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RESUMEN

En el presente documento se exponen dos procedimientos de trabajo diferentes para la
determinacidn de la toxicidad de ciertas muestras de agua contaminada con Norfloxacino (un
antibidtico) y sometidas a un proceso de oxidacién avanzada para intentar eliminar este
compuesto. El primer método se basa en el ensayo de bioluminiscencia empleando la bacteria
Vibrio fischeri (Photobacterium phosphoreum) mediante el equipo Microtox, y el segundo
método consiste en una prueba estdtica de toxicidad aguda utilizando semillas de lechuga
(Lactuca sativa), del que se han obtenido resultados basados en la germinacién asi como en el
crecimiento de las radiculas. Ademas, se han analizado diferentes electrodos y condiciones de
trabajo empleados en el proceso de oxidacidn avanzada para determinar qué electrodo y en qué
condiciones consigue una mayor disminucién de la toxicidad de la muestra inicial.

Palabras clave: toxicidad, antibiético, Norfloxacino, oxidacién avanzada

RESUM

En el present document s’exposen dos procediments de treball diferents per a la determinacid
de la toxicitat de certes mostres d’aigua contaminada amb Norfloxacino (un antibiotic) i
sotmeses a un procés d’oxidacid avangada per intentar eliminar aquest compost. El primer
metode esta basat en l'assaig de bioluminescéncia emprant la bacteria Vibrio fischeri
(Photobacterium phosphoreum) a través de I'equip Microtox, i el segon metode consisteix en
una prova estatica de toxicitat aguda emprant llavors de lletuga (Lactuca sativa), del qual s’han
obtingut resultats basats en la germinacidé aixi com en el creixement radicular. A més, s’han
analitzat diferents electrodes i condicions de treball utilitzats en el procés d’oxidacié avancada
per tal d’establir quin eléctrode i en quines condicions aconsegueix una major disminucid de la
toxicitat de la mostra inicial.

Paraules clau: toxicitat, antibiotic, Norfloxacino, oxidacié avangada

ABSTRACT

In this document, two different working procedures to determine the toxicity of certain water
samples contaminated previously with Norfloxacin (antibiotic) and subjected to an advanced
oxidation process are defined. On one hand, based on the bioluminescence test using the Vibrio
fischeri (Photobacterium phosphoreum) bacterium via Microtox, and on the other hand in which
an static toxicity test is carried out using lettuce seeds (Lactuca sativa), which has given results
based on germination in addition to radicle growth results. Different electrodes utilized in the
advanced oxidation process have been analyzed in order to establish the one who has achieved
higher toxicity reduction compared to the non-treated initial sample.

Key words: toxicity, antibiotic, Norfloxacin, advanced oxidation
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1. OBJETIVOS DEL TRABAJO

El objetivo principal del trabajo es la presentacidon y desarrollo de varios métodos para la
evaluacion de la toxicidad en efluentes liquidos. Para ello, se deberan definir en primer lugar los
conceptos mds importantes tratados en el desarrollo del presente trabajo, de modo que se
facilite la correcta comprensién para el lector. Se deberd desarrollar posteriormente una sélida
base cientifica sobre la que sustentar la eleccion de los métodos de trabajo (ensayo de
bioluminiscencia con el equipo Microtox y ensayo de fitotoxicidad empleando semillas de
lechuga), asi como las condiciones de trabajo de las muestras de agua residual tratadas con las
que se va a trabajar. A continuacion, serd necesaria la definicién del material necesario y los
pasos a seguir para cada uno de los métodos para su correcto desarrollo. Se deberan incluir
todos los datos obtenidos, asi como las instrucciones para su tratamiento posterior. Para
finalizar la parte descriptiva, se incluye la elaboracidon del presupuesto total del trabajo,
entendido como si se tratase de un proyecto de consultoria, dividiendo el mismo para cada uno
de los ensayos realizados.

Como objetivo secundario se establece el analisis de los resultados obtenidos con ambos
métodos de medicidon de la toxicidad. En estos analisis, se evaluardn los electrodos empleados
en el proceso de oxidacién avanzada (electro-oxidacién) al que han sido sometidas las muestras
contaminadas con un antibidtico, de modo que se puedan establecer particularmente para cada
uno de los electrodos (diferentes materiales y distintas temperaturas de sinterizado) y mas en
detalle para cada uno de los métodos de trabajo empleados (a intensidad constante y a potencial
de electrodo constante) lo siguiente: por un lado, si ambos métodos de medicién de la toxicidad
muestran los mismos resultados y, por otro, con qué electrodo y metodologia de trabajo se ha
obtenido una mayor eliminacién del contaminante y una menor toxicidad de la muestra. Como
punto final se establece la comparativa entre los diferentes electrodos de trabajo en la electro-
oxidacion, comprobando si existe correlacion entre ellos en funcidon de las condiciones de
trabajo o si en funcion del electrodo empleado los resultados son distintos sin importar el
método empleado.
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2. PREFACIO Y MOTIVACION

El mundo se encuentra en permanente expansion. Las tecnologias, industrias y hdbitos de
consumo cambian, se desarrollan y crecen constantemente. Acorde con esto, se generan cada
vez mas un mayor numero de vertidos de contaminantes y residuos en las aguas del planeta. A
su vez, las leyes deben ser cada vez mas estrictas en este aspecto, regulando las cantidades,
concentraciones o bloqueando los vertidos de residuos contaminantes.

No obstante, el ritmo de mejora en los procesos de control y regulacion de los vertidos no logra
frenar el constante aumento del peligro de contaminacién que sufren nuestros mares, océanos,
rios y lagos, indefensos ante este maltrato por parte del ser humano. [1] En especial preocupan
aquellos vertidos de aguas residuales por parte de las grandes industrias, algunas de las que
contienen elementos tales como colorantes, plaguicidas, medicamentes, etc. Son los
denominados Contaminantes Emergentes (CE). Su vertido no encuentra limite pues no existe
regulacién ante el desconocimiento de su posible caracteristica de peligrosidad y toxicidad hacia
el medio ambiente. De todos estos, los mas destacables son los que provienen de la industria
farmacéutica, porque aunque muchos de ellos reciben algln tipo de tratamiento, bien fisico,
quimico o bioldgico, no siempre su degradacién es completa o incluso el producto obtenido
después del tratamiento puede ser incluso mds contaminante que el inicial. [2]

En relacién al sector farmacéutico, en los ultimos afios, las ventas del sector han aumentado a
raiz de un 4% anual. [3] Sus principales mercados son paises emergentes como China, Brasil o
India, cuyo crecimiento ha sobrepasado el 10% anual el ultimo afio.

El principal problema al respecto son los propios paises en auge en la industria farmacéutica,
pues sus gobiernos son incluso menos severos y las condiciones que se les exigen de control y
vertidos de cualquier tipo de residuo no son tan rigidas e inflexibles como deberian. Esto se
puede comprobar en gran cantidad de estudios, donde en China se hallaron hasta 20 tipos de
antibidticos en el seno de un rio de Shanghai. [4]

Ademas, el hecho de que la administracion, venta y produccién del sector esté controlado por
la propia industria no hace presagiar nada bueno, pues por ejemplo, en 2008 se estimd que
hasta un 87% de los colegiados en Aragdn habia recibido alglin beneficio de la industria de los
farmacos, ademads de que la publicidad de medicinas en las revistas cientificas ascendia a casi el
70%. [5]

Siguiendo la linea de tendencia al alza de la venta de farmacos, multitud de estudios demuestran
que la automedicacidn es un problema real y en constante crecimiento, alcanzando tasas de
hasta el 90% de los encuestados, sin apenas regulacidn por parte de los Gobiernos. [6-10]

En concordancia a este autoconsumo descontrolado de medicinas por parte de la poblacién, y
aunque la esperanza de vida humana ha aumentado en los ultimos 50 afios de forma
considerable en los paises mas desarrollados con las mejoras en la sanidad y la creciente
investigacion en nuevos medicamentos, también le siguen posibles consecuencias fatales ya
demostradas en caso de mala administracidn, no respetar las dosis indicadas o sobre consumo,
como la estadistica que demuestra que el 42% de los fallos criticos de rifidn en EEUU en 2005
fueron ocasionados por un exceso en la dosis de Paracetamol o la que nos indica que en
Argentina es mayor la intoxicacién por automedicacién que por cocaina, lo que provoca 700
muertes al ano. [11], [12]
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Ademas, y puesto que el ser humano sintetiza la mayor parte de medicamentos por el rifién y
después los expulsa mediante la orina, no somos conscientes del consiguiente vertido al medio
gue tiene lugar.

Por ultimo, este autoconsumo de medicamentos es el que estd generando la aparicidon de
bacterias resistentes a los mismos, que lejos de conseguir una reducciéon en el consumo de
medicamentos, generaria un futuro consumo de medicamentos mds agresivos, en mayores
dosis y concentraciones mas altas agravando mas si cabe el problema. [13]

Asi, y de acuerdo con la OMS [14], en la dltima década se han encontrado en aguas potables
tratadas restos de contaminantes que hace unos afios se encontraban en valores de nanogramos
por litro, actualmente ya en microgramos por litro. En esas concentraciones tan bajas (la EPA
estipula un valor maximo de concentracién en aguas potables de 0,5 mg/L [15], todavia en el
orden de miles de veces superior a esta concentracién de microgramos) no suponen ningun
peligro para el ser humano pero el drastico aumento de su concentracion en el agua y la escasez
de informacidn y estudios relativos al riesgo para la salud por contaminacién cruzada de dosis
aparentemente inofensivas de medicamentes en el agua potable, ha hecho plantearse, no sélo
al publico en general sino a los gobiernos y entidades cambios en las politicas y métodos de
regulacién de las aguas.

Al margen de la peligrosidad para las personas, la gran cantidad de vertidos y la cada vez mayor
aparicion de Contaminantes Emergentes, supone un riesgo critico para la vida en general en
cada punto de vertido, en especial aquellas zonas de vertidos como rios y lagos, en los que los
sedimentos y muestras de agua han sido observadas con altas cantidades de medicamentos,
especialmente dafinos para el ecosistema como podrian ser relajantes musculares, opiaceos,
etc. Este dafo podria extenderse a lo largo de la cadena tréfica, suponiendo una amenaza para
los ecosistemas asi como para gran cantidad d especies. El problema principal es la escasa
regulaciéon de las concentraciones de medicamentos como los mencionados pues el
desconocimiento del efecto sobre el medio no estd todavia claramente manifestado. [16]

La Directiva europea publicé la DE 2013/39/UE [17], que modificaba la Directiva Marco del Agua
en relacion a las sustancias prioritarias en la politica de aguas y mas tarde la EQSD
(Environmental Quality Standards Directive) [18], quienes han ampliado hasta 45 la lista de
sustancias prioritarias a eliminar en el dmbito del tratamiento de aguas, de las cuales hay 21
calificadas como peligrosas.

En este punto se puede describir la motivacidn intrinseca de este proyecto, quedando patente
y de acuerdo a lo sugerido por la OMS [14], que es la de ser participes en el desarrollo de técnicas
0 procesos que consigan reducir o eliminar nuevos contaminantes de una muestra de agua
residual, no sélo para la prevencién de los riesgos que suponen a largo plazo para el ser humano
sino en especial, la gran amenaza que suponen para el medio ambiente.
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3. INTRODUCCION TEORICA Y CONCEPTUAL

A continuacién se pasan a describir algunos conceptos que se entienden indispensables para la
correcta comprensién del trabajo desarrollado y plasmado en este documento.

3.1 — Toxicidad

Citando a Paracelso, considerado como uno de los grandes maestros de la toxicologia:

“Todo es toxico, es la dosis la que hace el veneno”

La toxicidad se define generalmente como el riesgo para el medio ambiente asociado a un
residuo. Por ello, normalmente los ensayos de eco-toxicidad suelen estar basados en la
exposicion de una especie (Allium cepa, Lactuca sativa, Hydra attenuada, etc.) a varias
concentraciones de una disolucion de prueba y observar los efectos sobre ésta.

Actualmente, existen varios indicadores que se pueden emplear para conocer la presencia de
sustancias toxicas en un agua. Entre los mas comunes, se encuentran el AOX y el METOX. El
primero se refiere a la concentracion de sustancias organohalogenadas adsorbibles en carbdn
activo. El segundo, es una medida de la concentracién de metales pesados en el agua. Para
obtenerlo, se necesitan conocer las concentraciones de ciertos metales pesados. Aunque estos
indicadores no expresan realmente la toxicidad del agua propiamente dicha, debido a su facil
obtencidn y, sobre todo, a la falta de manipulacidn, cultivo o tratamiento de organismos para
determinarlos asi como su facil comparativa frente a las mismas mediciones en sectores de la
industria como el metalurgico, son de uso comun en la actualidad.

No obstante, si hay ensayos que se ajustan a lo que se define como toxicidad. Estos expresan la
interaccion entre el agua y el medio. Son los conocidos como de materias inhibidoras. El objetivo
perseguido por estos ensayos es la obtencion de una dilucién en el agua residual que consiga
afectar al 50% de la poblacién de los microorganismos de ésta.

Hay ensayos que impiden el desarrollo de las propiedades de los organismos (como el EC50,
Effective Concentration en inglés, indica la concentracién para la que la respuesta se ve inhibida
al 50%) y los hay que los eliminan por completo (por ejemplo el LC50, Lethal Concentration, la
cual muestra la concentracidn para la que el 50% de mortalidad de los organismos es observada).

Se definen paralelamente a los ejemplificados la ED50 y LD50, que a diferencia de la medida de
los primeros (miden en ppm, mg/L), éstos indican la dosis (entendida como el peso de las
sustancias incorporadas). Para cada uno de estos métodos, se requiere de una minuciosa
seleccidn de los organismos a emplear, pues deben ser suficientemente sensibles a
concentraciones pequenas. [19]

De hecho, la LD50 es un valor utilizado por la UE para clasificar y etiquetar productos quimicos
toxicos o peligrosos (D. 2001/59/CE). [20]

Frecuentemente se emplea para la medida de la toxicidad en aguas residuales la Dalphnia (un
crustaceo), evaluando la concentracion del agua que consigue su muerte o su inmovilizacion.

Otro método cuyo uso estd bastante extendido es el uso de la bacteria Photobacterium
phosphoreum, de la que se estudia su luminiscencia tras estar inmensa en agua residual durante
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un tiempo comprendido entre 5 y 30 min (generalmente se emplea un tiempo intermedio, es
decir, 15 min). Se trata de un método econdmico y de facil manejo, y es una de las propuestas
escogidas para su desarrollo posterior en este trabajo.

Dejando de lado los métodos para medir la toxicidad de una muestra, encontramos una nueva
definicidn de Toxicidad de la EPA (United States Environmental Protection Agency), como aquel
residuo con propiedades que lo hacen peligroso o le otorgan capacidad de tener un efecto
danino en la salud humana o la naturaleza. [21]

Asi, de acuerdo con el Reglamento de la UE 1357/2014 [22], un residuo que cumpla una serie de
caracteristicas puede clasificarse como peligroso. A su vez, en el anexo lll de la Directiva
2008/98/CE [23], se establecen las caracteristicas de peligrosidad, entre las que figura la
denominada como H6 - téxico o muy téxico: ‘corresponde a los residuos que pueden provocar
efectos toxicos agudos tras su administracion’. Ademds, se afiade: ‘Si la suma de las
concentraciones de todas las sustancias presentes en el residuo, clasificadas con un cédigo de
clase y categoria de peligro de toxicidad aguda, es superior o igual al umbral marcado, el residuo
se considerard como peligroso H6’

Es decir, se deberd comprobar la codificacion de las sustancias presentes en el residuo y
comprobar si se supera su umbral de concentracion.

En el reglamento CLP 2016/1179 [24] podemos encontrar una actualizacién de una lista de
compuestos con su correspondiente codificacién.

3.2-pH

El pH es una medida de la acidez o alcalinidad de una disolucion. Sus siglas provienen del latin,
cuya traduccion seria “potential Hydrogen atom”, es decir, la cantidad de iones H* que hay en
la disolucion. Su féormula de acuerdo a la ecuacidn (1) expresa el logaritmo negativo de la
concentracidn de estos iones:

pH = —logq[H +] (1)

Este valor suele estar comprendido entre 0 y 14, donde 0 indica que se trata de una disolucion
muy acida y 14 una muy basica. Se toma como pH neutro el valor medio de este intervalo, es
decir, un valor de pH de 7, valor de referencia del agua pura. El balance entre los iones de
hidrégeno y los de hidréxido (ver ecuacién (2)) es el que determina en un agua el pH, teniendo
en cuenta la base quimica fundamental de ésta:

H20 <->H" + OH (2)

> SiH+ > OH -> disolucidén acida
» Si H+ < OH -> disolucidn basica (alcalina)
» Si H+ = OH -> disoluciéon neutra

El valor de pH de una disolucidn tiene una clara influencia en los procesos bioldgicos y reacciones
guimicas que se puedan dar en el seno de la misma, como se demostrara mas tarde, y, por ello,
habra que ajustarlo de acuerdo al procedimiento descrito posteriormente siempre y cuando sea
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requerido segln el método que se quiera llevar a cabo (como es en el caso particular de este
trabajo que nos concierne).

3.3 — Métodos de Oxidacion Avanzada

Los métodos de oxidacion avanzada son procesos basados en la formacién de radicales hidroxilo
(OH:) con potencial de oxidacion muy alto y otros radicales altamente oxidantes, que son
capaces de degradar compuestos dificilmente biodegradables o refractarios, como es el caso de
los pesticidas y de los farmacos.

Su empleo se remonta hasta los inicios de los afios 80, donde inicialmente se recomendaba su
uso para el tratamiento de las aguas potables, aunque ha sido en los ultimos afios cuando mas
popularidad ha adquirido debido a la mejoria en la tecnologia asi como por la creciente
preocupacién por los Contaminantes Emergentes. Se emplean especialmente para reducir la
cantidad de materia organica presente en las Aguas Residuales (AR).

Se emplean tanto para disminuir la toxicidad de un efluente, como para eliminar directamente
contaminantes que han permanecido en el agua después de aplicar un proceso biolégico. Puede
llegar a conseguirse la total mineralizacidn de ciertos contaminantes organicos.

Cabe afadir como punto positivo la flexibilidad en el disefio y la variedad de procesos de
Oxidacién Avanzada de los que se dispone y se conoce hoy en dia. Ademas permite eliminar
metales con el tratamiento adecuado y no transfiere la contaminacién a la fase obtenida.

Como desventajas, se sefialara la formacidn de productos intermedios de oxidacién, de los que
a priori no se conoce su nivel de toxicidad en relacion al producto original previo a la oxidacién,
asi como su coste de operacién debido al empleo de sustancias quimicas o a su coste de energia
(como en el caso de la oxidacién avanza por electro-oxidacién).

Algunas de las técnicas de oxidacién avanzada mds empleadas en la actualidad son la electro-
oxidacién, asi como procesos de oxidacién avanzada con radicales Fenton, photo-Fenton, TiOz
foto-catalitico y procesos UV/ZnO, asi como ozono (O3) o incluso mediante ultrasonidos. [25]

En el presente TFG, se analiza la toxicidad de efluentes contaminados que han sido sometidos a
un proceso de oxidacidon avanzada mediante el uso de diferentes dnodos, que son los electrodos
donde tiene lugar dicha oxidacidn, y distintas condiciones de trabajo.

3.4-DQO

Pardmetro indicador del contenido en materia orgdnica de un agua o efluente liquido. Mide
concretamente la materia orgdnica segln las ppm de oxigeno que se consumen en su oxidacion
guimica, usando normalmente como reactivo oxidante dicromato potasico. Muestra, por tanto,
cuanto oxigeno necesita el agua para oxidar la materia organica presente en ella.

Es un pardmetro muy importante a tener en cuenta a la hora de disefar, por ejemplo, las
instalaciones de tratamiento de aguas residuales, mas conocidas como EDARs (Estacién de
Aguas Residuales), asi como para conocer el rendimiento de los procesos que en ellas tienen a
cabo.

El proceso de determinaciéon dura unas 3 horas, ya que pese a utilizar un catalizador, se requiere
de un cierto tiempo de contacto para que se produzca la reaccidn de oxidacion. Tras ese tiempo,
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se determina el dicromato potdsico sobrante, bien mediante valoracidon con una disolucidn de
ion ferroso o bien con ayuda de un espectrofotémetro.

El método presenta algunos inconvenientes, ya que no toda la materia orgdnica es oxidable por
el dicromato potdsico (por ejemplo, los compuestos aromaticos), con lo cual se estaria
efectuando una determinacién a la baja y, por otro lado, algunos compuestos inorgdnicos
presentes en el agua son oxidables por el dicromato potasico (por ejemplo, los cloruros o los
sulfuros), con lo que se estaria efectuando una determinacién al alza.

3.5-coT

Este parametro (Total Organic Carbon en inglés, TOC) mide la materia orgdanica total presente
una disolucidn. Su uso normalmente se reduce a cuando la materia organica se encuentra en
concentraciones bajas. Para medirlo, se oxida el carbono de la materia organica a CO mediante
un proceso de combustion, de modo que con infrarrojos o efectuando su absorcion con
hidréxido de potasio (KOH) se puede medir éste.

En el caso de aguas potables municipales, por ejemplo, se debe reducir el parametro COT
previamente a los procesos de desinfeccidn, pues si no la materia organica podria reaccionar
con otros compuestos quimicos, dando lugar a subproductos que podrian ser cancerigenos.

Para aguas residuales, su control previo y posterior a la planta, permite un mejor control de los
procesos en ésta, optimizando el rendimiento y siendo un primer control previo a los vertidos
del agua. Tanto a nivel de municipios como en las industrias, se exige un valor maximo de COT.
Ademads, es un valor reconocido en la industria farmacéutica para el control de procesos
biotecnoldgicos en la evaluacién de métodos de purificacion de aguas. De forma general, su
calculo se suele expresar de acuerdo a la siguiente ecuacién (3):

COT = CT (Carbono total) — CIT (Carbono inorganico total) (3)

En la siguiente figura (Figura 1) se puede observar, a modo de esquema resumen y de acuerdo

a la ecuacion previa (3) para entender mejor la distribucién del carbono en un organismo, las
fracciones en las que se divide el carbono total:

Carbono Total (CT)

[
l l

Carbono Inorganico Total {CIT) Carbono Organico Total (COT)
1
[ |
2 Carbono Organico Carbono Orgénico
lPamculas] I Dimatie ] Purgable NO Purgable
(CoP) (CONP)

f—%

IPaniculasI l Disuelto I

Figura 1. Carbono total y sus fracciones
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3.6 — Norfloxacino

Se trata de un medicamento indicado para el tratamiento de gérmenes patdgenos
perteneciente al grupo de las fluoroquinolonas. Es un antibidtico sintético, pues no es producido
por ningun organismo vivo. Principalmente es suministrado para el tratamiento de infecciones
en la via urinaria y la préstata, eliminando las bacterias que causan las infecciones. También es
empleado para tratar infecciones estomacales o intestinales, no se debe emplear para el
tratamiento de gripes, resfriados u otras infecciones viricas. Su nimero CAS es el 70458-96-7
(delinglés Chemical Abstracts Service). Este nimero es asignado por esta divisién de la Sociedad
Americana de Quimica, de modo que mantiene un registro de todas aquellas sustancias quimicas
que aparecen en la literatura, de modo que quedan identificadas.

Entre sus efectos adversos, se encuentran sintomas como debilidad, dolores, temblores,
hinchazones, pero lo mas preocupante, problemas dseos y dafios permanentes en los nervios
de las articulaciones, especialmente en nifios. No se tiene experiencia con sobredosis del mismo,
aunque se admiten altos riesgos de cristaluria (aparicién de cristales en la orina) si se ingieren
dosis altas. [26], [27]

Recientemente, un informe elaborado en 2014 en la Universidad de Princeton mostré un
aumento del 55% de consumo de antibidticos en todo el mundo [28]. Esto supone un problema
mds grande si cabe pues como se mostrd en 2005 en un trabajo que elaboré la Universidad de
Antwerp, en Europa Occidental se mostraron unos porcentajes de resistencia a los antibidticos
muy altos. [29]

4. ANTECEDENTES, PROPUESTAS Y JUSTIFICACION

De acuerdo a la motivacion previamente introducida de la busqueda de métodos que consigan
reducir o eliminar nuevos contaminantes de las aguas residuales, el Departamento de Ingenieria
Quimica y Nuclear de la UPV se encuentra constantemente desarrollando métodos para ello.

Asi, y en concordancia con las preocupaciones por los contaminantes emergentes como son los
medicamentos, se estan llevando a cabo procesos de oxidacidon avanzada (OA) con el fin de
eliminar el Norfloxacino presente en aguas residuales. Para ello, se ha empleado un proceso
conocido como electro-oxidacién, técnica barata dentro de las OA pues no requiere de la adicion
de productos quimicos. [30]

La electro-oxidacion consiste en el empleo de dnodos con potenciales muy altos, como son los
electrodos de diamante dopados con boro (de ahora en adelante, BDD). El principal problema
del método es la estabilidad de los mismos en las condiciones de oxidacidn en las que se tiene
que trabajar. Los BDD responden con una gran eficacia, aunque su gran inconveniente es el alto
precio o su escasa disponibilidad. Como alternativa, se buscaron electrodos ceramicos, mucho
mas baratos y a su vez estables. Estos estan compuestos por una matriz ceramica en presencia
de Sb (Antimonio) y dopados con SnO;.

Con el proceso de oxidacion realizado, surge la justificacién de este trabajo, pues en el proceso
de oxidacién avanzada, aunque se elimine el contaminante original, se desconoce a priori la
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posible formacion de productos de oxidacidn intermedios, que dado el caso pueden resultar
incluso mas téxicos que los productos de partida. Es por ello que se debian buscar métodos que
permitiesen evaluar la posible toxicidad de las muestras en funcién del electrodo empleado en
el proceso de oxidacién avanzada y de las condiciones de trabajo.

Se conocen multiples herramientas de la toxicologia acuatica para la deteccion de
contaminantes en el agua. No obstante, su caracterizacidon es compleja y también muy cara.
Existen estudios y métodos para la evaluacién de los productos intermedios de la oxidacion [31],
o pruebas y analisis que permiten evaluar la calidad o contaminacion de un efluente.

No obstante, se ha optado por descartar este tipo de tratamientos, pues no sélo resultarian muy
caros y escaparian al alcance del desarrollo de un TFG, sino principalmente porque se realizan
empleando organismos acuaticos y terrestres para determinar el grado de contaminacion del
agua, aunque estos métodos estén contemplados por la legislacidn. [32]

En la busqueda de alternativas, encontramos que en el reglamento CE 440/2008 (punto C.
ENSAYOS ALTERNATIVOS) [33] se establece que ‘Constituye un objetivo cientifico de la UE la
elaboracion y validacién de técnicas alternativas que puedan proporcionar el mismo nivel de
informacidn que los actuales ensayos con animales, utilizando menos animales o evitando el uso
de animales’. Esta es la base de la que se parte para la eleccidn o realizacién de cualquier método
en el presente trabajo.

De acuerdo con numerosos estudios que avalan el método, asi como su inclusién en la legislacion
mediante la orden Ministerial de 1989, BOE 10 de noviembre [34], la primera técnica elegida
para la evaluacion de la toxicidad en el efluente contaminado con Norfloxacino y tratado con un
proceso de electro-oxidacién ha sido el Ensayo de Bioluminiscencia mediante el equipo
Microtox. [35], [36]

Teniendo en cuenta el proceso previo aplicado al agua residual contaminada (oxidacién
avanzada), también se escogid el Ensayo estatico de toxicidad aguda con semillas de Lactuca
Sativa como segundo método a desarrollar para el analisis y la caracterizacion de posible
toxicidad en los efluentes liquidos tratados. [37]

5. METODOLOGIA DE TRABAJO

A continuacion se describiran las diferentes metodologias de trabajo seguidas para el completo
desarrollo de los objetivos del TFG.

5.1 - COMPROBACION Y AJUSTE DEL VALOR DE pH

5.1.1 - Introduccién

Previamente al desarrollo de cualquiera de los dos métodos de trabajo elegidos para la medicion
de la toxicidad de nuestro efluente liquido, hay que realizar la comprobacién del pH de las
muestras, pues tras el proceso de oxidacion avanzada aplicado al agua contaminada, algunas de
las muestras generalmente presentaban un pH muy acido o muy basico. A continuacién, se
describird el proceso de comprobacién y ajuste si fuese necesario.

Para realizar esta comprobacién hay varios métodos. Un primer método posible es el empleo de
papel tornasol, el cual cambia a color rojo o azul en funcién de la acidez o alcalinidad,
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respectivamente (rojo=4acido y azul=basico) de la solucidn. [38] Otro método igualmente rapido
y no por ello menos preciso de los habitualmente empleados en laboratorios como en el que se
ha desarrollado este proyecto, es mediante el uso de unas tiras indicadoras de pH, las cuales se
sumergen en la solucién de la que se quiere obtener su valor de pH, se agita levemente durante
1 a 10 minutos hasta que no se aprecie cambio de color en la tira, y comparandola con un patrén
de colores, se obtiene su valor de pH (ver Figura 2). [39]

No obstante y dada la sensibilidad de las muestras alrededor del rango de pH buscado, se optd
por el empleo de un medido de pH electrénico (ver Figura 3), de modo que el seguimiento de le
evolucidn de su valor ha sido mucho mas sencillo e inmediato dada la cantidad de muestras a
ajustar.

Si el pH obtenido es menor que el rango buscado para nuestras condiciones de trabajo dptimas,
se debera afadir una base para aumentar su pH. De forma contraria, si el pH fuese demasiado
alto, afiadiendo un acido se conseguira disminuir el pH de nuestra solucion.

I T T S

==l LT

Figura 2. Tiras indicadoras de pH Figura 3. Medidor de pH electrénico

5.1.2 — Materiales y equipos

Medidor de pH electrénico
Vaso de precipitados
Cuentagotas/Pipeta

Muestras

Agua destilada

Acido sulfurico concentrado
Hidréxido sédico concentrado
Agitador magnético

Iméan de mezcla

5.1.3 — Procedimiento experimental para el ajuste del pH (en caso de ser necesario)

Como medida inicial previa al desarrollo del procedimiento, se debera comprobar el correcto
funcionamiento del medidor de pH. Para ello, se introduce el electrodo soporte en agua
destiladay se verifica que se obtiene un valor de pH alrededor de 7 (tener en cuenta la tolerancia
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indicada por el fabricante). Con el medidor de pH correctamente calibrado, el desarrollo del
proceso para ajustar el pH queda del siguiente modo: [40]

Verter en un vaso de precipitados la muestra.

Anadir al vaso el iman de mezcla.

Con el agitador magnético encendido, colocar encima el vaso, de modo que el iman
empezara a girar para homogeneizar la solucion (ver Figura 4).

Introducir el electro en la muestra, de modo que la punta blanca del electrodo de
referencia quede totalmente cubierta por la muestra (ver Figura 5).

Esperar hasta que el valor de pH se estabilice. Si se encuentra en el rango de valores
buscado, anotar el dato. En caso negativo:

» Sise encuentra por debajo, afiadir una o dos gotas de base con el cuentagotas. En
el desarrollo de este trabajo fue empleado el hidréxido de sodio (NaOH).

> Sise encuentra por encima, afiadir una o dos gotas de acido con el cuentagotas. Se
empled acido sulfurico en este caso (H2S04).

Se debera repetir el proceso de acuerdo al punto anterior hasta que el valor de pH se
estabilice en el rango de valores admisibles para nuestro experimento.

Ya con el pH en un valor apto para el experimento, apagar el agitador y retirar el
electrodo y el iman del vaso. La muestra esta lista para evaluar su toxicidad (en este
caso).

Reference
Electrede (E,)

Sait Bridge .
(Junction] —Y% Measuring
<— Electrode (E,)

Figura 5. Electrodo soporte

Figura 4. Montaje experimental para
ajustar el pH
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Comprobacion calibrado

Medicidn inicial pH

Ajuste (si necesario)

Figura 6. Esquema del proceso de ajuste del pH

5.2 - ENSAYO DE BIOLUMINISCENCIA CON MICROTOX

5.2.1 - Introduccién

El primer método empleado para el analisis de la toxicidad en el efluente liquido elegido fue el
correspondiente al equipo Microtox. Este consiste en un fotémetro de alta sensibilidad el cual
nos posibilita la determinacién de la toxicidad tanto de sustancias liquidas como de sedimentos
mediante el empleo de la bacteria bioluminiscente Vibro fischeri (nombre oficial
Photobacterium Phosphoreum, NRRL number B-11177) como referencia.

Este aparato (ver Figura 7), desarrollado en 1979 por Microbics Corporation (actualmente Azur
Environmental), tiene un uso regular tanto en la industria en general (especialmente en la
hidrometalurgia) como en el ambito medioambiental, ya que es un primer indicador de la
toxicidad de los posibles vertidos que se vayan a realizar, ya que puede suponer una gran ayuda
a la hora de determinar la presencia de materiales tdxicos, asi como para establecer la posible
contaminacién de aguas, tanto potables como de rios o agua de mar. Ampliamente aceptado
por la industria quimica como método para la determinaciéon de la contaminacién, ha sido
empleado en trabajos de investigacion y proyectos de indole similar a lo largo de los afios en
muchas universidades, incluyendo la Universidad Politécnica de Valencia (UPV). [41-43]

La bacteria empleada, la cual emite luz de forma natural como consecuencia de su proceso
metabdlico de respiracion, cuando se pone en contacto con un material téxico, ve alterado su
proceso de respiracion celular, lo que incurre en una disminucién de la luz emitida por la misma,
la cual sera medida por el fotometro. Esta variacion es la que una vez medida tiene una
correlacién directa con el valor de toxicidad de la sustancia en cuestion.

Se escoge la Photobacterium Phosphoreum no sélo debido a la intensidad de la luz emitida sino
también a su estabilidad en la emisidn, y a su alta sensibilidad a un extenso espectro de
compuestos diferentes.

La base del test es la lectura de la medida de luminiscencia emitida por las Vibrio Fischeri tras
estar en contacto con una muestra desde 5 hasta 30 minutos. Cuanto mayor sea el tiempo de
contacto, menor serd el valor de EC50 proporcionado por el test. La intensidad de la luz medida
en cada muestra sera comparada con la intensidad de la luz medida en la cubeta que contendra
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el reactivo (bacterias) liofilizado junto a una solucidn de reconstitucién (en este caso, agua
destilada). El vial con bacterias liofilizadas y con un crecimiento éptimo ha sido proporcionado
por el Departamento de Ingenieria Quimica y Nuclear de la UPV, al igual que el equipo Microtox.
Cada serie de bacterias que se muestrea (hay millones de cuerpos en cada vial que se emplee)
ha sido preparada en unas condiciones muy controladas. Sus condiciones de almacenamiento
son de no mas de un afio de duracidn del mismo, y una temperatura superior a -209C pero no
inferior a -252C. Se puede guardar en un congelador convencional pero su vida disminuye
considerablemente. Muy importante tener en cuenta que pasadas un par de horas desde su
reconstitucion, su sensibilidad se empieza a ver afectada, pudiendo ser severa en algunas
muestras pasado este tiempo.

Figura 7. Microtox 500

5.2.2 - Ventajas

e Dado que las bacterias liofilizadas se pueden clonar y almacenar, no es necesario el
cultivo previo de la biota.

e No requiere de tratamiento inicial entre el resto de materiales a emplear, por lo que el
test se puede comenzar rdpidamente una vez se disponga de lo necesario.

e Todo el proceso esta asistido por el programa informatico, el cual almacena, muestray
analiza con rapidez. En cuestién de minutos se puede tener un resultado objetivo acerca
de la toxicidad de una muestra, lo que permite una rapida respuesta en efluentes
monitorizados.

e Aexcepcidn del propio aparato, el cual requiere una fuerte inversion inicial, el resto del
equipamiento es de precio reducido y ademds requiere de poco espacio en el
laboratorio.

El procedimiento del método del Microtox empleado ha sido construido de acuerdo a las propias
indicaciones del manual y del programa informatico que acompafia al Microtox y ajustado
acordemente a lo plasmado por otros investigadores [44], quedando de la forma siguiente que
se indica a continuacién:
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5.2.3 - Condiciones del experimento

Temperatura 202C

pH de las muestras comprendido entre 5,5y 8

Tiempo de contacto con la bacteria: 15 minutos

Biota: bacteria luminiscente Vibro fischeri

Muestra: Efluente liquido contaminado con Norfloxacino y sometido a un proceso de
oxidacion avanzada

Factor de dilucién: 2

YV VVYVYY

Y

5.2.4 — Materiales y equipos

Equipo Microtox

Agua destilada libre de téxicos como solucidn de reconstitucion
NaCl al 22% como solucidn acuosa de ajuste osmdético

NaCl al 2% como solucién acuosa diluyente

Cubetas

Pipetas

Vasos de precipitado

Ordenador

Puntas de pipeteado

Figura 8. Parte de los materiales empleados en el método del Microtox

5.2.5 - DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.2.5.1 - Puesta a punto del equipo Microtox

En primer lugar, conectar a la red el equipo Microtox.

Esperar unos minutos hasta que se encienda una luz en su parte frontal, lo cual nos indica que
ya ha autorregulado su temperatura y esta listo para ser utilizado.
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5.2.5.2 - Preparacion del reactivo

e Sacar el vial de las bacterias del congelador.

e Colocar una cubeta en la celda del reactivo (donde indica Reagent) y pipetear 1mL de
solucidn de reconstituciéon en ésta.

e Extraer la tapa del vial de las bacterias.

e Volcar todo el contenido de la cubeta en el vial de las bacterias subitamente con un solo
movimiento.

e Agitar el vial y devolver todo su contenido a la cubeta.

e Mezclar varias veces con la pipeta de 1mL de modo que se homogeneice la mezcla.

5.2.5.3 - Preparacion de las cubetas

Colocar las cubetas en el bloque de incubacién en las filas A y B (ver Figura 9).

Microtox Analyzer Configuration

, . . Test Chemical
S =77 Concentration
-—(-(:onllol o) @ ‘\23/) ?)‘@ d Sorles
. 1:Z Dilution
: >~ N
Pipette_~"{ 0 ) {82} (28 (25 (=
Transfef /\___i, e g

/’f
Fina Inoculated %
Reaction Cuvetles «+
Tast Sanpla < . j
m—_ L 2
Ermpity Bacterna ‘
Incubation Wells Holding |

. Photorneter:
Reading Well

Figura 9. Esquematizacion del ensayo con el equipo Microtox

5.2.5.4 - Introduccion del diluyente y de la muestra

e Pipetear 0,5mL de diluyente en las cubetas de la fila B (figura
10).

e Pipetear 1ImL d diluyente en las cubetas de A1, A2, A3y A4.

e Agregar 2,5mL de la muestra a A5.

e Agregar 0,25mL de ajustador osmotico a A5 y mezclar.

e Eliminar 1,75mL de la cubeta A5. s 4

e Trasvasar ImL de la cubeta de A5 a la A4. Mezclar

e Trasvasar ImL de la cubeta de A4 a la A3. Mezclar.

e Trasvasar ImL de la cubeta de A3 a la A2. Mezclar.

e Eliminar ImL de la cubeta de A2 (No se trasvasa nada a Al pues ﬁ
es nuestro control)

L s commlion. o - o itie

Figura 10. Pipetas micrométricas
empleadas
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5.2.5.5 - Introduccion del reactivo

e Trasvasar 10ulL de bacterias reconstituidas a la cubeta de B1.

e Asegurar la mezcla de las bacterias con el diluyente agitando levemente con los dedos.

e Cronometrar 15 minutos hasta que se estabilicen las bacterias para conseguir una
correcta lectura inicial de su valor de luz emitida.

e Trasvasar 10uL de bacterias reconstituidas al resto de cubetas de la fila B.

5.2.5.6 - Toma de valores inicial

e Introducir la cubeta de B1 en la celda del fotomultiplicador. Pulsar SET.
e Pulsar READ y apuntar el dato de la emisién de luz.

NOTA: Se debera tomar 3 medidas de cada una de las cubetas, y trabajar con la media de
estos 3 datos, para cada una de las cubetas.

e Introducir en el fotomultiplicador la cubeta de B2 y pulsar READ. Apuntar el dato.
e Llevar a cabo el paso anterior con B3, B4 y B5.

5.2.5.7 - Puesta en contacto del reactivo con la muestra

e Trasvasar 0,5mL desde la cubeta de Al a B1. Mezclar.

e Cronometrar de nuevo 15 minutos de modo que se homogeneice la mezcla de la
muestra diluida las bacterias.

e Trasvasar 0,5mL desde la cubeta de A2 a B2. Mezclar.

e Trasvasar 0,5mL desde la cubeta de A3 a B3. Mezclar.

e Trasvasar 0,5mL desde la cubeta de A4 a B4. Mezclar.

e Trasvasar 0,5mL desde la cubeta de A5 a B5. Mezclar.

5.2.5.8 - Toma de valores final

Analogamente a la Toma de valores inicial pero sin necesidad de establecer el SET, tomar la
lectura de cada una de las cubetas de la fila B empezando por la B1 introduciendo cada cubeta
en el fotomultiplicador y pulsando READ.

Tanto las puntas de pipeteado como las cubetas se deberan desechar después de su empleo; no
se admite reutilizacién de las mismas.

5.2.5.9 - Andlisis de los datos y resultados

Con los datos introducidos en el programa informatico (Figura 11), el dato que nos
proporcionara el mismo es el EC50 de la muestra en cuestién. Este se obtiene de las
representaciones graficas de la dosis (concentracion de la muestra) frente a la respuesta de la
bacteria.
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| Microtox: Data Sheet |

. === Dilution I
File Name ': : / Series
Procedure ' - o ; 3 . Gamma ]

Dose
Response
' Curve

95%
Confidence
| Range

.
.l
5

EC50 I

*l

Figura 11: Hoja de datos del programa Microtox

Definido como el valor de concentracion que inmovilizara la actividad de las bacterias presentes
(reducira la emisidn de luz en este caso) al 50%, la normativa reguladora de residuos toxicos
indica que se debe expresar en ppm. Para ello, se debe multiplicar por 1000 el obtenido en EC50
y, segun el BOE (13 de octubre de 1989) [34], serd peligroso y téxico si se supera un valor limite
de 3000 ppm (333 UT).

Para obtener este dato de acuerdo a la norma reguladora de la contaminaciéon (AFNOR),
normalmente expresado en Equitox (N Equitox implica la necesidad de diluir una muestra N
veces de modo que se obtenga la inmovilizacion del 50% de la poblacidn de los organismos),
simplemente se deberd hacer la inversa del EC50 de acuerdo a la siguiente ecuacion (4),
expresion adimensional ya que es un porcentaje:

1
EC50

UT = —— 100 (4)

En el método desarrollado, su limite superior es de 25 UT.

Cabe la posibilidad que el programa nos indique que la muestra es muy téxica, acompafado de
un nuevo factor de dilucién inicial recomendado de la muestra, comprendido entre 1:2 hasta
1:10. En este caso, diluir de acuerdo a lo indicado por el programa y volver a proceder con el
proceso de toma de datos desde el punto 5.2.5.3.

En otras ocasiones, el programa nos dard como resultados Hormesis. Este resultado se debe a
gue estamos trabajando en una zona de pH muy sensible, por lo que a dosis relativamente bajas
se consigue estimular la respuesta del agente quimico en cuestion pero con dosis relativamente
altas resultan toxicas y por tanto peligrosas. Esta inestabilidad en la respuesta, cuya solucién a
la exposicion a dosis bajas escapa al alcance de este proyecto, se anotd y se procedid a volver a
medir aquella muestra cuyo resultado fuese éste, diluyéndola previamente, y evaluando si la

respuesta mejoraba. [45]
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Puesta a punto Preparacion del
del Microtox reactivo

Introduccion de
diluyentey
muestra

Introduccion

. = Medicion inicial
del reactivo

Mezcla del rre .
Analisis de los

reactivoy la

resultados
muestra

Figura 12. Esquema del ensayo con el equipo Microtox

5.2.6 - Problematica durante el desarrollo

Después de varios ensayos correctos y sin presentar ningun problema, en posteriores muestreos
el equipo Microtox dio ciertos problemas incluso con los blancos, indicando exceso de
luminosidad en algunos momentos, y contrariamente imposibilidad de mediciéon debido a la
escasez de la misma en otros momentos. Ya que se disponia de suficientes datos en ese
momento para realizar el posterior tratamiento de los mismos, se optd por no continuar con el
método y pasar al siguiente ensayo.

5.3 - ENSAYO ESTATICO DE TOXICIDAD AGUDA CON SEMILLAS DE LECHUGA

5.3.1 — Introduccion

El bioensayo estatico de toxicidad aguda empleando semillas de Lactuca sativa, nos permite
conocer los efectos téxicos de una disolucidn sobre el proceso de crecimiento de las radiculas
de las semillas, asi como sobre la germinacién de las mismas. Asi pues, los parametros que se
analizaran seran el porcentaje de germinacion (%) asi como la elongacion de sus radiculas.

Los resultados obtenidos con este ensayo son generalmente extrapolables a cualquier tipo de
semilla o plantas en general, pues es durante las primeras horas de cultivo y germinacion de las
mismas cuando mas sensibles son, pues tienen lugar muchos de los procesos en los que su
puesta en contacto con un material toxico puede interferir de manera notoria en su desarrollo
y crecimiento.
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Asi, estudiando los factores ya comentados, se podra conocer la respuesta de una especie ante
un ambiente en el que se encuentren ciertas sustancias presentes que a priori puedan interferir
en su adaptacion y supervivencia en el medio.

Aunque en la Universidad de Bogota compararon este método junto a la sensibilidad de S.
Capricornutum, obteniendo un efecto menor del 50% [46], si se demostré que el ensayo con
Lactuca Sativa presentaba una gran sensibilidad, por lo que el bajo porcentaje de inhibicidn en
este caso fuese posiblemente atribuible no sélo a la no toxicidad atribuible al agua vertida sino
a la posible intervenciéon de los productos quimicos también vertidos en el mismo agua por la
industria cercana al lugar de la toma de las muestras.

Se puede afirmar por ello que el indicador de la elongacidn de la radicula es mas sensible que el
de germinacidn, por lo que una concentracion baja de un contaminante puede llegar a inhibir la
elongacion de la misma, pero, sin embargo, no impedir la germinacién. Es por ello que se
cuantifica la elongacién como un efecto subletal mientras el porcentaje de germinacién se
considera como letal (si se inhibe por muerte del embrién y no por un simple retraso en su
desarrollo). Mediante la prueba del tetrazolium [47], se puede comprobar su letalidad.

Ademas y aunque no se trate de una planta acuatica, la medida de la inhibicién en la elongacién
de la radicula, como demostré Mclnnis para la EPA en 1989 [48], puede ser un valor extrapolable
para la medicién de la toxicidad de aguas de rios o lagos.

Pese a que también se propone y se ha evaluado la elongacién del hipocotilo en anteriores
estudios [49], debido al alcance temporal limitado del trabajo aqui descrito, se optd por medir
la elongacién de la radicula asi como evaluar la germinacidn de cada muestra. [50], [51]

Ademas, se optd por repetir cada ensayo 3 veces y con 3mL de muestra, pues aunque ciertos
estudios indiquen que se realice con 4mL, ésta era una cantidad que comprobamos demasiado
grande pues las semillas se encontraban sumergidas en el liquido. La eleccién de 3 placas de
Petri por muestra se debe principalmente a que el programa estadistico en el que se trataron
los datos requeria de un minimo de 3 valores por muestra. Thomas y Cline [52] estimaron
inicialmente una correcta duracién del test en 120h, aunque determinaron éptimo alternar
periodos de incubacién con luz y en ausencia de la misma [47]. A lo largo de los afios se ha
mantenido la duracién aunque no las condiciones de luz del mismo, siendo realizada la
incubacién de las semillas en ausencia de luz casi en la totalidad de los trabajos.

5.3.2 - Ventajas

e Meétodo sencillo, practico y visual para la medicion de la toxicidad de una muestra, tanto
de compuestos puros solubles, aguas de lagos y rios, subterraneas, potables asi como
lodos o matrices sélidas [47].

e No requiere de plantas o algas para su realizacidn ni pre tratamiento.

e La Lactuca sativa permite el desarrollo del método en unos pocos dias pues germina
rapidamente.
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5.3.3 - Condiciones del experimento

e Temperatura 20°C

e PH de las muestras comprendido entre 5,5y 8

e Tiempo de incubacidn de las semillas: 120 horas

e En ausencia de luz durante la germinacion

e Organismo a ensayar: Lactuca sativa

e Muestras: Efluentes liquidos contaminados con Norfloxacino y sometidos a un proceso
de oxidacién avanzada (Figura 13)

5.3.4 - Material necesario

Pinzas

Vasos de precipitados/matraces
Placas de Petri (3 por muestra)
Pipetas

Regla de doble milimetro

Papel de filtro

Alcohol 96%

Agua destilada

Electrolito soporte (NaS04)

Film transparente

5.3.5 - DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.3.5.1 - Preparacion de las placas de Petri

e Colocar en una placa de Petri un papel de filtro (con las pinzas).
e Anotar con un rotulador permanente qué muestra se va a introducir en ella (ver Figura
14).

Figura 14. Preparacién de las placas de Petri
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5.3.5.2 - Impregnacion del papel de filtro

Verter con una pipeta 3mL de la muestra sobre el papel de filtro (se recomienda empezar por el
agua destilada, nuestro control), repartiendo bien el vertido sobre todo el papel (Figura 15).

Figura 15. Proceso de impregnado del papel de filtro

5.3.5.3 - Colocacion de las semillas

Minuciosamente, colocar con las pinzas (sin llegar a tener contacto con el papel impregnado) 20
semillas en el papel impregnado, de modo que queden segun lo indicado en la Figura 16.

Nota: Dado el caso en que la pinza entrase en contacto con alguna de las disoluciones, lavar bien
con agua destilada y alcohol y dejar secar para evitar contaminacién cruzada con el resto de
muestras que se prepararian a continuacion.

Figura 16. Proceso de colocacion de las semillas y resultado final de una placa

Después de la preparacién de cada grupo de 3 placas de Petri por muestra en cada ensayo, se
deberd lavar también con agua destilada y alcohol la pipeta empleada para el vertido de la
muestra para evitar contaminar la pipeta y que repercuta en las siguientes muestras.

5.3.5.4 - Almacenaje

Se guarda la placa de Petri de la muestra en una caja con tapa o que se pueda cerrar.

Volver al punto inicial del desarrollo y proceder del mismo modo hasta completar 3 placas de
Petri para la muestra escogida (60 semillas en total).

Antes de cambiar de muestra, lavar bien la pipeta de acuerdo a lo indicado anteriormente con
agua destilada y alcohol antes de pasar a la siguiente muestra.
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Efectuar un muestreo de 2mL de la siguiente muestra a emplear (es decir, tomar 2mL y
desecharlos antes de empezar con la impregnacion de los papeles de filtro).

Volver al punto inicial de preparacion de las placas de Petriy proseguir de igual forma con todas
las muestras disponibles.

Una vez se haya terminado con todas las muestras disponibles, guardar la caja con todas las
placas en algln armario o algun lugar seco y oscuro, de modo que su crecimiento sea en ausencia
de luz y a 209C.

5.3.5.5 - Medicion y toma de resultados

Transcurridas 120h desde la colocacién de las semillas, se procederd a medir minuciosamente y
con una regla milimetrada (de acuerdo a la Figura 17, de doble milimetro mejor para mayor
precision) la elongacién de la radicula de cada una de las semillas de cada muestra, y se anotard
el valor.

Se calculard ademas como parametro indicador de toxicidad la media del porcentaje de
germinacion (%) de las 60 semillas de cada muestra.

-
U W\ ; cm/ /i/// //m/u,
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Figura 17. Semillas después del proceso de germinacion y detalle del proceso de medicion

Después de cada ensayo, se deben lavar perfectamente todas las placas de Petri asi como los
vasos de precipitados, pinzas y matraces de modo que se elimine cualquier posible
contaminacidn durante la realizacidon del ensayo y que ésta tenga efecto en los resultados del
siguiente. Para ello se empleara agua destilada y alcohol.
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120h

Figura 18. Etapas en el ensayo de toxicidad con semillas para cada una de las muestras

5.3.6 - Problematica durante el desarrollo

5.3.6.1 - Aparicion de hongos

Transcurridos algunos ensayos, durante un par de semanas los resultados obtenidos distaban
bastante de los de las anteriores semanas, no sélo en porcentajes de germinacion que como se
vera mas adelante no se admiten como estadisticamente viables, sino sobre todo por la
aparicion de hongos (ver Figura 19).

Esta aparicion se explica bien por el posible exceso de humedad en las placas de Petri, bien por
alguna otra caracteristica del proceso como la temperatura que fuese demasiado alta, o por la
contaminacién de las semillas pues aunque se guardaban en lugar seco y cerradas en una bolsa
hermeética, era una posibilidad a contemplar.

Figura 19. Aparicién de hongos puntuales en semillas, impidiendo su germinacidn
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5.3.6.2 - Propuesta frente a los hongos — Esterilizado + Almacenamiento en frigorifico

En este punto y debido a la citada aparicién de los hongos de forma regular, se consulté con el
Instituto Universitario Mixto de Biologia Molecular y Celular de Plantas. Siguiendo sus consejos,
y de acuerdo con otros estudios que asi lo respaldan [52], se optd por la esterilizacidn de las
semillas en un primer momento, para descartar la posible contaminacién de las mismas. De
acuerdo con la Universidad de Chicago y avalado por gran parte de la literatura cientifica [53],
dentro de los posibles métodos de esterilizacidon el mas apropiado para tratar las semillas de
lechuga seria su esterilizacién con alcohol. Asi, las instrucciones seguidas para el esterilizado de
las semillas, proporcionadas por el Instituto, y en concordancia con las consultadas de acuerdo
con la Universidad de Hohenheim [54], fueron:

e Se pesan aproximadamente 6 mg de semillas (son alrededor de unas 300 semillas,
teniendo en cuenta que emplearemos sobre esa cantidad y se colocan en un Eppendorf.

e Se afaden 900 pul de la solucion de esterilizado: ETOH 70% + 0.005% Triton X-100. Se
agita constantemente durante 3 minutos.

Esta solucion de esterilizado, si bien con alcohol 70% bastaria, fue la proporcionada por el
Instituto, al cual se le pidié una solucién de esterilizado basada en alcohol isopropilico del
70% (el cual contiene 70mL de etanol absoluto por cada 100mL de solucién alcohdlica), pues
frente a otras disoluciones como el alcohol puro, por ejemplo, ha demostrado ser menos
agresivo y no provocar un estado inactivo en las semillas. [55])

e Se elimina la solucidn de esterilizado.

e Se afade a las semillas 900 pl de ETOH 96% vy se agita durante 1 minuto.

e Con una pipeta se toman las semillas y se colocan encima de un papel estéril.

e Dejar secar el alcohol y con la ayuda de unas pinzas y una punta estéril, se distribuyen
las semillas por la placa como se indicé en las instrucciones anteriores a éstas.

e Sesellan las placas.

Semillas + Solucién de

esterilizado

Eliminar sol.

Dejar secar

esterilizado

in
o Agitar durante 3™

. Af\ad‘r
gron
ongtar

min

96%

Figura 20. Esquema del proceso de esterilizado de las semillas

Después del proceso de esterilizado, y de igual forma al procedimiento habitual, se mantuvieron
en una caja cerrada durante 5 dias.

Como medida adicional, la caja a su vez se guardd en una nevera a temperatura controlada
(202C), de modo que se descartase una temperatura no admisible durante el proceso de
germinacion.

Los resultados en este caso no sélo fueron similares a los obtenidos en los ensayos previos en
cuanto a aparicién de hongos se refiere sino que Unicamente en las placas con el papel
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impregnado en agua destilada llegaron a germinar semillas, como se puede apreciar en la
imagen de la Figura 21.

Figura 21. Germinacidn nula tras el proceso de esterilizado

En este punto, la Unica conclusidn viable ante no sélo la nueva aparicidon de hongos sino ademas
la nula germinacion de las semillas, fue que al margen de un proceso de esterilizacién demasiado
agresivo para con las semillas, de modo que neutralizaba su poder de germinacion, pese al
esterilizado de las mismas, en el avance del proceso habia algin elemento que interferia de
manera muy agresiva durante el desarrollo del mismo.

5.3.6.3 - Nueva propuesta — Semillas nuevas

Ante la comentada aparicién de los hongos también en los ensayos realizados en el Instituto, si
se optaba por esterilizar todo el material empleado en el ensayo de toxicidad aguda, dado que
requeriria de una gran cantidad de tiempo para llevar a cabo el proceso de esterilizado de la
totalidad del material empleado, se descartd esa opcion.

La posibilidad de la contaminacion de las semillas debido al calor era una a contemplar también.
La temperatura real de trabajo se estima en 20/229C, pero dado que se hacia en un laboratorio
cerrado sin ventilacién ni regulacién de la temperatura, es posible que en los dias de verano la
temperatura fuese superior durante el proceso de colocacion y preparacion de las semillas en
las placas de Petri, de modo que los primeros dias las semillas se hubiesen visto sometidas a una
contaminacién por temperatura superior a la admisible.

En relacién a la temperatura de trabajo con las semillas, en algun estudio se comenta que para
el caso concreto de las semillas de lechuga, para conseguir la éptima germinacién y viabilidad
de todo el proceso, no se debera trabajar nunca a una temperatura superior (aunque sea un par
de grados 2C) a la estipulada en las condiciones de trabajo aunque sea durante un tiempo de
exposicién muy pequeiio y posteriormente colocadas a temperaturas inferiores. Este efecto es
conocido como ‘termodormancia’ o ‘dormancia inducida por la temperatura’. [56]

Ante laimposibilidad de mejorar las condiciones del lugar de trabajo, se optd por adquirir nuevas
semillas y realizar nuevos ensayos guardando éstas también en el frigorifico, pues ademas la
variedad adquirida recomendaba su cultivo a una temperatura menor a 202C.

La nueva variedad Lactuca sativa (Figura 22) mostraba unas caracteristicas de tamafio, formay
color de germinacion iguales a la anterior.
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Lactuca sativa
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Figura 22. Nueva variedad de Lactuca Sativa adquirida y Condiciones de Germinacién

Los nuevos datos obtenidos, pese a mantener la existencia de ciertos hongos de manera
puntual, presentaban estadisticamente viabilidad para su comparacién con los datos previos
obtenidos con la variedad anterior, como se puede ver en el apartado de Analisis de los
resultados.

5.3.7 - Procesado de datos

Con las medidas de la elongacién de cada una de las muestras, se efectuard una media de cada
una de las 3 placas de Petri por solucidn. Estos datos seran tratados a continuacién en un
programa estadistico, el Past UIO.

Este programa estadistico creado en 1995 [57] y con actualizaciones constantes, se emplea en
numerosas industrias, no Unicamente para el analisis de datos paleontoldgicos para los que fue
inicialmente disefiado, sino en econdmicas, ingenieria y en especial en el tratamiento de datos
relativos a ciencias de la tierra.

Es un programa gratuito que puede descargarse desde internet. Asi, del propio manual [58] y de
acuerdo con el procedimiento realizado por un compaiero del departamento, se deberdn seguir
los siguientes pasos:

e Se deberan poner en filas o columnas por separado los datos de las 3 medias de
elongacion de cada una de las muestras.

e Seleccionar los 3 valores de una de las muestras y en el menu, seleccionar Normality
Test. Este computa y analiza, a partir de un minimo de 3 valores, la normalidad de la
serie de datos.

e Si el p-value es p-value>0,05, la muestra sigue una distribucién normal. En caso
contrario, se procedera de forma diferente para su comparacién con el control y evaluar
de este modo la significancia de la muestra y por ende su toxicidad.

e Realizar el mismo procedimiento con todas las muestras.

Ahora se debe comparar la significancia de los datos con el control, para ello:

» Seleccionar todos los datos cuyo p-value fuese superior a 0,05, y seleccionar ‘Several-
sample tests’ en el menu de opciones. Ir a la pestafia ‘Tuckey’s pairwise’. Observar todos
los valores de p-value. Aquellos menores a 0,05, indican que la muestra es téxica.
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» Seleccionar todos los datos cuyo p-value fuese menor a 0,05, y seleccionar ‘Several-
sample tests’ en el menu de opciones. Ir a la pestafia “Mann-Whitney pairwise’.
Observar todos los valores de p-value. Aquellos menores a 0,05, indican que la muestra
es toxica.

Con los datos obtenidos y procesados con el programa Past UIO (ver Figura 23), se procede a
ordenar todos los datos obtenidos y a su tratamiento, de modo que se pueda evaluar no sélo
gué muestras fueron tdxicas y si se correlacionan ambas medidas, de acuerdo a la variacién en
la elongacién de la radicula y el porcentaje de germinacion, sino también cudl de los electrodos
empleados en el proceso de oxidacién avanzada consiguié una mayor disminucién de la
toxicidad.

Click mode Edit View
9 Select ® Cut [E Paste [] Bands
tes Drag rows/columns i3 Copy @ selectall [T] Black/white (1/0)
‘
2 Several-sample tests ¢ . ’ e e EM K L M
; MEDIA 0,59
One-way ANOVA | Residuals | Tukey's pairwise ‘ Kruskal-Wallis | Mann-Whitney painwise Dunn’s post hoc 3 DESV. EST. 024
Tukey's Q below the diagonal, p(same) above the diagonal. 3
Significant comparisans are pink. |
B D F H J
B 0,006325 0,0001769 0,0001761 0,0001802 E
D 6,59 0,0008295 0,0001849 0,003077
HE F 1541 8,821 0,0692 08204 s
H 18,77 13,18 4,358 001347 L
J 1391 7316 1,505 5,864 E
6 Close e Copy A Print 3

Figura 23. Imagen del programa estadistico empleado, Past UIO

6. RESULTADOS OBTENIDOS Y DISCUSION

A continuacién se mostraran los resultados obtenidos tanto con el método del Microtox como
con el método de las semillas, se explicard el tratamiento realizado con los mismos
particularmente para cada caso y posteriormente se analizardn en funcién del electrodo con el
que se ha tratado cada muestra en el proceso previo de oxidacidon avanzada y de las condiciones
de trabajo.

No obstante y como paso anterior a la visualizacion de los resultados, es de vital importancia
conocer la nomenclatura que se le ha otorgado a cada uno de los electrodos empleados como
anodo en el proceso de oxidacion avanzada al que han sido sometidas las muestras del agua

34



Disefio y puesta a punto de un método para la determinacion de la toxicidad en efluentes liquidos

residual con Norfloxacino, pues de ahora en adelante cada una de las muestras sera referida por
el nombre del electrodo con el que se ha tratado asi como su método de trabajo.

En el caso de los electrodos ceramicos, para la obtencién de cada uno de ellos se trabajé a una
temperatura de sinterizado diferente, por lo que se ha asignado para cada temperatura de
trabajo una nomenclatura distinta. Mediante este proceso, se consigue aumentar la resistencia
mecdanica, aumentando el tamafio de grano y pasando de un estado de polvo ceramico a otro
compacto y coherente.

Por otro lado, la oxidacidon avanzada se llevé a cabo con dos metodologias de trabajo distintas:
por un lado, fijando el valor de la intensidad y, por otro lado, fijando el potencial del electrodo
con ayuda de un electrodo de referencia, concretamente se empleé un electrodo de
plata/cloruro de plata.

La nomenclatura final queda del siguiente modo:

e BDD-Seempled a potenciales de trabajo de 2,5y 3 Vag/agcl. También se tratd la muestra
empleando el BDD a distintas intensidades de trabajo (5, 10 y 15 mA).
e Ceramicos:
o R24 -T2 de sinterizado de 10502C
R27 — T2 de sinterizado de 11002C
R20 -T2 de sinterizado de 11502C
R30 -T2 de sinterizado de 12002C
RO4 — T2 de sinterizado de 13002C
En este caso, se ha trabajado a potencial de electrodo constante (2,5 Vag/agcl) ¥
T2 de sinterizado variable, a intensidad constante (15mA) y T2 de sinterizado
variable, y a T2 de sinterizado constante (11509C, es decir, R20) y potencial
variable (E).

O O O O O

6.1 — Método Microtox

De las medidas realizadas mediante el método del Microtox y de acuerdo con el procedimiento
presentado previamente, se obtenian para cada ensayo 3 valores de luminiscencia para cada
cubeta anteriores a la puesta en contacto de las bacterias y la muestra (Unicamente con
diluyente y el reactivo, ‘Blanco’ de ahora en adelante), y 3 mds después de su puesta en
contacto. De este modo, en el programa informdtico del propio Microtox, se introducia la media
de estas 3 medidas.

A partir de todas las medidas suministradas al programa, éste generaba el dato de toxicidad de
la muestra en concentracion de EC50, de modo que haciendo su inversa de acuerdo a lo indicado
en la ecuacién (4), se obtiene el valor de UT buscado mediante este método.

Los resultados obtenidos en las mediciones fueron los indicados en las tablas que se muestran
a continuacion:
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Bl B2 B3 B4 B5 |Resultado Programa| UT
Valorl 93 81 90 92 89 9% 11,11
Blanco Valor2 93 81 89 92 88
Valor3 93 80 89 91 89
Promedio | 93,00 | 80,67 | 89,33 | 91,67 | 88,67
Valorl 93 55 35 3 1
15 mA R04| Valor2 93 55 34 3 1
pH6,4 Valor3 92 56 35 3 1
Promedio | 92,67 | 55,33 | 34,67 | 3,00 | 1,00
Tabla 1. Datos de Toxicidad con Microtox para la muestra 15mA R04
B1 B2 B3 B4 B5 |Resultado Programa| UT
Valorl 93 91 89 94 99 22% 4,45
Blanco Valor2 92 90 89 92 96
Valor3 90 90 90 93 97
Promedio | 91,67 | 90,33 | 89,33 | 93,00 | 97,33
Valorl 93 80 64 50 26
15 mA R20| Valor2 92 79 63 50 26
pH 6,2 Valor3 92 78 63 50 27
Promedio | 92,33 | 79,00 | 63,33 | 50,00 | 26,33
Tabla 2. Datos de Toxicidad con Microtox para la muestra 15mA R20
Bl B2 B3 B4 B5 |Resultado Programa | UT
Valorl 94 95 95 91 97 2% 50
Valor2 92 95 93 90 95
Blanco
Valor3 93 95 93 90 96
Promedio | 93,00 | 95,00 | 93,67 | 90,33 | 96,00
Valorl 93 15 5 1 0
15 mAR24| Valor2 93 15 5 1 0
pH 6,3 Valor3 93 15 5 1 0
Promedio | 93,00 | 15,00| 5,00 | 1,00 | 0,00

Tabla 3. Datos de toxicidad con Microtox para la muestra 15mA R24
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Bl B2 B3 B4 B5 |Resultado Programa| UT
Valorl 92 | 100 | 102 95 99 73% 1,37
Blanco Valor2 91 98 100 9 | 100
Valor3 91 98 100 96 99
Promedio | 91,33 | 98,67 | 100,67 | 95,67 | 99,33
Valorl 75 76 75 60 48
15 mAR30| Valor2 75 75 72 60 48
pH 5,72 Valor3 75 74 73 59 47
Promedio | 75,00 | 75,00 | 73,33 | 59,67 | 47,67
Tabla 4. Datos de toxicidad con Microtox para la muestra 15mA R30
B1 B2 B3 B4 B5 |Resultado Programa| UT
Valorl 92 81 92 84 83 18% 5,55
Blanco Valor2 93 80 90 83 82
Valor3 92 80 91 82 81
Promedio | 92,33 | 80,33 | 91,00 | 83,00 | 82,00
Valorl 95 54 84 24 33
15 mA R27| Valor2 94 54 84 24 33
pH 6,38 Valor3 94 54 84 24 33
Promedio | 94,33 | 54,00 | 84,00 | 24,00 | 33,00
Tabla 5. Datos de toxicidad con Microtox para la muestra 15mA R27
B1 B2 B3 B4 BS Resultado |
Programa
Valorl 94 112 101 102 111 57% 1!'57
Blanco Valor2 94 113 101 102 113
Valor3 92 113 100 100 113
Promedio | 93,33 | 112,67 | 100,67 | 101,33 | 112,33
Valorl 94 124 104 94 74
3V R30 Valor2 95 125 105 93 73
pH 5,00 Valor3 94 123 105 93 73
Promedio | 94,33 | 124,00 | 104,67 | 93,33 | 73,33

Tabla 6. Datos de toxicidad con Microtox para la muestra 3V R30
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Bl B2 B3 B4 B5 |Resultado Programa| UT
Valorl 93 83 101 93 99 27% 3,8
Valor2 93 82 100 92 100
Valor3 93 83 100 94 101

Promedio | 93,00 | 82,67 | 100,33 | 93,00 | 100,00
Valorl 94 67 65 48 45

2,5VBDD| Valor2 94 68 65 48 45

pHS5,47 | Vvalor3 94 67 63 48 45

Promedio | 94,00 | 67,33 | 64,33 | 48,00 | 45,00

Tabla 7. Datos de toxicidad con Microtox para la muestra 2,5V BDD

Blanco

Bl B2 B3 B4 B5 |Resultado Programa| UT
Valorl 94 109 117 108 111 9% 11,11
Valor2 92 107 116 107 111
Valor3 93 107 116 107 111

Promedio | 93,00 | 107,67 | 116,33 | 107,33 | 111,00

Blanco

Valorl | 94 87 52 4 0
3VvBDD| Valor2 94 88 52 4 0
pH5,27 | Valor3 95 87 52 4 0

Promedio | 94,33 | 87,33 | 52,00 | 4,00 | 0,00
Tabla 8. Datos de toxicidad con Microtox para la muestra 3V BDD

B1 B2 B3 B4 B5 Resultado |\
Programa
Valorl 94 107 103 107 88 Necesario diluir
Blanco Valor2 93 106 102 106 89 Esta muestra se repitio
Valor3 94 106 102 105 88 mas tarde hasta dos
Promedio | 93,67 | 106,33 | 102,33 | 106,00 | 88,33 | Veces hastadarcon
resultados
Valorl 74 35 34 36 30 . .
satisfactorios
100 ppm Valor2 73 35 34 36 29 (Tablas 10, 11).
NOR Valor3 73 34 34 35 29
Promedio | 73,33 | 34,67 34,00 35,67 29,33

Tabla 9. Datos de toxicidad con Microtox para la muestra inicial (antes de ser tratada mediante
oxidacién avanzada)
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B1 B2 B3 B4 ps | Resultado | .
Programa
Valorl 93 102 | 94 99 | 118 |To*=0,Aumentar
concentracion
Blanco valor2 93 102 | 93 98 | 116 | Eota muestra se
Valor3 93 102 93 98 115 | repiti6 una tercera
Promedio | 93,00 |102,00 | 93,33 | 9833 | 1163 | vezmastarde
! ! ! ! 3 (Tabla 11) con
Valorl 93 77 85 76 68 resultados
100 ppm Valor2 93 76 85 74 68 satisfactorios.
FD (1:10)
NOR Valor3 93 76 86 74 63
Promedio | 93,00 | 76,33 | 8533 | 74,67 | 68,00

Tabla 10. Datos de toxicidad con Microtox para la muestra inicial con un factor de dilucion 1:10

B1 B2 B3 B4 B5 |Resultado Programa | UT
Valorl 92 96 85 87 78 5% 20
Valor2 92 94 85 87 78
Blanco
Valor3 92 95 85 86 78
Promedio | 92,00 | 95,00 | 85,00 | 86,67 | 78,00
Valorl 94 48 41 38 36
100 ppm FD (1:2) | Valor2 94 48 41 38 36
NOR Valor3 93 48 41 38 37
Promedio | 93,67 | 48,00 | 41,00 | 38,00 | 36,33

Tabla 11. Datos de toxicidad con Microtox para la muestra inicial con un factor de dilucion 1:2

Bl B2 B3 B4 B5 Resultado Programa
Valorl 91 52 105 87 89 Necesario diluir
Valor2 91 51 104 86 88
Blanco
Valor3 92 | 50 102 85 | 87 Esta muestra se repitié
Promedio | 91,33 |51,00 | 103,67 | 86,00 | 88,00 (Tabla 13), con resultados
Valorl 78 11 4 2 0 satisfactorios.
2,5V R24 Valor2 78 11 4 2 0
PH 6,2 Valor3 78 11 4 2 0
Promedio | 78,00 |11,00| 4,00 | 2,00 | 0,00

Tabla 12. Datos de toxicidad con Microtox para la muestra 2,5V R24
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Bl B2 B3 B4 B5 |Resultado Programa| UT
Valorl 93 102 | 94 | 102 103 7% 14,3
Valor2 94 | 103 | 94 | 101 | 102
Blanco
Valor3 93 101 | 94 | 101 102
Promedio | 93,33 | 102,00 | 94,00 | 101,33 | 102,33
Valorl 93 74 20 6 2
25VR24 0 |93 | 74 | 20 | 6 2
PH 6,2 Valor3 93 73 20 6 2
FD (1:2) alor
Promedio | 93,00 | 73,67 |20,00| 6,00 | 2,00

Tabla 13. Datos de toxicidad con Microtox para la muestra 2,5V R24. FD (1:2)

Bl B2 B3 B4 B5 |Resultado Programa | UT
Valorl 92 104 95 85 96 Hormesis -
Valor2 92 102 94 85 96

Blanco
Valor3 92 102 95 85 97
Promedio | 92,00 | 102,67 | 94,67 | 85,00 | 96,33
Valorl 94 0 0 0 0
15 mABDD| Valor2 94 0 0 0 0
pH 6,08 Valor3 94 0 0 0 0

Promedio |94,00| 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Tabla 14. Datos de toxicidad con Microtox para la muestra 15mA BDD

Como se puede ver, en ciertas ocasiones hubo que repetir hasta 3 veces una muestra (Tablas 9-
11), cosa que redujo nuestra capacidad global de analisis de diferentes muestras, pues para cada
vial de bacterias el nimero de mediciones es limitado.

Del mismo modo, en la Tabla 14 se puede apreciar que el programa nos indicé como resultado
“Hormesis”, que como se ha definido anteriormente, indica que tiene un comportamiento
inestable a dosis altas y bajas, debido a la sensibilidad en la zona de pH donde se estd trabajando.

Aguellas muestras que en el posterior analisis y obtencién de conclusiones no presente datos
de UT es debido a que de acuerdo al nimero de horas que se deben dedicar al TFG, la posibilidad
de realizar nuevas mediciones empleando este método quedd descartada.

6.2 - Método de las semillas

En el caso del ensayo estatico de toxicidad aguda mediante las semillas de Lactuca Sativa, los
resultados obtenidos han sido de 60 datos por muestra y ensayo (correspondientes a la
medicion de la radicula para cada una de las 3 placas que se prepararon por muestra, cada una
de ellas con 20 semillas).

Con estos datos, se calculaba en primer lugar la media de cada una de las placas, su media global
y las desviaciones estandar tanto de la media global como de la media particular de cada placa.
De este modo y como se ha explicado previamente, eran estos valores particulares de las 3
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medias para cada muestra los que se comparaban con las 3 medias de las 3 placas del control
del mismo dia de ensayo mediante el programa estadistico Past UIO. Con esto se obtiene el valor
del p-value, de modo que nos indica si estadisticamente es una muestra téxica. Ademas,
directamente evaluada como la media de la germinacién (en %) de los 3 ensayos para cada
muestra, se obtiene la germinacién global de la muestra (en %).

Los resultados obtenidos mediante este método son los indicados en las tablas y graficos que se
muestran a continuacion:

crecimiento radicular

Control (agua destilada) Na,S0, 100 ppm 10 mA R20 2,5V BDD
1 14 11 0,8 1 0,7 0,8 0,6 0,7 1 1,1 0,3 0,2 0,6 0,2 0,4
2 1,1 07 05 15 06 06 06 09 22 04 05 04 09 04 05
3 13 0,9 0,8 0,5 0,8 0,8 0,7 1,5 1 0,7 0,5 09 0,7 0,9 1
4 1,1 0,6 0,7 0,9 0,8 04 0,7 0,8 08 1,2 0,6 1 0,8 0,6 0,8
5 0,7 09 13 04 0,6 0,5 0,5 1 0,8 0,9 0,3 04 0,6 0,7 0,8
6 1,2 11 0,6 0,6 0,7 1 0,5 0,8 0,7 0,5 0,4 0,6 0,5 0,9 0,6
7 09 0,5 1 0,6 08 0,8 0,5 0,6 09 0,5 0,5 0,5 0,7 0,5 0,7
8 0,8 0,6 0,8 0,9 0,6 0,4 0,8 0,8 0,7 0,6 04 04 0,9 0,9 0,6
9 1,2 03 09 14 1,4 07 04 05 08 06 04 038 07 07 038
10 0,7 11 0,7 0,7 12 1 0,9 0,5 04 0,7 0,6 09 0,6 0,7 09
1 06 1,4 1 06 038 0.2 0,9 1 07 0,6 05 06 07 05 05
12 0,5 0,5 0,5 04 0,5 05 038 0,7 0,7 0,1 04 04 0,5 09 1
13 0,9 0,9 0,6 0,5 1 0,5 0,7 0,6 0,9 0,5 0,6 0,6 0,6 0,8 0,8
14 14 11 0,6 09 0,6 0,7 0,8 0,5 0,6 0,4 0,5 0,7 0,6 0,7 0,8
15 04 038 06 07 05 07 0,6 06 05 07 06 0,6 05 038
16 11 0,4 0,4 0,7 0,5 0,5 0,8 0,7 0,2 0,7 0,7 0,5 0,8 0,3
17 0,5 1 0,2 08 11 0,5 08 03 0,1 0,8 0,4 0,4 0,5 0,8
18 01 07 02 038 06 0,5 07 06 06 06 0,4 02 1,4
19 0,2 12 0,6 04 0,6 03 0,8 04
20 04 0,6 0,1 07 06
MEDIA 0,79 MEDIA 0,70 MEDIA 0,71 MEDIA 0,58 MEDIA 0,66
DESV. EST 0,33 DESV.EST 0,26 DESV.EST 0,31 DESV.EST 0,22 DESV.EST 0,22
Media 0,85 0,83 0,68 0,76 0,73 0,62 0,64 0,74 0,76 0,63 0,52 0,59 0,63 0,62 0,75
DP 0,39 0,30 0,28 0,30 0,27 0,20 0,21 0,27 0,41 0,29 0,14 0,21 0,14 0,22 0,25
NORMAL| p-value NORMAL| p-value NORMAL| p-value NORMAL| p-value
si 0,7661 Si 0,8353 si 0,287 si 0,4811

Tabla 15. Crecimiento radicular por ensayo y muestra, dato global y p-value - Ensayol
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Disefio y puesta a punto de un método para la determinacion de la toxicidad en efluentes liquidos

germinacion
1 2 3
20,0 100,0 20,0 100,0 20,0 100,0

control 19 95| control 19 95| control 18 90
Na2s04 19 95 Na2s04 20 100| Na2s0O4 20 100
100 ppm 20 100 100 ppm 17 85| 100 ppm 20 100
R20 14 70 R20 18 90 R20 18 90
BDD 18 90 BDD 20 100 BDD 18 90

tratamento | % germin.| DP

control 93 2,9

Na2S04 98 2,9

100 ppm 95 8,7

R 20 83 11,5

BDD 93 5,8

Tabla 16. Germinacidon por ensayo y muestra y germinacion global por muestra (%) — Ensayo 1

0,90

Crecimento radicular - Lactuca sativa EC50

Na2504

100 ppm

10 mA R20

2,5V BDD

M Control (agua destilada)

= ¥ Tratamentos

Figura 24.Crecimiento radicular medio y EC50 — Ensayo 1

Al margen de la obtencién de los datos de germinacién para cada ensayo, asi como sus datos
por muestra, graficamente (Figura 24) se puede apreciar claramente si la muestra analizada es
téxica midiendo su valor de EC50, entendido como aquella concentracion que logra inhibir el

crecimiento de la radicula de al menos el 50% de la poblacién de la muestra.

De igual forma a la expuesta, se procedid con todas las muestras analizadas, siendo los
resultados obtenidos los que se exponen a continuacion.
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Disefio y puesta a punto de un método para la determinacion de la toxicidad en efluentes liquidos

crecimiento radicular
Control (agua destilada) Na,S0, 5mA R20 2,5VR24 10 mA BDD
1 1 0,6 2,6 03 0,2 0,1 0,1 0,8 0,8 0,3 0,3 0,5 0,7 0,1 0,5
2 1 0,4 0,4 0,4 0,4 0,9 0,3 0,7 1 0,7 0,8 0,6 0,1 0,2 0,5
3 18 0,3 16 0,4 0,5 0,7 0,3 0,4 0,8 0,6 0,6 1 0,6 0,3 0,5
4 0,9 0,6 1 0,5 0,5 1 0,5 0,5 0,8 0,5 0,7 0,6 0,6 0,5 0,6
5 0,9 0,6 0,9 0,4 0,4 0,6 0,6 0,7 0,8 15 0,7 0,6 0,7 0,7 0,6
6 0,8 0,7 0,8 0,5 0,6 0,7 0,8 1 0,6 0,6 0,9 0,6 0,4 0,6 0,6
7 2 0,3 0,3 0,8 0,6 11 12 0,9 1 0,7 0,7 0,7 0,6 0,8 0,7
8 12 0,9 1 0,6 0,6 0,9 15 0,5 0,7 0,7 0,8 0,6 0,6 0,7 04
9 0,9 0,6 14 0,5 0,6 14 0,9 0,9 11 0,7 0,6 0,7 0,8 0,6 0,4
10 13 0,6 09 1 0,7 0,5 0,8 0,6 0,6 11 0,7 0,6 03 08 0,5
11 0,8 1,7 1,6 0,9 0,8 0,2 0,6 0,7 0,6 0,8 0,7 0,7 0,6 0,5 0,9
12 19 0,9 0,2 0,8 0,6 03 0,6 0,5 0,5 0,6 0,6 0,8 0,9 0,5 1
13 0,9 0,9 0,6 0,9 0,7 0,4 0,8 0,7 0,7 0,6 0,9 0,6 0,5 0,8
14 0,5 0,7 0,9 04 0,6 0,6 04 0,8 0,5 0,9 0,9 0,9 0,7 0,5
15 0,4 1,7 0,9 1 0,7 0,7 0,8 0,4 0,6 0,7 0,6 0,7 0,8 0,5
16 1 0,8 12 1 0,5 0,6 0,4 0,3 0,3 0,4 0,5 0,5 0,6
17 0,9 1,7 1,1 1 0,9 1 0,8 0,4 0,7 0,5 04 0,5
18 0,9 0,5 0,9 1 0,5 0,9 0,6
19 1,2 01 09 05
20 0,8 0,5
MEDIA 0,93 MEDIA 0,65 MEDIA 0,70 MEDIA 0,66 MEDIA 0,58
DESV. EST. 0,50 DESV. EST. 0,26 DESV. EST. 0,26 DESV. EST. 0,20 DESV. EST. 0,19
Media 1,06 0,77 0,97 0,67 0,56 0,70 0,68 0,67 0,73 0,65 0,67 0,66 0,57 0,55 0,62
DP 0,42 0,47 0,58 0,26 0,15 0,32 0,39 0,21 0,21 0,27 0,15 0,16 0,21 0,22 0,17
mas oscuras en 2 zona hongos en 2 zonahongosen 1 hongos puntualesen2y3 zona hongos en 2
NORMAL | p-value | NORMAL | p-value | NORMAL | p-value | NORMAL | p-value
si 0,0069 si 0,022 si 0,01 si 0,001

Tabla 17. Crecimiento radicular por ensayo y muestra, dato global y p-value — Ensayo 2

Como se puede ver en la tabla anterior (Tabla 17), algunas de las casillas correspondientes al
valor del crecimiento de la radicula para el ensayo 2 aparecen en rojo. Corresponden a una
semilla rodeada de un hongo. Esta ha sido la metodologia empleada para medir la cantidad de
hongos aparecidos. A priori no se puede saber si una semilla contaminada con un hongo hubiese
germinado si no hubiese aparecido éste, pues ha habido semillas que pese a haber presentado
un hongo a su alrededor si han germinado, aunque sea con una radicula minuscula. Es por ello
y de acuerdo a lo expuesto anteriormente, que se tomard como valor significativo de la
germinacion en los posteriores andlisis como un porcentaje de germinacién %<50% para que se
pueda considerar como tdxica la muestra gracias a este método.
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Disefio y puesta a punto de un método para la determinacién de la toxicidad en efluentes liquidos

germinacion
1 2 3
20,0 | 100,0 20,0 100,0 20,0 | 100,0
control 20 100 control 19 95 control 19 95
Na2s04 17 85 Na2s04 16 80 Na2s04 20 | 100
R20 18 90 100 ppm 18 90 100 ppm 18 90
R24 19 95 R24 18 90 R24 18 90
BDD 18 90 BDD 15 75 BDD 19 95
tratamento | % germin. DP
control 97 2,9
Na2s04 88 10,4
R20 90 0,0
R24 92 2,9
BDD 87 10,4

Tabla 18. Germinacidn por ensayo y muestra y germinacion global por muestra (%) — Ensayo 2

Crecimento radicular - Lactuca sativa EC50

0,66

M Control (agua destilada)

-
M Tratamentos

Na2s04 SmA R20 2,5V R24 10 mA BDD

Figura 25. Crecimiento radicular medio y EC50 - Ensayo 2

44



Disefio y puesta a punto de un método para la determinacion de la toxicidad en efluentes liquidos

crecimiento radicular
Control (agua destilada) Na,S0, 3V R305,47pH 3V BDD 5,27 Ph 2,5V R305,69 pH
1 038 05 0,7 0,7 0,7 0,4 0,45 03 04 | 085 0,25 05 05 03 04
2 038 08 04 03 05 065 | 045 02 08 05 02 06 0,45 02 0,6
3 09 1,25 0,7 03 06 0,6 0,4 0,6 0,4 0,6 0,25 05 038 03 0,7
4 0,65 14 0,6 0,35 05 02 06 0,6 05 0,6 04 0,65 0,7 02 07
5 05 13 07 0,4 0,4 03 0,45 05 06 038 0,25 0,6 0,65 0,4 05
6 0,6 05 05 04 0,6 0,4 0,65 07 07 0,4 0,4 0,6 0,4 03 05
7 03 18 04 05 09 0,4 05 0,4 0,25 1 0,75 03 05 0,4 0,55
8 09 08 03 05 05 0,6 09 04 0,4 05 0,6 0,6 1 07 03
9 0,4 0,4 05 0,7 0,6 09 0,4 0,35 05 05 04 02 0,65 0,6 0,35
10 0,7 0,7 0,7 05 09 0,6 0,4 04 0,6 1 05 0,6 0,65 05 0,45
1 0,6 07 05 0,6 11 05 05 05 06 | 055 03 04 0,35 05 0,6
1 1 09 08 0,75 0,7 05 0,6 05 1 1 0,4 05 0,6 0,4 11
13 038 11 08 0,4 06 09 0,35 0,7 08 05 0,35 06 03 1 0,6
14 038 08 08 04 04 0,6 05 0,7 065 | 06 02 0,6 0,45 0,7 05
15 1 15 0,7 05 04 1,1 0,4 05 0,7 05 03 0,35 0,6 05 0,6
16 13 0,45 0,6 0,6 05 0,6 0,4 05 06 | 065 0,4 0,45 0,7 03
17 09 09 0,4 03 0,4 03 05 0,6 05 03 02 02
18 1,1 05 09 02 02 09 0,6 08 05 03 03 02
19 2 08 03 0,7 0,7 02 01
2 15 [N [ o | [ o | [
MEDIA 0,80 MEDIA | 0,54 MEDIA | 054 MEDIA | 046 MEDIA | 053
DESV. EST. 0,34 DESV.EST. | 0,21 DESV.EST. | 0,16 DESV.EST. | 021 DESV.EST. | 0,20
Media | 0,87 0,91 0,65 0,46 0,58 05 | 053 0,51 058 | 062 0,34 045 | 058 0,46 0,56
DP 0,35 0,40 0,20 0,16 0,22 024 | 015 0,16 018 | 02 0,15 017 | 018 0,21 0,19
NORMAL | p-value NORMAL | p-value NORMAL | p-value NORMAL | p-value
si 0,1468 si 0,074 si 0,022 si 0,066
Tabla 19. Crecimiento radicular por ensayo y muestra, dato global y p-value - Ensayo 3
GERMINACION
control % Na2s04 % 3V R30 % BDD % 2,5VR30 | 2,5VR30
1 19 95,00 19 95,00 20 100,00 [ 18 | 90,00 16 80,00
2 18 90,00 18 90,00 18 90,00 | 20 | 100,00 16 80,00
3 20 95,00 90,00
MEDIA
DP

tratamento | % germin. DP
control 95 5,0
Na2s04 93 2,9
3V R30 93 5,8
BDD 97 5,8
2,5V R30 78 2,9

Tabla 19. Germinacidn por ensayo y muestra y germinacion global por muestra (%) - Ensayo 3




Disefio y puesta a punto de un método para la determinacion de la toxicidad en efluentes liquidos

0,90

Crecimento radicular - Lactuca sativa EC50
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Na2504
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M Control (agua destilada)
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Figura 26. Crecimiento radicular medio y EC50 - Ensayo 3

crecimiento radicular

Control (agua destilada) Na,S0, 15mAR20 3V BDD 3VR30
1 35 34 38 26 16 15 07 05 09 12 16 13 07 05 1
2 25 29 24 25 23 3 04 03 08 09 06 13 03 07 05
3 33 24 24 28 2,2 2,6 11 04 08 15 08 1 08 1 07
4 39 19 29 22 21 16 05 13 11 13 12 11 1 12 08
5 36 28 03 28 2,5 21 06 03 12 15 09 1 04 08 04
6 28 3 2,2 2,7 2,8 23 1,1 04 04 13 08 11 07 05 11
7 29 32 3 32 29 2,5 14 14 08 12 18 15 12 06 08
8 07 32 33 29 24 14 13 04 07 09 19 09 04 06 11
9 37 3 14 28 2,5 25 08 13 09 1,1 16 16 08 07 05
10 3 15 11 25 23 24 07 13 1 16 14 18 09 07 08
1 15 2,5 2 15 3 28 11 09 16 1,1 07 1 09 07 09
12 37 39 2,5 23 2,5 27 12 11 05 15 06 09 06 05 07
13 32 36 2,5 2,1 3 2,8 1 1 11 08 13 16 07 1 09
14 17 32 16 22 15 19 13 11 12 08 1,1 12 14 09 14
15 13 28 22 2,1 24 07 1 12
16 12 36 29 15 12 13 05 05
7 32 1 18 24 16 06 08 1
18 15 3 21 12 27 09 02 07
19 2 22 19 18 05 05
2 K 02 [ ]
MEDIA 2,58 MEDIA 2,24 MEDIA 0,86 MEDIA | 1,22 MEDIA = 0,75
DESV.EST.| 0,91 DESV.EST.| 0,58 DESV.EST| 0,35 DESV.EST, 0,33 DESV.EST, 0,31
Media| 2,59 2,83 224 | 238 | 225 210 | 091 0,79 0,89 1,24 117 | 13 | o7 076 [ 078
DP 1,01 0,75 092 [049 [ 052 070 | 032 0,41 031 0,28 043 | 028 | 031 029 | 034
NORM | p-value | NORM | p-value | NORM p-valuel NORM | p-value
si 0,2318 si 0,0001762 si 0,00018 si 0,00018

Tabla 20. Crecimiento radicular por ensayo y muestra, dato global y p-value - Ensayo 4
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Disefio y puesta a punto de un método para la determinacién de la toxicidad en efluentes liquidos

germinacion
1 2

20,0 | 100,0 20,0 100,0 20,0 | 100,0
control 19 95[controle 18 90|controle 14, 70
Na2s04 20| 100 Na2s04 19 95 Na2504 20| 100
15 mA R20 19 95| 15mAR20 18 90| 15mAR20 19 95
3V BDD 17 85 3V BDD 15 75 3V BDD 18 90
3V R30 18 90| 3V R30 17 85 3V R30 20| 100

tratamento | % germin.| DP

controle 85 13,2

Na2S04 98 2,9

15 mA R20 93 2,9

3V BDD 83 7,6

3V R30 92 7,6

Tabla 21. Germinacion por ensayo y muestra y germinacion global por muestra (%) - Ensayo 4
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Figura 27. Crecimiento radicular medio y EC50- Ensayo 4
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Disefio y puesta a punto de un método para la determinacion de la toxicidad en efluentes liquidos

crecimiento radicular

Control (agua destilada) Na,S0, 15 mAR24 5mAR20 2,5VR24
1 11 1 0,7 2 14 14 0,5 0,8 0,7 0,7 0,3 0,7 0,7 0,8 0,7
2 2,8 1,7 24 14 0,6 2,1 0,9 1 12 0,4 04 0,4 0,8 1 0,8
3 3 05 21 15 13 038 05 09 11 05 03 04 1 07 12
4 1,9 2 2,6 14 17 1,6 04 1 1,2 05 04 05 09 09 17
5 18 2,4 2 13 16 14 0,9 1,2 0,6 04 0,3 0,6 0,8 0,8 14
6 0,9 18 2 12 2 12 1 0,8 0,9 0,5 1 1,2 13 12 1,2
7 1 14 16 18 16 18 11 03 1 04 04 09 04 1 07
8 2 23 22 22 14 1,1 038 1,2 09 04 03 1 13 13 13
9 2,6 22 038 1,7 2 1,6 05 1,2 0,38 09 07 05 1,1 1,6 038
10 2 16 2,2 13 0,7 15 12 1 0,7 0,6 1 0,7 1 12 13
1 2,8 2,2 2,1 2,1 0,9 14 0,9 0,8 0,6 0,7 0,6 0,6 0,5 16 1,1
12 31 15 18 13 15 15 0,8 1 0,6 0,8 0,8 0,5 0,8 1,7 1
13 2 2 1,7 1 1,2 1,7 0,8 0,7 1 12 0,5 1,1 0,8 13 13
14 2,2 13 2 1 2 13 0,7 0,9 1,2 0,5 0,4 0,7 0,9 11 1,2
15 2,6 23 2 1,5 15 13 1,1 0,8 0,8 09 0,7 1 1,4 0,7 0,9
16 3,1 11 16 038 14 19 13 1 12 06 05 04 05 038 09
17 2 1 1,7 1 0,6 0,5 0,6 0,5 0,4 0,6
18 14 1,8 0,3 0,3 0,5
19 2,4 2,1
20
MEDIA| 1,87 MEDIA | 1,44 MEDIA | 0,87 MEDIA | 0,59 MEDIA | 0,97
DESV.E! 0,64 DESV.EST 0,38 DESV.EST 0,24 DESV.EST 0,24 DESV. EST| 0,34
Media | 2,09 1,71 1,79 1,43 1,47 1,42 0,82 0,89 0,91 0,58 0,54 0,66 0,83 1,06 1,02
DP 0,72 0,55 0,59 0,40 0,42 0,34 0,29 0,22 0,22 0,23 0,22 0,27 0,33 0,36 0,32
NORM | p-value | NORM | p-value | NORM | p-value | NORM | p-value
si 0,006325 si 0,0001769 si 0,0001761 si 0,00018

Tabla 22. Crecimiento radicular por ensayo y muestra, dato global y p-value — Ensayo 5

germinacion
1 2 3

20,0 | 100,0 20,0 100,0 20,0 | 100,0
control 20| 100|controle 16 80|controle 19 95
Na2s04 18 90 Na2s04 20 100 Na2s04 20 100
15 mA R24 18 90 15mAR24 18 90 15mAR24 17 85
5mAR34 20 100 5mAR34 19 95 5mAR34 19 95
2,5V R24 18 90 2,5V R24 17 85 2,5V R24 19 95

tratamento | % germin.| DP

controle 92 10,4

Na2504 97 5,8

15mA R24 88 2,9

5 mA R34 97 2,9

2,5V R24 90 5,0

Tabla 23. Germinacidn por ensayo y muestra y germinacion global por muestra (%) - Ensayo 5
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Crecimento radicular - Lactuca sativa EC50

1,87
1,44
0,87 m Control (agua destilada)
0o
M Tratamentos
I 0'59

Na2504 15 mA R24 5mAR34 2,5V R24

2,00

Figura 19. Crecimiento radicular medio y EC50 - Ensayo 5

Los datos obtenidos en las dos ultimas mediciones (Tablas 21 y 23) se realizaron con la variedad
de semilla de lechuga nueva y bajo las condiciones anteriormente mencionadas. Bajo estas
circunstancias y pese a la aparicion de algun hongo de manera puntual, los valores del
crecimiento de las radiculas fueron superiores respecto a los valores obtenidos por los controles
cuando se emplearon las anteriores semillas. Es por ello que se decidié trabajar con el porcentaje
de inhibicién en el crecimiento de la radicula respecto a su control. Es decir, el crecimiento de la
radicula de cada muestra tratada se comparara con el crecimiento de la radicula del control del
dia en que fueron ensayadas. Ademas y de acuerdo a las Figuras 27 y 28, se puede apreciar
claramente en estos casos que mediante el método del crecimiento de las radiculas, si
obtenemos toxicidad en algunas de las muestras, concretamente su valor de EC50.

Al igual que ocurria con el caso del Microtox, no se han obtenido medidas de la toxicidad
empleando el método de las semillas para todos los electrodos y condiciones de trabajo, por la
limitacion de horas de desarrollo del TFG. En concreto, ha sido la aparicion de los hongos (los
cuales en ocasiones han ocasionado la anulacién de algunas de las medidas) las que han forzado
a repetir algunos de los ensayos que previamente ya se habian realizado, con la consiguiente
reduccion en la cantidad de posibles muestras totales tratadas.

A continuacidn, se realizard una comparacidn de todos los resultados obtenidos, asi como el
analisis de los mismos.
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Disefio y puesta a punto de un método para la determinacion de la toxicidad en efluentes liquidos

6.3 - Comparacion de los distintos métodos

Para un mejor procesado de los datos y la obtencidn de unas conclusiones mds precisas y claras,
y debido a la problematica previamente mencionada en cada uno de los métodos, el analisis
comparativo se ha llevado a cabo en un primer lugar segun el electrodo empleado durante el
proceso de electro-oxidacidon. Ademas, los grupos de electrodos de trabajo se han separado en
funcién de las condiciones de trabajo (a intensidad constante o a tension constante) y de
acuerdo a sus caracteristicas (temperatura de sinterizado para los electrodos de tipo R).

Asi pues y de acuerdo a lo mencionado en el apartado anterior, la obtencion de todos los datos
en ciertos electrodos no ha sido posible con ambos métodos. Pese a ello, a nivel global si se han
podido obtener conclusiones al margen de las particulares para cada método de trabajo.

Previo al andlisis detallado de los datos en funcidn del electrodo empleado en el proceso de
oxidacién avanzada y de las condiciones en que se empled, definiremos las variables de trabajo
en relacion a los datos obtenidos y a los datos que el Departamento de Ing. Quimica y Nuclear
proporciond. En este caso fueron los valores de la concentracion de contaminante
(Norfloxacino) inicialmente y después del tratamiento de oxidacién avanzada, los valores de
DQO bajo las mismas condiciones (inicial y final) y los valores de COT (también inicial y final)
Unicamente para ciertos electrodos, pues el método de obtencidn de éste Unicamente estuvo
disponible a partir de cierto momento en el desarrollo del presente TFG.

Las variables de trabajo con las que se han llevado a cabo los andlisis y asi como la forma de
calcular su valor (ecuacién (5)) son:

e % de eliminacién del contaminante

e % disminucion DQO

e % disminucién COT

e % germinacion (ya calculado previamente)

e % inhibicidn crecimiento radicula

e p-value estadistico (obtenido del programa Past UIO)

Valor inicial-Valor final

(5)

% Variaciéon = Valor inicial

La férmula (5) es aplicable a cualquiera de las variables con las que se ha trabajado, siendo
eliminacion en el caso del contaminante, disminucion en el caso de DQO y COT, o inhibicion del
crecimiento en el caso de la longitud de la radicula cuando se compara con la longitud media de
la radicula del control correspondiente a su ensayo. Los datos de partida para su célculo
correspondientes al Norfloxacino se muestran en la Tabla 29:

UT | DQO (ppm) | TOC (ppm)
100 ppm Norfloxacino | 40 150 58,56

Tabla 24. Datos de partida de la muestra contaminada

Con estos datos, se procede al andlisis individual de cada electrodo empleado.
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Disefio y puesta a punto de un método para la determinacion de la toxicidad en efluentes liquidos

6.3.1 - Trabajo a I=cte.=15mA. Variable Temperatura de sinterizado (2C)

Electrodo Metode Temperatura [2C)| UT % eliminacicn| % disminucion * :‘i;‘:‘:l':::; zlue
trabajo P o NoR D0 germinacion ; prvaiue
radicula
R24 15 mA 1050 =Th] 77,19% 10,67% 28% 53,48% 0,0001769
R27 15 ma 1150 5,55 75,19% 27,33%
R20 15 mA 1200 445 72,61% 38,67% 935 B6,67% 0,0001762
R3O 15 mA 1250 1,37 65,17% 73,33%

Tabla 25. Datos obtenidos. Electrodos cerdmicos. I=cte. T2 variable

60 100%
20 80%
g 40
2 60%
B
5 30
S 40%
S 20
10 20%
0 0%
1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300

Temperatura (2C)

uT % Germinacion —@— % Inhibicion crecimiento radicula

Figura 29. Comparativa UT y Germinacion. Electrodos ceramicos. I=cte. T2 variable

Analizando la Figura 29, se aprecia una clara tendencia del valor de UT a disminuir a medida que
aumenta la Temperatura de sinterizado de los electrodos cerdmicos. La germinacion es alta en
ambos casos, cercana o superior al 90%.

El ligero aumento en la inhibicidon del crecimiento de la radicula (Tabla 25) se puede explicar
debido a que en el control de comparacién del R20 (12002C) presentd algin hongo puntual con
lo que el crecimiento medio fue menor, aunque el hecho mas destacable es su alto valor en
ambos casos, superando el umbral del EC50, por lo que a priori se consideraria téxica la muestra.

En concordancia a este dato, el porcentaje de eliminacién de la DQO sigue la misma tendencia
(Figura 30), aumentando su eliminacién a medida que aumenta la Temperatura de sinterizado.
Pese a que la eliminacidn del contaminante en este caso no acompafia la tendencia creciente,
se mantiene mas o menos constante en un valor alto.

Ademas, de acuerdo con la Tabla 25, vemos que los p-value en ambos casos son menores de
0,05, lo cual indica toxicidad, acorde a lo visto de acuerdo con el EC50.

Haria falta otro ensayo mediante el método de las semillas para corroborar la tendencia, aunque
se tienen datos mas que suficientes gracias al resto de variables como para establecer una
tendencia en este primer método de trabajo.
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Figura 30. Variacion en la concentracion de DQO y NoR. Electrodos ceramicos.

. ¥ ] - % inhibicign
Método |Temperatura . o \ . % .
Electrodo trabaio (2c) ur MoR [ppm) | eliminacion | M0 [ppm) | eliminacién carminacian crecimiento p-value
! o NoR pao  |® radiculz
R24 2,5V 1050 28,6 B0 40,00% 115 23,23% 90, 00% 48,13% 0,0001802
R3D 2,5V 1250 7,7 37 63,00% 98 34,67% 78,005 33,75% 0,066

Tabla 26. Datos obtenidos. Electrodos cerdmicos. E=cte. T2 variable

En este caso y de acuerdo a lo visto en el caso anterior, se aprecia también una predisposicién
del valor de UT a disminuir a medida que aumenta la Temperatura de sinterizado de los
electrodos (Figura 31). La germinacidn es bastante alta en ambos casos, y aunque no superior al
90% en el caso de 12502C, queda lejos de ser un valor estadisticamente relevante.

La inhibicion del crecimiento de la radicula es bastante alta en ambos casos (Tabla 26), si bien
no llega al 50%, valor que se considera como toxico (EC50). El p-value en este caso (Tabla 26) es
menor a 0,05 en el caso de R24 (menor T2).

Por ello cabe sefialar que aunque inicialmente a 10502C la muestra era tdxica (p-value<0,05 y
valor de UT>25), al aumentar la temperatura de sinterizado con el potencial constante, se
consigue una muestra menos toxica.
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Figura 31. Comparativa UT y Germinacidn. Electrodos ceramicos. E=cte. T2 variable

En la misma linea que el valor de UT, se aprecia una mayor eliminacién del contaminante a
mayor temperatura de sinterizado, acompanado de un aumento en la disminucién del valor de
su DQO (Figura 32).

Haria falta al menos un ensayo mds a una temperatura bien inferior, intermedia o superior a las
mostradas para poder corroborar la tendencia en todas las variables (UT, inhibicién crecimiento,
p-value, DQO, etc.).
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Figura 32. Variacion en la concentracion de DQO y NoR. Electrodos ceramicos. E=cte. T2
variable
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6.3.3 - Trabajo a T2=cte.=12009C (R20). Variable Intensidad (mA)

0 0 [V ihiciA
Método NoR final . .A) L, DQO final . .A) » % Alnh@mon
Electrodo trabaio (ppm) eliminacion (ppm) eliminacion erminacion crecimiento p-value
! PP NoR PP DQO & radicula
R20 5 50,00% 50,00% 36,67% 36,67% 90% 29,03%
R20 15 72,61% 72,61% 38,67% 38,67% 93% 66,67% 0,0001762

Tabla 27. Datos obtenidos. Electrodo ceradmico R20. T9=cte. | variable

Como se aprecia en la Tabla 27 y en la Figura 33, la germinacién es igual o superior al 90% en
ambos casos, por lo que estadisticamente no son tdxicas ninguna de las muestras.

No obstante, la inhibicién en el crecimiento de la radicula aumenta a mas del doble de su valor
inicial, superando el umbral de EC50. Si bien el valor de p-value en este punto es también
estadisticamente toxico, también lo era en el punto inicial, pese a que su inhibicién no alcanzaba
el EC50. Ya que frente a discrepancia es el p-value el que tiene predominancia, podemos decir
que la muestra tratada es tdxica bajo ambas condiciones de trabajo del electrodo.
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2 4 6 8 10 12 14 16 18
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% germinacion % Inhibicion crecimiento radicula

Figura 33. Comparativa en la Germinacion. Electrodo ceramico. E=cte. | variable

De la Figura 34 podemos ver que aunque el contenido en materia organica no varia a penas, si

se elimina mds contaminante en el segundo caso. Se puede decir en este caso que pese al
aumento en la eliminacién de Norfloxacino, los productos intermedios de la oxidacion formados
son si cabe mas toxicos que en el punto inicial (mayor EC50).

Haria falta al menos un ensayo mas a una temperatura bien inferior, intermedia o superior a las
mostradas para poder corroborar la tendencia en todas las variables (UT, inhibicion crecimiento,
p-value, DQO, etc.).
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Figura 34. Variacion en la concentracion de DQO y NoR. Electrodo cerdmico. T2=cte. | variable

6.3.4 - Trabajo a T2=cte.=12502C (R30). Variable potencial de electrodo (E)

Botencial del % % % " % inhibician
Electrodo “lectrodo NoR (ppm) | eliminacion | 0Q0 [ppm) | eliminacian | COT (ppm) | eliminacion erminacion crecimiento | povalue
NoR Da0 wr |° radicula
R30 25 37 £3,00% 0g wers | 512 | 1psm | 7soox | 3z [ ooss
R0 3 w7 | s | o557 | eneme | o:9s5 | s | ospoox | 7033 | 00001761

Tabla 28. Datos obtenidos. Electrodo cerdmico R30.

9=cte. E variable

En la Figura 35 se puede apreciar que pese al ligero aumento en la germinacién (no tdxico en
ningun caso), la inhibicién en el crecimiento de la radicula experimenta un crecimiento de un
70%. Esto, sumado al cambio en el p-value (Tabla 28), inicialmente no tdxico estadisticamente

para pasar a serlo (<0,05) en el caso del potencial a 3Vag/ciag.

Comparando los resultados con la Figura 36, se puede ver que las tres variables siguen una clara
tendencia a disminuir su valor (la disminucién de sus valores aumenta).

Asi pues, pese a que se ha eliminado gran parte del contaminante y la materia organica total se
ha visto reducida, los productos intermedios de la oxidacidn que se obtienen en el caso de

3Vag/ciag son mucho mas toxicos que la muestra originalmente tratada con la electro-oxidacion,

como ocurria con el electrodo ceramico R20 a intensidad variable. En este caso, la toxicidad
aumenta al aumentar el potencial de trabajo del electrodo.

Haria falta al menos otro ensayo mas asi como conocer su valor de UT para cruzarlo con los

resultados de p-value, inhibiciéon, eliminacidn de contaminante, etc.
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Figura 35. Comparativa en la Germinacion. Electrodo ceramico. T2=cte. E variable
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Figura 36. Variacion en la concentracion de DQO, COT y NoR. Electrodo cerdmico. T2=cte. E

variable
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6.3.5 - Electrodo BDD. Variable Potencial de electrodo (E)

% % % % % inhibicidn
Electrodo Voltaje uT eliminacion | eliminacion | eliminacidon i » crecimiento p-value
NoR DQO coT EErMINACION | 4 gicula
BDD 2,5 3,8 78,00% 44,67% 39,58% 93,00% 16,46% 0,4811
BDD 3 11,11 88,40% 66,67% 51,37% 97,00% 42,50% 0,022

Tabla 29. Datos obtenidos. Electrodo BDD. E Variable

Como se puede ver en la Figura 37, en ambos casos se han obtenido porcentajes de germinacion
del 90%, lo que nos indica que tendremos que evaluar el resto de indicadores para saber si las

muestras son téxicas.

El valor de la toxicidad, pese a ser menor de 25 en ambos casos, experimenta un gran aumento
entre el electrodo tratado a 2,5Vag/ciag ¥ el tratado a 3Vag/ciag. El p-value, acorde a ello, pasa de
no ser estadisticamente notorio a ser menor a 0,05, lo cual nos indica que se trata de una

muestra toxica (Tabla 29).

De acuerdo a estos datos, y pese a no llegar al 50% establecido como umbral del EC50, la
inhibicion en el crecimiento de la radicula asciende a mas del doble del valor inicial, acorde al
cambio en el p-value también. Podemos afirmar en este caso que la toxicidad aumenta de
acuerdo al aumento del potencial de electrodo.
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Figura 37. Comparativa UT y Germinacion. Electrodo BDD. E variable

En ambos casos (Figura 38), el porcentaje de eliminacion del medicamente es muy alto, asi como

la disminucion del COT y la DQO. Todas ellas aumentan ligeramente su valor al aumentar E.
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Figura 38. Variacién en la concentracién de DQO, COT y NoR. Electrodo BDD. E variable

De forma similar a lo que ocurria cuando se ha evaluado a temperatura constante el electrodo
ceramico R30, obtenemos una muestra final tratada en el que los productos intermedios de la
oxidacion son mas toxicos que la muestra inicial, si bien para el caso de 2,5Vag/ciag no llega a ser
estadisticamente toxico, si cuando se aumenta el voltaje de trabajo hasta los 3Vag/ciag.

Haria falta al menos otro ensayo mas (tanto de semillas como mediante el Microtox) para
cruzarlo con los resultados de p-value, inhibicidn, eliminacién de contaminante, UT, etc. Y poder
corroborar las conclusiones.

6.3.6 — Comparativa entre electrodo cerdmico y electrodo BDD

% % % % % inhibicidn
Electrodo Voltaje eliminacion | eliminacién | eliminacidén . L, crecimiento p-value
NoR DQO coT germinacion | gicula
R30 2,5 63,00% 34,67% 12,53% 78,00% 33,75% 0,066
BDD 2,5 78,00% 44,67% 39,58% 93,00% 16,46% 0,4811
R30 3 89,22% 62,82% 49,37% 92,00% 70,93% 0,0001761
BDD 3 88,40% 66,67% 51,37% 97,00% 42,50% 0,022

Tabla 30. Datos obtenidos. Electrodos R30 y BDD. E Variable

Como se puede apreciar en la Tabla 30 asi como en la Figura 39, el electrodo BDD obtiene una
germinacidn mayor tanto a 2,5 como a 3Vag/ciag. Ademds su inhibicidn del crecimiento es menor
también cuando crece el potencial, al igual que su valor inicial.

Ambos p-value a 2,5Vag/ciag (Tabla 30) son mayores a 0,05, por lo que inicialmente se podria
considerar no toxicas las muestras, aunque de acuerdo a los datos anteriores, el p-value del R30
esta mucho mas cerca de ser toxico que el BDD.
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Pese a ello, las muestras tratadas con ambos electrodos son toxicas al potencial de 3Vag/ciag, Si
bien es cierto que el p-value de BDD esta mucho mas cerca de 0,05 que el valor del R30, asi como
el valor de la inhibicién, que no llega a alcanzar el EC50.

Analizando la Figura 40, la tendencia con ambos electrodos es la misma, si bien el electrodo
ceramico (R30) tiene una mayor pendiente (aumento en la eliminaciéon de NoR, menor DQO y
COT final), en el caso del BDD encontramos una muestra a 2,5Vag/ciag con mejores rendimientos
de eliminacidn del contaminante.
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Figura 39. Comparativa UT y Germinacidn. Electrodos R30 y BDD. E variable

eliminacion NOR R30 e c|iminacion NOR BDD == 9% Disminucion DQO R30
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Figura 40. Comparativa en la variacién en la concentracién de DQO, NoR y COT. Electrodos R30
y BDD. E variable

59



Disefio y puesta a punto de un método para la determinacion de la toxicidad en efluentes liquidos

Haria falta al menos otro ensayo con cada electrodo para poder corroborar las tendencias al alza
en la disminucién de los valores de NoR, COT y DQO, asi como en el aumento de la toxicidad a
partir de 3Vag/ciag.

No obstante, comparando ambos electrodos, trabajando a 2,5Vag/ciag Se obtiene una muestra
menos tdéxica en el caso del BDD, ademas a un potencial mayor (3Vag/ciag), Se aprecia una menor
inhibicion en el crecimiento de las radiculas de las semillas. Aun asi, en ambos casos los
productos intermedios de la oxidacién son mds tdxicos que la muestra inicial, hecho que se pone
de manifiesto cuando se trabaja a 3Vag/ciag.

7. CONCLUSIONES

En el presente TFG, tras varios ensayos de prueba y error, se ha logrado poner a punto una
metodologia para determinar la toxicidad de efluentes liquidos de una forma sencilla y
econdmica utilizando semillas de lechuga.

Los resultados obtenidos se han contrastado con otro método de determinacidn de la toxicidad,
el método Microtox, llegando a la conclusion que son fiables.

Por otro lado, se ha aplicado la metodologia a la determinacion de la toxicidad de muestras que
contienen un contaminante emergente, en concreto, un antibidtico (Norfloxacino) que han sido
tratadas mediante un proceso de oxidacidn avanzada.

De acuerdo con el andlisis previo realizado para cada método de trabajo en el proceso de
oxidacién avanzada para cada uno de los electrodos empleados (BDD o cerdamicos), se pueden
establecer una serie de conclusiones a nivel global.

En el caso de los electrodos ceramicos con T variable:

e A mayor temperatura de sinterizado del electrodo, menor es la toxicidad de la muestra
tratada, independientemente de si se ha efectuado el ensayo a potencial o intensidad
constante. A medida que aumenta la T (2C) de sinterizado, disminuye en contenido en
materia organica de la muestra y, la eliminacion del contaminante, aunque
practicamente es constante para todas las temperaturas de sinterizado, es alta. Por
ello, su toxicidad si disminuye.

e No obstante, a temperaturas de sinterizado mayor, aunque con un valor inferior,
seguimos hablando de muestras (tras el tratamiento de oxidaciéon avanzada)
estadisticamente téxicas.

e Unicamente en el caso de trabajo a potencial constante y a la mayor temperatura de
sinterizado de las trabajadas se puede apreciar la obtencion de una muestra
estadisticamente no toéxica.

En el caso de los electrodos ceramicos con T2 de sinterizado constante:

e Cuando la variable de trabajo es el potencial, a medida que éste aumenta, también lo
hace la toxicidad de la muestra.

e Para el caso en que la variable de trabajo es la intensidad, de igual forma se aprecia que
a mayor intensidad de trabajo, mas toxico es el resultado final.
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e Para ambos casos, no obstante, aumenta la eliminacidén del contaminante a mayor
potencial (o intensidad), asi como la cantidad de materia organica de la muestra, por lo
que los productos intermedios de la oxidacién formados en el proceso son mas tdxicos
qgue el NoR de la muestra inicial.

Para el caso del electrodo BDD, trabajando con variacién del potencial:

e Deigual forma a lo que ocurria en el caso del electrodo ceramico a T (2C) de sinterizado
constante y potencial variable, aunque se elimina mas contaminante y materia organica
a mayor potencial, la solucién obtenida es mas tdxica.

e Comparando ambos métodos, en el caso del BDD se obtienen valores de toxicidad
menores que en el caso del electrodo cerdamico.

Por todo lo anterior, se pueden establecer unas conclusiones generales en relacién a los valores
obtenidos con ambos tipos de electrodos asi como una valoracidn entre ambos de modo que se
pueda establecer con cudl se ha conseguido una muestra final menos téxica, objetivo secundario
a establecer del presente TFG:

e Serecomienda trabajar con el electrodo BDD a potenciales bajos (2,5Vag/ciag), pues
la muestra final obtenida después del proceso de oxidacion avanzada muestra una
gran eliminacidn del contaminante ademds de no ser una solucién téxica.

e En el caso de que no se pudiese disponer de las condiciones de trabajo anteriores
(BDD a 2,5Vag/ciag), seria recomendable el trabajar con el electrodo ceramico con la
mayor temperatura de sinterizacion de las mostradas (12509C) también a este
mismo potencial (2,5Vag/ciag), pues de todas las muestras tratadas mediante la
electro-oxidacién con un electrodo cerdmico, ha sido ésta la Unica que ha
presentado una gran eliminacidn del NoR y una muestra final no téxica.

e Enelcaso de no poder ajustar el potencial a 2,5Vag/ciag de acuerdo a lo indicado en
los puntos anteriores, si se tuviese que trabajar con electrodos ceramicos, seria
recomendable hacerlo con la mayor temperatura de sinterizacidn del electrodo
posible, al menor potencial posible o a la menor intensidad posible, pues ha
guedado demostrado que a intensidades o potenciales mayores, pese a que se
consigue el objetivo de eliminar el contaminante de las muestras, los productos
intermedios de la oxidacién obtenidos presentan valores de toxicidad superiores a
los iniciales.
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8. SUGERENCIAS PARA FUTUROS TRABAJOS

8.1 - Medicidn y ajuste del pH

Para conseguir un ajuste del pH mds rapido, menos contaminante y mds preciso, se recomienda
el empleo de acidos o bases con concentracién reducida, pues con el NaOH y el H2SO4 a 1M,
dado que el espectro de pH buscado se encuentra cerca de la zona de sensibilidad, incluso con
la adicidn de una Unica gota de solucidn, las variaciones obtenidas, tanto en aumento como en
disminucién del valor del pH, situaban a éste en un rango de valores no admisible pero en el
lado opuesta de la escala de medida, pasando de acido a basico con un leve ajuste.

Ademas, es importante no intentar ajustar la muestra en numerosas ocasiones, especialmente
si se dispone de poca cantidad de muestra, pues cada vez es mas complicado y ésta se puede
ver contaminada por la cantidad de acido y de base que se le introduce en su seno, ademas de
modificar sustancialmente su volumen, con lo que se alteran las concentraciones.

No obstante y por ese casi constante que se ha tenido que realizar, no se recomienda otro
medidor de pH que no sea el electrénico.

8.2 — Microtox

Como consejo o sugerencia para un mejor desempeiio en la realizacién del método del Microtox,
se recomienda diluir de inicio las muestras si se es conocedor de que la muestra previa al
tratamiento que se quiere evaluar (en este caso, si el proceso de oxidacidon avanzada conseguia
gue la muestra disminuyese o no su valor de toxicidad en caso de mantenerse positivo en
funcién del electrodo empleado en el proceso) tiene una alta concentracion de algun
contaminante figurablemente tdxico a posteriori, al menos con factor de dilucion 1:2.

Esto es debido a que una vez abierto un vial, se dispone de cierta cantidad Unicamente,
concretamente para alrededor de unas 15 muestras diferentes. Tener que diluir
constantemente las muestras supone una gran pérdida de tiempo, cosa que afecta
negativamente a las bacterias porque como se ha comentado anteriormente sus caracteristicas
bioluminiscentes se ven afectadas, cosa que podria alterar los resultados. Ademas de limitar la
cantidad de muestras tratables dentro de la carga de trabajo que supone el desarrollo de un
TFG.

Ademas se recomienda la revisién del buen funcionamiento del Microtox en cuestidn, pues
aunque se obtuvieron resultados correctos en un primer momento, mas tarde en otro intento
de realizar el ensayo, el aparato dio problemas, con la consiguiente nulidad de los resultados
como se ha comentado.

8.3 - Método de las semillas

En el caso del analisis de la toxicidad empleando el ensayo con las semillas de Lactuca sativa,
hay varias recomendaciones que se pueden realizar:

En primer lugar, se deberia trabajar en la totalidad del desarrollo del método en un espacio o
laboratorio con temperatura controlada o regulable, de modo que se evite el efecto de la
termodormancia.
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Ademas, para evitar una posible contaminacidn cruzada, se deberia optar por esterilizar todos
los materiales con los que se trabaje, en especial las pipetas, vasos de precipitados y sobre todo,
las pinzas.

En el caso de optar por una esterilizacion también de las semillas, se deberia valorar el empleo
de una solucidon menos agresiva o la disminucién de su tiempo de contacto, pues no tenemos
forma de saber si los peores resultados se obtuvieron después del proceso de esterilizado
debido a la agresividad del método (probado y comprobado en otras ocasiones) o debido a la
alta temperatura a la que se veian sometidas las placas de Petri en el traslado desde el Instituto
hasta el frigorifico donde se almacenaban durante las 120h.
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DOCUMENTO I
PRESUPUESTO
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1. INTRODUCCION

En los siguientes apartados se realizara un desglose del coste total de la realizacién del trabajo
anteriormente descrito, dividiendo por un lado el coste de los equipos y materiales y por otro
lado el coste de la mano de obra que lo lleve a cabo. Estos presupuestos parciales se calcularan
entendiendo el propio trabajo como si de un encargo a una consultora se tratase, por lo que se
han incluido todos los equipos o materiales para el desarrollo del mismo, aunque la Universidad
Politécnica de Valencia ya dispusiese de estos equipos en el proceso de redaccién de este
trabajo.

2. PRESUPUESTOS PARCIALES

2.1 - Equipos y material

En este primer apartado se expondrd, para cada uno de los procesos anteriormente descritos,
el coste del material empleado. Previamente se ilustrard el coste de aquellos materiales
comunes a todo el desarrollo del proyecto y por ende, reutilizados en cada uno de los métodos
de trabajo descritos. Las muestras de agua residual contaminada con Norfloxacino y tratadas
con electro-oxidacidn se presuponen entregadas por el Departamento de Ing. Quimica, por lo
que no se incluyen en el presupuesto.

Material comun Total (Uds.) Coste (€/unidad) Coste total (€)
Ordenador portatil 1 520 520
Asus

Vasos de precipitados 10 9 90
Cuentagotas 2 2 4
Material de oficina - - 30

Pipetas micrométricas 2 50 100

Subtotal (€) 744

Tabla 31. Presupuesto parcial del material comun
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Medicion y ajuste de

pH Total (Uds.) Coste (€/unidad) Coste total (€)
Medidor electrénico 1 535 235
de pH
Agitador magnético 1 65 65
Iman de mezcla 1 4 4
NaOH (Botella 1L) 1 24 24
H2S04 (Botella 1L) 1 8 8
Subtotal (€) 336

Tabla 32. Presupuesto parcial del material para la medicion y ajuste del pH

Meétodo de las semillas Total (Uds.) Coste (€/unidad) Coste total (€)
Pinzas 1 3 3
Film transparente 1 1,50 1,50
(Rollo)
Cajas de placas PETRI 20 2,5 50
Papel de filtro
2 5 10
(Caja 50 Uds.)
Alcohol del 70% y 96%
(Botella 1) 4 1,25 >
Pipetas de laboratorio 2 15 30
Agua destilada
(garrafa 10L) ! 4 4
Semillas
1 1 1
(Bolsa 10.000 Uds.)
Subtotal (€) 104,50

Tabla 3320. Presupuesto parcial del material para el método de las semillas
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Método del Microtox Total (Uds.) Coste (€/unidad) Coste total (€)
Microtox 500 1 20.475 20.475
Solucién reconstitucion
1 26 26
(botella 50mL)
Solucioén ajuste
osmaotico 1 64 64
(botella 50mL)
Solucién acuosa
diluyente (botella 1L) ! 132 132
Estante para puntas 1 9 9
eppendorf
Cubetas (caja 50 Uds.) 2 200 400
Puntas de pipeteado
(caja 100 Uds.) ! 3 33
Bacterias (vial) 1 650 650
Subtotal (€) 21.789 €

Tabla 34. Presupuesto parcial para el método del Microtox

2.2 - Mano de obra

La elaboracién del presupuesto para la mano de obra se ha realizado entendiendo la realizacion
de este Trabajo de Final de Grado como si de una propuesta profesional se tratara.

De este modo, el técnico encargado de la realizacion del proyecto contara con la ayuda de un
auxiliar de laboratorio que le brindara soporte en las tareas de mantenimiento y preparacion de
los equipos y materiales, asi como de un auxiliar administrativo encargado del apoyo en la
realizacion de las instrucciones y redaccién del propio trabajo.

Mano de obra Total horas (h) Coste (€/h) Coste total (€)
Técnico 300 35,00 10.500,00
Auxliar de 40 20,00 800,00
laboratorio
Auxiliar 10 15,00 150,00
administrativo
Subtotal (€) 11.450,00 €

Tabla 35. Presupuesto parcial de la mano de obra
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3. PRESUPUESTO TOTAL

De acuerdo al desglose anterior de los presupuestos parcial y sumando cada parte, se obtiene
el coste total para la realizaciéon de nuestro proyecto. Al valor obtenido, habra que sumar un
valor afiadido del 13% correspondiente a gastos generales (mantenimiento del laboratorio, luz,
etc.) asi como el 21% de IVA.

Desglose Coste total (€)
Material comun 744
Método de las semillas 104,50
Medicién y ajuste de pH 336
Método del Microtox 21.789
Mano de obra 11.450
Presupuesto acumulado (€) 34.4235€
+Gastos Generales (13%) (€) 4.475,05
Presupuesto total sin impuestos (€) 38.898,55 €
+IVA (21%) (€) 8168,69
Presupuesto Total 47.067,25 €

Tabla 36. Presupuesto total

El presupuesto total asciende a CUARENTA Y SIETE MIL SESENTA Y SIETE EUROS CON
VEINTICINCO CENTIMOS.
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