con la siguiente ecuacion:

C-T
% de Inhibicion = c X 100
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Donde C corresponde al valor promedio del pardmetro bioldgico en el control y T al valor promedio
registrado en cada tratamiento. Esta forma de cdlculo ha sido aplicada en ensayos de inhibicion de
crecimiento y toxicidad en organismos acudticos y terrestres, ya que permite representar la pérdida
relativa de funcidn o viabilidad celular frente a un agente quimico (Ma et al., 2017; Priac et al.,
2017; Cabrera et al., 2021).

En el presente estudio, la inhibicidon se calculd utilizando los valores promedio de tiempo de
retencién del rojo neutro en celomocitos de Eisenia fetida, y las variables de germinacidn,
elongacion radicular e hipocotilar en Lactuca sativa. Esta metodologia ha sido utilizada
previamente en pruebas ecotoxicoldgicas para determinar la pérdida de integridad lisosomal y la
disminucion del crecimiento vegetal en funcion de la exposicidon a contaminantes farmacéuticos,
permitiendo evaluar la severidad del efecto biolégico en condiciones controladas (OECD, 2006; Ma
et al., 2017).

No obstante, en concordancia con criterios estadisticos y con el enfoque metodoldgico adoptado
en este estudio, el porcentaje de inhibicion se interpretd y reporté Unicamente en aquellos casos
en que las diferencias entre el tratamiento y el control fueron estadisticamente significativas (p <
0,05). Esto se debe a que, si bien el porcentaje de inhibicidn constituye un indicador descriptivo de
la magnitud del cambio, su interpretacion toxicoldgica sélo es valida cuando la variacion observada
representa un efecto real y no una fluctuacidn atribuible a la variabilidad experimental.

El calculo del porcentaje de inhibiciéon se empled para evidenciar la magnitud del efecto téxico
entre los tratamientos sin irradiar, irradiados con UV-A y tratados mediante fotocatalisis UV-A +
TiO,. Este enfoque permitié determinar de manera cuantitativa el grado de alteracién inducido por
el ketoprofeno antes y después de la aplicacion de los procesos de oxidaciéon avanzada,
contribuyendo a evaluar la eficacia de dichos tratamientos en la reduccion de la toxicidad residual
(Ferrando-Climent et al., 2012; Li et al., 2017). Asimismo, este analisis permitié complementar los
resultados de eficiencia, aportando un indicador bioldgico de la respuesta diferencial de los
organismos expuestos a los distintos tratamientos fotoliticos y fotocataliticos.
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5. Resultados

5.1. Efecto de ketoprofeno sobre el tiempo de retencién rojo
neutro en celomocitos de Eisenia fetida

En la tabla 5.1 se presentan los valores que se obtuvieron del bioensayo de tiempo de retencién de
rojo neutro en celomocitos de Eisenia fetida para cada tipo exposicidon. Se evidencid una
disminucion del tiempo de retencién a medida que aumentd la concentracidn del farmaco en la
exposicién sin tratamiento, patréon que también se observd en las exposiciones fotoinducidas.
Asimismo, los tratamientos sometidos a radiacidon UV-A y UV-A + TiO, mostraron variaciones en los
tiempos de retencién en comparacién con el ketoprofeno no tratado, reflejando diferencias entre
tipos de exposicidén. Los resultados presentados corresponden a los promedios obtenidos para cada
condicién experimental.

Tabla 5.1. Tiempo de retencion rojo neutro en celomocitos de Eisenia fetida.

C ion leneciui;.eli_lsmpu Promedio
Exposicion ketoprofeno Replica “'Emmpm Ip "'““I P"H'h

{mg/L) [minutos) {minutos)
B

Control ] a0 o0

T4 71,34

Ketoprofeno

L - 41 43,24
sim irradiar

33 087

81 78,24

Ketoprofeno + 10

UV - A L] 54,87

81 83

Ketoprofeno +

UV - A+ TiD2 64 8167

44 44,24

LIS L I O I I LI L IS L I T - R L+ I T o I L IR RC S N R 8 R L I L R o I
|
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5.2. Efecto del ketoprofeno sobre la germinacién, elongacién
radicular e hipocotilar en semillas de Lactuca Sativa

En la tabla 5.2 se presentan los valores que se obtuvieron del bioensayo de fitotoxicidad sobre la
germinacién, elongacion radicular e hipocotilar en semillas de Lactuca Sativa para cada tipo de
exposicién. Lo que permitié evidenciar el efecto del ketoprofeno sobre la germinacién y el
crecimiento temprano de Lactuca sativa. La germinacién se mantuvo elevada en todos los
tratamientos, aunque se observaron variaciones en el porcentaje de germinacion al aumentar la
concentracién del fdrmaco. En cuanto al desarrollo de las plantulas, la elongacidn radicular mostré
un incremento progresivo a medida que aumentd la concentracion del ketoprofeno en los distintos
tratamientos, mientras que la elongaciéon hipocotilar presenté una tendencia opuesta,
evidenciando una disminucién conforme se incrementd la concentracién del contaminante. Estas
variaciones también se observaron en los tratamientos fotoexpuestos, registrandose diferencias
entre las condiciones UV-A y UV-A + TiO,. Los resultados presentados corresponden a los
promedios obtenidos para cada condicién experimental, junto con sus respectivas desviaciones
estandar.

Tabla 5.2. Germinacién, elongacidn radicular e hipocotilar en semillas de Lactuca sativa.

» i Fl{l.'neli_lil Promedic Prum_Edio Promedio F'rom_edio
. Concentracion N* Semillas Germinacign = Zerminacion longitud longitud longitud . Inn?jlud
Exposicion ketoprofeno con por radicula por . e hipocotilo por
{migiL} germinacian porplaca (%} | o ncantracién e concentracipn TIRCCOblo por | tracién
{%) placa (mm} {mm) placa (mm) jmm)
10 100% 53 13,5
Contral 0 mg/L 10 100% 100,00% 82 8,34 12,8 12,24
10 100% 25 13.7
a 203 a1 12,3
11,5 mglL 10 100% 06,67 % BT 8.2 12,8 12,55
10 100% 10,1 12.5
. a 805 11.8 8.6
KE“’::;?;“ ST 110 mgiL g 0% 83,34% 12 11,88 83 o8
10 100% 12,8 10
a B0 14,1 T.55
[1 20 mgiL a 803 95,67 % 15,7 14,27 44 78T
] 203 13,2 2.8
a 803 7.5 10.8
11,5 mglL 10 100% 056,67 % 6,7 T2 11,1 10,2
10 100% T4 10.7
a 203 1.2 8.7
KE“EJP{P_T“ * n10mglL o 00% 05,24% 10,2 1028 102 0.07
10 100% 10,2 10
a B0% 12.4 232
[1 20 mgiL a B0% 0% 10,43 11,48 a7 8,58
a 0% 11.8 BT
10 100% TA 10.7
[1 1.5 mgiL 10 100% 86,67 % 55 8,23 122 11.1
a 803 8,1 10.3
10 100% 8.8 10.7
"Lﬁ,wTIEP:‘D; {110 mgiL o 100% 03,34% 2 0,03 10,2 10,6
a B0% 23 10.8
10 100% 10,5 10.2
[120 mgiL a B0%h 83234 % 10,1 0,03 8,7 8,53
203 8.2 8.7
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5.3. Anadlisis de las respuestas bioldgicas en los bioensayos de
toxicidad aguda

Los resultados de los andlisis estadisticos para comparar los efectos de los bioensayos
implementados que se obtuvieron mediante el programa JAPS se encuentran adjuntados en el
Anexo 1.

5.3.1. Bioensayo tiempo de retencion rojo neutro en celomocitos
de Eisenia fetida

En la figura 5.1 se observd una disminucién significativa del TRRN a medida que aumenté la
concentracion del farmaco, en donde todos los grupos difirieron entre si. El TRRN vario entre 90
minutos y 30 minutos, en el control y la concentracidn de 20 mg/L respectivamente.
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Tiempo de retencion rojo neutro (minutos)

0 1,5 10 20
Concentracion ketoprofeno (mg/L)
Figura 5.1. Tiempo de retencién del rojo neutro en celomocitos de Eisenia fetida expuesta a diferentes

concentraciones de ketoprofeno sin irradiar. Las letras indican diferencias estadisticamente significativas
entre concentraciones (p < 0,05).

La figura 5.2 muestra el tiempo de retencién del rojo neutro en Eisenia fetida expuesta a diferentes
concentraciones de ketoprofeno irradiado con luz UV-A. Se observd una disminucion del TRRN
conforme aumentd la concentracidn del farmaco. Variando de 90 minutos en el control a los 40
minutos en 20 mg /L de contaminante.
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Figura 5.2. Tiempo de retencion del rojo neutro en Eisenia fetida expuesta a diferentes concentraciones de
ketoprofeno tratado mediante radiacion UV-A. Las letras indican diferencias estadisticamente significativas
entre concentraciones (p < 0,05).

En la figura 5.3 se observa que el tiempo de retencidn del rojo neutro en Eisenia fetida disminuyd
al aumentar la concentraciéon de ketoprofeno tratado mediante fotocatalisis UV-A + TiO,. En donde
el control presenté un TRRN de 90 minutos y la concentracidn mas alta un tiempo de 44,33 minutos.

Tiempo de retencién rojo neutro (minutos)

0 15 10 20
Concentracidn ketoprofeno (mg/L)

Figura 5.3. Tiempo de retencion del rojo neutro en Eisenia fetida expuesta a diferentes concentraciones de
ketoprofeno tratado mediante el sistema fotocatalitico UV-A + TiO,. Las letras indican diferencias
estadisticamente significativas entre concentraciones (p < 0,05).
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En la figura 5.4 se muestra la comparacién entre las exposiciones a ketoprofeno sin irradiar y
tratado con radiacién UV-A. En ambos tratamientos, el tiempo de retencidon del rojo neutro
disminuyé con el aumento de la concentracién del farmaco. Se observé diferencias significativas
entre el tipo de exposicidon por concentracion.
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TH -4 b

Tiempao de retencidén rojo neutro (minutos)
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Concentracidén ketoprofeno (mgfL)

Ketnprodend sin imadiar Kelpprofena + LV - A

Figura 5.4. Comparacién del tiempo de retencion del rojo neutro en celomocitos de Eisenia fetida expuesta
a ketoprofeno sin irradiar y ketoprofeno tratado con radiacién UV-A durante. Las letras indican diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos por concentracién (p < 0,05). Las letras con comilla (')
identifican los grupos correspondientes al tratamiento UV - A, los cuales presentan diferencias significativas
respecto a la exposicidn sin irradiar.

En la figura 5.5 se muestra la comparacidén entre las exposiciones a ketoprofeno sin irradiar y
tratado con radiacion UV-A + TiO,. El tiempo de retencidon del rojo neutro fue mayor en las
lombrices expuestas al tratamiento con UV-A + TiO,. En ambos casos, el TRRN disminuyd
significativamente con el aumento de la concentracidn, evidenciando un efecto dosis-dependiente,
indicando diferencias significativas tanto dentro de cada exposicién como entre tratamientos a
igual concentracion.
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Figura 5.5. Comparacién del tiempo de retencidn del rojo neutro en celomocitos de Eisenia fetida expuesta
a ketoprofeno sin irradiar y ketoprofeno tratado con radiacién UV-A en presencia de TiO,. Las letras indican
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos por concentracion (p < 0,05). Las letras con
comilla (') identifican los grupos correspondientes al tratamiento con UV-A + TiO,, los cuales presentan
diferencias estadisticas significativas respecto a la exposicion sin irradiar.

En la figura 5.6 se muestra la comparacion entre las exposiciones a ketoprofeno tratado con
radiacidon UV-A y con UV-A + TiO,. En ambos tratamientos, el tiempo de retencién del rojo neutro
disminuyé con el aumento de la concentracidn. Los valores de TRRN fueron mayores en las
lombrices expuestas al ketoprofeno tratado con UV-A + TiO,. El analisis de varianza reveld
diferencias significativas entre las concentraciones (p < 0,05). La prueba de Tukey indicé que solo
la concentracién de 10 mg L™ presentd diferencias significativas entre ambos tratamientos.
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Figura 5.6. Comparacién del tiempo de retencion del rojo neutro en celomocitos de Eisenia fetida expuesta
a ketoprofeno tratado con radiacion UV-A y ketoprofeno tratado con radiaciéon UV-A + TiO,. Las letras indican
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos por concentraciones (p < 0,05). Las letras con
comilla () identifican los grupos correspondientes al tratamiento con UV-A + TiO,, los cuales presentan
diferencias estadisticas significativas respecto al tratamiento con solo UV-A.

5.3.2.  Bioensayo de fitotoxicidad con semilla de Lactuca sativa

Germinacion de semillas

En la figura 5.7 se muestra que la germinacién de Lactuca sativa disminuyd gradualmente con el
aumento de la concentracién de ketoprofeno sin irradiar. Los porcentajes promedio de
germinacién fueron de 100 % para el control, 96,7 % para 1,5 mg L™, 93,3 % para10 mg L'y 86,7
% para 20 mg L™". Se observd diferencias significativas entre tratamientos.
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Figura 5.7. Germinacion de Lactuca sativa expuesta a diferentes concentraciones de ketoprofeno sin irradiar.
Las letras indican diferencias estadisticamente significativas entre concentraciones (p < 0,05).

En la figura 5.8 se observa que la germinacién de Lactuca sativa disminuyd levemente con el
aumento de la concentracion de ketoprofeno irradiado con luz UV-A. El control presentd una
germinacién promedio del 100 %, mientras que en 1,5 mg L™, 10 mg L™y 20 mg L™ se registraron
valores de 96,7 %, 93,3 % y 90 %, respectivamente. Se evidencio diferencias significativas entre la
exposicion de control con las concentraciones de 10y 20 mg L™.
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Figura 5.8. Germinacion de Lactuca sativa expuesta a diferentes concentraciones de ketoprofeno tratado con
radiacion UV-A. Las letras indican diferencias estadisticamente significativas entre concentraciones (p < 0,05).

En la figura 5.9 se observa que las semillas de Lactuca sativa mantuvieron una alta capacidad
germinativa frente al ketoprofeno tratado con radiacién UV-A en presencia de TiO,. El porcentaje
de germinacion fue de 100 % para el control y se mantuvo entre 93,3 % y 96,7 % en las
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concentraciones tratadas, sin evidenciar diferencias significativas entre grupos. No se evidenciaron
diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05).
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Figura 5.9. Germinacion de Lactuca sativa expuesta a diferentes concentraciones de ketoprofeno tratado

mediante fotocatalisis de UV-A + TiO,. Las letras indican diferencias estadisticamente significativas entre
concentraciones (p < 0,05).

En la figura 5.10 se muestra la comparacién entre las exposiciones a ketoprofeno sin irradiar y
tratado con radiacién UV-A. En ambos casos, la germinaciéon de Lactuca sativa disminuyé
progresivamente con el aumento de la concentraciéon del contaminante. El andlisis estadistico
indicé diferencias entre concentraciones (p < 0,05), en donde las semillas expuestas al ketoprofeno
sin irradiar presentaron una mayor reduccion en la germinacion a medida que aumentaba la
concentracién, mientras que las tratadas con UV-A mantuvieron porcentajes ligeramente
superiores a medida que aumentaba la concentracion.
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Figura 5.10. Comparacién de germinacion de Lactuca sativa expuesta a diferentes concentraciones de

ketoprofeno sin irradiar y tratado con radiacién UV-A. Las letras indican diferencias estadisticamente
significativas entre exposiciones por concentracién (p < 0,05).

En la figura 5.11 se muestra la comparacion entre las exposiciones a ketoprofeno sin irradiar y
tratado mediante fotocatalisis UV-A + TiO,. En ambos casos, la germinacion de Lactuca sativa se
mantuvo elevada en todas las concentraciones evaluadas. Se evidencié diferencias significativas
leves (p < 0,05), entre el control y la concentracion mas alta (20 mg L™). Las letras en el gréfico
reflejan estas diferencias estadisticas entre tratamientos.
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Figura 5.11. Comparacién de germinacion de Lactuca sativa expuesta a diferentes concentraciones de
ketoprofeno sin irradiar y tratado mediante fotocatalisis de UV-A + TiO,. Las letras indican diferencias
estadisticamente significativas entre exposiciones por concentracién (p < 0,05).
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En la figura 5.12 se muestra la comparacion entre las exposiciones a ketoprofeno tratado con
radiacion UV-A y con fotocatalisis UV-A + TiO,. En ambos tratamientos, la germinacién de Lactuca
sativa se mantuvo elevada en todas las concentraciones, con valores promedio entre 90 % y 100
%. No se evidencié diferencias significativas entre los tratamientos (p > 0,05).
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Figura 5.12. Comparacién de germinacion de Lactuca sativa expuesta a diferentes concentraciones de
ketoprofeno tratado con radiacion UV-A y fotocatalisis de UV-A + TiO,. Las letras indican diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos por concentracién (p < 0,05).

Elongacion radicular

En la figura 5.13 se observa un aumento progresivo en la longitud radicular de Lactuca sativa con
el incremento de la concentracidn de ketoprofeno sin irradiar. Se observé diferencias significativas
entre los tratamientos (p < 0,05). El control presentd la menor elongacion promedio, mientras que
la mayor se registré en 20 mg L™
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Figura 5.13. Elongacién radicular de semillas de Lactuca sativa expuestas a diferentes concentraciones de
ketoprofeno sin irradiar. Las letras indican diferencias estadisticamente significativas entre concentraciones
(p <0,05).
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En la figura 5.14 se muestra que las semillas expuestas a soluciones de ketoprofeno irradiadas con
luz UV-A presentaron un incremento progresivo en la longitud radicular conforme aumenté la
concentracion del contaminante. Se observd diferencias significativas entre las concentraciones.
Las concentraciones de 10 mg L™y 20 mg L™ registraron las mayores elongaciones.
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Figura 5.14. Elongacidn radicular de semillas de Lactuca sativa expuestas a diferentes concentraciones de
ketoprofeno irradiado con UV -A. Las letras indican diferencias estadisticamente significativas entre
concentraciones (p < 0,05).

En la figura 5.15 se muestra que las semillas de Lactuca sativa expuestas a ketoprofeno tratado
mediante fotocatdlisis UV-A + TiO, presentaron diferencias significativas en la elongacidn radicular
respecto al control. La menor longitud radicular se registr6 a 1,5 mg L™, mientras que las
concentraciones de 10 mg L'y 20 mg L™ mostraron los mayores valores.
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Figura 5.15. Elongacién radicular de semillas de Lactuca sativa expuestas a diferentes concentraciones de
ketoprofeno irradiado con UV -A + TiO,. Las letras indican diferencias estadisticamente significativas entre
concentraciones (p < 0,05).
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En la figura 5.16 se muestra la comparacién entre las exposiciones a ketoprofeno sin irradiar y
tratado con radiacion UV-A. Las semillas de Lactuca sativa presentaron variaciones significativas en
la elongacidén radicular en funcién del tipo de tratamiento y de la concentracién. En el tratamiento
sinirradiar, la longitud radicular aumenté progresivamente hasta alcanzar su valor maximo a 20 mg
L™, mientras que en el tratamiento con radiacion UV-A el incremento fue mas moderado en la
misma concentracion.
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Figura 5.16. Comparacidn de elongacion radicular en semillas de Lactuca sativa expuestas a diferentes
concentraciones de ketoprofeno sin irradiar y tratado con radiacién UV-A. Las letras indican diferencias
estadisticamente significativas entre tipo de exposicién por concentracion (p < 0,05). Las letras con comilla
(') identifican los grupos correspondientes al tratamiento con UV-A, los cuales presentan diferencias
estadisticas significativas respecto a la exposicion de ketoprofeno sin irradiar.

En la figura 5.17 se muestra la comparacién entre las exposiciones a ketoprofeno sin irradiar y
tratado mediante fotocatdlisis UV-A + TiO,. La elongacidn radicular de Lactuca sativa presenté
variaciones significativas entre concentraciones y tratamientos, a excepcidn de la concentracidn
1,5 mg/L. En ambos casos, la longitud radicular aumenté con la concentracién, aunque las semillas
expuestas al ketoprofeno sin irradiar registraron valores mayores que las tratadas con el sistema
fotocatalitico.
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Figura 5.17. Comparacidn de elongacion radicular en semillas de Lactuca sativa expuestas a diferentes
concentraciones de ketoprofeno sin irradiar y tratado con radiacidon UV-A + TiO,. Las letras indican diferencias
estadisticamente significativas entre tipo de exposicién por concentracion (p < 0,05). Las letras con comilla
(") identifican los grupos correspondientes al tratamiento con UV-A + TiO,, los cuales presentan diferencias
estadisticas significativas respecto a la exposicion de ketoprofeno sin irradiar.

En la figura 5.18 se muestra la comparacién entre las exposiciones a ketoprofeno tratado con
radiacion UV-A y con fotocatalisis UV-A + TiO,. La elongacion radicular de Lactuca sativa presenté
diferencias significativas entre concentraciones y tratamientos, a excepcion de la concentracién 1,5
mg/L. En ambos casos se observé un aumento progresivo en la longitud radicular con el incremento
de la concentracidon del contaminante. Las semillas expuestas al tratamiento fotocatalitico
mostraron valores menores que las tratadas solo con UV-A, especialmente en las concentraciones
de10mgL'y20 mg L™
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Figura 5.18. Comparacidén de elongacion radicular en semillas de Lactuca sativa expuestas a diferentes
concentraciones de ketoprofeno tratado con radiacion UV-A y mediante fotocatalisis UV-A + TiO,. Las letras
indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos por concentraciones (p < 0,05). Las
letras con comilla () identifican los grupos correspondientes al tratamiento con UV-A + TiO,, los cuales
presentan diferencias estadisticas significativas respecto al tratamiento con sélo UV-A.
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Elongacion del hipocatilo

En la figura 5.19 se observa una disminucién progresiva en la elongacién del hipocétilo de Lactuca
sativa con el aumento de la concentracidon de ketoprofeno sin irradiar. Se observé diferencias
significativas entre los tratamientos (p < 0,05). Se identificdé que el control presentd la mayor
longitud promedio, mientras que las concentraciones de 10 mg L™ y 20 mg L™ registraron
reducciones significativas, siendo esta Ultima la de menor elongacién.
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Figura 5.19. Elongacidn del hipocétilo en semillas de Lactuca sativa expuestas a diferentes concentraciones
de ketoprofeno sin irradiar. Las letras indican diferencias estadisticamente significativas entre
concentraciones (p < 0,05).

En la figura 5.20 se observa una disminucion significativa en la elongacidn del hipocétilo de Lactuca
sativa con el aumento de la concentracidn de ketoprofeno tratado con radiacion UV-A. El control
presentd la mayor longitud promedio, mientras que las concentraciones de 10 mg L'y 20 mg L™
registraron reducciones notorias, alcanzando el valor minimo en 20 mg L™ (8,56 mm). Se evidencid
diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05), mostrando un efecto dosis-dependiente de
inhibicion del crecimiento.
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Figura 5.20. Elongacién del hipocdtilo en semillas de Lactuca sativa expuestas a diferentes concentraciones
de ketoprofeno tratado con luz UV-A. Las letras indican diferencias estadisticamente significativas entre
concentraciones (p < 0,05).
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En la figura 5.21 se observa una disminucidn gradual en la elongacién del hipocétilo de Lactuca
sativa con el aumento de la concentracion de ketoprofeno tratado mediante fotocatalisis UV-A +
TiO,. El control presentd la mayor longitud promedio, mientras que las concentraciones de 10 mg
L'y 20 mg L™ mostraron reducciones significativas, alcanzando el menor valor en 20 mg L™. Se
evidencio un efecto de inhibiciéon progresivo sobre el crecimiento hipocotilar a medida que
aumenté la concentracidn.

15 —

a
E ' ab
E ;
o bc
—] — c
_-'5 10 =
%]
=]
a
=
@
-
'~ 4
0 ?
1=}
i
=]
=
o
w

]
1] 1.5 10 20

Concentracion ketoprofeno (mg/L)
Figura 5.21. Elongacién del hipocdtilo en semillas de Lactuca sativa expuestas a diferentes concentraciones
de ketoprofeno tratado con luz UV-A y didxido de titanio. Las letras indican diferencias estadisticamente
significativas entre concentraciones (p < 0,05).

En la figura 5.22 se muestra la comparacién entre las exposiciones a ketoprofeno sin irradiar y
tratado con radiacién UV-A. En ambos tratamientos, la elongacion del hipocétilo de Lactuca sativa
disminuyé significativamente con el aumento de la concentracién. El control presentd la mayor
longitud promedio, mientras que los valores minimos se registraron a 20 mg L™, para el
ketoprofeno sin irradiar y para el tratado con UV-A. Se evidencié diferencias significativas entre
concentraciones y tipos de exposicién (p < 0,05).
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Figura 5.22. Comparacion de elongacion del hipocétilo en semillas de Lactuca sativa expuestas a diferentes
concentraciones de ketoprofeno sin irradiar y tratado con luz UV-A durante. Las letras indican diferencias
estadisticamente significativas entre tipo de exposicidon por concentracion (p < 0,05). Las letras con comilla
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(") identifican los grupos correspondientes al tratamiento con UV-A, los cuales presentan diferencias
estadisticas significativas respecto a la de ketoprofeno sin irradiar.

En la figura 5.23 se muestra la comparacion entre las exposiciones a ketoprofeno sin irradiar y
tratado mediante fotocatalisis UV-A + TiO,. En ambos tratamientos, la elongacidon del hipocdtilo de
Lactuca sativa disminuyd significativamente con el aumento de la concentracion. El control
presentd la mayor longitud promedio, mientras que a 20 mg L™ se registraron los menores valores.
La prueba post hoc de Tukey evidencid diferencias significativas entre concentraciones y tipos de
exposicidon (p < 0,05). En general, la fotocatalisis con TiO, mostrd una ligera mejora en la elongacion
del hipocétilo respecto al ketoprofeno sin irradiar.
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Figura 5.23. Comparacion de elongacion del hipocétilo en semillas de Lactuca sativa expuestas a diferentes
concentraciones de ketoprofeno sin irradiar y tratado con luz UV-A + TiO,. Las letras indican diferencias
estadisticamente significativas entre tipo de exposicidon por concentracion (p < 0,05). Las letras con comilla
(") identifican los grupos correspondientes al tratamiento con UV-A + TiO,, los cuales presentan diferencias
estadisticas significativas respecto al de ketoprofeno sin irradiar.

En la figura 5.24 se muestra la comparacion entre las exposiciones a ketoprofeno tratado con
radiacion UV-A y con fotocatdlisis UV-A + TiO,. En ambos tratamientos, la elongacion del hipocétilo
de Lactuca sativa disminuyd significativamente con el aumento de la concentracién del
contaminante. El control presenté la mayor longitud promedio, mientras que a 20 mg L™ se
registraron los valores minimos. Se evidencid diferencias significativas entre concentraciones y
entre tipos de exposicion (p < 0,05). En general, la fotocatdlisis con TiO, promovid una ligera
recuperacion en la elongacién del hipocétilo respecto al tratamiento con UV-A solo.
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Figura 5.24. Comparacion de elongacion del hipocétilo en semillas de Lactuca sativa expuestas a diferentes
concentraciones de ketoprofeno tratado con luz UV-A y con luz UV-A + TiO,. Las letras indican diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos (p < 0,05). Las letras con comilla (') identifican los grupos
correspondientes al tratamiento con UV-A + TiO,, los cuales presentan diferencias estadisticas significativas
respecto al tratamiento con sélo UV-A.

5.4. Calculo de inhibicidon

En la tabla 5.3 se presentan los resultados de los porcentajes de inhibicidn del bioensayo de TRRN
en celomocitos de Eisenia fetida calculados respecto al control, en donde se evidencié un aumento
del porcentaje de inhibicion a medida que aumenta la concentracién en cada tratamiento, pero
una disminucién comparativa entre exposicidn cuando se aplica radiacién UV - Ay UV - A + TiO,.

Tabla 5.3. Inhibicién de los tratamientos en TRRN de Eisenia fetida.

Concentracion TRRN sin Inhibicion | TRRN UV - Inhibicion | TRRN UV -A | Inhibicion
(mg/L) irradiar % A % +TiO, %
(minutos) (minutos) (minutos)
0 90 — 90 — 90 —
1,5 71,33 20,74 79,33 11,85 83 7,78
10 43,34 51,85 54,67 39,26 61,67 31,48
20 30,67 65,92 40 55,56 44,33 50,74

En la tabla 5.4 se observan los resultados de los porcentajes de inhibicidn calculados respecto al
control en la germinacién de Lactuca sativa, en donde se evidencié un aumento del porcentaje de
inhibicién a medida que aumenta la concentracién en cada tratamiento. Al no haber diferencia
significativa en germinacion con radiacion UV -A + TiO, , no se calculd el porcentaje de inhibicion.
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Tabla 5.4. Inhibicion de los tratamientos en la germinacion de Lactuca sativa.

Concentracion | Germinacion | Inhibicion | Germinacion | Inhibicion
(mg/L) sin irradiar % Uv-A %
% %
0 100 — 100 —
1,5 96,67 3,34 96,67 3,34
10 93,34 6,67 93,34 6,67
20 86,67 13,34 90 10

En la tabla 5.5 se presentan los resultados de los porcentajes de inhibicidn calculados respecto al
control en la elongacién radicular de Lactuca sativa, en donde se observd una respuesta contraria
de inhibicién, indicando un estimulo de crecimiento en la mayoria de las concentraciones de los

tratamientos.

Tabla 5.5. Inhibicién de los tratamientos en la elongacion radicular de Lactuca sativa. Valores negativos
indican estimulo de crecimiento (es decir, no hubo inhibicién, sino un aumento respecto al control).

Concentracion | Radicula sin | Inhibicion | Radicula UV - | Inhibicion | Radicula UV - | Inhibicion
(mg/L) irradiar % A (mm) % A +TiO, %
(mm) (mm)
0 8,34 — 8,34 — 8,34 —
1,5 9,30 -11,50* 7,2 13,67* 6,23 25,33
10 11,86 -42,2% 10,8 -29,47* 9,03 -8,27
20 14,37 -72,31* 11,48 -37,60* 9,93 -19,08*

En la tabla 5.6 se muestran los resultados de los porcentajes de inhibicién calculados respecto al
control en la elongacién del hipocétilo de Lactuca sativa, en donde se observé un aumento del
porcentaje de inhibicion a medida que aumenta la concentracidn en cada tratamiento, pero una

disminucién comparativa entre exposicidon cuando se aplica radiacién UV - Ay UV - A + Ti0,.
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Tabla 5.6. Inhibicién de los tratamientos en la elongacidn del hipocétilo de Lactuca sativa.

Concentracion Hipocétilo Inhibicion Hipocétilo Inhibicién Hipocétilo Inhibicién
(mg L) sin irradiar (%) UV-A (mm) (%) UV-A + TiO, (%)
(mm) (mm)
0 13,34 0,00 % 13,34 0,00 % 13,34 0,00 %
1,5 12,55 5,93 % 10,90 18,33 % 11,10 16,79 %
10 9,80 26,52 % 9,97 25,27 % 10,60 20,53 %
20 7,97 40,25 % 8,56 35,83 % 9,53 28,56 %
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6. Discusion

El presente estudio evalud la toxicidad del ketoprofeno antes y después de su tratamiento
mediante fotdlisis UV-A y fotocatdlisis heterogénea con TiO,, utilizando Eisenia fetida y Lactuca
sativa como organismos bioindicadores. Los resultados obtenidos permitieron evidenciar los
efectos subletales de este antiinflamatorio no esteroideo y la capacidad de los tratamientos
fotoquimicos para reducir parcialmente su impacto ecotoxicolégico. Estudios previos han
documentado respuestas similares frente a farmacos persistentes en organismos terrestres y
acudticos. Li et al. (2017) reportaron, por ejemplo, una ECso de 12,3 mg L™ para Daphnia magna
tras 48 h de exposicién a ketoprofeno, mientras que Priac et al. (2017) describieron inhibiciones
significativas de la germinacion de Lactuca sativa a partir de concentraciones de 10 mg L™. En este
estudio, las concentraciones de efecto fueron inferiores, observdndose respuestas subletales desde
1,5 mg L™ en E. fetida y desde 10 mg L™" en L. sativa, lo que indicd una mayor sensibilidad del
modelo edafico frente a contaminantes emergentes de naturaleza farmacéutica.

En Eisenia fetida, la exposicion al ketoprofeno sin irradiar produjo una disminucién significativa y
dependiente de la concentracion en el tiempo de retencidn del rojo neutro, reduciendo de 90
minutos en el control a 30,67 minutos en 20 mg L™. Esta magnitud fue comparable al grado de dafio
lisosomal descrito por Ma et al. (2017), quienes observaron disminuciones superiores al 50 % del
TRRN en lombrices expuestas a contaminantes organicos oxidativos, y por Nahmani et al. (2007),
guienes reportaron alteraciones lisosomales en Eisenia fetida bajo condiciones de estrés quimico.
Si bien estos estudios no utilizaron ketoprofeno, los porcentajes de disminucién observados en este
trabajo se situaron dentro del rango caracteristico de xenobidticos capaces de inducir dafio celular
temprano. Los tratamientos fotoquimicos redujeron parcialmente esta toxicidad. Bajo radiacion
UV-A, el TRRN aumentd desde 30,67 minutos hasta 40 minutos en 20 mg L™, la fotocatalisis UV-A
+ TiO, generd una recuperacién aun mayor, alcanzando 44,33 minutos. Estas tendencias
coincidieron con lo reportado por Herrmann (1999) y Chong et al. (2010), quienes demostraron que
los procesos oxidativos avanzados reducen la toxicidad de compuestos aromaticos parcialmente
degradados al incrementar la mineralizaciéon y disminuir la presencia de especies reactivas
intermedias. No obstante, la persistencia de una inhibicion residual confirmé la formacién de
subproductos oxidativos como 3-hidroxibenzofenona, catecol y benzoquinonas, identificados por
Ferrando-Climent et al. (2012) como metabolitos toxicos intermedios durante la fotodegradacion
del ketoprofeno. En comparacion con estudios previos, la magnitud del dafo lisosomal observado
en este trabajo fue similar a la registrada en lombrices expuestas a naproxeno o diclofenaco (ECso
entre 15y 25 mg L™), lo que sugiere que el ketoprofeno presenta una toxicidad comparable dentro
del grupo de los AINEs.

En Lactuca sativa, la exposicion al ketoprofeno sin tratar redujo la germinacion desde 100 % a 86,7
% en 20 mg L™y provocé una inhibicion del crecimiento radicular e hipocotilar. Estos valores fueron
consistentes con lo reportado por Priac et al. (2017), quienes observaron inhibiciones cercanas al
30-50 % en plantas expuestas a farmacos aromaticos, y con los resultados de Cabrera et al. (2021),
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guienes documentaron alteraciones fisioldgicas asociadas a disrupcién del metabolismo energético
en plantulas expuestas a contaminantes emergentes. La mayor sensibilidad del hipocétilo frente a
la radicula, observada en este estudio, coincidié con lo descrito para otros fdrmacos fotoactivos
gue interfieren con la elongacidn celular mediante la generacién de estrés oxidativo. Tras aplicar
los tratamientos fotoquimicos, la fitotoxicidad disminuyé gradualmente. Bajo radiacidon UV-A, la
germinacién a 20 mg L™ aumentd de 86,7 % a 90 %, mientras que la fotocatdlisis UV-A + TiO,
mantuvo valores cercanos al control, entre 93,3 % y 96,7 %, lo que representd una reduccion
sustancial del efecto téxico. En términos de elongacién, el hipocétilo mostré una disminucién de la
inhibicién desde 40,25 % (sin tratar) a 28,56 % tras UV-A + TiO,, evidenciando una recuperacion
cercana al 12 %. En algunos casos, especialmente en la elongacidn radicular, se observé un efecto
hormético, con aumentos de hasta 72 % respecto al control, fenémeno descrito por Saetama et al.
(2018) como una respuesta compensatoria del crecimiento vegetal ante bajas dosis de
xenobidticos. Al comparar con valores de referencia, las concentraciones de efecto observadas en
este estudio fueron similares a las informadas por Priac et al. (2017), quienes indicaron efectos
significativos en Lactuca sativa a partir de 10 mg L™". En este trabajo, la LOEC para germinacion fue
de 10 mg L™", mientras que para elongacion radicular y del hipocétilo fue de 1,5 mg L™y 10 mg L™,
respectivamente, ubicdndose en rangos comparables entre estudios.

El analisis del porcentaje de inhibicién confirmd la coherencia entre la degradacién quimica y la
reduccidn de los efectos bioldgicos. En Eisenia fetida, la inhibicion disminuyé aproximadamente 15
% tras tratamiento UV-Ay 15-20 % adicionales bajo fotocatalisis. En Lactuca sativa, la inhibicién se
redujo entre 5%y 15 % segun el pardmetro evaluado. Esta tendencia fue consistente con lo descrito
por Rizzo (2011), quien destaco el uso de bioensayos como herramienta fundamental para evaluar
la eficiencia de procesos de oxidacion avanzada, asi como con estudios recientes que emplearon
indicadores bioldgicos para monitorear la evolucion de la toxicidad durante tratamientos
fotoquimicos (Priac et al., 2017; Stella et al., 2022; Zhang et al., 2025).

En conjunto, los resultados mostraron que, aunque la fotdlisis UV-A reduce parcialmente la
toxicidad del ketoprofeno, la fotocatalisis heterogénea con TiO, constituye un método mas eficaz
para disminuir los efectos subletales del farmaco sobre organismos sensibles. Sin embargo, la
persistencia de efectos residuales confirma la necesidad de evaluar los subproductos generados
durante los procesos de oxidacién avanzada, ya que estos pueden presentar toxicidad comparable
o incluso superior al compuesto original.
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7. Conclusiones

La implementacién de los bioensayos de toxicidad aguda en celomocitos de Eisenia fetida y semillas
de Lactuca sativa permitié identificar los efectos del ketoprofeno en sus distintas concentraciones
y condiciones de tratamiento. En E. fetida, el bioensayo TRRN evidencié una disminucion progresiva
del tiempo de retencién desde 90 minutos en el control hasta valores cercanos a 30 minutos en la
mayor concentracién, mientras que en L. sativa se observaron reducciones en la elongaciéon del
hipocétilo y variaciones en la elongacidn radicular y germinacidon segin la exposicién. Estos
resultados demostraron que ambos bioensayos fueron efectivos, sensibles y adecuados para
evaluar toxicidad aguda frente al ketoprofeno y sus soluciones tratadas.

La comparaciéon de las respuestas biolégicas entre E. fetida y L. sativa permitido establecer
diferencias claras en la sensibilidad y en la direcciéon de los efectos segln el organismo y el
parametro evaluado. Mientras los celomocitos mostraron una reduccién consistente en la
estabilidad lisosomal a medida que aumentaba la concentracidn del ketoprofeno, en L. sativa se
observé un comportamiento mixto: la radicula presenté aumentos en su longitud bajo ciertas
condiciones, mientras que el hipocétilo mostrd una inhibicién progresiva, especialmente en las
concentraciones mas altas. Esta comparacion evidencié que los dos bioensayos respondieron de
manera diferenciada ante el mismo contaminante, aportando una visién complementaria del
impacto toxico.

El cdlculo del porcentaje de inhibicién permitié cuantificar la magnitud del efecto observado en
cada organismo y evaluar la reduccién de toxicidad tras los tratamientos fotoquimicos. En E. fetida,
la inhibicidn del TRRN alcanzé un 65,9 % en el ketoprofeno sin tratar y disminuyé tras la fotdlisis y
fotocatalisis UV-A + TiO,, mostrando una recuperacion parcial de la respuesta celular. En L. sativa,
la inhibicidn del hipocétilo disminuyd desde un 40,2 % en el tratamiento sin irradiar hasta un 28,6
% con fotocatalisis, mientras que la germinacién se mantuvo sobre el 93 % bajo los tratamientos
avanzados. Estos resultados confirmaron que la metodologia de inhibicion fue Util para comparar
cuantitativamente los tratamientos y evidenciar su efectividad al reducir la toxicidad, aunque sin
eliminarla completamente.

De manera integral, esta investigacion demuestra que los procesos de oxidacidon avanzada,
especialmente la fotocatalisis con TiO,, disminuyen la toxicidad del ketoprofeno. Los bioensayos
implementados se consolidan como herramientas esenciales para evaluar la seguridad de estas
tecnologias y permiten vincular la eficiencia quimica con el impacto biolégico real. Como futura
Ingeniera Ambiental, este estudio refuerza la necesidad de incorporar evaluaciones
ecotoxicoldgicas en el disefio y validacion de tecnologias de tratamiento para contaminantes
emergentes, asegurando que las soluciones propuestas reduzcan efectivamente el riesgo
ambiental.
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ANEXO 1

Resultados bioensayo en celomocitos de Eisenia fetida
Tabla de analisis estadistico:

celomocitos de Eisenia fetida.

Tiempo de retencidén rojo neutro por placa en bioensayo en

Flgura i imgiL} org
o Elseniz fefida
L . 1,5 Elsenia felida
51 Ketoprafeno sin iradiar 10 [
=3 el
20 Elsenia fefida
o Elseniz felids
1.5 Elseniz fefida
52 Keloprofeno UWV-A 10 Elsanis fetids
=nis el
20 Elseniz felids
o Elsenia felida
1,5 Elseniz felids
8.3 Katoprafeno UW-A + TiIO2 10 Esans feligs
= i
20 Elsenia felida
o Elseniz fefida
- . 1.5 Elseniz felida
Ketaprafens sin iradiar .
10 Elseniz fefida
54 20 Elseniz fefida
' o Elsenis fetids
keloprafens LV-A 1.5 Elsenis felids
ia Elseniz felids
20 Elseniz felids
o Elsenia felida
L . 1.5 Elseniz fefids
Ketoprafeno sin iradiar
10 Elseniz felida
55 20 Elseniz felida
' o Elsaniz fetios
1.5 Elzeniz felids
Ketaprafeno V-4, » Ti02 R 9 =™
10 Elseniz fefida
20 Elsenia felida
o Elseniz felids
Keloprofens UV-A 1.8 Elseniz felicz
ia Elseniz felids
sE 20 Elseniz fefida
' o Eiseni felioa
1.5 Elseniz fefida
Ketaprafeno UW-A & Ti02 ° s =
10 Elseniz felida
20 Elseniz felids

Figuras: Cambio de tincidn rojo neutro en celomocitos de Eisenia fetida al microscopio x10.
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Resultados bioensayo en semillas de Lactuca Sativa

Tabla de analisis estadistico: Germinacién en semillas de Lactuca sativa.

Figura Ti i C ion (mg/l]  Orngani Endpaint Prueba p_valor_global Post_hoc Letras de significancia
a Lactuca safva Geminacion Kruskal-Nsllis 0,034 Dunn—-Bonferroni a
57 Ketoprofeno sin imad 1.5 Lam.\casanrua Genﬂ!na.tfu'n I(n.lskal—’u'dal!s 0,014 Dmn—l’:kxﬂ!rrm! b
10 Lactuca safva Germinacion Kruskal-Nsllis 0,118 Dunn—-Bonferroni b
20 Lactucs sathvs Germinacion Kruzkal-Nslliz 0,042 Dunn-Bonferroni [
1] Lactucs sathva Germinacion Kruzkal-MNsllis 0,081 Dunn—Bonferroni a
1.5 Lactucs sathvs Germinacion Kruzkal-Nslliz 0,054 Dunn-Bonferroni ab
a8 Ketoprafena LA/ 10 Lactucs safve  (Germinacion Kruskai-Wallis 0004  Dunn-Benferroni 3
2n Lactuca safva Germinacion Kruskal-Nsllis 0,822 Dunn—-Bonferroni b
1] Lactucs sathva Germinacion Kruzkal-MNsllis 0,072 Dunn—Bonferroni a
1.5 Lactuca safva Germinacion Kruskal-Nsllis 0,212 Dunn—Bonferroni a
e Ketoprafena LARA + TiOZ 10 Lsctucs safve  (Germinacion Krusksi-Wallis 0214  Dunn-Benferoni s
2n Lactuca safva Germinacion Kruskal-Nsllis 0,945 Dunn—-Bonferroni a
1] Lactucs sathvs Germinacion Kruzkal-Nslliz 0,034 Dunn-Bonferroni a
. 1.5 Lactuca safva Germinacion Kruskal-Nsllis 0,054 Dunn—Bonferroni ab
Ketoprafeno si imadir 10 Lsctucs safve (Germinacion Kruskai-Wallis «0001  Dunn-Eenferroni 3
510 20 Lactuca saiva Geminacion Kruskal-Wsllis <0.001 Dunn—Benferroni c
) i} Lactuca sathva Germinacion Hruskal-Asllis 0,014 Dunn—Benferroni a
1.5 Lactuca saiva Geminacion Kruskal-Wsllis 0,054 Dunr—Benferroni ab
Ketoprafeno LA/ 10 Lactucs safve  Germinacion Krusksh-Wallis 0004  Dun-Benferroni b
20 Lactuca saiva Geminacion Kruskal-Wsllis 0,054 Dunn—Benferroni be
1] Lactuca sativa (Germinacidn Kruskal-\Nsllis =0.001 Dunn—Benfermoni 3
. 15 Lactuca sathva Geminacon Kruskal-Wsllis =0.001 Dunn—Benferroni ab
Ketoprofeno sin iradr 10 Lactucs safve  Germinaciin Kruskah-Wallis <0001  Dunn-Benferroni b
511 20 Lactuca sathva Geminacon Kruskal-Wsllis =0.001 Dunn—Benferroni [
i 1] Lactucs sativa Geminacion Hruskal-Wsllis =0.001 Dunn—Benferroni a
15 Lactuca sathva Geminacon Kruskal-Wsllis 0,054 Dunn—Benferroni ab
Ketoprofeno LRV + Tide 10 Lactucs safve  Geminacion Hruskai-esllis <0001 Dunn-Benferromi 3
20 Lactuca sathva Geminacion Mruskal-Wsllis 0,054 Dunn—Benferroni b
] Lactuca saiva Geminacion Kruskal-Wsllis 0.014 Dunr—Benferroni a
15 Lactuca sathva Geminacion Fruskal-Wsllis 0,054 Dunn—Benferroni ab
Ketoprofena LM 10 Laciuca satfva  Geminacin Hruskal-Walls 005  Dunn-Bonferroni 3
512 20 Lactuca sathva Geminacion Mruskal-Wsllis 0,214 Dunn—Benferroni b
i 1] Lactuca sativa Geminacon Kruskal-WAsllis 0,033 Dunn—Benferroni a
15 Lactuca satva Geminaciin Kruskal-Wsllis 0.054 Dunn—Benferroni ab
Ketoprmienia (AFA + TIO2 10 Laciuca satfva  Geminacion Hruskal-Walls <0001 Dunn-Benferromi 3
20 Lactuca satva Geminaciin Kruskal-Wsllis 0.054 Dunn—Benferroni b
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Tabla de andlisis estadistico: Elongacion radicular en semillas de Lactuca sativa.

| Fgura T | Prugba_normallidsd Prusba_gicbal  p_valor  Posthoc  Letrss signincativas
o Lactuca satva  Elangacion radicular Shapiro-Wilk ANOWA =0.001 Tukey a
513 Ketoprofiena sin irmadiar 1.8 Lactuca satkva  Elangacion radicular Shapiro-Wilk ANOVA =0.001 Tukey b
10 Lactyca satva  Elangacion radicular Shapio-Wik ANCWA =<0.001 Tukey ©
20 Lactuca satva  Elangarion radicular Shapira- Wik ANCVA =0.001 Tukey d
o Lactuca satva  Elangacion radicular Shapiro-Wilk ANOWA =0.001 Tukey a
514 Ketoprofena UV-A 1.5 Lactuca satkva  Elongacion radicular Shapiro-Wilk ANOVA =0.001 Tukey b
10 Lactyca satva  Elangacion radicular Shapiro-Wik ANCVA =0.001 Tukey ©
20 Lactyca satva  Elangacion radicular Shapio-Wik ANOWA 0,048 Tukey ©
] Lactuca satva  Elangarion radicular Shapira-Wik ANCVA =0.001 Tukey a
515 Keloprofens UV-A + Tio2 1.5 Lactuca satkva  Elongacion radicular Shapiro-Wilk ANOVA =0.001 Tukey b
10 Lactyca satva  Elangacion radicular Shapiro-Wik ANCVA =0.001 Tukey ©
20 Lactyca satva  Elangacion radicular Shapiro-Wik ANOWA 0048 Tukey ©
] Lactyca satva  Elangarion radicular Shapira- Wik ANCVA =0.001 Tukey a
Keloprofena sin imadisr 1.5 Lactuca satva  Elangacion radicular Shapiro-Wilk ANOWA =0.001 Tukey b
10 Lactuca satkva  Elongacion radicular Shapiro-Wilk ANOVA =0.001 Tukey [
. 20 Lactuca satva  Elangarion radicular Shapiro-Wik ANCVA =0.001 Tukey d
] Lactyca satva  Elangarion radicular Shapira-Wik ANOWA 0,008 Tukey a
Ketparofenn LV-A 15 Lactuca satva  Elangacion radicular Shapiro-Wilk ANOWA 0,008 Tukey b
10 Lactuca satka  Elangacion radicular Shapiro-Wilk ANCVA =0.001 Tukey 3
20 Lactuea satva  Elangarion radicular Shapiro-Wik ANCVA =0.001 Tukey o
] Lactuca satva  Elangarion radicular Shapiro-Wik ANCVA =0.001 Tukey a
Keloprofena sin imadiar 15 Lactuca satva  Elangacion radicular Shapiro-Wilk ANOWA =0.001 Tukey b
10 Lactuca satka  Elangacion radicular Shapiro-Wilk ANOVA =0.001 Tukey o
517 20 Lactuea satva  Elangarion radicular Shapino-Wik ANCVA =0.001 Tukey d
] Lactyca satva  Elangacion radicular Shapiro-Wik ANOWA 0,005 Tukey a
15 Lactyca satva  Elangarion radicular Shapira-Wik ANOWA 0,021 Tukey b
Keloprafena LIV-A 4 Ti02 10 Lactuca satva  Elangacién radicular  Shapira-Wilk ANCVA 0,001 Tukey ¢
20 Lactuea satva  Elangarion radicular Shapio-Wik ANCVA =0.001 Tukey o
] Lactyca satva  Elangacion radicular Shapio-Wik ANCVA =0.001 Tukey a
Ketogrofena UV-A 15 Lactyca satva  Elangarion radicular Shapira-Wik ANCVA =0.001 Tukey b
10 Lactuca satva  Elangacion radicular Shapiro-Wilk ANOWA =0.001 Tukey <
s 20 Lactuca satkva  Elangacion radicular Shapiro-Wilk ANOVA =0.001 Tukey d
] Lactuca satkva  Elangacion radicular Shapiro-Wilk ANOWA 0.008 Tukey a
Keloprofane UV-A + Tid2 15 Lactyca satva  Elangarion radicular Shapira-Wik ANOWA 0,002 Tukey b
10 Lactuca satva  Elangacion radicular Shapiro-Wilk ANOWA =0.001 Tukey 3
20 Lactuca satkva  Elongacion radicular Shapiro-Wilk ANCVA =0.001 Tukey d'
Tabla de analisis estadistico: Elongacidn hipocotilar en semillas de Lactuca sativa.
Figura i = ion (mgil)  Organi i Prueba,_r i Prusba_global  p_valor Post_hoc  Letras significativas
0 Lactuca sativa  Elongacion hipocdtic Shapirg- Wik ANOVA, <0.001 Tukey a
518 Ketoprofeno sin imadiar 1.5 Lactuca satrlna Elnngacil?n hlpmutlo Shap:l'oJl'hI AMNCWA <0.001 Tuby b
10 Lacfucs sstiva  Elongacion hipocatie Shapinc-¥\il ANCA 0,048 Tukey b
a0 Lactuea sstiva  Elongacion hipocdtio Shapiro-Wilk ey <0.001 Tukey e
0 Lactuca sativa  Elongacidn hipocdtio Shapiro-Wilk ANOVA <0.001 Tukey a
520 Ketoprofeno UVEA 1.5 Lactuca satm\a Elnrgac?l?n hlpmutio Shap:.oM.I ANChA <0.001 Tubey b
10 Lactucs sstiva  Elongacion hipocatie Shapinc-¥\ilk AMCANA 0,003 Tuksy b
20 Lactuca sativa  Elongacién hipocdtic Shapire- Wik ANOVA, <0.001 Tukey c
0 Lactues sstiva  Elongacion hipocdtic Shapirg- Wik ANCME <0.001 Tukey a
5.21 Ketoprofens Uk + TiO2 15 Lactuca sa\’ma Elnmac?l?n hlpmcltlo Shap:l'oJu'hI ANOWA 0.021 Tuksy ab
10 Lacfucs sstiva  Elongacion hipocdtia Shapira-¥iilk AMNCA 0,025 Tuby bo
Lactuca sstiva  Elongacidn hipocdtio Shapiro-WVilk ANDUA <0.001 Tuksy c
0 Lactuca sativa  Elongacién hipocdtic Shapire- Wik ANDVA, <0.001 Tukey a
Ketoprofeno sin imadiar 1.5 Lacfuca sam\a EIDngaeil?n hlpmutlo Shap:l'onI AMCWA <0.001 Tuby b
10 Lasfuca sstiva  Elongacion hipocdtio Shapino-¥\ilc ANCWA =0.001 Tub=y c
533 20 Lactues sstiva  Elongacion hipocdtic Shagpiro- Wik ANOME <0.001 Tukey d
0 Lactuca sativa  Elongacidn hipocdtio Shapiro-¥Vilk ANOVA. <0.001 Tukesy a
Ketoprofeno UVEA 1.5 Lacfuca samn\a Elnrga::?l?n hlpn-r.utlo Shap:IbM.I ANCA <0.001 Tuby b.'
10 Lactucs sstiva  Elongacion hipocatie Shapirc-¥\ilk AMONA <0.001 Tuksy c
20 Lactuea sativa  Elongacion hipocdtic Shapire- Wik ANDVA, <0.001 Tukey s
0 Lactyea sativa  Elongacion hipocdtio Shapiro-Wilk ey <0.001 Tukey a
Katoprofano sin iradiar 5 Lastuca safma Elnngac?l?n hlpmutlo Shap:l'onI AMNOWA <0.001 Tukey b
10 Lacfucs sstiva  Elongacion hipocdtia Shapiro-¥iilk ANCA <0.001 Tuby &
533 20 Lacfucs sativa Elnngacil?n hipmcl:tlo Shapine-¥iillk AMNCWA <0.001 Tubky d
0 Lactues sativa  Elongacion hipocdtic Shapiro- Wik ANOME 20.001 Tukey a
Ketoprofens UNHA + TiO2 1.5 Lactuca satrlna Elnngacil?n hlpmutlo Shap:l'oJl'hI AMNCA <0.001 Tubkey b.'
10 Lacfucs sstiva  Elongacion hipocatie Shapinc-¥\il ANCA =0.001 Tubkey ¢
a0 Lactuea sativa  Elongacion hipocdtio Shapirg-Wilk ey <0.001 Tukey T
0 Lactuca sstiva  Elongacidn hipocdtio Shapiro-Wilk ANOVA. <0.001 Tukey a
Ketoprofena LVEA 1.5 Lactuca satm\a Elnrgac?l?n hlpmutio Shap:.oM.I ANChA <0.001 Tubey b
10 Lactucs sstiva  Elongacion hipocatie Shapirc-¥\ilk AMOANA <0.001 Tuksy c
524 0 Lactuca sativa EIDngacil?n hipmcitlo Shapirc-WWilk ANOWA <0.001 Tukey d
0 Lastuea sativa  Elongaeidn hipocdtio Shapiro-Wilk ANOVA. <0.001 Tuky a
Ketoprofens Uk + TiO2 15 Lactuca sa\’ma Elnmac?l?n hlpmcltlo Shap:l'oJu'hI ANOWA <0.001 Tukey b.'
10 Lacfucs sstiva  Elongacion hipocdtia Shapiro-¥iilk ANCA <0.001 Tuby e
20 Lactuca sstiva  Elongacidn hipocdtio Shapiro-WVilk ANOVA. <0.001 Tuksy T
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