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RESUMEN: Ciertos procedimientos, basados en apro-
ximaciones analiticas y biol6gicas, estdn demostrando
ser utiles en la valoracion del riesgo de las aguas residua-
les urbanas procedentes de las Plantas de Tratamiento.
Estos efluentes, considerados “mezclas complejas”, com-
puestos por sustancias de muy diferente naturaleza, ori-
gen y caracteristicas toxicologicas y medio ambientales,
requieren una valoracién realista. Con el fin de colaborar
al conocimiento de una parte de la realidad de nuestro
pais, presentamos un estudio sobre once depuradoras ur-
banas en las que se ha realizado un perfil de compuestos
orgéanicos y una valoracion toxicologica mediante tests
de toxicidad agudos, cronicos, de estrogenicidad, muta-
genicidad y teratogenia. Los resultados muestran que 7
efluentes presentan toxicidad aguda, 3 toxicidad crénica
y 4 estrogenicidad. Destacamos el hecho de que los 4
efluentes que presentan estrogenicidad, poseen al menos
3 de las sustancias estrogénicas detectadas mediante el
perfil cromatogréfico. Este tipo de consideraciones nos
hace reflexionar sobre la necesidad de incorporar este
tipo de metodologias para disponer de un conocimiento
maés realista de estas situaciones.

PALABRAS CLAVE: aguas residuales urbanas, mezclas
complejas, toxicidad aguda y croénica, estrogenicidad, mu-
tagenicidad, teratogenia, microcontaminantes organicos

Metodologias para valorar efectos potenciales de los
efluentes de las depuradoras:

El control de los vertidos de las aguas residuales pro-
cedentes de Plantas de Tratamiento esta regulado por di-
ferentes normativas ', con el fin de establecer las caracte-
risticas y los limites de vertido a los cauces publicos. El
objetivo es establecer un canon de emisiéon de esos
efluentes, para proteger el medio receptor y conseguir
una calidad adecuada para su reutilizacién como agua de
riego y recarga de acuiferos, una practica muy impor-
tante en nuestro pais. Estos efluentes, al igual que las
emisiones industriales, pueden presentar una gran com-

ABSTRACT: Some procedures, based on analytical
and biological methods, are useful tools for risk assess-
ment of treatment plant wastewater. In fact, urban ef-
fluents, called “complex mixtures” due to their nature,
origin and toxicologic and environmental variability, need
a more realistic evaluation. In this study, 11 municipal
wastewater effluents were studied. Chemical analysis
(GC/MS) and biological methods (acute and chronic toxi-
city bioassays and estrogenicity, mutagenity and terato-
geny tests) were carried out to identify the most frequent
organic compounds and toxic effluents. Results showed 7
effluents with acute toxicity, 3 with chronic toxicity and 4,
with estrogenic effects. When toxicity and analytical re-
sults were compared, it was observed that in effluents
with estrogenic effects, at least 3 estrogenic substances
were identified. Attending all these results, the inclusion
of combined methodologies must be considered to get
more realistic information about these situations.

KEYWORDS: urban wastewater, complex mixtures,
acute and chronic toxicity, estrogenicity, mutagenicity, te-
ratogeny, organic micro pollutants.

plejidad debido a la presencia de contaminantes muy di-
versos, provenientes de multitud de origenes y activida-
des. Por ello, constituyen “mezclas complejas” cuya valo-
racién requiere un nivel de profundizacién que no
permiten los parametros fisico-quimicos convencionales,
que obligan las normativas actuales *®. Asi mismo, si se
pretende realizar una valoracién, no resulta practico
identificar, cuantificar e interpretar la presencia de todas
las sustancias que puedan estar presentes. Esta es una de
las principales razones de que se vengan utilizando
desde hace afos ciertos sistemas biolégicos basados en
tests de toxicidad, que expresan, con la ayuda de deter-
minados organismos, los efectos potenciales de las mues-
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tras que se ensayan. Aunque existen actualmente nume-
rosos ensayos ya normalizados, (ISO, ASTM, DIN, CEN,
AENOR), lo cierto es que tienen una implantacién muy
deficitaria en la legislacién medioambiental, tanto en
nuestro pais como en la mayoria de los paises de nuestro
entorno. Es todavia un hecho que la practica totalidad de
los esfuerzos que se realizan en el control de vertidos se
basan en el control fisico-quimico de compuestos especi-
ficos sin que, en la mayoria de los casos, estos tengan
algo que ver con la naturaleza y origen del vertido.

Los tests de toxicidad mas comunes que se han em-
pleado para valorar la toxicidad de los efluentes de de-
puradoras utilizan peces y/o invertebrados acuéaticos
(Tabla 1). Estos ensayos han servido por ejemplo, para
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la menor concienciacion existente en materia de toxicolo-
gia ambiental. Basicamente un WET consiste en una carac-
terizacion del efluente en funcién de dos cosas: por un
lado, la informacién disponible sobre su origen, naturaleza,
sistema de depuracion, etc. y por otro, la valoraciéon de la
toxicidad del “efluente total” que va a ser emitido. Esta va-
loracion se realiza mediante un test de toxicidad agudo
que utiliza una especie, sensible y representativa del medio
acuatico. Actualmente se esta empleando ademaés un en-
sayo cronico rapido que implementa considerablemente la
informacién toxicolégica del efluente. Una excelente revi-
sién de los WET ha sido realizada por Oris y Klaine *.

Si el resultado toxicolégico que resulta del WET es po-
sitivo, se recurre posteriormente a otros procedimientos

Tabla 1: Ensayos de apariciéon mas frecuente en la normativa y procedimientos de control de vertidos de aguas residuales urbanas

en las CC. AA. de nuestro pais:

Expresién Nombre del Ensayo Duracion del ensayo N. ¢ Referencia

de efectos

Agudos Bioluminiscencia (Vibrio fischeri) horas 7
Toxicidad aguda Daphnia magna 48 horas 8
Toxicidad aguda en rotiferos 48 horas 9
Toxicidad aguda en Tamnocephalus 48 horas 10
Toxicidad aguda Artemia salina 48 horas 11
Toxicidad aguda Ceriodaphnia dubia 24 horas 12
Toxicidad aguda en peces (varias especies) 96 horas 13, 14

Subagudos | Inhibicién del crecimiento en Chlorella vulgaris 72 horas 15, 16

Cronicos Ensayo sobre la reproduccién en Daphnia magna 21 dias 17
Ensayo sobre la reproduccién en Ceriodaphnia dubia 7 dias 18

detectar la toxicidad de efluentes diversos y para demos-
trar que la variabilidad de esa toxicidad puede llegar a
ser muy grande', del orden de 5 6rdenes de magnitud.
Este tipo de valoracion realizada mediante bioensayos es
indicativa del potencial de dafo que tendria un efluente
sobre las poblaciones acuéticas, por lo que constituye un
sistema predictivo para valorar el impacto del efluente
sobre el medio receptor. Hay que tener en cuenta que, el
impacto real deberia conocerse mediante estudios “in
situ”, entre los que destacamos aquellos que utilizan pe-
ces en jaulas ubicadas en el punto de emision, los estu-
dios de biomasa y biodiversidad de macroinvertebrados
bénticos o, los que miden biomarcadores que expresan
exposicion y/o efecto en los individuos y las poblaciones
que viven en las aguas receptoras.

Progresivamente en la valoracién de los efluentes, he-
mos asistido al desarrollo de ciertos procedimientos anali-
ticos en los que se han ido integrando algunas metodolo-
gias biologicas. Estos procedimientos han demostrado ser
tremendamente (tiles para conocer los efectos potenciales
de los efluentes. Paises como EEUU, han sido pioneros en
la investigacion y posterior aplicacion de un sistema de
control y autorizaciéon de vertidos, en los que se incorpo-
ran criterios fisico-quimicos y biolégicos (WET o Whole Ef-
fluent Toxicity). Este enfoque, en mayor o menor medida,
es la base de los que en la actualidad se estdn planteando
por parte de muchos paises de la Unién Europea. Sin em-
bargo, en la UE el desarrollo es muy lento, dada la larga du-
racion de los programas de investigacion y de demostra-
cién previos (véase el caso del Reino Unido y Holanda), y

(TIE %), que valoran méas profundamente estas situacio-
nes. Estos procedimientos se emplean cuando interesa
identificar los agentes mas problematicos o para interve-
nir en programas de reduccion de la contaminacion. Basi-
camente, consisten en la utilizacion de sistemas mixtos,
analiticos y biol6gicos y se basan en la concentracién y
fraccionamiento del efluente, permitiendo obtener a par-
tir de un efluente entero, diferentes fracciones de él. Cada
fraccién puede ser valorada mediante tests de toxicidad
y también analizada mas exhaustivamente para identifi-
car grupos de compuestos, sobre los cuales se realizara
un analisis mas exhaustivo permitiendo identificar las
sustancias responsables de los efectos de toxicidad ob-
servados.

Segun los bioensayos o test de toxicidad que aplique-
mos, podremos obtener diferente informacién sobre: ni-
veles de organizacion biolégica (individual, poblacional y
ecoldgica); tiempo de manifestacién del efecto (agudo,
subagudo y crénico); tipo de expresion del efecto (super-
vivencia individual o crecimiento, reproduccién y super-
vivencia de la poblacién); efectos especificos (mutagéni-
cos, genotoxicos, teratogénicos, de disrupcién
endocrina), etc. Entre todos ellos, los ensayos especificos
han sido los mas recientemente desarrollados. Nos referi-
remos a dos de ellos.

La sospecha de que en la composicién de estos
efluentes existan determinadas sustancias con capaci-
dad mutagénica, ha dado lugar a la adaptacién de meto-
dologias existentes para la valoraciéon de ese efecto. Este
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es el caso del ensayo con Salmonella typhimurium TA98 y
TA100, utilizado en los procedimientos para la clasifica-
cioén de sustancias puras e incorporado en las Directivas
de Fitosanitarios y Biocidas para la determinacién de la
capacidad mutagénica. Actualmente se esta incorpo-
rando en la valoracion de muestras ambientales entre las
que se incluyen los efluentes de depuradoras #%,

Por otro lado, en los Gltimos afios, se empiezan a evi-
denciar ciertos efectos, denominados estrogénicos, aso-
ciados a una serie de compuestos ** en efluentes de de-
puradora. Se observé que estos efectos estrogénicos
eran capaces de alterar el equilibrio hormonal (Disrupto-
res Endocrinos) de los organismos expuestos en las areas
de influencia de estos efluentes. Estos hechos constituye-
ron el principal motivo que indujo a muchos paises a es-
tudiar y caracterizar estos efluentes. Asi mismo, para la
valoracion de ese potencial estrogénico se han ido des-
arrollando y posteriormente aplicando ensayos “in vitro”,
a modo de detectores biologicos de actividad estrogé-
nica. Los ensayos mas utilizados en estos efluentes se
centran en el ensayo con levadura recombinante #* el en-
sayo E-screen, que utiliza un receptor estrogénico hu-
mano de células de cancer de mama MCF-7 %, el ER com-
petitive ligand binding assay *' y el ER-CALUX o ensayo de
activacion de la luciferasa *. Murk y colaboradores * rea-
lizan una magnifica revisién sobre la sensibilidad y aplica-
bilidad de estos ensayos asi como los inconvenientes que
puedan presentar.

Con respecto a la caracterizacién quimica de estos
efluentes, recientemente se han investigado y desarro-
llado métodos de anélisis eficaces que ayudan y facilitan
la cuantificacién de muchos de estos compuestos®.

En nuestro pais, a diferencia de otros de nuestro en-
torno, la informacién disponible sobre los efluentes de
depuradora en cuanto a sus posibles efectos estrogéni-
cos es muy escasa y la existente, proviene del ambito in-
vestigador. Por esta razon, los avances asi realizados son
puntuales ** y aunque si bien suponen un avance en el
conocimiento sobre estos compuestos y sus efectos, no
se han hecho con el objetivo de aportar informacién de la
realidad que rodea a los efluentes de depuradoras en
nuestro pais.

Valoracion de 11 efluentes de depuradoras

Con el fin de contribuir al conocimiento sobre esta
realidad, hemos querido aportar parte de la informacién
generada por dos proyectos de investigacion que veni-
mos realizando, sobre diferentes depuradoras convencio-
nales de fangos activados.

Las depuradoras motivo de estudio tratan las aguas
residuales de nucleos de poblacién con un nimero de ha-
bitantes equivalentes entre 24.000 y 190.000. Salvo una
depuradora que trataba exclusivamente aguas domésti-
cas, en las demas se incluian, como es frecuente, aguas de
distinto origen como las aguas residuales de hospitales y
pequeiias industrias, algunas de alimentaci6n, farmacéuti-
cas y de cosmética, lavanderias, fabricas de pinturas y ta-
lleres mecanicos.

De una forma simplificada diremos que el objetivo de
nuestro estudio se centr6 en la deteccion de los micro-
contaminantes organicos presentes en los efluentes de es-
tas depuradoras y en predecir los efectos potenciales de
estos efluentes. Con ese fin, para realizar la caracteriza-
cion quimica de los compuestos organicos se realizé un
perfil cromatografico sobre un extracto organico de cada
efluente. Dicho perfil se realiz6 mediante cromatografia
de gases. Para la predicciéon de efectos, aplicamos sobre
estos mismos extractos, los bioensayos (tests de toxici-
dad) que se refieren en la Tabla 2.

Resumen de los resultados de la valoraciéon de los ex-
tractos metanélicos de las 11 depuradoras.

Con el fin de simplificar la exposicién de los datos he-
mos omitido los factores de concentracion de las mues-
tras. Una valoracion mas exhaustiva requeriria el analisis
en profundidad de estos factores y los valores especificos
de toxicidad. Sin embargo con el fin de ofrecer una visién
general, podemos decir que: Lo primero que llama la aten-
cion es que en 7 de las 11 depuradoras se registra toxici-
dad aguda, lo que significa que el riesgo potencial de estos
efluentes sobre el medio receptor, a corto plazo, es ele-
vado. En tres de ellas se detecta toxicidad crénica y cua-
tro de los efluentes muestran efectos de estrogenicidad.
En ninguna de las muestras se detecta mutagenicidad.

Tabla 2: Ensayos utilizados en la valoraciéon de los extractos metandlicos de las once muestras estudiadas

Ensayos N. ¢ Referencia
Toxicidad aguda
Toxicidad aguda en Daphnia magna 8
Toxicidad aguda en Chlorella vulgaris 16, 39
Toxicidad crénica
Test desarrollo embrio-larval y teratogenia con Oryzias latipes 40
Ensayos especificos
Capacidad estrogénica:
Ensayo en levadura transfectada 26, 24
Capacidad genotéxica:
Mutacion en Salmonella typhimurium cepas TA98 y TA100 con y sin fraccién microsomal S9 23, 41
Test de teratogenia con Oryzias latipes 40,42
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Tabla 3: Resultados de la valoracion de los extractos metandlicos de las 11 depuradoras. Los rangos de toxicidad se han establecido
en funcion de la sensibilidad de cada ensayo y los porcentajes de exposicién que cada uno permite.

Depuradoras Toxicidad aguda Toxicidad créonica Estrogenicidad Mutagenicidad Teratogenia
Testigo
2
3
4 n.d
5 n.d
7
8 n.d
; I
10 n.d n.d
11 n.d

n.d = No detectado

Toxicidad y Efectos Especificos:

Nulo Bajo | Medio

Los compuestos encontrados en los extractos orgéani-
cos fueron los que se exponen a continuaciéon (Tabla 4).
Para facilitar la comprension y simplificar la informacion
hemos resumido los compuestos cuya frecuencia de apa-
ricién es mayor y hemos omitido la cuantificacién de
ellos. Hemos incorporado datos sobre la Toxicidad, Per-
sistencia, Bioacumulacién y, efectos especiales de cada
uno de ellos, de acuerdo a las Bases de datos consultadas
(Tomes Plus, ChemDat, I[UCLID, ECDIN y Ecotox).

Los resultados indican que de los compuestos que
aparecen al menos en la tercera parte de los efluentes
rastreados, existen 7 de los que no se dispone de infor-
macioén alguna. Asi mismo observamos que de los dos
compuestos que aparecen en el 100% de los efluentes,
uno de ellos, el Octilfenol (que procede de la degradacion
de surfactantes alquilfenélicos), es un Disruptor Endo-
crino y figura en la lista de Sustancias Peligrosas Priorita-
rias en Estudio®, mientras que el otro, el Bisfenol A (que
proviene de la fabricacién de resinas y pinturas metali-
cas), aunque se sabe que es un componente habitual de
este tipo de efluentes, no estd considerado en la regla-
mentacion, posiblemente por su baja persistencia, baja
capacidad de bioacumulacién y menor efecto de Disrup-
ciéon Endocrina*. De los compuestos que aparecen en el
86% de los efluentes, s6lo un compuesto, el Di-etilhexil-
ftalato, esta considerado actualmente en la reglamenta-
ci6én de la UE ©® y de la CAM * y dos compuestos maés, el
Di-isobutil-ftalato y el Di-etil-ftalato (este tltimo presente
en el 57% de las muestras), s6lo estan contemplados en
la CAM. Uno de los hechos destacables es que 6 de los
compuestos identificados en el perfil (con una frecuencia
de aparicién de entre el 57-100% de las muestras), poseen
efectos de disrupcion endocrina. De entre los 6, dos de
ellos, el Bisfenol A y el di-tertbutil-fenol no se contemplan
en ninguna de las dos legislaciones. Debemos de recordar
que solo aquellos compuestos que disponen de suficiente
informacién pueden ser recogidos en la legislacion.

Es importante destacar que de las cuatro muestras
(con igual factor de concentracién) que presentan efec-
tos estrogénicos, en una, se encuentran las 6 sustancias
estrogénicas detectadas mediante el perfil y en otra, tres
de ellas. Habria que analizar tanto el potencial estrogé-
nico como la cuantificacién de cada uno de estos com-
puestos en cada muestra para valorar adecuadamente es-
tos efectos, pero en principio, ya sabemos que aunque no
se detecta toxicidad aguda en esta tltima, si que seria im-
portante profundizar en un efluente que muestra esta po-
tencialidad de efectos estrogénicos y que, por tanto,
puede producir un riesgo muy importante en el medio
acuatico. Las otras dos muestras que presentan potencial
estrogénico, poseen, ademas de Bisfenol A y Octilfenol, el
Estradiol, que no se recoge en la tabla debido a su por-
centaje de aparicion menor en este estudio y en una de
ellas ademas de estos tres, contiene otro disruptor endo-
crino, el di-isobutil-ftalato.

Una interpretacion mas profunda de este estudio per-
mitird seguramente acercarnos a la realidad de unos
efluentes que van a emitirse al medio acuatico.

Todo esto nos permite reflexionar acerca del interés
que tiene una correcta caracterizacion para basar las ta-
reas de control de los efluentes, en una informacion rea-
lista. Aunque como hemos observado, con la informacién
toxicolégica disponible no podriamos interpretar el signi-
ficado de muchas sustancias, y haciendo uso de la regla-
mentacion actual se siguen escapando problemas, lo que
estd claro es que esa informacion nos puede facilitar un
primer nivel en la prediccién del riesgo ambiental. Una
valoraciéon mas adecuada que cubra esta ausencia de in-
formacion la podremos conseguir, realizando una co-
rrecta valoracion de los efectos potenciales a través de
metodologias biolégicas suficientemente referenciadas
y/o estandarizadas. Este tipo de valoraciones seran im-
portantes para diseflar programas de seguimiento basa-
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dos en la deteccion realista de los contaminantes presen-
tes peligrosos de cada efluente. Es importante que se uti-
lice esta informacién para priorizar actuaciones de ges-
tion empleando procedimientos de valoracion de riesgo.
En caso de no existir informacién, es fundamental que se
utilice el principio de precauciéon cuando no conocemos
o disponemos de suficiente informacién acerca de deter-
minadas situaciones, compuestos o sus efectos.
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